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RESUMO

IDENTIFICACAO E PERFIL DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE
ENTEROBACTERIAS ISOLADAS DE MOLUSCOS BIVALVES E
AGUA EM DOIS ESTUARIOS DA REGIAO DO BAIXO SUL, BAHIA

Dentre as espécies de bactérias capazes de causar infeccdes em humanos se
destacam as estirpes Escherichia coli e Salmonella spp. A capacidade desses
microrganismos em promover gastroenterite humana associada ao consumo de
moluscos in natura ou levemente cozidos, tem aumentado a sua importancia em
surtos alimentares se tornando um alerta para a saude publica. Baseando nisso,
este trabalho teve como objetivo avaliar a presenca de Escherichia coli e Salmonella
spp. em dois estuarios da regido do Baixo Sul, Bahia, bem como verificar o perfil de
suscetibilidade antimicrobiana dos isolados. Para isso, foram realizadas seis coletas
de ostras e agua em uma area de cultivo e ostras extraidas de bancos naturais. Para
a suscetibilidade antimicrobiana foram utilizados 15 farmacos de seis familias. A
produ- «o de -lacziamased (bLs) f oi de vtestesi f i c a
fenotipicos e genotipicos (blaTEM-1, blaCTX-M e blaSHV). Na area de cultivo, as
amostras de agua apresentaram densidade microbiana de coliformes a 35°C de 2,85
log NMP/100 mL e a 45°C de 2,50 NMP/100 mL, enquanto nas amostras de ostras
os valores foram de 2,65 log NMP/100 g para coliformes a 35°C e de 2,30 log
NMP/100 g para coliformes a 45°C. Para as ostras do extrativismo a densidade de
coliformes a 35°C foi de 3,30 log NMP/100 g e a 45°C de 3,15 log NMP/100 g.
Escherichia coli foi isolada em 50% das amostras de agua e 67% das amostras de
ostras de extrativismo, com auséncia nas ostras de cultivo. N&o foi observada a
presenca de Salmonella em qualquer das amostras. As cepas de Escherichia coli
provenientes da agua de cultivo do estuario de Torrinhas apresentaram apenas perfil
intermediario de resisténcia antimicrobiana (57,14%). As cepas isoladas das ostras
de extrativismo apresentaram resisténcia antimicrobiana de 60% e 20% para
resisténcia intermediaria, com maior resisténcia veri f i ¢ a d a -lac@mics b
(71,42%). Perfil de multiresisténcia (40%) foi observado apenas para Escherichia coli
isoladas das ostras de extrativismo, com indice de mudltipla resisténcia (MAR)

variando de 0,13 a 0,20. Quanto a origem genética da resisténcia, esta foi



equivalente entre plasmidial (50%) e cromoss6mica (50%), sendo que as cepas
isoladas da agua apresentaram maior percentual de resisténcia plasmidial (62,50%).
Fenotipicamente ndo foi observada a producdo de enzimas b-lactamases. A
presenca dos genes blaTEM-1 e blaCTX-M foi observada em 83,33% e 8,33% das
cepas de Escherichia coli, respectivamente. Nao foi observada a presencga do gene
blaSHV. A presenca de Escherichia coli contendo genes de resisténcia nos estuarios
de Taperoa e Torrinhas, Bahia, mostra que os moluscos bivalves extraidos ou
coletados na regido devem passar por um processo de depuracdo antes de
submetidos a comercializagdo visando minimizar a presenca de estirpes bacterianas
contendo genes de resisténcia antimicrobiana. A presenca de isolados de
Escherichia coli com genes de resisténcia do tipo blaTEM-1 e blaCTX-M chama a

atencao quanto a propagacédo destas bactérias para 0 ambiente estuarino.

Palavras-chaves: suscetibilidade antimicrobiana, ostras, Escherichia coli, saude

publica.



ABSTRACT

FERREIRA-GRISE. N. M. IDENTIFICATION AND PROFILE OF ANTIMICROBIAL
ENTEROBACTERIA ISOLATED BIVALVE MOLLUSCS STRENGTH AND WATER
IN TWO ESTUARIES IN SOUTH LOW REGION, BAHIA

Among those species of bacteria capable of causing infections in humans stand
strains Escherichia coli and Salmonella spp. The ability of these microorganisms in
causing human gastroenteritis associated with consumption of shellfish raw or lightly
cooked, has increased its importance in food outbreaks becoming an alert to public
health. Based on this, this study aimed to evaluate the presence of Escherichia coli
and Salmonella spp. Two estuaries (cultivation of oysters and extraction) Southern
Lowlands, Bahia and check the profile of antimicrobial susceptibility of isolates. For
this, there were six collections of oysters and water in an area of cultivation and
extracted natural oyster banks. For antimicrobial susceptibility were employed 15
drug six famili es.-| alchhea m@ars@d uecntziyomme so fpybfh s )
phenotypic and genotypic tests (blaTEM-1, blaCTX-M and blaSHV). In the cultivation
area the water samples had microbial density coliforms at 35°C (2.85 log MPN /
100ml) and 45°C (2.50 MPN / 100 ml) higher than the oyster samples (35°C - 2.65
log MPN / 100g 45°C - 2.30 log MPN / 100g). For the extraction of oysters density of
coliforms at 35°C was 3.30 log MPN / 100 g at 45°C of 3.15 log MPN / 100 g.
Escherichia coli was isolated in 50% of water samples and 67% of the samples for
extraction of oysters. It was observed the presence of Salmonella in any of the
samples. Strains of Escherichia coli from Torrinhas estuary growing water showed
only antimicrobial resistance intermediate profile (57.14%). Isolates of extraction of
oysters showed antimicrobial resistance of 60% and 20% intermediate resistance
with greater r esi-Rdamntld2%)k Madticekistadt profite (46%)
was only observed for Escherichia coli isolated from the extraction of oysters, with
multiple resistance index (MAR) ranging from 0.13 to 0.20. Regarding the type of
antimicrobial resistance, 50% showed resistance mediated by plasmids and 50%
Chromosome, and the strains of the water showed a higher percentage of plasmid
resistance (62.50%). Phenotypically was not observed the produ ¢ t i o-factamése b
enzymes. The presence of blaTEM-1 and blaCTX-M genes was observed at 83.33%

and 8.33% of the strains of Escherichia coli, respectively. It was observed the



presence of the gene blaSHV. The presence of Escherichia coli containing resistance
genes in the estuaries of Taperoa and Torrinhas, Bahia, shows that the extracted
bivalves or collected in the region must go through a purification process before
undergoing marketing to minimize the presence of bacterial strains shellfish
containing genes antimicrobial resistance. The presence of isolates of Escherichia
coli with resistance genes blaTEM-1 and blaCTX-M type, draws attention as the

spread of these bacteria to the estuarine environment.

Keywords: antimicrobial susceptibility, oysters, Escherichia coli, public health.
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INTRODUCAO

O estuério é uma area ao longo da costa maritima, onde ocorre a fusao do rio com o
mar. A mistura da dgua doce e salgada torna os estuarios ambientes com caracteristicas
fisicas e quimicas Unicas, capazes de albergar inGmeras espécies aquaticas. Além disso,
esses ambientes sdo fortemente influenciados pelas marés, o que caracteriza o estuario
um ambiente de 4gua salobra. Atualmente sdo ambientes ameacados pela influéncia
antrépica, como o lancamento de esgotos doméstico e industrial nos corpos aquéticos
gue acabam degradando o ambiente (SANDE et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2011).

As aguas contaminadas por dejetos domésticos ou industriais influenciam de forma
direta a qualidade dos recursos pesqueiros e organismos utilizados na alimentacéao,
podendo ocasionar surtos alimentares. A microbiota presente na carne dos moluscos
bivalves retrata a qualidade do ambiente em que estes estdo sendo cultivados ou
extraidos (OLIVEIRA et al., 2010).

Os moluscos bivalves séo alimentos consumidos principalmente em regibes
costeiras e que se destacam pelo seu elevado valor nutricional, fonte de proteina e
minerais. Esses organismos tém chamado a atencdo mundial, ndo s6 pelo aumento de
sua producdo e consumo, mas pelo fato de atuarem como indicadores biologicos de
poluicdo fecal nos locais onde séo cultivados, devido seu processo de alimentacdo por
filtracdo (SANDE et al., 2010). Durante esse processo 0s moluscos bivalves acumulam
ndo apenas o fitoplancton que compde seu principal alimento, como também metais
pesados, pesticidas, biotoxinas e microrganismos enteropatogénicos como Salmonella e
Escherichia coli, amplamente citados em surtos alimentares (RODRIGUES et al., 2009).

O risco alimentar associado ao consumo de moluscos bivalves se deve ao habito
cultural de algumas regides em consumirem esses organismos crus ou levemente cozidos
(NASCIMENTO et al., 2011). Diversas espécies bacterianas ambientais sado reconhecidas
como patdégenos de interesse para a salde publica, uma vez que podem ocasionar
doencas como gastroenterites, hepatite, meningite, dentre outras enfermidades
(OLIVEIRA et al., 2010).

As bactérias provenientes de contaminacdo de origem fecal, como os géneros
Salmonella e Escherichia estdo entre os principais microrganismos veiculados pelos
moluscos bivalves. O género Salmonella tem sido responsavel por grandes surtos de

gastroenterite de ocorréncia mundial, enquanto a espécie Escherichia coli é reconhecida
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como um indicador de outros patdgenos, de natureza bacteriana, viral ou parasitaria, além
de apresentar estirpes patogénicas como 0157:H7 (MORRISON et al., 2011).

Outro problema ambiental envolvendo o consumo de alimentos marinhos diz
respeito ao descarte de residuos, como antimicrobianos, que chegam aos corpos d 4gua
por meio de fezes ou urina devido a falta de saneamento basico ou tratamento adequado
da rede de esgoto dos municipios costeiros. Os dejetos ao atingirem o ambiente aquatico,
como os estuarios, contribuem para a alteragcdo da microbiota indigena promovendo a
propagacédo de genes de resisténcia entre as bactérias (MANJUSHA; SARITA, 2013).

Dentre 0s antimicrobianos mai s utili-zados
lactamicos, cuja resisténcia esta relacionada a producdo de enzimas capazes de
hidrolisarem o anel b-lactamico,de nt r e e st as e n zlactamases dedspecttco a s
Estendido (ESBL) as quais normalmente possuem atividade contra bactérias Gram-
negativas (PONTES et al., 2009), hidrolisando penicilinas e cefalosporinas de terceira
geracdo (BUSH, 2010). Com isso, tem sido cada vez mais frequente o relato de bactérias
resistentes a determinados agentes bactericidas, gerando um problema para a medicina
devido o tratamento ineficaz de infeccbes (MANJUSHA; SARITA, 2013; EVANGELISTA-
BARRETO et al., 2014; IREDELL, BROWN, TAGG, 2016).

Elevada resisténcia a antimicrobianos normalmente utilizados em tratamentos
clinicos como o acido nalidixico, tetraciclina, trimetoprim e ciprofloxacin foi relatado em
cepas de Salmonella isoladas de peixe, camardo, lagosta e caranguejo (RAHIMI et al.,
2013), enquanto Vieira et al. (2010) alertaram sobre a presenca de cepas de Escherichia
coli isoladas de camarao e ostras resistentes aos antimicrobianos tetraciclina e imipenem.

Assim, o monitoramento de areas de cultivo ou em bancos naturais de extracdo
deve ser continuo, principalmente quando se trata de moluscos bivalves, uma vez que
estes podem servir de veiculo na disseminacdo de enterobactérias multirresistentes

guando ingeridos sem tratamento térmico.
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OBJETIVOS

Geral

Monitorar a presenca de enterobactérias em ostras de cultivo e de extrativismo, bem

como tracar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas isoladas.

Objetivos Especificos

1. Quantificar o grupo coliforme a 35°C e a 45°C em amostras de agua e ostras;

2. Isolar e identificar estirpes de Escherichia coli e Salmonella spp.;

3. Verificar os perfis de resisténcia das estirpes isoladas;

4. Caracterizar a origem da resisténcia antimicrobiana como intrinseca ou adquirida;

5. Detectar a presencadecepaspr odut or as deacdmanamass O bLs) ;

6. Verificar a presenca de genes de resisténcia aos antimicrobianos b-lactamicos.
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CAPITULO 1

Moluscos bivalves como veiculo na disseminacdo de enterobactérias

resistentes
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RESUMO

FERREIRA-GRISE. N. M. Moluscos bivalves como veiculo na disseminacdo de

enterobactérias resistentes

Este capitulo tem como objetivo apresentar uma revisdo sobre o conhecimento do
potencial dos moluscos bivalves como veiculo na disseminacdo de doencas e
enterobactérias resistentes aos antimicrobianos. Os moluscos bivalves possuem héabito
alimentar filtrador e bioacumulador, se alimentando de particulas em suspensdo na agua,
o qual provém de um fluxo de agua. A falta de seletividade das ostras durante o processo
de alimentacdo que é por filtracdo faz com que a microbiota presente nos moluscos
bivalves seja dependente da qualidade da agua no qual é capturado e/ou cultivado, bem
como da qualidade da agua utilizada nas etapas de lavagem e processamento, além da
estocagem e manipulacdo. Dessa forma os moluscos abrigam indmeros patdgenos
humanos, como enterobactérias pertencentes ao género Salmonella e algumas estirpes
de Escherichia coli. Essas bactérias podem atingir o ambiente aquatico por meio de
lancamentos de esgotos domeésticos ou industriais sem tratamento adequado,
contribuindo para a contaminacdo das aguas e consequentemente dos moluscos pelo
processo de bioacumulacédo, o que pode resultar no aparecimento de doencas veiculadas
por alimentos. Esses microrganismos sédo de grande relevancia para a saude publica por
se envolverem em surtos alimentares. Muitos dos surtos estdo relacionados com cepas
patogénicas de Escherichia coli ou uma variedade de fatores de viruléncia encontrados
em Salmonella spp.. Aliado a isso, tem-se 0 aumento da resisténcia de microrganismos
aos antimicrobianos devido ao uso abusivo ou prolongado desses farmacos, bem como
seu descarte em reservatorios hidricos. A presenca de bactérias potencialmente
patogénicas e resistentes a mdltiplos farmacos em alimentos oriundos de ambientes
aguaticos, como os moluscos bivalves, representa um risco para as comunidades
costeiras, que utilizam o ambiente para obtencdo de alimento, sustento da familia ou

lazer.

Palavras chave: moluscos bivalves, bioacumulacdo, microrganismos resistentes.
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ABSTRACT

FERREIRA-GRISE. N. M. Bivalve molluscs as vehicles in the spread of resistant

Enterobacteriaceae

This chapter aims to present a review of the knowledge of the potential of bivalve molluscs
as a vehicle in the spread of resistant disease and enterobacteria to antimicrobials. Bivalve
molluscs have food slicer and bioaccumulative habit, feeding on particles suspended in
water, which comes from a stream of water. The lack of selectivity of oysters during the
feeding process which is filtered off causes the microbes present in the bivalve mollusks is
dependent on the water quality which is captured and / or cultivated, and the quality of the
water used in the washing steps and processing, as well as storage and handling. Thus
mollusks house numerous human pathogens such as enterobacteria belonging to the
genus Salmonella and certain strains of Escherichia coli. These bacteria can reach the
aquatic environment through domestic sewage or industrial releases without proper
treatment, contributing to water contamination and consequently the mollusc the process
of bioaccumulation, which can result in the appearance of foodborne illnesses. These
microorganisms are of great relevance to public health by engaging in food outbreaks.
Many of the outbreaks are related to pathogenic strains of Escherichia coli or a variety of
virulence factors found in Salmonella spp.. In addition to that, there is the increasing
resistance of microorganisms to antibiotics due to abuse or prolonged use of these drugs,
as well as their disposal in water reservoirs. The presence of potentially pathogenic
bacteria and resistant to multiple drugs in food from aquatic environments, such as bivalve
molluscs, is a risk for coastal communities, using the environment to obtain food, family

livelihood or leisure.

Keywords: bivalve molluscs, bioaccumulation, resistant microorganisms.
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1. A ATIVIDADE PESQUEIRA

O consumo de pescado promove inimeros beneficios a saude, entre eles a facil
digestéo, prevencao de doencas cardiovasculares, alto teor de 6mega 3, além de auxiliar
no desenvolvimento cerebral. Em decorréncia desse conhecimento tem-se aumentado o
consumo de peixes e outros organismos aquaticos (BAHIA PESCA, 2012).

A producdo mundial de pescado até 2014 foi de 158 milhdes de toneladas, com a
China se destacando como o maior produtor, com uma producdo de 48 milhdes de
toneladas (FAO, 2014).

Na Ameérica do Sul, o Brasil até 2012 ocupava o segundo lugar na producdo de
moluscos com 210.000 t, superado apenas pelo Chile com 631.600 t. Essa atividade vem
sendo cada vez mais empregada por pescadores e marisqueiras como uma alternativa de
renda e alimento, uma vez que esse trabalho possui grande identificacdo entre eles,
permitindo sua permanéncia em seu local de origem (BAHIA PESCA, 2012).

A producdo nacional de moluscos se encontra distribuida nos Estados de Santa
Catarina, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Parana, Espirito Santo, Sergipe e Bahia, sendo
Santa Catarina o maior produtor nacional de ostras, mexilhbes e vieiras, com uma
producdo de 21,65 mil toneladas, o que correspondeu a 98% da producdo nacional em
2014 (IBGE, 2015).

A costa da Bahia é a mais extensa do Brasil com 1.118 km, nessa area residem
aproximadamente 30% da populacdo do Estado (IBGE, 2010). O litoral baiano possui
cerca de 350 comunidades pesqueiras, destacando-se a regido do Baixo Sul com um
grande numero de estuarios, originando uma ampla rede de manguezais de grande
potencial para o sustento das populacbes de pescadores e marisqueiras que vivem
nessas comunidades (BAHIA PESCA, 2012).

Os estuarios sdao ambientes ameacados pela influéncia antropica, assim como o
lancamento de esgotos domeéstico e industrial nos corpos aquaticos que acabam
degradando o ambiente (SANDE et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2011).

A utilizacdo de recursos pesqueiros, como a extracdo de ostras de bancos naturais
tem ocasionado a degradacdo dos ecossistemas locais, devido a captura descontrolada
de organismos aquaticos de interesse comercial, para geragdo de alimento e renda por
comunidades ribeirinhas. Consequentemente, a extracdo de ostras ocorre sem controle
ou planejamento, vendidas em tamanho comercial ou ainda como sementes para a
utilizacdo em cultivos (SANDE et al., 2010; BAHIA PESCA, 2012).
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A criacdo de ostras € uma alternativa de geracdo de renda com sustentabilidade e
respeito ao meio ambiente. Além disso, o cultivo permite que o estoque dos manguezais
volte a crescer, diminuindo o esforgo de colheita das ostras em vida livre (BAHIA PESCA,
2012).

2. MOLUSCOS BIVALVES

Os moluscos bivalves possuem hébito alimentar filtrador e bioacumulador, deste
modo se alimentam de particulas em suspensdo na agua. As valvas sdo mantidas
ligeiramente abertas para a entrada do alimento, que € levado pelos palpos labiais até a
boca, a qual se encontra ligada ao estdmago por um curto esdéfago. A partir do estdbmago,
o alimento segue para os diverticulos digestivos e intestino. No inicio deste encontra-se
uma pequena estrutura de consisténcia gelatinosa e coloragdo amarelada denominada
estilete cristalino, cuja funcdo é auxiliar a digestdo. O intestino termina no anus, que se
localiza na camara cloacal, préximo ao musculo adutor, no qual ocorre uma maior
concentracdo de residuos acumulados (NASCIMENTO et al., 2011).

O alimento provém de um fluxo de agua, que passa através das cavidades do
manto, pelas branquias, que funcionam como um filtro e concentram particulas orgéanicas,
algas microscoépicas e organismos plancténicos que servem como alimento para o animal.
A capacidade filtradora de uma ostra pode variar entre 19 a 50 L de agua por hora, com
alguma ou nenhuma capacidade seletiva (LEE; PANICKER; BEJ, 2003; NASCIMENTO et
al., 2011).

Por essa caracteristica, a microbiota presente nos moluscos bivalves é variavel,
tornando-se dependente da qualidade da agua no qual € capturado e/ou cultivado, bem
como da qualidade da agua utilizada nas etapas de lavagem e processamento, além da
estocagem e manipulacdo. Sao reservatorios de inUmeros patdégenos humanos, entre eles
0 género Salmonella e algumas estirpes de Escherichia coli (MORRISON et al., 2011).

A capacidade de bioacumulacdo dos moluscos bivalves caracteriza-os como
bioindicadores de alteracbes ambientais, assim como biomarcadores para o
monitoramento de contaminagdo no ambiente aquatico (RODRIGUES et al., 2009).

A presenca de microrganismos patogénicos nos moluscos bivalves pode resultar
no aparecimento de doencas veiculadas por alimentos (DVA) que podem ser
causadas tanto por um agente infeccioso presente no alimento ingerido, como pela
toxina pré-formada (VIEIRA et al., 2008).
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A capacidade de serem veiculadores de doencas estd associada ao costume
cultural de algumas regibes em consumi-los crus ou levemente cozidos, sendo
relatados frequentemente casos de intoxicacéo e infec¢do alimentar (NASCIMENTO
et al., 2011). No Brasil, ndo existem limites para a presenca de Escherichia coli em
moluscos bivalves para consumo in natura, apenas para produtos a base de pescados
nao consumidos crus (BRASIL, 2001), contudo foi criado o Programa Nacional de
Controle Higiénico-Sanitario de Moluscos Bivalves (PNCMB) que estabelece critérios
microbiolégicos as areas de cultivo, onde < 230 NMP/100 g de Escherichia coli a area
esté liberada e > 46.000/100 g torna-se proibida para o cultivo de moluscos destinados ao
consumo. Valores de Escherichia coli entre > 230 e < 46.000 a area se encontra liberada
sob condicdo, ou seja, € necessario passar por um processo de depuracao para reducdo
da carga microbiana (BRASIL, 2012).

Os moluscos bivalves representam um dos grupos de maior importancia econémica
para as comunidades ribeirinhas que vivem proximas aos manguezais, uma vez que a
coleta desses animais se constitui ou complementa a principal fonte de renda das familias
(ARAUJO et al., 2009).

3. DOENCAS VEICULADAS POR ALIMENTOS

As doencas relacionadas ao consumo de alimentos tém sido relatadas com maior
freqiiéncia e um dos motivos para esse crescimento € a subnotificacdo em relagdo aos
surtos de Doencas Veiculadas por Alimento (DVA). A falta de um diagndstico rapido e
preciso, bem como a falta por auxilio médico, em casos onde a vitima apresenta sintomas
clinicos de forma branda dificulta a notificacdo dessas doencas por parte da vigilancia em
saude (MARCHI et al.,, 2011). Em muitos paises, até mesmo no Brasil, os surtos
notificados sdo aqueles que envolvem um grande nimero de pessoas ou ainda quando o0s
sintomas se tornam prolongados (OLIVEIRA et al., 2010).

Mundialmente as DVA sdo importantes porque resultam em morbidade e
mortalidade. Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), dentre os
patogenos que estdo envolvidos em surtos alimentares se destacam Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC), Shigella spp., Salmonella spp. e Brucella spp. resultando em
guase 333 mil casos de infeccBes cronicas entre os anos de 1990 a 2012 envolvendo
esses microrganismos (KIRK, 2015).

Salmonella spp. tem sido um dos principais patdgenos envolvidos em surtos

alimentares destacando-se os sorotipos Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi. Estes
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sorotipos estiveram envolvidos entre os anos de 1990 a 2012 em mais de 6,43 milhGes de
casos. Isso demonstra a relevancia clinica de infecgdes causadas por Salmonella spp. e a
urgéncia de controle (CRUMP; HEYDERMAN, 2014).

De acordo com o Centro Norte-Americano para Controle e Prevencdo de Doencgas
(CDC) mariscos e peixes tém sido envolvidos em 10% de todos os surtos de DVA e em
5% dos casos individuais, sendo que, dos surtos ocorridos, a maioria esteve relacionado
com o consumo de moluscos bivalves (OLGUNOGLU, 2012).

No Brasil, no ano de 2009, as doencas infecciosas e do aparelho digestorio foram
responsaveis por 17,29% do total de casos de internamento, ocorrendo principalmente
nas regides Norte e Nordeste do Brasil (BRASIL, 2010).

Pereira et al. (2010), relataram a presenca de Escherichia coli em 58,8% das
amostras analisadas de moluscos bivalves processados na Baia do Iguape-Ba. Santos et
al. (2015) por sua vez relatou a presenca de Salmonella spp. em 17% das amostras de
agua coletadas do estuéario de Taperoa-Ba, em uma area de cultivo.

Uma alternativa para minimizar a elevada carga microbiana seria a depuracéo,
processo que tem como objetivo reduzir o nimero de microrganismos patogénicos que
podem estar presentes nos moluscos bivalves coletados em areas contaminadas. Com
esse processo 0 numero de microrganismos presentes nos moluscos bivalves torna-se

aceitavel para o consumo (FAO, 2014).

4. GRUPO COLIFORME

Os coliformes totais sdo um grupo de bactérias bacilos Gram-negativos, aerdbios ou
anaerobios facultativos, ndo formadores de esporos, oxidase-negativa, capazes de
crescer na presenca de sais biliares ou outros compostos ativos de superficie.
Fermentadores de lactose produzem acidos, aldeidos e gas a 35°C em 24 - 48 horas e
sao representados pelos géneros Escherichia, Citrobacter, Enterobacter e Klebsiela. O
grupo dos coliformes termotolerantes ou coliformes que crescem a 45°C é um subgrupo
dos coliformes totais, restrito as espécies capazes de fermentar a lactose em 24 h a 44,5
T 45°C com producéo de gas, como Escherichia coli (RATTI et al., 2011).

Os coliformes totais e termotolerantes em alimentos sdo utilizados como indicadores
de qualidade sanitaria durante a obtencédo, transporte, processamento e estocagem dos
produtos. A presenca de Salmonella, Staphylococcus aureus e Escherichia coli esta
relacionada com a qualidade do produto além de indicarem condi¢cdes inadequadas de
higiene (TEJADA et al., 2012).
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Na Resolucdo da Anvisa n° 12 de 02 de janeiro de 2001 ndo existe limite para
Escherichia coli quanto ao consumo in natura de moluscos (BRASIL, 2001).

Apesar da legislacdo brasileira ndo possuir um limite para coliformes totais nos
alimentos, a presenca desses microrganismos nédo deve ser ignorada, porque nesse
grupo se encontram mais de 20 espécies, tanto de bactérias oriundas do trato
gastrointestinal do homem, como de animais de sangue quente, que podem retratar a
gualidade higiénica do alimento (SILVA et al., 2010).

5. O GENERO Escherichia

Escherichia coli € uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae que
morfologicamente é considerada um bacilo Gram negativo, ndo formador de esporos,
anaerobicos facultativos, com capacidade de fermentar glicose com producdo de acido e
gas em 24 h (RODRIGUES et al., 2008; SILVA et al., 2010).

E encontrada no solo, na 4gua e na microbiota de animais de sangue quente,
incluindo os seres humanos. Dessa forma, esse microrganismo € considerado o principal
indicador de contaminacdo de origem fecal e por isso tem um papel importante na
contaminacdo de alimentos por pertencer naturalmente a microbiota entérica humana
(MERCK, 2010).

Santos et al. (2015) relataram a presenca da bactéria Escherichia coli em 100% das
amostras de ostras cultivadas no estuario de Taperoa, Bahia. Enquanto no estuario de
Graciosa, na mesma regido, a bactéria foi confirmada apenas em 16,7% das amostras de
agua e em 33,3% das amostras de ostras. Por ndo fazer parte da microbiota dos
moluscos bivalves, a presenca de Escherichia coli nesses organismos esta normalmente
associada a contaminacdo fecal da agua no local de captura ou durante o transporte e
manipulacdo. Dessa forma, dejetos provenientes de aguas residuais de esgotos podem
contaminar o ambiente estuarino onde habitam o0s moluscos, acarretando na
contaminacéao destes organismos (AUSTIN, 2010).

A maioria das cepas de Escherichia coli ndo é patogénica, entretanto, algumas
espécies patogénicas tem sido a causa mais comum de infec¢des adquiridas no trato
urinario (ITU), envolvida com maior frequéncia em sepse, tanto em paises desenvolvidos
guanto em desenvolvimento. Sado também causadoras de meningite neonatal, infeccdes
intra-abdominais, pneumonia, diversas infeccdes dos tecidos moles e osteomielite
(RILEY, 2014).
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As estirpes de Escherichia coli associadas as infec¢des intestinais sédo divididas em
seis patotipos: Escherichia coli enteropatogénica (EPEC), Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC), Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli
enteroagregativa (EaggEC), Escherichia coli enteroinvasora (EIEC) e Escherichia coli de
aderéncia difusa (DAEC) (RODRIGUES et al., 2008; SILVA et al., 2010).

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) tem sido a maior causa de diarreia em
criancas com idade inferior a um ano de idade em paises em desenvolvimento. Dentre os
varios sorotipos de EPEC, os retratados no meio brasileiro sdo os tipos 0:111:H2,
0:119:H6, O:55:H6 e 0:86:H34 (JOHNSON et al., 2008).

As linhagens de Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) estédo relacionadas a
surtos epidémicos de diarreia em paises desenvolvidos. Nos paises em desenvolvimento,
sua frequéncia ainda € muito baixa. A maioria dos surtos de infec¢cdes por EHEC é
causada por amostras do sorotipo 0:157:H7. No entanto, mais de 100 sorotipos de
Escherichia coli produtoras de toxinas Shiga Stxle Stx2 ja foram associados a colite
hemorragica e/ou sindrome hemolitica urémica (SHU). Os sorotipos mais frequentemente
associados a humanos sdo 0:103:H2, O:111:NM, O:111:H8, O0O:113:H21 e
0:26:H11(RODRIGUES et al., 2008; RILEY, 2014).

As espécies de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) sdo sorotipos de
Escherichia coli que produzem as toxinas LT (termolébil) e/ou ST (termoestavel). Estao
associadas a varios sorotipos, sendo os mais frequentes O:6:H:16 e O:78:H:12. A toxina
LT apresenta estrutura e funcdo semelhantes a toxina colérica, assim, este patotipo se
parece com Vibrio cholerae, pois se adere a mucosa do intestino delgado causando
diarreia sem invadir a mucosa e produzindo toxinas que agem nas células da mucosa
(CROXEN; FINLAY, 2010).

As estirpes de Escherichia coli enteroagregativa (EaggEC) e Escherichia coli
enteroinvasora (EIEC), séo responséveis por provocarem em humanos febre e diarreias
aquosas, as quais podem apresentar sangue e/ou muco (CROXEN; FINLAY, 2010; SILVA
et al., 2011). As espécies de Escherichia coli de aderéncia difusa (DAEC) também podem
causar diarreias, porém sua patogenia ainda ndo € bem definida. Alguns autores
reconhecem a DAEC como uma categoria independente, potencialmente causadora de
diarreia, mas pouco se sabe de sua patogénese (CROXEN; FINLAY, 2010).

Entre as escolhas terapéuticas para o tratamento de Escherichia coli estdo os
ant i mi cr eldcthmico e as fBluoroquinolonas. O uso indiscriminado e aleatério
desses medicamentos tem acarretado no aumento de resisténcia microbiana, dificultando
o tratamento das infecgdes (ROLAIN, 2013).
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6. O GENERO Salmonella

O género Salmonella spp. pertence a familia Enterobacteriaceae, sdo bastonetes
Gram negativos, ndo formadores de esporos, anaerébios facultativos, moveis em sua
grande maioria devido a presenca de flagelos peritriquios. Crescem em uma faixa de
temperatura de 5°C a 46°C, com crescimento 6timo a 37°C. Crescem bem em pH entre
3,8 a 9,5, sendo 7,0 o pH ideal. Sua atividade de agua (Aw) minima para crescimento é
de 0,94 (SILVA et al., 2010).

A classificacdo taxondmica deste género é dividida em duas espécies Salmonella
bongori com 23 sorovares conhecidos e Salmonella enterica com mais de 2.580
sorovares (GUIBOURDENCHE et al., 2010). Salmonella spp. € amplamente distribuida na
natureza, sendo encontrada principalmente no trato intestinal do homem e de animais de
sangue quente e frio, com exce¢do dos peixes, moluscos e crustaceos, que podem se
contaminar apds a pesca ou captura. Essa bactéria € considerada um dos mais
importantes patdégenos causadores de infec¢des de origem alimentar, por apresentar uma
dose infectante baixa de 10° a 10’ unidades formadoras de coldnia (UFC)
(GUIBOURDENCHE et al., 2010).

Os sorotipos que mais acometem o0s seres humanos sdo Salmonella sorotipo
Enteritidis e Salmonella sorotipo Typhimurium, sendo estes responsaveis por 75% dos
casos das doencas. Salmonella sorotipo Enteritidis € muito associada ao consumo de
produtos aviarios, particularmente ovos, enquanto, Salmonella sorotipo Typhymurium esta
relacionada a contaminagdo dos demais alimentos de origem animal, inclusive moluscos
bivalves (BOXSTAEL et al., 2012).

A maioria dos casos de salmonelose em humanos provoca gastroenterite auto-
limitante caracterizada por diarreia, febre e coélicas abdominais, ndo sendo necessaria a
utiizacdo de terapia antimicrobiana, embora em casos mais graves de infeccoes
sistémicas seja necessério o uso de antimicrobianos (DE SOUZA et al., 2010; BOXSTAEL
et al., 2012).

O consumo in natura de moluscos bivalves, como ostras, pode representar um
perigo a saude do consumidor, sendo necessario o monitoramento da sua qualidade
microbiol6gica, bem como das areas de cultivo e, principalmente, dos pontos de
comercializacdo, tendo em vista que a estocagem inadequada pode elevar os niveis de
contaminacéao (EVANGELISTA-BARRETO et al., 2014; SANTOS et al., 2015).
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Segundo a legislacéo brasileira deve haver auséncia de Salmonella spp. em 25 g de

moluscos bivalves tanto in natura quanto cozido (BRASIL, 2001).

7. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Os antimicrobianos correspondem a uma classe de farmacos composto por
substancias sintéticas, semissintéticas ou naturais com atividade antimicrobiana, podendo
ser administrados aos seres humanos e animais para diversos fins, como tratamento de
infeccdes, prevencgao e promotores de crescimento (ROLAIN, 2013).

De acordo com a suscetibilidade antimicrobiana, especificamente de bactérias,
podem ser classificadas em sensiveis, quando a dose do antimicrobiano € apropriada
para tratar determinada infec¢éo; intermediaria significa que o microrganismo apresenta
moderada resisténcia, necessitando de uma dose mais alta do medicamento utilizado e
resistentes indicando que a infeccdo causada pela bactéria ndo responde ao tratamento
com o0 agente antimicrobiano, resultando em tratamentos ineficazes, infeccdes
persistentes e a possibilidade de transmissédo da caracteristica de resisténcia para outros
microrganismos (CLSI, 2010; WHO, 2012).

No Canada, a utilizacdo de agentes antimicrobianos é limitada e regulamentada, em
virtude do uso abusivo desses medicamentos (WEIR et al., 2012). No Brasil também h&
regulacdo para o uso de antimicrobianos, regulamentado pela RDC N°. 20/2011, que
proibe a comercializacdo de antimicrobianos no pais sem apresentacao de receita médica
(BRASIL, 2011).

O uso abusivo e prolongado de antimicrobianos no setor agropecuario, ha medicina
humana, veterinaria e o descarte em esgotos sem tratamento adequado tém ocasionado
0 aumento de microrganismos resistentes (MANJUSHA; SARITA, 2013).

O desenvolvimento de patdgenos resistentes como Salmonella sorotipo Typhi,
estirpes patogénicas de Escherichia coli e 0 uso indiscriminado de antimicrobianos, tem
ocasionado preocupacdo do ponto de vista da saude publica, visto que as bactérias
resistentes tém sido transmitidas aos seres humanos através de alimentos de origem
animal, reduzindo a eficacia da droga utilizada (HARADA; ASAI, 2010).

A presenca de residuos de antibitticos favorece a sele¢do de bactérias resistentes
gue podem se inserir na cadeia alimentar humana por meio do pescado contaminado,
bem como a transferéncia de genes de resisténcia as bactérias da microbiota nativa ou
potencialmente patogénica para os seres humanos. O ambiente aquatico € considerado o

mais eficiente para a selecdo de populagbes bacterianas resistentes, bem como para a



32

troca de genes de resisténcia, devido ao recebimento de quantidades significativas de
antimicrobianos por meio da eliminacdo de aguas residuais e esgotos, resultante da
medicacdo em humanos, efluentes hospitalares, bem como antimicrobianos para o uso
veterinario (ZHENG et al., 2011).

A resisténcia antimicrobiana pode ser determinada por caracteristicas intrinsecas as
células, determinada por genes cromossémicos, embora, alguns microrganismos possam
sofrer mutacbes em seu material genético, receber plasmideos ou transposons, genes
cassetes ou outros elementos genéticos méveis e desse modo adquirir uma resisténcia,
cuja transmissao entre as bactérias, pode ocorrer entre os individuos do mesmo grupo ou
em diferentes grupos taxondmicos e ecoldgicos, contribuindo para a difusdo de genes de
resisténcia no ambiente (LAIJNEF et al., 2012).

Os plasmideos sdo pequenas moléculas de DNA de fita dupla, circulares, auto-
replicativas, ndo pertencentes ao cromossomo bacteriano principal. Podem ser
transferidos de uma bactéria a outra, e com isso transferir determinadas caracteristicas
como, resisténcia aos antibioticos, tolerancia a metais téxicos, producdo de toxinas e
sintese de enzimas (TORTORA et al., 2012; IREDELL; BROWN; TAGG, 2016).

Alguns sorotipos de Salmonella podem apresentar genes de resisténcia inseridos
em seu genoma, conferido resisténcia e multirresisténcia aos antibidticos (BOXSTAEL et
al.,, 2012). Dessa forma, acredita-se que a utilizacdo indiscriminada de drogas
antimicrobianas ndo somente para o tratamento de doencas na medicina humana e
veterinaria, mas também para melhorar os indices zootécnicos dos animais de producao
tém contribuido para o surgimento de bactérias multirresistentes, tornando-se um
problema grave para a saude publica (HUR; JAWALE; LEE, 2012).

Na China, Yan et al. (2010) em um estudo realizado com mariscos descreveram
sorotipos de Salmonella resistentes a s di ver sas cl asses ant i mi
lactamicos, aminoglicosideos, nitrofuranos, sulfonamidas, quinolonas e fluoroquinolonas,
demonstrando ainda padrées de multirresisténcia de dois até 10 antimicrobianos. Bouchrif
et al. (2009) isolaram diversos sorotipos de Salmonella em Marrocos e observaram
resisténcia a tetraciclina, acido nalidixico, ampicilina e estreptomicina.

Ao analisar a suscetibilidade antimicrobiana em cepas de Escherichia coli isoladas
de camardo e ambientes de carcinicultura, Vieira et al. (2010) detectaram 33% de
resisténcia para tetraciclina.

Evangelista-Barreto et al. (2012) relataram cepas de Escherichia coli isoladas de

pescado na cidade de Cruz das Almas, BA, resistentes aos antimicrobianos eritromicina,
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amicacina, ampicilina, tetraciclina e cloranfenicol. Segundo o0s autores esses

antimicrobianos sdo comumente utilizados no tratamento de infeccdées em humanos.

7Z1Ant i mi cr odactamcos b

Os antimicrobian o s da f alanfarhido a (penfrilinas, cefalosporinas,
carbapen®micos e manobact ©mi-lactreio essgnciabmm@ at a m
atividade antibacteriana, sendo estes os antimicrobianos mais utilizados na medicina
humana, pela eficicia e seguranca. Dessa forma, frequentemente é observado resisténcia
a esta classe de antimicrobianos, devido ~° pr es elactamased, @s geasz i ma s
rompem <catal it i c-lactAmioot mrmamdo a rdd@do pehiciléico sem acéo
terapéutica. Antimicrobianos b-lactamicos bactericidas inibem a sintese da parede celular
por meio da interferéncia na sintese de peptideoglicano, constituinte essencial para a
manutencdo da parede celular bacteriana, com isso a parede celular ndo é corretamente
formada, promovendo a lise celular (PONTES et al., 2009).

A cl assi fi-ladamases édealzadda partir das classificacbes propostas

por Ambler e Bush-Jacoby-Medeiros, baseadas na preferéncia de substrato e inibidores
espec?fi-lactamasead.eNa €lassificacdo de Bush-Jacoby-Medeiros, as enzimas de
Espectro Estendido (ESBL) pertencem ao grupo 2be (enzimas do tipo TEM, SHV e CTX-
M) ou ao grupo 2d (ESBL do tipo OXA). O esquema de classificacdo de Ambler considera
a semelhanca entre as cadeias de aminoacidos das enzimas e sdo agrupadas em quatro
tipos A, B, C e D, de modo que as enzimas do tipo ESBL (TEM, SHV e CTX-M)
pertencem a classe A de Ambler, exceto as da familia OXA, que pertencem a classe D.
As enzimas que contém serina em seu sitio ativo pertencem ao grupo A, C e D, enquanto
as metaloenzimas pertencem ao grupo B, contendo em seu sitio ativo o zinco (AMBLER,
1991; BUSH, JACOBY; MEDEIROQOS, 1995).

A presenca de serina nos sitios de acdo desempenha importante papel na atividade
de espectro e slactamades,d porquel a senziba associa-s e ao anel
lactamico, o qual é atacado pela hidroxila livre ao lado do sitio ativo do residuo de serina,
que resulta na formacgédo de um grupo acil-éster, e entdo a hidrélise libera a enzima ativa e
o antimicrobiano hidrolisado inativo, formando 4gua e acido peniciloico (POIREL; NAAS;
NORDMANN, 2010).

As enzimas do tipo TEM s «o-lactamasesode espegtmr t an't
restrito, com atividade hidrolitica contra cefalosporinas de primeira geracdo e muitas

penicilinas, sendo a enzima TEM-1 a primeira variante descrita. Alteracdes especificas em
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uma determinada sequéncia de aminoacidos, ou seja, mutagdes pontuais no gene
blaTEM-1 resultam em enzimas com espectro estendido, que determinam a capacidade
de hidrolisar cefalosporinas de terceira geracdo, como a cefotaxima e ceftazidima (BUSH,
2010).

As b-lactamases tipo SHV sdo enzimas extremamente disseminadas entre as
enterobactérias provenientes de residuos hospitalares, que podem atingir o0 meio aquético
por meio de langcamentos de esgotos. Entre as enzimas SHV, a SHV-1 ® -lactanfimse
mais comumente encontrada, sendo de espectro restrito, apresentando atividade sobre
penicilinas e cefalosporinas de primeira geragdo. As ESBLs tipo SHV séo originadas de
mutac¢des pontuais no gene blaSHV-1 ou seus variantes, as quais codificam a substituicéo
de um a sete aminoacidos na sequéncia, que levam a modificacdo do sitio ativo da
enzima e aumenta seu espectro de acao para alcancar a maioria das cefalosporinas de
terceira geracao (BUSH, 2010).

As ESBLs tipo CTX-M, codificada pelo gene blaCTX-M, sdo enzimas que possuem
alta capacidade em hidrolisar ceftazidima e cefotaxima, sendo encontradas com
frequéncia em espécies da familia Enterobacteriaceae, principalmente na Europa e em
alguns paises da América do Sul. S&o classificadas em cinco grupos de acordo com a
semelhanca entre suas sequéncias de amino4cidos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-
M-9 e CTX-M-25. O grupo CTX-M-1 inclui as enzimas (CTX-M-3, -10, -11, -12, -15, -22, -
23, -28, -29, -30, -32, -33, -36, -54, -55, -57). O grupo CTX-M-2 (CTX-M-2, -4, -7, -20, -31
e -44). O grupo CTX-M-8 (CTX-M-8, -40 e -63). O Grupo CTX-M-9 (CTX-M-9, -13, -14, -16
a-19, -21, -27, -45 a -50). O grupo CTX-M-25 inclui as enzimas CTX-M-25, -26, -39 e -41
(CANTON; COQUE; 2006; ELLINGTON, 2007).

Shahada et al. (2010), apds caracterizacdo molecular mostrou que o perfil de
multiresisténcia de Salmonella sorotipo Infantis estava associado a presenca do gene
blaTEM, que caracteriza resisténcia a ampicilina, cefalotina, ceftazidime e cefotaxime (as
duas ultimas cefalosporinas de 32 geracao).

Zioga et al. (2008) relataram a existéncia simultanea do gene blaCTX-M2 codificador
d e -labtamase no cromossomo e em plasmideo conjugativo de cepas de Salmonella
entérica sorotipo Typhimurium, responsaveis por conferir resisténcia as cefalosporinas de
espectro estendido.

As enzimas de Espectro Estendi do -lad@BiBos) apr
de amplo espectro, antimicrobianos que normalmente possuem atividade contra bactérias
Gram-negativas. As ESBL hidrolisam penicilinas, aztreonam e cefalosporinas de terceira

gera-«0 e SsS«0 i nibi ddastamased cormo oiacido lavdlamicoeSado de b
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enzimas importantes, pois sua producdo envolve um dos mecanismos de resisténcia que
ameacam a terapia antimicrobiana das infeccdes causadas pelas enterobactérias
(PONTES et al., 2009)

Os ant i mi c-lactamicoa dacckssebdos carbapenémicos, como meropenem
e imipenem sao utilizados como alternativas para o tratamento de infec¢cbes graves
causadas por bactérias Gram-negativas resistentes ou multiresistentes produtoras de
ESBL. A presenca do anel carbapenémico permite a acdo dessas substancias atuarem de
forma eficaz contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, devido a existéncia de
uma cadeia hidroxietila que confere suposta estabilidade dessas drogas na presenca de
b-lactamases (FIGUEREDO et al., 2009).

Nos ultimos anos tem sido preocupante o aumento crescente de resisténcia e
multiresisténcia aos antimicrobianos em bactérias ambientais, levando em consideragéo
gque a presenca de genes de resisténcia favorece a disseminagdo, transmissédo e
propagacédo da resisténcia a diversas drogas, tornando-se um problema de saude publica
(LAJNEF et al., 2012).
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RESUMO

Este estudo teve como objetiverificar a presenca d&scherichiacoli e Salmonellaspp. em ostras de

cutivo e de extrativismo endlois estuariosdo Baixo Sul da Bahia eerificar o perfil de suscetilbdade
antimicrobiana. Bram realizadas seis coletas de ostras e dgua durante o periodo de junho de 2015 a janeiro
de 2016. Para a susitdlidade antimicrobianatilizou-sel 5 f 8 r macos e a {actandses «o d
verificada por meio de testes fenotipicos e genotipiclad EM-1, blaCTX-M e blaSHV). No estuario de
Taperod(extrativismo)as ostras apresentaram densidade microbe@amade coliformes a 35°C de 3,30

log NMP/100 g ea45°Cde 3,15 log NMP/100 g. No estuario derrinhasa densidade microbiamadxima

de coliformes a 35°@ a 45°C na aguai de 2,85 log NMP/100 mle 2,50 NMP/100 mLrespectivamente e

nas amostras destrasde 2,65 log NMP/100 g e 2,3lbg NMP/100 g respectivamentendo diferindo
estatisticamententre as amostragscherichia colifoi isolada em 50% das amostras de agua e 67% das
amostras de ostras de extrativismo. N&o foi observada a preseBeambmellaem qualquer ds amostras.
Escherichia coliprovenientes da agudo estuério ddorrinhasapresentaram apenas perfil intermediario de
resisténcia antimicrobiana (57,14%g@nquantoos isolads das ostras de extrativismo apresentaram
resisténcia antimicrobiana de 60% e 26&tesisténa intermediaria, com maior resisténcia fiesida aos
b-lactamicos (71,42%). Perfil de multiresisténcia (40%) foi observado apenasguaierichia colisoladas

das ostras de extrativismo, com inda® multipla resisténciéMAR) variando de 0,13 a 0,2@Quanto a

origem génica da resisténcia, efsteequivalente entre plasmidial e cromossomia (5@#)do que as cepas
isoladas da agua apresentaram maior percentuakdgéncia plasmidial (62,50%). Fenotipicamente nao foi
observada a pr olactamasesA presenca dog gempaTEM-A e blaCTX-M foi observada

em 83,33% &,33%das cepas dEscherichia coli respectivamente. Nao foi observada a presenca do gene
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blaSHV. A presenca deEscherichia colicontendo genes de resisténcias estuarios faz com que os

moluscos bivalvesomercialiadosna regidatuem como veiculo de bactérias resistentes para o ser humano

Palavras chavesEscherichia coliostras salde publicauscetibilidade antimicrobiana

ABSTRACT:

This study aimed to vdii the presence dEscherichiacoli andSalmonellaspp. in cultivation of oysters and
extraction in two estuaries of Southern Bahia and check the antimicrobial susceptibility. Were carried out six
collections of oysters and water during the period from June 2015 to January 2016. For antimicrobial
susceptidii ty was wused 15 dr dagtamase endymeshverifiep by loenotypic testing o f
and genotypic KlaTE-1, blaCTX-M and blaSHV). At estuary Tapekb (extraction) oysters showed
maximum microbial density coliforms at 35°C of 3.30 log NMP/10G 4%C of 3.15 log NMP/100 g. At

estuary Torrinhas maximum microbial density coliforms at 35°C and 45°C in the water was 2.85 log
NMP/100 ml and 2.50 NMP/100 ml respectively and samples oyster 2.65 log NMP/100 g and 2.30 log
NMP/100 g, respectively, werehstatistically different between the samples. Escherichia coli was isolated

in 50% of water samples and 67% of the samples for extraction of oysters. It was observed the presence of
Salmonellain any of the samples. Escherichia coli from water Torrirdsigary showed only antimicrobial
resistance intermediate profile (57.14%), while isolates of extractive antimicrobial resistance oysters showed
60% and 20% intermediate r esi st -aactanes (7.#42060h muitidregat e r
resistae profile (40%) was only observed fescherichia colisolated from the extraction of oysters, with
multiple resistance index (MAR) ranging from 0.13 to 0.20. The gene source of resistance, this was
equivalent between plasmid and cromossémia (50%), hedstrains of the water showed a higher
percentage of plasmid resistance (62.50%yctamaBehenot
enzymes. The presence&TEM-1 andblaCTX-M genes was observed at 83.33% and 8.33% of the strains

of Escherchia coli, respectively. It was observed the presenceblaSHV gene. The Escherichia coli
containing genes resistance in estuaries causes the bivalve molluscs marketed in the regasadtiolg

resistant bacterigm humans.

Key words: antimicrobialsusceptibility, Escherichia colioysterspublic health.

Introducéo

Os estuarios sédo ambientes com caracteristicas fisicas e quimicas Unicas, capazes de albergar inUmera:
espécies aquaticas. Entretant@m sofrendo com a degradacdo ambiental ocasionalda ipfluéncia
antrépica, assim como ongamento de esgotos doméstico e industrial o que favorece a alteracdo da
microbiota natural do ambiente ASDE et al., 210; NASCIMENTO et al., 2011)A contaminacdo das
aguas influencia de forma direta a qualiddde recursos pesqueiros e organismos utilizados na alimentacéo,

podendo ocasionar surtos alimentd@EIVEIRA et al., 2010).
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Dentre os produtos da pesas moluscos bivalves s@muito apreciadoglevido suaimportancia
nutricional ou sejafonte de protia e minerais. Esses organismos tém despertado a atencdo mundial, ndo
s6 pelo aumento de sua producdo e consumo, mas pelo fato de atuarem como indicadores biol6gicos de
poluicdode origemfecal nos locais onde séo cultivados devip processo dalimentaéo por filtragép
acumulandmao apenas o fitoplancton que compde seu principal alimento, como também metais, pesticidas,
biotoxinas e enterobactérias consalmonellae Escherichia coli amplamente retdonadasem surtos
alimentareSANDE et al., 2010)A ingestdo destes organismos é considerada um risco devido ao habito
cultural de algumas regiées constlos crus ou levemente cozidosANCIMENTO et al., 2011).

Bactérias provenientes de contaminacao de origem fecal, como os gdalenosellae Escheritia
estdo entre os principais microrganismos veiculados pelos moluscos bigalasnellaem sido envolvida
em diversossurtos gastrointestinais de ocorréncia mundiatherichia colié reconhecida como indicador
de outros patégenos, de natureza biemtar viral ou parasitaria, além de apresentar estirpes patogénicas
como O157:H7 (MDRRISONet al., 2011).

Outro problema ambiental envolvendo o consumo de alimentos crus tem sido o descarte inadequado
de residuos de antimicrobian@3 uso de antimicrobias humano e veterinario ao serem excretados pelas
fezese urinaaindaapresentam uma parcela significativa da droga em sua forma inalterada(ZH8xG
et al., 2015) Estesresiduosao atingiremos estuariosdevido a falta de saneamento basico ou tratam
adequado da rede de esgotmtribuem para a alteracdo da microbiota autéctonedigdaminacao de genes
de resisténcia méveis entre as bact§MANIJUSHA; SARITA, 2013.

A presenca de residuos de antimicrobianos no ambiente tem trazido sériam@ociss negativas
como acao sobre organismos +&#eo, contaminacdo dos alimentesabastecimento deyda potavel, bem
como o aumento da resisténcia microbiana (ZHANG et al., 2015).

Entre os antimicrobianos mais utilizados na medicina hamar s t 4acdmixas, clija resisténcia
microbianaesta relacionada a producéo de enzimas capazes desh@rolie m dactéamice (PONTE®t
al., 2009) comoa s-ladlamases de Espectro Estendido (ES@lg hidrolisanpenicilinas e cefalosporinas
de erceira geracéo (BSH, 2010).

Tendo em vista que a presenca de bactédaistentesde origem fecal em ambientegjuaticos,
principalmente em areas de colheita de moluscos bivalves, este trabalho teve como objetivo avaliar a
presenca d&scherichia colie Salmonellaspp. em ostras de cultivo e de extrativismo, bem como verificar o

perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados.

Material e Métodos
Descri¢do da area e coleta das amostras

O estuario de Taperague abriga o banco natural de ostras remetra localizado nonunicipio de
TaperodBaixo SuldaBahiae banhado pelo rio das Almas cdatitude13°32'17"S dongitude39°05'55"W.
Sua populacdo é estimada em 21.091 habitantes e possui uma area de 410A ¢idliéé originadade

uma aldeia indigena, Sao Miguel de Taperagud, fundada pelos jesuitas em 1561 (IBGE, 2010).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Munic%C3%ADpio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bahia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
https://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
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A comunidade deTorrinhassituada no municipio de CajrBahiaé barada por um estuarique
recebe varios bracate riostendo como principal o rio th, a uma ldtudedel1 3 A33654. 840S e
3 9 A0 6 W9Caitu%uma ilha do arquipélago fluvial dio Una juntamente conTinharée Boipeba
cercada por manguezais e grande produtora de ddmiénhasé uma omunidade remanescente de
quilombolas, com aproximadamente 106 familias de pescadores e marisqueiras. Sua populacédaé estima
em 450 habitantes (IBGE, 2010).

Um dos fatores que contribui para a poluicdo das aguas desses estuérios € e fatmidipios
costeirosndo disprem de sistema de tratamento de esgoto, lancando seus dejetos dondéstiaotente
nos rios(SANTOS et d., 2015). Isso acarreta r@ntaminacdo dos organismos aquaticos, principalmente
guando se trata de moluscos bivalves.

Durante o periodo de junho de 2015 a janeiro de 2016 foram realizadas seisleobstaas e 4gua no
estuario deTorrinhas, Baixo Suj Bahia,das quais as trés primeiras foram bimestralmente e o restante
mensalmenteA agua foi coletada enrés diferentes pontos no entorno cultivo de ostrasponto P1
(13°34'39.576"S / 39°1'22.800"Wapds o cultivo, sentido pkeultivo, ponto P2 13°34'23.196"S /
39°0'41.652"W na area de cultivo e ponto PB3{34'23.664"S / 39°1'2.640")Wantes do cultivo, sentido
piercultivo (Figura 1).E no estuério de Taper¢f3°32'43.8"S 39°05'09.1"W)no mesmo periodo sob as
mesmas condi¢cdesom excecdo daamé, acoleta de ostras de cultiwra realizada com a maré cheia, para
facilitar o acesso até o cultivenquanto que para obter as amostras de ostras de extrativismo a coleta era
feita em condi¢cdes de maré vazaMes trés primeiras coletas obsernsmgue a quantidade de chuva foi
maior quando comparadas com as demais.

Para as coletas de agua foram utilizadas garrafas de vidro ambar com capacidade de 1000 mL a uma
profundidade média de 30 cm abaixo da superficie da 4gua, no sentido contrario azeo@erarametros
de temperatur a, pH e sal i ni dashedo sbada @utipagAmdtro podgati v e r
modelo HI 9828.As amostras de ostras foram coletadas diretamente das lanternas do cultivo. Cada
amostragem foi composta por 36 astscolhidas aleatoriamentetalizando a aise de 216 ostras (Figura
2).

Para a amostragem el ostras @ extrativismo esta foi composta por 120 ostescolhidas
aleatoriamentegotalizando a adlise de 720 ostra@-igura3).

Todas as amostras foramondicionadas em gelo e transportadas até o Laboratério de Microbiologia
de Alimentos e Ambiental LABMAA, no Nucleo de Estudos em Pesca e Aquicultura da Universidade
Federal do Recbncavo da Bahia, Bahia, Brakillaboratério as ostras foram lavadas&gua corrente com
o0 auxilio de escovas e abertas assepticamente para a retirada do tecido muscular e liquido intervalvar,
homogeneizadas e retirada as por¢cdes analiticas para a quantificacdo de coliformes totais (35°C) e

termotolerantes (45°C), isolamemte Escherichia colie Salmonellaspp.

Analises microbiolégicas
A quantificacdo de coliformes a 35°C e a 45°C foi realizada através da técnica de fermentacdo em

tubos multiplos com série de cinco tubosL{BA et al., 2010). Para a andlise peseu25 g danudsculo e


http://www.bahia.com.br/atracao/rio-una
http://www.bahia.com.br/atracao/ilha-de-tinhar%C3%A9-0
http://www.bahia.com.br/cidades/boipeba-cairu
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liquido intervalvar das ostras e homogeneizadas em 225 mL de solug¢édo salina 0,85%, correspondendo a
diluicdo 10'. Demais diluicBes foram realizadas até'.18liquotas de 1 mL foram adicionadas €ualdo
Lauril Sulfato Triptosel(ST) contendo thos de Durhanmvertidos, e incubados por & 35°C. ApGs esse
periodg um indéculo dos tubos positivos foi transferido para tubos contendo caldo Bile Verde Brilhante
(CBVB) e catlo EC e incubados a 35°C porh48 em banhemaria a 44,5°C por 24 respectiamente.
Decorrido esse periogdaliquotas de tubos com EC positivos foram semeados em meio agar Eosina Azul de
Metileno (EMB) e incubados a 35°C porh2gara crescimento diferencidé Escherichia colie posterior
isolamento para identificacdo bioquimiaar pneio dos tested1ViC: Indol, VM (Vermelho de Metila), VP
(VogesProskauer e agar Citrato de Simmon€& mesmo procedimento foi realizado para as amostras de
agua com excecao do volume que foi de 25 mL.

Para a pesquisa @almonellaspp. foi realizad®m préenriquecimento das por¢des analiticas de 25 g
ou 25 mL em 225 mL de Caldo Lastwlo e incubadas a 35 °C poth2&m seguida, aliquotas foram
inoculadas em tubos contendo Caldo Tetrationato e Caldo Rapiagssitidis, incubados durantet2d 35
°C ea 42 °C, respectivamente. Posteriormente aliquotas foram estriadas endplBeascontendo agar
Hektoen (HE), agaiSalmonellaShigella (SS) e agar Verde Brilhante (BVA) (Silva et al.,, 2010). A
identificagdo bioquimica e a sorologia foram realizadaecdedo com Silva et al. (2010).

Todos os meios de cultura utilizadgara isolamento e identificacdo Hecherichia colie Salmonella

spp.foram das marcadimedia e Acumedia.

Suscetibilidade antimicrobiana

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi kada pela técnica de difusdo de disco em placas,
seguindo a metodologia proposta p€lmical and Laboratory Standards Institut€LSI, 2010).

Para o antibiograma, as coldnias Echerichia coliforam repicadas em meio Triptona Soja Agar
(TSA) (Himedia)inclinado e incubado a 37°C port24&m seguida, uma algada da cultura foi resuspensa em
9 mL de salina 0,85% até que a densidade bacteriana lida em espectrofotémetro no comprimento de onda de
625 nm se encontrasse no intervalo de 0,08 a 0,fQ@EO/mL) (CLSI, 2010). Apés o ajuste, o indculo foi
espalhado no meio agar Muelldinton Himedia) e adicionado os discos de antimicrobianos. As placa

foram incubadas a 37°C port2é posteriormenieseus halos de inibicdo medidos usando paquimetro digital

(Digimiss®) . Os antimicrobianos testados f or am: 8cido
(10 €g), cefalotina (30 gg), ceftazidime (30 egg),
€g) , azetronam (30 esetg)a,cisculifnaaz o(t3r0i nt g()25 aeng )c,acti na

cefoxtina (30 ¢ g,JfabrieadasedotLabordik ona (30 ¢€g)

1. Mdltipla resisténcia antimicrobiana
O indice de mudltipla resisténcia antimicrobiana (indice MAR) foi calculado como ormlee
antimicrobianos ao qual determinado isolado foi resistente sobre o numero total de antimicrobianos testados,

multiplicandase o valor final por 100 para obtencdo dos resultados em percentiRBCHlet al., 2006).
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Cura do plasmideo

As cepas d&sclerichia coli submetidas ao teste de suscetibilidade antimicrobiana e que apresentaram
perfil de resisténcia foram submetidas a testes de cura plasmidial de acordo comAjdodinal. (2002).
Como agente de cura foi utilizado o agente mutagénico larargarddina (Sigma) na concentracdo de 100
eg/ mL. A partir do crescimento bactoteuoidaculturapara me i
tubos de ensaio contendo caldo LB (Luria Bertani) suplementad® agente de cura e incubado37aC
por 22h em estufa bacteriolégica. Em seguida, o antibiograma foi repetido para os antimicrobianos que o
microrganismo apresentou resisténcia a fim de verificar se a caracteristica de resisténcia era mediada por

enzimas codificadas eplasmideos oaromossomas

Producéo déb-lactamasesf{ L s )

A cepa deEscherichia colique apresentotesisténcia ao aztreonaweftriaxona e ceftazidima foi
submetida ao teste de duplo disco difusdo, contendo cefalosporina de terceira geracdo (ceftriaxona e
ceftazidima) e outro disco dispost@@ mm de distancia, contendo o inibidorfdictamase (amoxicilina +
acido clavilanico) (CLSI, 2010).

Foi realizada a padronizacéo mdculo para D® UFC/mL em espectrofotdmetro, modelo Spectrum
SP- 1105, com absorvancia de 625 dia cepae em seguida auspensao foi espalhada usasdabestéril
em placascontendo 17 mL deagar MuellerHinton, em seguida foram adicionados os discos de

antimicrobiano® incubadas a 37 °C port24

Caracterizagdo molecular de Escherichia omlleteccdo de genes codificagsd e -ladiamases

Foi realizada a extracdo do DNA totkls cepas descherichia colusandokit Wizard Genomic DNA
Purification (Promega®), segundo as recomendacdes do fabricante. A integridade e a quantidade do DNA
foram verificadas por eletroforese em del agarose a 0,8% e com o0 Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen),
respectivamente.

As amplificacbespor PCR foram realizadas com pamers SHV, TEM-1 e CTXGP1 multiplex
(incluindo grupo filogenéticos 1 e #psignados aos estudos de genes de resistieriitos porEllington
et al. (2007) para dete@p dos geneblaSHV, blaTEM-1 e blaCTX-M. Para cada rea¢do foram utilizados
0s seguintes reagentes e concentracdes: 60 ng de DNA de cada amostra; 1x de tampéo da enzima Tag DNA
polimerase; 3,7 mM de Mgglobp mol / eL de dNTPs; 0,4 pmol/elL de
poli merase, com volume final ajustado para 50 €L
primer foram realizados no Veriti Thermal Cycler PCR (Appplied Biosystems) seguindo datugfia das
citacOes supramnmeionadas. Todos os reagentes utilizados foram d@tdmega®)

Os produtos amplificado&mplicons)foram visualizados em gel de agarose a t#ados com
brometo de etidiovisualizados sobre luz ultravioletafotodocumentams Em seguida, os amplicons foram
purificados utilizando o kit lllustta GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare Life
Sciences) para identificacdo nucleotidica utilizando o sequenciador autodmBli€rism 3500 Genetic

Analyzer(Applied Biog/stems) da empresa ACTGene Andlises Moleculares LTDA. A edicdo e montagem
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foram realizadasio programa Sequencher 4.1.4 (Gene Code Corporaationando sequéncias de boa
gualidade e tamanho maior ou igual a 30 pares de @aseesultados foram compaloscom sequéncias

deposiédas no banco de dados publicos (NCBI através do blast).

Andlise estatistica

Para realizacdo da analise estatistica os valores das variaveis NMP/g das amostras de ostras e
NMP/mL de agua foram transformados em Log (x+1). Asiagefbram submetidas a analise de variancia,
sendo o agrupamento de médias efetuadas pelo testeKScattt t  ( p OO0, 05) , utilizand
5.6 FERREIRA 2011).

Resultados e Discussédo
Andlise microbiolégica da agua e moluscos bivalves

A Tabelal mostra os valores da quantificagdo do grupo coliforme, bem como a presenca de
Escherichia colie Salmonellaspp. das amostras de agua e ostras do culfieoacordo coma analise
estatistica nabouvediferenga significativa (@0,05) da densidade de dolimes a35°C e a45°C entre as
amostras de agua e ostras, quando comparadas entre as coletas e entre si, respectivamente.

Apesar de nao ter diferenca estatistica entre a densidade de coliformes a 35°C e 45°C nas amostras, €
possivel observar um pequenavanto na densidade de coliformes a 35°C, o que ¢€ justificado por conter
nesse grupo diversas bactérias (entéricas e ndo entéricas) capazes de fermentar a lactose com producdo ¢
gas em 48 horas, enquanto os coliformes a 45°C compreende um subgrupdatosesosi 35°C (SILVA et
al., 2010).

Apesar da legislgio brasileira ndo estabelecer valores de referéncia para a densidade de coliformes a
35°C em moluscos bivalves, é importante o monitoramento das areas de cultivo, uma vez que a presenga
desses microrgismos reflete a qualidade higiénicosanitaria do ambiente em que 0s organismos estdo sendo
cultivados MIGNANI et al., 2013)

Durante o periodo de coletas as médias da temperatura, pH e salinidageadi® cultivo em
Torrinhasforam de 27,5°C, pH 7,5 e slinidade 20ppm, respectivanente. De acordo com a Resolucéo n°
357 (BRASIL, 2005), as aguado cultivosdoclassificada em aguas salobrasyu sejasalinidade superior a
0,5% e inferior a 30% e pH entre G9.

Né&o foram verificada grande variagges qando analisadoss parametro$isico-quimicos da agua,
visto que abaixavariacdo de temperatura da 4gua aea estudada® uma caracteristica do ambiente
litoraneo baianppor se tratar de uma area tropiggbesar da influénciaalcanais de rios nosstiarios,a
influéncia do mar € maipmantendo a salinidade ao redor de 20 pgm. relacdo ao pH, 0 mesmo se
manteve adequadodo comprometenda atividade de filtracdo dastras, uma vez que pH abaixo de 6,72
reduz a taxa de filtragdo e consequentemardaptacdo de alimentoHREIRA et al., 2001).

Baseado naesolucao n°® 357 do ConseliNacional do Meio Ambiente (BRAS|L2005), a area de
cultivo se encontra adequada para a atividade de ostreicultura, pois apresenta média geométrica de 41,80

NMP/100 mLpara oscoliformes a 45°C. Segundo esta resolugée areas deultivo (classe 1) estasdo
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deverdo exceder média geométrica de 43 NMP/100 ndolifermes a 45°Gle um minimo de 15 amostras
colhidas no mesmo local, devendo este monitoramento ser realinadlmente com um minimo de cinco
amostragens.

Escherichia colindicador real de contaminagéo fecal) foi isolada em 50% das amostras de agua, com
auséncianas amostras de ossauma possivel justifidiva para esse resultado seria o efeito da enzima
lisozima sintetizadas nos hemacitospeesente na hemolinfdos moluscasque atua no rompimento da
parede celular de microrganismasmo um mecanismo de defesantra a invaséo deactérias entéricas,
principalmente do génetBscherichia(BACHERE et al, 2004;BOULANGER et al., D06) (Tabela 1)As
estirpes podem ficar descaracterizadas, uma vez que ha o rompimento da parede celular e com isso o
extravasamento do conteudo celular ndo sendo possivel identificar colbnias tipicas da bactéria em meio de
cultura, mesmo ocorrendo o crescimento de microrganismos.

A analise de moluscos bivalves apresenta melhor segurangca microbiolégica quando comparada com a
andlise da 4gua, uma vez que nas ostrasséeminteracdo da agua e o molusco por um maior periodo de
tempo e a agua representa a condigdo ambiental no momento dqSANEE et al., 2010).

Foi verificada auséncia da bactéBalmonellaspp. em todas as amostras de agua e ostraslti/o
(Tabela 1) Este fatoesta @ acordo com &esolucdo n° 18e 2001 qie preconiza auséncia @almonella
em 25 g do alimento BASIL, 2001) Uma possivel justificativa é a dificuldade desse microrganismo em
competir com outras bactérias, podendo permanecer em numeros indetectaveis, assim como fatores
ambientais (pH, temperaa e salinidadedue podem limitar oseucrescimento SANTOSKOELLN et al,

2009).

A Tabela 2 apresenta a andlise microbiolégioaparativadas amostras de ostras de cultivo e
extrativismo.

Mesmo havendo diferenca na densidade de coliformes a 352G°€antre as amostras de ostras de
cultivo e extrativismo, ndo foi observada diferenca significativ0,@b), quando comparadas entre as
coletas e entre si, respectivamente (Tabela 2).

A densidade de coliformes a 45°C nas ostras de extrativismo na228ateths foi maior quando
comparada com a densidade microbiana das ostras provenientes do cultivo e demais coletas. A forte
incidéncia de chuvas nesse periodo pode ter contribuido para o aumento da densidade microbiana de
coliformes na agua, uma vez gue chuvas interferem no indice de qualidade microbiolégica da agua por
carrearem esgotos e residuosas@is par a os curesah,201@68gua ( SANDE

O estuario de Torrinhas anteriormente localizado no municipio de Taperoa e proximo a um emissario
da regdo em um estudo realizado por Santos et al. (2015) apresentou indi€sshdgichia colie
Salmonellaspp. em amostras de agua e ostras superiores ao encontrado nesse estudo, mostrando que ¢
mudanca do cultivo para o estuario de Torrinteesatisfatoriopor se tratar de uma argae sofre menos
influéncia antrépicaassegurando a comercializacdo de ostras com menor densidade de enterobactérias
ausncia d&almonellsspp 0 que esta de acordom a legislacdo (BRASIL, 2001).

A bactériaEscherichia colifoi isolada en66,66%das amostras de osdrde extrativismo (Tabela 2).

A presenca d&se microrganismapenas nas amostrasatgras de extrativismojéstificada pelo fato darea
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onde a mariscagem é realizada se encontrar prégeatros urbanos maia@eApesados dois estuarios se
cruzaremdevido a transicdo de maré cheia para maré vazanwistancia entras areas estudadase
aproximadamente 6 kmminimizaa influéncia do estuario de Taperod com ddeinhas

A presenca de bactérias entériees a qual i dade dos corpos dobé8gua
alimentos, principalmente quando se trata de moluboadves devido a preferéncia de consurfioi n
n at usenaque ocorra qualqgueatamento de coccao (FARIAS al., 2010).

De acordo com o rdgrama Nacional de Controle Higiénico Sanitario de Moluscos Bivalves,

Instru¢cdo Normatia Interministerial n° 7 (BRASIL2012) que estabelece parametros da densjumwdeas
areas de ctilyo e comercializacéo, apenas duas amostragens apreseokasaiftacao Il, ou seja, sé deve
ser destinada a comercializacdo ap6s passar por um processo de depuracao ou tratamento térmico (Tabela 3)

Salmonellaspp.tambémnéo foi isoladanasamostras de ossale extrativismo, estando de acordo
com a legislacagBRASIL, 2001). A presenca d&almonellaspp. em alimentos € de grande importancia
para a saude publica, por se tratar de um microrganismo patogénico responsavel por quadros de infeccbes
diarréicas, febre tif6ide ou até mesmo levar o paciente a(@ESGOUZA etal., 20L0).

Apesar daconcentracaale Escherichia colie auséncia d&amonellaspp nas amostras de agua e de
ostrasestarde acordo com os parametros estabelecidos pela legidleggiteira (BRASIL, 2001; BRASIL,
2005; BRASIL, 2012), é importani® monitoramento microbiolégico daareasle pesca, principalmente
guando existe extracaala@ultivo de moluscos bivalves. éaréncia de saneamento basicoaogéncia €
sistema de tratamento de esgotos eficiemalguns municipios comprometearinocuidade dosrganismos
aquaticosNas regides estudadas, a atividade de pesca tem gngpol@dnciapara a economical, com o
trabalho efetivo d pescadores artesanais, que utilizam os recursos da pesosspatento de suaarhilias,
com a retirada de peixes eamscos, como a lambreta, ostras, caranguejo, siri, e outros, bem como a

producdo em cativeiro de ostras (IBGE, 2010).

Perfil de suscetibilidade antimicrobiana

Foram identificadas fenotipicamente 19 cepagtdeherichia coli das quais 0%oram isoladas as
ostras de extrativismo e 14 isoladas da agua. Desse total, 12 estifsehdeachia coliapresentaram perfil
de resisténciau resisténcia intermeffiaa cinco dos antimicrobianos testadBscoli provenientes da agua
de cultivo apresentaraapenagesisténciantermediaria o que ja significa que o microrganismo apresenta
moderada resisténcantimicrobiangCLSI, 2010)(Tabela 4).

As cepas dé&scherichia coliprovenientes da 4gua de cultivo do estuarid deinhasapresentaram
apenas perfil intenediario de resisténcia antimicrobiana (57,14%), enquanto os isolados das ostras de
extrativismo apresentaram resisténcia antimicrobiana de 60% e 20% para resisténcia intermediéria (Tabela
4).

O uso de antimicrobianos em tratamentos médicos, veterindagsaeos tem contribuido para a
veiculacdo de bactérias resistentes e residuos de antimicrobianos nos ambientes hidricos (CAMPOS et al.,
2013).
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Maior resisténcia foi verificada para a familia deactamicos com 71,42%, sendo que dos sete
antimicrobianos testados, os isolados se mostraram resistentes a cinco, com maior resisténcia para a
amoxicilina.

A resisténcia de bactérias da familia Enterobacteriaceae aos antibioticos, especialmenté-do tipo
lactamicos tem sida@ada vez mais frequente devido a mobilizagcdo de genes que codificam enzimas
eficientes modificando sitios de acédo dos farmacos. A forte pressao de sele¢do faz com que elementos
genéticos moéveis determinem em grande parte a epidenaiddiagresisténcia aos antibiéticos modernos.
Desta forma, a resisténcia aos antibioticos est4 mais acessivel para 0os microrganismos, Eiscluéniia
coli, que é causa importante de sepBEDELL et al.,2016).

A resisténcia observada a amoxicilimatimicrobiano utilizado no tratamento de infec¢des causadas
por bactérias Gramegativas é preocupante, uma vez que cepalsdberichia coliresistentes podem
chegar ao homem por meio da ingestdo de ostras cruas, onde por conjugacdo podem coréeciarasist
este farmaco pafascherichia colcomensais do trato intestinal (YANG et al., 2012).

Apesarde o Brasil buscaminimizar o uso abusivo de antimicrobianbsiitando sia utilizac&opor
meio de prescricdo médica, os residuos dessas drogas excestafbzes e urina podem chegar aos corpos
hidricos, em virtude déalhas no tratamento residual de sélidos que ndo séo detectados pelas estacdes de
tratamentd CAMPOSet al., 2013).

Com relacdo ao perfil de multasisténcia, 40% das cepas Eecherichia oli isoladas de ostras de
extrativismo apresentaram resisténcia a mais de um agente antimicrobiano, tendo uma delas apresentado
indice MAR de 0,20, ou seja, resisténcia a trés antimicrobianos. N&o foi verificadaesigténcia em
Escherichia colprovenientes da agua (Tabela 5).

Escherichiacoli resistente a doisuwomais antimicrobianos pode estssociado a fenbmes de
pressao seletiva que favorecem a instalacdo, manutencao e propagacao det@@scerfssisténcia entre
as populades bacteriaas noambiente(BRAHMI et al., 2015).Outra caracteristica marcante e preocupante
da Escherichia colié a resisténcia cruzada algactamicos, a qual ocorre com maior freqiéncia entre
antimicrobianos pertencentes a uma mesma familia e que age por um mesmo mecanismo de acdo, 0 que
resulta da caesisténcia, ou seja, da presenca de multiplos mecanismos de resisténcia, caracterizando a
resisténcia a multiplos farmacdRAHMI et al., 2015).

Quanto a origem génica da resisténcia, esta foi equivalente entre plasmidial e cromossdmia (50%),
sendo que as cepas isoladas da 4gua apresentaram maior percentual de resisténcia plasmidial (62,50%
(Tabela 5).

A presenca de elementos genéticos cromossdmicos apresenta transferéncia com uma frequéncia
relativamente baixa e de menor impacto clinico quando comparada a resisténcia mediada por elementos
maoveis, 0s quais contribuem para a disseminagdesiéncia aos antimicrobianos entre as espécies-bacte
rianas presentes no ambiente aquatico, patogénicas oAIMEBRTHUM; TRABULSI, 2008;BRAHMI et
al.,2019.
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Det ec- «0 dataneasex bmha9 b

A cepa de n° 9 que se mostrou resistente a ceiftaaj aztreonam e a ceftriaxommando submetida
ao teste de disco duplo difusédo, contendo uma cefalosporina de terceira geracao (ceftriaxona e ceaftazidima)
um disco inibidor deb-lactamase (amoxicilina + acido clavilanicapresentou resultado negatipara a
producdo de enzimas, assim como na deteccdo de geagey@aucao de ESBLs (Tabela B)resisténcia a
estes antimicrobianpd-lactdmicos, pode estar associada autros mecanismos de resisténcia, como
impermeabilidade de membrana celular e efladeodrogagIREDELL et al., 2016) ndo verificados no
presente trabalho

A contaminacdo de recursos aguaticos, por meiolagamentode esgotosdomésticos,tem
contribuido para a disseminagcdo dos mecanismos de resistdniias paises descrevem a presemle
bactérias resistentes e produtoras de ESBL em rios e efluentes, inclusive {BtASN; LINCOPAN,

2012; SINGH et al.,, 2016JREDELL et al, 2016. Relatos de ESBL enkscherichia colino ambiente
hospitalar tém sido frequente, especialmemeolvendo enzimas pertencentes ao grupo CGNIX2 (SILVA;
LINCOPAN, 2012.

Além de todas as implicacdes sanitariasleesaide publicana disseminacdo de microrganismos
produtores de enzimas do tipo ESBL, devamconsiderar de forma particular o isolamento dechast
resistentes oriundas da cadeia de produgcdo animal, assim como em organismos aquaticos destinados &
alimentacadLl et al., 2007; BALAK et al., 2016; SNGH et al., 2016)

No Brasil, a producdo de ESBL em Enterobacteriaceae é alarmante, uma veziantesvep tipo
TEM, SHV e CTXM ja foram descritasomo ponto de urgéncia clinica e estdo amplamente disseminadas
no territorio brasileiro, retrataneke diversas enzimas em diferentes patége®la¥A; LINCOPAN, 2012
TAYH et al., 2018

A presenca do gerblaTEM-1 foi observada em 83,33% dos isolados que apresentaram resisténcia
aos antimicrobianos testados (Tab®laEmbora ess gene seja responsavel pela expresa@mzmaTEM-

1 deespectro restrito, muta¢des pontuais podem ocorrer ocasionandodekesapecificas na sequéncia de
aminoacidos e com isso resultar em uma variedade de enzimas com espectro estendido, 0 que se torna ur
problema para a saude publica, por se tratar de enzimas que podem conferir resisténcia a determinados
antimicrobianos, comceftazdima e cefotaxim&lAAS et al., 2008.

O geneblaCTX-M foi detectadoem 8,33% das cepas quando utilizado o primer que identifica
enzimas do grupo filogenético 1 gabela 6)Dallenne et al. (2010) analisando a presenca desse gene em
espécies déamilia Enterobacteriaceaelataram a presenca dos mesrgagos filogenéticos 1 e 2, sendo
gue a maior prevaléncia de ESBLs do tipo GNXoi observada para o grupo filogenétito

O geneblaTEM-1, quando detectadde forma isoladapode n&do estamecesariamenteassociad@a
producaade enzimash-lactamasgsporémquando existe uma associa¢do deste gene daaCd X-M pode
serpotencializadaa expresséo dos genes e dessa forma o microrganismo produzir dnfaotasiases com
maior expresséao (TAYldt al., 2016).

A presenca d&. coli portadoras d geneblaCTX-M isoladas de amostras de fezes de bovinos, suinos

e avedem sido associadodisseminacéo de bactérias produtoras de endiextamasede amplo espectro
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para os seres humanos a partir de fontes de alimentos de origem animal, assimcootamiaacao do
ambiente aquéticdevido o carreamento deatéria organicaelas chuvasOutra fonte de contaminacéo das
aguas tem sida prética de adubacédo de hortalicas com fezes de animais proximo as comunidade ribeirinhas
(HORTONetal.,2011)

Mesnp com auséncia dgeneblaSHV nos isolados do prese estudo, asuapesquisa importante
por caracterizar resisténcia aos antibt i ¢ o0 s -ldcE@mias, prajuslieandd ou limitando dessa forma o
tratamento de infec¢des que necessitam do uso desses faf8ik¢cald et al., 2016)

Korzeniewkaet al. (2013) relataram a presenca Hecoli em esgotos municipaisle Olsztyn na
Polbnia e verificaram a presenca do geh®CTX-M, blaSHV e blaTEM localizados em plasmideos
demonstrando dsco ao ambientaquatico e a problemética que ocorre em muitosietpias que € a falta
ou o tratamento inadequado de esgo®slessa forma aguaspodem atingir 0os estuari@scontamindos.
Portanto, o fato de ter isolado genes responsaveis por codificar ebziactamases na regido do Baixo Sul
da Bahia é preocupante, mesmo com a auséncia do lgieS¢iV, pois o resultado demonstra o risco de
consumo de moluscos bivalves na regido, servindo de alerta pamaunidade, uma vez que esse estudo é o
primeiro relad de caso realizado nessa localidade.

Brahmi et al. (201p detectou a presenca de enzimas @MXe TEM em E. coli isoladas de
organismos aquaticos, sugerindo que 0s microrganismos isolados s&o provenientes de contaminacdo por
residuos de esgotos doméstiams industriais, fortalecendo a hip6tese de que os ambientes naturais sao

potentes reservatdrios de bactérias nreltistentes e genes associados.

Concluséo

Apesar da quantificacao @escherichia coliestarde acordo com a legislacao brasileira, a déedps
genesdlaCTX-M e blaTEM-1 responsaveis por conferir resisténcia microbiana implica no risco de consumo
de moluscos bivalves, devido a disseminacado de resisténcia entre as bactérias comensais.

A multiresisténcia antimicrobiana verificada em bacgisaladas de moluscos bivalves do estuario de
Taperoa serve de alerta para demonstrar a comunidpeggo que o lancamentle esgotos duésticosdo
municipio nas aguas do estuaniepresentgaraa salde publicauma vez que 0s microrganismos podem
colonizar o trato intestinal do heem e dificultar a terapia de infec¢des alimentares.

A presenca d&. coliresistente a diferentes farmacos reforca a necessidasmeamento basico na
regido,assim como a importancia de consumir moludzwalvesapds pasarem por processo de depuragao

ou tratamento térmico afim de eliminar a carga microbiana e o risco de infec¢des alimentares.
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Figura 1. Mapa de localizacdo dos pontos de coleta nos estuarios de Taperoa e Torrinhas.
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Figura 2. Cultivo de ostra localizado no municipio de Cairu, localidade Torrinhas.

Fonte: Cardbso (2015)

Figura 3. Banco natural de ostra localizado no municipio de Taperoa.

Fonte: Cardbso (2015)



