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SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS E RESISTENCIA PLASMIDIAL
DE CEPAS DE SALMONELLA SPP ISOLADAS DE DOIS ESTUARIOS DO
ESTADO DO CEARA, BRASIL

RESUMO - A salmonelose € uma das doencas de origem alimentar mais
freqUente e considerada uma das zoonoses mais relevantes para a saude publica em
todo o mundo. A Organizagdao Mundial de Saude (OMS) assinalou aumento alarmante
de estirpes de Salmonella resistentes aos antibidticos devido ao seu uso abusivo em
criagdes intensivas, especialmente nas aquicolas. Diante do exposto, 0 escopo deste
trabalho foi o de isolar e identificar a resisténcia plasmidial em bactérias do género
Salmonella, em amostras de agua de dois ambientes estuarinos, um do Norte
(Acarau) e outro do Sul (Jaguaribe) do Estado do Ceara, ambos com atividades de
carcinicultura. Durante sete meses, de novembro de 2006 a maio de 2007, foram
coletadas 84 amostras de agua dos dois estuarios. A pesquisa de Salmonella seguiu
a metodologia do “Bacteriological Analytical Manual”. As salmonelas foram testadas
quanto a susceptibilidade a dez antimicrobianos: Acido nalidixico, Ampicilina,
Ciprofloxacina, Ceftriazona, Cloranfenicol, Gentamicina, Imipenem, Nitrofurantoina,
Sulfametoxazol e Tetraciclina. A Concentracao Inibitéria Minima dos antibibticos
seguiu a técnica de macrodiluicdo em caldo. Em atividade de base, mediu-se o pH, a
temperatura e a salinidade da agua. Foram confirmadas 103 cepas de Salmonella, 90
no Rio Acarau e 13 no Rio Jaguaribe, pertencentes aos sorovares: S. Newport, S.
Saintpaul, S. Panama, S. Rubislaw, S Albany, S. Anatum, S. Corvallis, S. Madelia. O
Rio Acarau apresentou-se mais contaminado do que o Rio Jaguaribe, onde foram
encontradas cepas resistentes a antimicrobianos, com um percentual de 25% para
resisténcia plasmidial, e 75% para a cromossémica. Esses resultados ressaltam dois
problemas de saude publica: a presenca de cepas de Salmonella resistentes e a
possibilidade de contaminacdo humana pelo consumo dos crustaceos. Somado a
isso, ha de se considerar o prejuizo econbmico gerado pela limitacdo na
comercializacdo do produto no exterior, onde a isencdo ou a minimizacdo destes
patdgenos dos sistemas produtivos e de transformacdo sdo exigéncias do mercado
internacional.

Palavras-chave: antimicrobianos, carcinicultura, estuarios, Salmonella sp



ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY AND PLASMID RESISTANCE OF
SALMONELLA STRAINS IN WATER FROM TWO ESTUARIES IN CEARA STATE,
BRAZIL

SUMMARY - Salmonellosis is one of the most common foodborne diseases,
was considered and the most important for public health authorities throughout the
world. The World Health Organization (WHO) recently drew attention to the rapid
increase in Salmonella strains resistant to antibiotics employed in farming activities,
especially in aquaculture. Thus, the objective of this study was to test the
antimicrobial susceptibility of Salmonella strains isolated from water samples
collected in the estuaries of the Acarau and Jaguaribe rivers (respectively in the north
and south of Ceara State, Brazil), both of which are subject to extensive shrimp
farming. Eighty-four samples were collected between November 2006 and May 2007.
The susceptibility tests were performed following the guidelines of the Bacteriological
Analytical Manual (BAM). The strains were exposed to 10 different antibiotics:
nalidixic acid, ampicillin, ciprofloxacin, ceftriaxone, chloramphenicol, gentamicin,
imipenem, nitrofurantoin, sulfamethoxazole and tetracycline. The minimum inhibitory
concentration of the antibiotics was determined with the broth macrodilution method.
In base activity, mensure the factores as Temperature, salinity and pH values were
registered for all water samples. One hundred three Salmonella strains were isolated
(Acarau n=90; Jaguaribe n=13) belonging to the serotypes S. Newport, S. Saintpaul,
S. Panama, S. Rubislaw, S Albany, S. Anatum, S. Corvallis and S. Madelia. Thus,
the Acarau river was more severely contaminated than the Jaguaribe river, where
strains resistant to antimicrobial were found in a rate of 25% to plasmid resistance
and 75% to chromosomal resistance. These results show up two problems of public
health: the presence of resistant strains of Salmonella and the possibility of human
contamination though crustacean consumption. In addition to this, there is to
consider the economic damage caused by limiting the marketing of the product
abroad where the exempt of these pathogens or minimization of production systems

and processing, are requirements of the international market.

Key words: antibiotics; shrimp farming; estuaries; Salmonella sp.
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1 - INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O género Salmonella foi inicialmente caracterizado em 1885, tendo sua
denominacdo em homenagem ao patologista Daniel Salmon. Pertence a familia
Enterobacteriaceae e € classificada com base em suas caracteristicas bioquimicas.
Apresentam-se como bastonetes curtos (1 a 2um), Gram-negativos, néao
esporulados, na maioria méveis por flagelos peritriquios, exceto S. Gallinarum e S.
Pullorum, de metabolismo aerébio ou facultativamente anaerébio. Fermenta a
glicose, com producédo de &cido e gas, sendo incapaz de fermentar a lactose e a
sacarose. O pH o6timo para a sua multiplicacao fica préximo de 7,0 sendo que
valores superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 sdo bactericidas. Sua temperatura ideal
encontra-se na faixa de 35 a 37°C, sendo a minima de 5°C e a maxima de 47°C.
Com relacdo a concentragdo de sal, as Salmonellas nao toleram concentracdes
superiores a 9% (FRANCO & LANDGRAF, 1996). Determinados sorotipos de
Salmonella apresentam excecdes para algumas caracteristicas comuns do género
(POPOFF & LE MINOR, 2005).

As salmonelas sdo amplamente distribuidas na natureza, sendo o principal
reservatério destas bactérias, o trato intestinal do homem e animais de sangue
guente e de sangue frio (JAKABI et al. 1999), exceto peixes, moluscos e crustaceos,
0S quais podem contaminar-se ap0s a pesca. Entre os animais, as aves, como as
galinhas, os gansos, perus e 0s patos sdao os reservatorios mais importantes desse
microorganismo. Os animais domésticos ou domiciliarizados tais como caes, gatos,
tartarugas e passaros podem ser portadores, representando grande risco,
principalmente para as criancas (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

A transmissao da Salmonella para o homem geralmente ocorre pelo consumo
de agua e alimentos contaminados, embora, a transmissao de pessoa para pessoa
possa ocorrer, particularmente nos hospitais, ou ainda, através do contato com
animais infectados, principalmente entre veterindrios e trabalhadores de granjas e
fazendas (TRABULSI, 2008). A severidade da doenca depende da viruléncia da
cepa e das condicées do hospedeiro humano (HOFER et al. 1997).

A excrecao da Salmonela através das fezes de humanos e/ou animais, pode
contaminar agua, solo, outros animais e alimentos. Os animais s&o infectados pelo

contato direto de fezes, agua e alimentos contaminados (ARGOLO FILHO, 2007).
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Em funcao da capacidade de disseminacao e de sobrevivéncia por longo periodo de
tempo no meio ambiente, a salmonela pode ser isolada de dguas doces superficiais,
da costa maritima e, conseqlientemente, de diversas matérias-primas alimentares
(JAKABI et al. 1999).

A salmonelose é a doenca causada pelas salmonelas e constitui importante
problema sécio-econdbmico em varios paises do mundo, principalmente nos
chamados em desenvolvimento, onde o0 agente etiolégico desta enfermidade é
relatado como o principal responsavel pelos surtos das doencgas transmitidas por
alimentos (ALVES et al. 2001). Das doengas de origem alimentar, € uma das mais
freqUentes, e uma das zoonoses mais problematicas para a saude publica em todo
o0 mundo, em razdo da elevada endemicidade e, sobretudo, pela dificuldade de
controle (ANTUNES et al. 2003, SANTOS et al. 2002). Ela se configura uma
toxinfeccdo de significantes indices de morbidade e mortalidade (CARDOSO et al.
2002).

Os multiplos parametros epidemiol6gicos envolvidos na doenca, as
inUmeras fontes de infeccdo e vias de transmissao presentes no ciclo dificultam o
controle da doenca (HOFER et al. 1998).

A vigilancia da salmonelose é descrita em todo mundo, especialmente apds o
aparecimento de cepas multiresistentes a antibi6ticos, o que dificulta o seu controle
e tratamento. A Organizagcdo Mundial de Saude assinalou aumento alarmante de
estirpes de Salmonella resistentes aos antibiéticos devido ao uso abusivo dos
mesmos em criac¢des intensivas (EUROSURVEILLANCE, 1997). Este fato preocupa
os drgaos de vigilancia e controle ambiental, uma vez que, em animais, 0 uso de
antibiéticos nas racdes, como promotores do crescimento, contribui para o
aparecimento de cepas resistentes e patogénicas (PINTO, 2000). Os antibi6ticos
suprimem a microbiota intestinal normal, rompendo o efeito protetor, aumentando a
vantagem competitiva das salmonelas antibidtico resistentes e favorecendo a
ocorréncia da salmonelose (ELEY, 1994).

Na emergente aquicultura mundial, peixes, camardes e moluscos sdo criados
em tanques escavados, ou em reservatérios de dgua desprotegidos, expostos a
contaminacdo ambiental de esgotos urbanos, fezes de animais ou alimentos e

racbes contaminadas. A temperatura alta associada a aquicultura, potencializa a
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proliferacdo e o crescimento da Salmonella spp e outros patdégenos neste micro
ambiente (PIEDRAHITA, 1990). Considerando a prevaléncia desta bactéria em
todos os ambientes de agricultura e sua presenca em ambientes aquaticos, estes
assumem o papel de importantes veiculadores de zoonoses (D’AOUST, 1994).
Esse género € responsavel por perdas econdbmicas consideraveis nos plantéis
animais e, no homem, é considerado um dos principais agentes etiol6gicos das
enfermidades transmitidas por alimentos (ETA’S) (EKPERIFIN & NAGARAJA, 1998;
D’AOUST et al. 2001; POPOFF et al. 2004).

A carcinicultura € uma atividade tradicional que visa a criagdao racional de
camardes em cativeiro. No Brasil, essa atividade teve inicio na década de 70 e
somente a partir da década de 80, com a introducao da espécie exoética, Litopenaeus
vannamei, ganhou carater empresarial. Entretanto, evidenciou maior énfase apds
1993 quando a atividade comecgou a obter éxito e o pais adquiriu dominio e auto-
suficiéncia na producédo das pés-larvas. No final do século passado, a producéo
multiplicou-se pelo advento tecnoldgico de reproducdo e engorda do camardo e
racbes de qualidade que propiciaram a expansdo dos empreendimentos
interessados no promissor mercado externo (BRASIL, 2004).

O camarao Litopenaeus vannamei € uma espécie marinha, oriunda do
Oceano Pacifico, com preferéncia pelo sedimento, vivendo desde a regiao de infra-
litoral até profundidades de 72 metros, podendo alcancar 23 cm de comprimento. E
a espécie comercial mais explorada no sul do México, Guatemala e El Salvador, e a
mais cultivada no Hemisfério Ocidental. Devido a sua importancia para a aquicultura
e a excelente qualidade da carne (destacando-se seu sabor caracteristico, firmeza e
coloragao), além da sua grande capacidade de adaptacdo as mais variadas
condigdes de criacdo, Litopenaeus vannamei se tornou uma espécie bem conhecida
e aceita no mercado internacional (BARBIERI JUNIOR & NETO, 2002).

O nordeste brasileiro, devido suas condicdes naturais favoraveis, detém mais
de 96% da producao nacional do camardao marinho de criagdo. Essa atividade gera
empregos envolvendo méao-de-obra especializada e ndo especializada e bilhdes de
dolares em renda, sendo uma fonte de produto alimentar de alta qualidade
(LIGHTNER et al. 1998). O Ceara, no ano de 2004, foi o segundo maior produtor de
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camarao do Pais, atingindo a cifra de 65 milhdes e 18 mil délares somente com a sua
exportacao, perdendo somente para o Rio Grande do Norte (EUGENIO, 2005).

A crescente demanda do mercado internacional por camarao juntamente com
o adensamento das fazendas de criacdo desse crustdaceo nos estuarios, e a
ocorréncia de surtos de doengas que comprometem a producao nas areas
litorAneas, incentivaram o desenvolvimento da carcinicultura em aguas interiores
(BOAVENTURA et al. 2006).

A criacdo de camardo apresenta problemas relacionados as questdes
ambientais, devido ao seu rapido desenvolvimento e altas taxas de estocagem,
resultando no surgimento de estresse nos animais e subseqlentemente a incidéncia
de doencas. Muitas fazendas de camarao foram afetadas por epidemias de virus e
vibrioses (CHIU et al. 2007). O principal fator limitante para o sucesso da
carcinicultura mundial consiste atualmente no controle das infec¢oes. As altas
densidades populacionais, usualmente requeridas nas criacbes, propiciam o rapido
alastramento dos agentes infecciosos, resultando geralmente em mortalidades
macigas e ocasionando prejuizos econémicos incalculaveis (BARRACO, 2004).

Esse desenvolvimento acelerado nas ultimas décadas ocasionou impactos
negativos sobre o ambiente, como a conversao de areas de mangue em viveiros de
criagdo, alteragdes nos regimes hidrolégicos em aguas fechadas devido a
proliferacdo de estruturas da atividade de carcinicultura e o descarte de altos niveis
de material de origem organica nas aguas costeiras (PEI-UAN QIAN & WU, 2001).

Diante deste panorama, muitas pesquisas sao realizadas com o objetivo de
minimizar a consequUéncia negativa do cultivo do camardo sobre o ambiente
aquatico, buscando na aquicultura uma producao lucrativa e sustentavel que atenda
as necessidades de um meio ambiente equilibrado.

As enfermidades causadas por bactérias, protozoarios, fungos e virus séo
diagnosticadas em camardes de agua marinha ou doce em virtude da infectividade
destes nos locais de criagdo (BOAVENTURA et al. 2006; SERRANO, 2005). Assim, a
utilizacdo dos antibiéticos em doses subterapéuticas nos viveiros tornou-se pratica
cotidiana entre os produtores. E amplamente reconhecido que o uso intensivo de
antibiéticos na producao animal contribui para o desenvolvimento de patdgenos
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antibiético-resistentes que representam risco tanto para humanos como para animais
(WEGENER et al. 1999; WILLIS, 2000). E notéria a preocupacdo no mundo cientifico
no que diz respeito a utilizagado indiscriminada de antimicrobianos nos sistemas de
criagdo com consequiente aumento da resisténcia de bactérias patogénicas, fato
observado desde o século passado. Este processo € resultante de seu uso
indiscriminado na profilaxia ou terapéutica humana e animal, ou ainda na produc¢éo de
alimentos. Esse aumento também esta ligado a disseminacdo de plasmidios
(moléculas de DNA circulares, de fita dupla e auto-replicativas, menores que 0s
cromossomos) que possuem genes de resisténcia, proporcionando maior flexibilidade
genética em populagdes microbianas para adaptacdes e sobrevivéncia em ambientes
hostis (CARDONHA et al. 2005).

Apesar do conhecimento da presenca de bactérias resistentes aos
antimicrobianos em ambientes de aquicultura, pouco € sabido sobre os efeitos
toxicolégicos do uso desses antibidticos sobre os organismos nao-alvo e o ambiente
(WESTON, 1996). O padrao de uso dos antibidticos pelos criadores com a
utilizacdo de doses profilaticas sub-terapéuticas, indica que existe alto risco do
desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes que representam ameaca para a
saude da populacdo, especialmente para os trabalhadores das fazendas
camaroneiras, que além da exposicao constante aos antibiéticos durante a etapa de
mistura da ragdo, ainda correm riscos de contaminagéo devido a acidentes durante
o trabalho que venham a gerar ferimentos que servem como porta de entrada para
bactérias invasivas e multi-resistentes a antibiéticos, como a Salmonella.

Os antibidticos sao classificados em bactericidas e bacteriostaticos. Os
bactericidas provocam alteragcbes incompativeis com a sobrevida bacteriana,
enquanto os bacteriostaticos inibem o crescimento e a reproducdo bacteriana sem
provocar sua morte imediata (TAVARES, 1996).

O mecanismo de acdo dos antibidticos € exercido essencialmente pela
interferéncia na sintese da parede celular, uma vez que ela tem diferente
constituicdo, conforme a bactéria seja Gram-positiva ou Gram-negativa, originando
diferengas na permeabilidade as drogas. Os antibidticos que atuam na
permeabilidade da membrana citoplasmatica assemelham-se aos detergentes

catidnicos, gracas a presenga em sua molécula, de agrupamentos basicos (NHz") e
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de uma cadeia lateral de &cido graxo. A intercalacdo das moléculas do antibiético na
membrana, provoca desorganizacao com saida dos componentes celulares e morte
da bactéria. Aqueles que atuam interferindo na replicagdo do DNA formam produtos
toxicos que se intercalam na molécula de DNA, quebrando-a e impedindo a sua
sintese; outros relaxam o espiral do DNA, fazendo-o ocupar maior espaco,
rompendo a célula bacteriana. Por outro lado, aqueles que agem interferindo na
sintese protéica, atuam no nivel dos ribossomos inibindo a sintese protéica por
diferentes mecanismos (TAVARES, 1996; TRABULSI & ALTERTHUM, 2008).

Algumas espécies bacterianas sdo consideradas naturalmente resistentes aos
antibacterianos (resisténcia primaria), pois somente concentragdes inviaveis in vivo
exerceriam efeito sobre elas. Sob exposicdo continuada a antimicrobianos,
apresentam resisténcia adquirida (secundaria), decorrente do desenvolvimento de
novos mecanismos de defesa (FUCHS & WANNMACHER, 1999). Algumas células
podem adquirir mutacbes genéticas aleatoriamente que podem proporcionar
resisténcia a algum antibiético (DECAMP & MORIARTY, 2006). Denomina-se
resisténcia simples quando o germe é resistente a uma s6 droga; resisténcia
multipla, quando simultaneamente a duas ou mais (TAVARES, 2001).

Para que ocorra a resisténcia adquirida a antibioticos é necessario ganho ou
alteracao temporaria ou permanente da informacédo genética bacteriana. A maioria
dos genes de resisténcia esta presente em plasmidios, que podem ser trocados com
elementos cromossomiais. A resisténcia a antibioticos pode ser realizada por trés
mecanismos principais (STROHL et al. 2004): diminuicao da absorcdo ou aumento
do efluxo do antibi6tico; alteracdo do sitio-alvo do antibidtico e obtencado da
habilidade de destruir ou modificar o antibiético.

A resisténcia adquirida ocorre por mutacées no cromossoma bacteriano (o
que origina o surgimento de genes de resisténcia numa bactéria sensivel) ou pela
transferéncia de genes de resisténcia de uma célula para outra, através da insercéao
na célula receptora de fragmentos de DNA contendo estes genes. As duas
modalidades de resisténcia, a mutacao (cromossémica) e a transferivel (plasmidial),
podem estar presentes na mesma bactéria (TAVARES, 2001).

Os plasmidios sado moléculas extracromossomais circulares de DNA

encontradas em muitas espécies bacterianas e em algumas espécies de eucariotos.
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Eles se replicam separadamente ou junto com a célula hospedeira, passando as
células-filhas. Os plasmidios podem ser curados ou removidos da célula, depois de
serem submetidos a diferentes condigbes de estresse, como mudangas na
temperatura, presencga de certos corantes ou caréncia de certos nutrientes. Eles nao
sdo indispensaveis a célula, mas podem conferir-lne vantagens seletivas: possui
informacao para degradacado de certos substratos, resisténcia a um antibiético ou a
um metal pesado. Os plasmidios sdao capazes de autoduplicacao independente da
replicacdo cromossOmica e podem existir em numero variavel. Sdo exemplos de
plasmidios: fatores sexuais (fator — F), fatores de resisténcia a antibiéticos (fator —
R), plasmidio de fixagdo de N> (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008).

Em 122 cepas de Salmonella isoladas de diferentes fontes e regides do
Brasil, foram detectados plasmidios de resisténcia a tetraciclina e cloranfenicol, com
maior incidéncia em S. Panama, S. Saintpaul e S. Mbandaka de origem animal,
alimentar e ambiental (COSTA et al. 2006).

Agentes antimicrobianos sao adotados de forma essencial para cuidados com a
saude humana e animal. Sdo usados em diferentes ambientes e com diferentes
propésitos para prevenir ou curar, fato que promove o surgimento de cepas com
multipla resisténcia a agentes microbianos, caracterizando um problema de saude
publica (FAO/OIE/WHO, 2006) especialmente no tratamento de infec¢des invasivas.
No passado, a ampicilina, o cloranfenicol e o sulfametoxazol-trimetropim eram
considerados como "tratamento de escolha" para infeccées provocadas por
Salmonella (MCDONALD et al. 1987; RILEY et al. 1984; LEE et al. 1994), o que hoje
nao se observa devido a resisténcia adquirida a estes antimicrobianos. A resisténcia
em bacilos Gram negativos entéricos, € mediada principalmente por plasmidios
(TENOVER, 2001).

O ambiente aquicola é importante meio para a selecdo de espécies
bacterianas resistentes a varios antimicrobianos (SCHMIDT et al. 2000). Além do
mais, o contato fisico entre as bactérias no meio aquético possibilita uma alta
freqUéncia de troca de elementos genéticos méveis, como plasmidios e transposons,
codificadores de resisténcia aos antibidticos. Eventos como esses séo
particularmente importantes para difusdo de resisténcia as drogas (RHODES et al.
2000).



FIGUEIREDO, F.V. Susceptibilidade a antimicrobianos... 8

Microrganismos podem se mover facilmente entre os ecossistemas de seres
humanos e animais para o solo e a agua e vice-versa. Dessa forma, genes
resistentes adquiridos por organismos num ecossistema podem ser faciimente
transferidos entre organismos em diferentes ecossistemas (NWOSU, 2001).

O surgimento da resisténcia antimicrobiana em espécies de Salmonella nao-
tiféide caracteriza sério problema de saude publica ao redor do mundo. A alta taxa
de resisténcia ocorre devido ao uso convencional de antibiéticos, principalmente em
criagdes extensivas, que embora seja a maneira mais rapida de responder a uma
doenca, podem causar um aumento na viruléncia dos patégenos (CARVALHO et al.
2006).

Na regidao Nordeste do Brasil, foi detectada a presenca de Salmonella nos
ambientes de fazendas de carcinicultura costeira e nas aguas dos rios da referida
regiao (CARVALHO, 2006; FIGUEIREDO et al. 2005; PARENTE, 2005; VIEIRA et al.
2003). Sua presenca esta relacionada principalmente aos despejos de efluentes
sanitarios sem tratamento nos corpos aquaticos, situagdo comumente encontrada no
Estado do Ceara que influi na qualidade do camarao cultivado, representando risco
para a saude publica da populacdo em geral.

A presencga de Salmonella, em amostras de sedimento, agua e camarao, ocorre
pelo fato dela sobreviver bem no sedimento, sendo transferido posteriormente para
agua e para o animal (BHASKAR et al. 1995).

Bactérias do género Salmonella foram isoladas em amostras de dgua e peixes
em sistema de consércio suino-piscicultura da regido metropolitana de Belo
Horizonte-MG. Das 97 amostras analisadas, apenas uma (0,97%) coletada na
drenagem do viveiro da propriedade apresentou Salmonella spp. Nesta propriedade,
foi observada a presenca de aves e suas fezes nos sacos de ragdes, além de outros
animais na fazenda, da qual foi isolada a amostra (MURATORI, 2000).

A ocorréncia de Salmonella nas aguas dos rios cearenses Chord, Coread,
Jaguaribe e Acarau foi verificada em 13 isolados no periodo intermediario, seis no
periodo seco e nove no chuvoso (MENEZES et al. 2006).

A distribuicao de Salmonella em aguas costeiras na regido da Galicia ao norte
da Espanha, demonstrou que o isolamento deste microrganismo era sazonal, com a
maior detecgdo ocorrendo no periodo do verdo (MARTINEZ-URTAZA et al. 2004).
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Por outro lado, em aguas fluviais cearenses, percentuais de sorotipos foram também
isolados no periodo chuvoso (24%), provavelmente pelo aporte de matéria organica
que os rios recebem nesse periodo (CARVALHO, 2006).

As salmonelas sao disseminadas para ambientes aquaticos por diversas fontes,
incluindo descarga de efluentes das industrias de exploragdo animal e agricola, além
da excregdo de animais. Assim, bactérias aloctones e varios outros microrganismos
entéricos presentes no ambiente, estdo diretamente relacionados com a descarga
de residuos para os rios e areas costeiras (MURRAY, 2000; BARCINA et al. 1997).

Pesquisas em esgotos brutos de varios paises mostraram concentracdes para
Salmonella em torno de 250 UFC/100mL na india, de 8.000 UFC/100mL em
Houston (Texas) e de até 7.240 UFC/100mL no Reino Unido (FEACHEM et al.
1983). No Brasil, estudos mostraram altas freqiéncias de isolamento de Salmonella
nos esgotos de Sao Paulo e em aguas fluviais do mesmo estado, impactadas com
aguas residuarias (MARTINS, 1979; MARTINS et al. 1986; TAVECHIO et al. 1996;
FARIAS, 2000). Nos estados do Ceara e do Para, trabalhos mostram um quadro
semelhante de alta contaminacdo de aguas superficiais marinhas e de esgoto
(MELO et al. 1997; LOUREIRO, 1990).

Os esgotos sao excelentes fontes de transmissao de Salmonella, entre outros
enteropatdégenos (MARTINS, 1979; MELO et al. 1997). A alta prevaléncia de
Salmonella em aguas contaminadas com esgotos nos paises da América Latina,
destacando o Brasil em particular, torna importante o monitoramento desta bactéria
em aguas superficiais, a fim de associar sua presenca com a contaminacao
ambiental, bem como, a de peixes, camardes e mariscos. Informacdes
epidemiologicas sobre a prevaléncia e a diversidade dos sorotipos de Salmonella na
superficie da agua sao essenciais para o controle da doencga. Estas bactérias sédo
constantemente encontradas em amostras ambientais, por causa dos excretos
humanos e de animais. Esgotos municipais e 4guas correntes de tempestade séo as
principais fontes deste patégeno em aguas naturais. A capacidade de sobrevivéncia
das cepas ambientais depende da espécie e fonte de poluicdo. O mapeamento da
carga bacteriana e sua distribuicdo ambiental em rios e areas costais sdo muito

importantes para estudos na area de saude publica (ARVANITIDOU et al. 2005).
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Desta forma, os estudos da qualidade das aguas na regidao Nordeste do Brasil,
e a busca de enteropatégenos no ambiente hidrico sdo importantes para a tomada
de decisdes de cunho ambiental e de saude publica, ja que estas aguas sao de usos
multiplos e irrestritos.

A circulagao dos sorotipos oriundos de humanos para ambiente e vice-versa, foi
constatada na identificacdo de 411 isolados de Salmonella de individuos residentes
em diferentes areas da regiao amazodnica, e os isolados de animais silvestres tipicos
da regiao amazbnica e da agua do esgoto, principalmente no Municipio de
Belém/Para (LOUREIRO, 1990). Foram Identificadas 68 sorovares de Salmonella
nas amostras de origem da infecgdo humana, dentre os quais prevaleceram o0s
sorotipos S. Typhi, S. Give, S. Thyphimurium, S. Anatum, S. Agona, S. Miami, S.
Newport, S. Saintpaul, S. Panam4@, S. Infantis e S. Grumpensis.

Em amostras de agua de esgoto no Rio de Janeiro, S. Agona foi um dos
sorovares mais freqlientes (CAMARA et al. 1982), e no Belém no Para S. Agona, S.
Hadar e S. Infantis, foram as mais freqiientes (FARIAS et al. 1997).

De amostras de agua de 113 bebedouros de animais em propriedades rurais
do municipio de Botucatu-SP, foi isolada Salmonella em aguas de 15 bebedouros
(SOUZA et al. 1992). Entre os oito sorovares identificados, os mais presentes foram
S. Dublin (20%), S. Newport (13,3%) e S. Madelia (13,3%).

Por outro lado, em amostras de agua marinha do litoral sul de Sao Paulo
foram identificados os seguintes sorovares: S. Sandiego, S. Houtenae e S. Rubislaw
(RISTORI, 2000).

Paises desenvolvidos, como os membros da NAFTA (EUA, Canada e México)
e 0s paises da Unido Européia, responsaveis pela compra de grande parte do
camarao brasileiro, passaram a exigir qualidade microbiolégica muito superior,
especialmente com relacdo a presenca de Salmonelas. Para que os produtos de
origem alimentar sejam considerados aptos para consumo humano, esse
microrganismo deve estar ausente em 259 de amostra de alimento analisado
(PERESI et al. 1998; SANTOS et al. 2003); atendendo assim a demanda crescente
por produtos de alta qualidade, onde os sistemas produtivos e de transformacao

deverao ser desenhados e manejados, utilizando-se areas livres de conflitos sociais
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e riscos ambientais, visando principalmente, a exclusdo ou a minimizacdo de
patégenos (MAIA, 2004).

A escassez de dados quantitativos da maioria dos paises envolvidos com a
aquicultura, torna a avaliacao dos riscos associados com o uso de drogas quimicas
uma tarefa dificil. Assim, as informacbes disponiveis sobre sua eficacia,
metabolizacdo, tempo de residéncia no tecido dos organismos cultivados e acgéao
sobre 0 meio ambiente estdo restritas a regides de climas temperados. Tais
informacdes, porém, podem ndo se confirmar em climas tropicais, onde a
temperatura, o tipo de solo, a 4gua e as espécies de criacdo apresentam diferentes
caracteristicas (NOGUEIRA-LIMA et al. 2006).

Poucos estudos tém caracterizado a ocorréncia de resisténcia a bactérias em
ambientes aquicolas, particularmente em climas tropicais. Diante do exposto, o
escopo deste trabalho foi o de isolar e identificar a resisténcia plasmidial em
bactérias do género Salmonella, em amostras de agua de dois ambientes estuarinos
(um do Norte e outro do Sul do Estado do Ceara), ambos com atividades de

carcinicultura.
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2 - MATERIAL E METODOS
2.1 - Area de estudo

As coletas foram realizadas em dois estuarios no Estado do Ceara: Acarau e
Jaguaribe, situados respectivamente ao norte e sul do Estado (Figura 1). De cada
estuario foram escolhidos, trés e quatro pontos de coletas respectivamente. O
primeiro deles, o “controle”, situado antes da cidade, onde ndo havia influéncia
antropogénica; o segundo logo ap6s a cidade, o terceiro proximo a uma
carcinicultura e o ultimo perto do mar onde o rio desagua.

As coordenadas geograficas de cada ponto de coleta previamente escolhido
foram registradas por um GPS da marca Garmin Il Plus; sendo as seguintes:
Acarau — P1: Controle: 2° 55' 08.8" S; 40° 08' 45.5" W; Acarau — P2: 2° 55' 10.1" S;
40° 08' 45.4" W; Acarau — P3: 2° 53' 00.9" S; 40° 07' 27.2" W. Jaguaribe —
P1/Controle: 4° 40’ 18,2”; 37° 48 48”; Jaguaribe — P2: 4° 34’ 32,4”; 37° 47’ 16,3”;
Jaguaribe - P3: 4° 33’ 10,87; 37° 48’ 23,1”; Jaguaribe - P4: 4° 25’ 34,1”; 37° 46’
28,3".

Foram coletadas, respectivamente, 36 e 48 amostras de agua dos estuarios
Acarau e Jaguaribe, com freqiiéncia quinzenal, perfazendo um total de 84 amostras.
As coletas foram realizadas em dois periodos sazonais: seco e chuvoso, durante o
periodo de novembro/2006 a maio/2007.

As amostras de agua, de cada ponto de coleta, foram coletadas em duplicata,
utilizando-se garrafas de vidros ambar, com capacidade de 1000 mL (Figura 2).
Coletou-se a agua de uma profundidade de aproximadamente 30 cm da superficie.
Em seguida, essas amostras foram filtradas através de gazes medindo 2,5 m,
dobradas e inseridas no interior de cestas de garrafas PET, contendo furos em toda
sua extensdo. Posteriormente, as gazes foram imersas em 225mL de Caldo
Lactosado (CL) e ao término de cada coleta, foram transportadas em caixas
isotérmicas para o laboratério de microbiologia ambiental e do pescado no Instituto
de Ciéncias do Mar - LABOMAR/UFC, para serem processadas e submetidas a
analise microbiolégica. A pesquisa de Salmonella seguiu a metodologia do
Bacteriological Analytical Manual (WALLACE et al. 2005).
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Figura 1 - Localizacdo dos pontos de coleta, ao norte (Rio Acaral) e ao

sul (Rio Jaguaribe) do Estado do Ceara.

2.2 - Pesquisa de Salmonella
2.2.1 - Pré-enriquecimento das amostras

Em laboratério, as amostras imersas em Caldo Lactosado (meio ndo seletivo
para restaurar salmonelas injuriadas, a uma condicdo fisiolégica estavel), foram

incubadas por 24 horas em estufa a 35-37° C.

2.2.2 - Meio de enriquecimento

Apoés o periodo de 24 horas de incubacao das amostras em CL, foram retiradas
aliquotas de 1mL e 0,1mL e inoculadas em 10mL de caldo Tetrationato (TT) e em 10
mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV), respectivamente. Os tubos foram incubados
por 24 horas, a temperatura de 37°C e 42-43°C, em banho-maria. A partir do
crescimento microbiano em ambos os tubos, foram retiradas aliquotas de cada meio
com o auxilio de uma alga de niquel-cromo e estriadas em trés placas de Petri contendo
0s meios seletivos agar Hektoen (Difco), dgar MacConkey (Difco) e agar verde
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brilhante. Estas foram entao incubadas por 24 horas a 35-37°C. Em seguida, observou-
se em cada placa, a morfologia das colénias nos meios MacConkey (col6nias brancas-
leitosas), Hektoen (colonias verdes, com halo e ponto negro no centro), agar verde
brilhante (col6nias vermelhas).

2.2.3 - Plaqueamento diferencial, testes preliminares e sorologia

Foram isoladas cinco coldnias caracteristicas de Salmonella de cada placa de
agar seletivo as quais foram entdo inoculadas em &gar ferro agucar triplo (TSI)
(Difco), agar lisina ferro (LIA) (Difco), agar sulfeto-indol-motilidade (SIM) (Difco),
caldo malonato e caldo uréia e incubadas por 24 horas a 35-37°C. A partir do
crescimento positivo nos tubos (acido na base e alcalino no apice para o meio agar
TSI, alcalino com ou sem producao de H.S para o meio agar LIA, producao de indol
observada pela formagéo de um anel vermelho sobre a superficie do meio agar SIM,
permanéncia das cores originais verde e amarelo dos meios malonato e uréia,
respectivamente), uma nova aliquota foi retirada e semeada em &agar triptona soja

(TSA) (Difco), para a posterior realizacao do teste de sorologia.

No teste de sorologia, semeou-se a cepa isolada em TSA inclinado e incubou-
se a 37°C por 18-24 horas. Em seguida, preparou-se a suspensdo bacteriana,
adicionando 1 a 2 mL de solucdo salina (0,85%) nos tubos de TSA (24 h),
homogeneizando a suspensdo levemente nas maos. Em uma lamina de vidro
esterilizada, adicionou-se em cada quadrante, uma gota (10 ul) de antissoro
polivalente, seguida por uma de suspensado bacteriana, homogeneizando com o
auxilio de uma alca de niquel-cromo esterilizada. Foram impelidos movimentos
rotatorios, ao mesmo tempo em que foi observado por um minuto, em caixa de
Huddleson, a presenca de aglutinagdo (grumos finos — somatica e grumos espessos
— aglutinacéao flagelar). As cepas que aglutinavam no anti-soro O:H polivalente, eram
consideradas positivas para Salmonella, sendo posteriormente submetidas as

provas bioquimicas.



FIGUEIREDO, F.V. Susceptibilidade a antimicrobianos... 15

2.2.4 — Caracterizacao bioquimica complementar

A identificacdo de membros da familia Enterobacteriaceae requer a utilizacao
de provas bioquimicas complementares, as quais permitem avaliar as caracteristicas
metabdlicas e identificar os géneros e/ou as espécies. Os isolados positivos foram
submetidos as provas bioquimicas descritas na tabela 1 e identificados para
confirmacdo e caracterizacdo das espécies, seguindo esquema sugerido pelo
Laboratério de Referencia Nacional de Colera e outras Enteroinfeccoes Bacterianas
- LRNCEB/LABENT — 10C - (2006). Em seguida, foram separadas e encaminhadas
ao Laboratério de Enterobactérias do Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ-RJ, para a
identificacdo dos sorovares (Figura 2).

Tabela 1 — Comportamento de Salmonella spp. nas diferentes provas bioquimicas

. ~ Reacao
Meios Reacoes
9 (+) ou (-)
TSI Reacdo acida e gas na profundidade. Superficie N
alcalina (vermelha). Presenca de H,S.
Base e apice cor purpura, presenca ou auséncia de
LIA H.S +
20.
SIM (Indol) Anel amarelo apés colocacao do reagente - Kovacs -
SIM (H,S) Plgmento negro qle gue}lquer intensidade ou somente N
na picada (cepas iméveis).
o Crescimento ao longo da picada (imével) ou turvagao
SIM (Motilidade) do meio (mével). +
Meio inalterado, com certa alcalinidade no 4&pice
. (esverdeado ou azulado). Presenca ou auséncia de i
Costa & Vemin (GV) H.S na interfase sélida/semi-sélida; auséncia de gas;
movel ou imével.
Uréia Nao ha viragem do pH -
Malonato Nao ha alteracédo da cor verde do meio -
Citrato Simmons Reacéo alcalina: cor azul do meio +
Vermelho de Metila | Coloragéo vermelha do meio apés adicdo do reagente +
Voges Proskauer Meio sem alteracdo apds adicdo dos reagentes -
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Figura 2 - Fluxograma para identificagdo de Salmonella a partir de isolados de amostras de agua
coletadas em dois ambientes estuarinos do Estado do Ceara (adaptado de WALLACE et
al. 2005).
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2.3 — Teste do Antibiograma

As cepas confirmadas e identificadas como Salmonella, foram testadas
quanto a susceptibilidade a 10 antimicrobianos, de acordo com suas classes e
espectro de acdo (Tabela 1): Acido nalidixico — NAL (30 pg), Ampicilina — AMP (10
Mg), Ciprofloxacina — CIP (5 pg), Ceftriazona — CRO (30 ug), Cloranfenicol — CLO
(30 pg), Gentamicina — GEN (10 ug), Imipenem — IPM (10 ug), Nitrofurantoina — NIT
(300 ug), Sulfametoxazol — SUT (25 ug) e Tetraciclina — TET (30 ug), por meio do
antibiograma, pelo método de difusdo em discos, conforme as normas do
documento M2—-A8, do National Committee for Clinical Laboratory Standards-NCCLS
(2003b), sumarizado a seguir (Figura 3). Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella
anatum |OC 4279-99 foram utilizadas como controle de referéncia.

Foi preparado um indculo a partir do crescimento bacteriano em meio Agar
TSA e transferida uma alcada para salina esterilizada a 0,85% até que se
alcancasse uma suspensao comparavel a turbidez padrao correspondente a 0,5 da
escala de McFarland (1,5 x 10 UFC/mL). Para essa comparacdo foi utilizado um
aparelho fotométrico, modelo Micronal B542, em absorvéancia de 625 nm. O limite de
leitura aceitavel variou entre 0,08 e 0,10; quando o indculo inicial ndo ficou dentro do
limite aceitavel, a turbidez foi ajustada com mais bactéria ou mais salina estéril
conforme a necessidade. Em placa de petri contendo Agar Mueller-Hinton numa
espessura de 4 mm, o inéculo foi espalhado uniformemente com o auxilio de uma
zaragatoa estéril, de modo a cobrir homogeneamente toda a superficie da placa.
Foram utilizados discos impregnados com os antibidticos escolhidos; todos
fabricados pela Laborclin® e adquiridos comercialmente da empresa Interlab. Estes
discos foram aplicados no meio inoculado com o auxilio de uma pinga estéril, e
pressionados, levemente, sob a superficie do meio.

Apds a secagem, por um periodo maximo de 15 minutos, as placas foram
incubadas invertidas, em estufa a 35°C por 24h. A leitura do antibiograma foi
realizada com auxilio de um paquimetro, a partir da medicdo em milimetros, do
didmetro dos halos de inibicdo do crescimento das colbnias, frente ao antibidtico
impregnado em cada disco. Os resultados obtidos foram comparados com os da
tabela padrao, que contém os parametros da Tabela 2A, do documento M100-S17
(Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI, 2007b). Esses resultados
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também foram interpretados pela tabela fornecida pelo fabricante (Laborclin)®.

Ambas as tabelas apresentam os mesmos valores, o que permitiu a classificacao
das cepas em sensiveis, intermediarias ou resistentes para cada antibiético testado.

Tabela 2 - Classes de antibiéticos utilizados na pesquisa e seus sitios de agao.

Classes Antibidtico Sitio de Acao
Aminoglicosideos Gentamicina 10ug (GEN) Biossintese de proteinas
Cloranfenicol Cloranfenicol 25ug (CLO) Biossintese de proteinas
Tetraciclinas Tetraciclina 30ug (TET) Biossintese de proteinas
Aminopenicilina Ampicilina 10pg (AMP) Biossintese da parede bacteriana
Cefalosporinas Ceftriaxona 30ug (CRO) Biossintese da parede bacteriana
Carbapenemas Imipenem 10ug (IPM) Biossintese da parede bacteriana

Acido Nalidixico 30ug (NAL) Biossintese de &cidos nucléicos
Quinolonas

Ciprofloxacina 5 ug (CIP) Biossintese de acidos nucléicos
Sulfonamidas Sulfametoxazol 25ug (SUT) Biossintese do acido folico
Nitrofuranos Nitrofurantoina 300ug (NIT) Reducao enzimatica
Fonte: CEFAR, 2006.

. TSA

35°C/24h

SWAB ESPECTROFOTOMETRO

ESCALA
MC FARLAND SALINA
0,85%
0,5
DISCOS DE
ANTIBIOTICOS

5\
Mueller- Hinton/ o
24h o

AGAR MUELLER-
HINTON - DIFCO

ZONA DE INIBIGAO

Figura 3 - Fluxograma do antibiograma realizado de acordo com as normas do NCCLS (2003).
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2.4 — Cura Plasmidial

As cepas submetidas ao teste de antibiograma que apresentaram perfil de
resisténcia a determinados antibidticos foram submetidas a cura plasmidial,
realizada de acordo com MOLINA-AJA et al. (2002). Esta técnica consiste na
extracdo do plasmidio de resisténcia da bactéria, tornando-a sensivel a determinado

antibiético.

2.4.1 - Preparo do Meio de Cultura

Preparou-se o caldo LB (Luria Bertani) com a seguinte composicao: 0,5g de
triptona, 0,25¢g de extrato de levedura, 0,25g de NaCl, para 50mL de agua destilada;
em seguida foi suplementado com 0,0050g do corante “acridine-orange” e

esterilizado em autoclave a 121 °C, durante 15 minutos.
2.4.2 — Procedimento
O procedimento da cura plasmidial seguiu as seguintes etapas:

- Apés o crescimento bacteriano em meio Agar TSA, adicionou-se aos tubos

5mL de caldo LB (Luria Bertani) suplementado com acridine-orange;

- Fez-se o controle das culturas (que devem apresentar perfil de resisténcia
apos a repeticao do antibiograma, pela presenca do plasmidio) utilizando-se um tubo
com 5mL de caldo LB sem adicdo de acridine-orange.

- Os tubos foram incubados em shaker bath marca Orbit® da Lab-line (banho-
maria com agitacao) a 37 °C por 24h;

- Apds esse periodo, inoculou-se em TSA e incubou-se em estufa a 37°C por
24h. Os isolados foram testados novamente com o antibiograma, para detectar quais

cepas perderam o plasmidio (Figura 4).
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ANTIBIOGRAMA
CEPA
RESISTENTE
TSA
/ 35°C/24h
CALDO LB + CALDO LB
ACRIDINE-ORANGE
Shaker Bath
37°C/24h
TSA TSA
35°C/24 /| 35%cC/24

ANTIBIOGRAMA ANTIBIOGRAMA
CEPA CURADA CEPA RESISTENTE

Figura 4 - Fluxograma do Método da Cura Plasmidial.
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2.5 — Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima — CIM

A determinacdao da Concentracdo Inibitéria Minima dos antibiéticos para os
quais as cepas se mostraram sensiveis foi realizada, segundo a técnica de
macrodiluicdo em caldo, de acordo com a metodologia do documento M7-A6 do
National Committee for Clinical Laboratory Standards-NCCLS (2003a).

2.5.1 — Preparo do Meio de Cultura

Caldo Mueller Hinton (MH) foi preparado em Erlenmeyer, na quantidade
necessaria para ser distribuida nos tubos que somaram um volume de 5mL do meio
e da solucao estoque (considerando 1 tubo para cada concentracéo). O caldo MH foi
preparado na propor¢cao de 21g do Agar desidratado em 1000mL de agua destilada,
sendo ajustado para 7,2 a 7,4 o pH do meio e em seguida, esterilizado em autoclave

a 121°C, durante 15 minutos.
2.5.2 — Preparo das Solucoes estoques

Para determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima, foram preparadas
solucbes estoques para uma quantidade equivalente a 25mL, compostas por
determinado antibiético em pé (matéria-prima) dissolvido em seu solvente e diluente
especificos, conforme a tabela 04 do CLSI, (2005a). Os antibiéticos foram pesados
em uma balanca analitica da marca Tecnal®, modelo B-TEC-210-A. Os antibidticos
em po6 foram adquiridos comercialmente em diversas empresas farmacéuticas e
hospitalares. O Sulfametoxazol foi doado pela Gerbras Quimica Farmacéutica Ltda.

Foram preparadas as seguintes solucoes:

- Acido Nalidixico (Henrifarma): foi preparada uma solu¢cdo com ' volume de agua
(12,5 mL) com o antibiético em pé. Em seguida, foi adicionado NaOH (Hidréxido
de sédio) 1 mol/L, gotejando para dissolver o antibiético, para finalmente
completar o volume para 25 mL com agua destilada esterilizada.

- Ampicilina (250mg/EMS): foi preparado em tampéao fosfato a 0,1 mol/L, pH 8,0
(KoHPO4 Fosfato de potassio monobasico (0,121g), KH.PO,4 Fosfato de potassio
dibasico (0,34g), NaCl, Cloreto de sbdio (0,8g) para um volume de 100 mL de
agua destilada. A solugao tampao foi esterilizada a 121° C por 15 minutos.

- Ceftriaxona (250 mg/Sigma): foi preparado em agua destilada e esterilizada.
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- Cloranfenicol (Genix): foi preparado adicionando-se uma pequena quantidade de
etanol a 95% como solvente, utilizando-se como diluente, agua destilada esterilizada
para um volume de 25mL.

- Sulfametoxazol (Virchow): foi preparada uma solugcao com 2 volume de agua (12,5
mL) com o antibi6ético em p6. Em seguida, foi gotejado NaOH (Hidroxido de sédio)
2,5 mol/L, para dissolver o antibiético e finalmente foi completado o volume para
25 mL com agua destilada esterilizada.

- Tetraciclina (Galena): foi preparada uma solucdo de tetraciclina, utilizando-se
como solvente agua destilada esterilizada.

2.5.3 — Calculo do Volume da Solucao Estoque

Formula: C1 xV1 =C2x V2

V1=C2xV2+Ci

C1 = Concentragao 10 X maior de antibiotico.

V1 = Volume da solugéo estoque adicionado ao tubo com caldo MH.
C2 = Concentragao do antibiético a ser testada.

V2 = Volume do caldo MH no tubo de ensaio

2.5.4 — Calculo do Peso do Antibiético

Os antibidticos foram pesados em uma balangca analitica da marca Tecnal®,
modelo B-TEC-210-A. Os antibiéticos em pé foram adquiridos comercialmente em

diversas empresas farmacéuticas e hospitalares. O Sulfametoxazol foi doado pela
Gerbras Quimica Farmacéutica Ltda.

Peso do antibiodtico:

Concentragao de 400 ug
400 pg ------ 0,4 mg -------- 100 mL

X mmmmmmmmmmeee 25 mL (volume da solucao estoque)
x = 0,1 mg (peso do antibidtico)
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2.5.5 — Procedimento

Primeiramente, cada antibiético foi testado em diferentes concentragcdes num
intervalo de 10 em 10, iniciando-se numa concentragcdo imediatamente superior
aquela do disco. Portanto, para um determinado antibiético cuja concentracdo do
disco era igual a 10ug, foram testadas as concentragbes 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 e 100ug, utilizando-se um tubo de ensaio para cada concentracdo € um tubo
controle (sem adicédo da solucao estoque). De acordo com o resultado obtido, testou-
se novamente cada antibiético em intervalos menores (5 — 5) ou maiores (50 — 50).
Determinou-se, entdo, a menor concentragcdo de cada amostra capaz de inibir o

crescimento dos microrganismos (Figura 5).

2.6 - Determinacao das Variaveis Ambientais

Foram analisados os parametros fisico-quimicos da agua, como pH, temperatura

e salinidade. A temperatura e salinidade da agua foram determinadas no momento das

coletas utilizando, respectivamente, termdémetro e refratbmetro portatii (ATAGO

S/MILL). Em laboratério, foi determinado o pH das amostras de agua, através de um

potenciémetro (MARCONI-PA200P).
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Figura 5 - llustracdo da determinacdo da Concentragao Inibitéria Minima(CIM) pelo método de
diluicdo em caldo.
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3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Identificacao e Incidéncia de Salmonella

No periodo de estudo, 1.011 cepas suspeitas de Salmonella spp foram isoladas
das amostras de agua coletadas dos rios Acarau e Jaguaribe. Dentre essas, foram
confirmadas como Salmonella, 103 cepas, sendo 90 (87,38%) isoladas de amostras
de agua do Rio Acarau e 13 (12,62%) do Rio Jaguaribe. A Tabela 3 mostra o
namero de isolados de Salmonella identificados em cada ponto de coleta, nas

amostras de agua dos dois rios.

Tabela 3 - Identificacdo das cepas de Salmonella isoladas em amostras de agua dos Rios Acarau
e Jaguaribe, situados no Estado do Ceara, no periodo de novembro/2006 a maio/2007.

Sorovares Rio Acarau Rio Jaguaribe Total
Salmonella Albany - 3 3
Salmonella Anatum 8 3 11
Salmonella Corvallis 1 - 1
Salmonella Enterica 3 1
Salmonella Madelia 4 -
Salmonella Newport 29 2 31
Salmonella Panama 25 - 25
Salmonella Rubislaw 5 1 6
Salmonella Saintpaul 15 3 18
Total de cepas 90 (87,38%) 13 (12,62%) 103

A Tabela 4 mostra o numero de isolados de Salmonella de cada ponto de
coleta, nas amostras de agua dos rios Acarau e Jaguaribe. A maior incidéncia de
Salmonella ocorreu nas amostras de agua coletadas no ponto 1 (controle) do rio
Acarau (55,55%), seguida do ponto 2 desse mesmo rio (37,77%). Ambos os pontos

somaram 93,32% do percentual total de incidéncia (Tabela 4).
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Tabela 4 - Numero de isolados de Salmonella, distribuidos de acordo com os diferentes pontos de
coleta, nas amostras de agua dos rios Acarau e Jaguaribe situados no Estado do Cear3,
no periodo de novembro/2006 a maio/2007.

Acarad Jaguaribe Total de isolados
Coletas — 0 = Total T = oo Total dos dois rios

128 (nov/06) 9 7 - e = = = = - 16
2% (nov/06) - - - - - - - - - -

32 (dez/06) 8 1 11 1 3 1 2 7 18

42 (jan/07) 16 6 - 22 - - - 1 1 23
52 (jan/07) - - 3 - - - - - 3
62 (fev/07) 1 - - 1 - = = - - 1
78 (fevi07) - 1 - 1 - = = - - 1
8 (mar/07) 1 6 1 8 -1 - - 1 9
9¢ (mar/07) 6 - 2 8 - - - - - 8

102 (abr/07) 7 6 1 14 - - 2 - 2 16
112 (abr/07) 4 - - 4 I 1 5
122 (mai/07) 1 - 1 2 = = = 1 3

Total 50 34 6 9 2 4 3 4 13 103

Acarau: P1 - Cruz, P2 - Porto dos barcos pesqueiros, P3 — Mangue.
Jaguaribe: P1 - ltaicaba, P2 - Ponte Aracati, P3 - Esgoto Compescal, P4 - Fortim.

Verifica-se que o municipio de Acarau apresenta maior positividade para
Salmonella (87,38%) em relacdo ao rio Jaguaribe, que mostrou incidéncia de
12,62%. O rio Acarau apresenta o maior numero de fazendas de camardo no oeste
do Estado. Atualmente sédo 32, estando 13 destas em situagdo irregular,
concentradas, principalmente, no estuario do rio Acarau e na faixa litoranea
(CAMPQOS, 2003). Estes fatos associados a falta de infra-estrutura sanitaria da
cidade e a presenca de animais (bovinos e equinos) no rio, observada durante a

pesquisa, justificam a maior incidéncia de Salmonella neste rio.

Considerando a alta incidéncia de Salmonella no rio Acarau, a alta
capacidade de sobrevivéncia desta bactéria por longo periodo de tempo no meio
aquatico e a influéncia dos langcamentos de esgotos neste rio, pode-se concluir que
neste municipio, homens e animais estdo expostos a infecgdo pelas mais variadas

vias, constituindo-se em um problema de saude publica.
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A agua é uma excelente via de transmissao de agentes patogénicos para seres
humanos e animais, principalmente aqueles que fazem a rota feco-oral, uma vez que
as atividades urbanas e rurais contaminam os lengbis de agua utilizados em nosso
meio (AMARAL, 1996).

O objeto desta pesquisa foi o isolamento de Salmonella em amostras de agua.
Entretanto, os dados da literatura revelam que a contaminacdo da agua atinge o
sedimento, o camardao e posteriormente o homem e o0s animais que vierem a
consumir a agua e/ou o camarao contaminado. Estudos anteriores, em quatro
fazendas de camardo do Estado do Ceard, identificaram incidéncia de Salmonella
em 69% das amostras de agua, 20% no sedimento e 10% no camarao (CARVALHO,
2006).

A ocorréncia deste patégeno em amostras de agua e camarao € de grande
interesse para a saude publica, uma vez que a legislagdo vigente, através da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2007), impde sua
auséncia em 25 g de amostra de qualquer alimento, incluindo os pescados. Assim, a
presenca de Salmonella em qualquer amostra de agua ou alimento representa um
risco a saude, uma vez que todas as cepas da bactéria sdo patogénicas ao homem
(FRANCO & LANDGRAF, 2004).

Nesta pesquisa, a maior quantidade de isolados de Salmonella foi obtida do
ponto 1 do rio Acarau (controle). Apesar de situar-se antes da cidade, onde nao ha
interferéncia antropogénica, o aporte de excrementos de animais observados nas
margens do rio justifica este resultado.

O ponto 2 (Porto dos pescadores) desse mesmo rio ocupou o segundo lugar
em indice de contaminacao por Salmonella o que se deve a falta de infra-estrutura
sanitaria da cidade, que favorece o langamento de esgotos in natura no leito do rio.
Estes dados confirmam os encontrados em pesquisa que avaliou a influéncia do
lancamento de aguas de esgoto na balneabilidade das praias de Fortaleza-CE, que
constatou que regides distantes dos emissarios também possuem alto indice de
contaminacdo pela enterobactéria (MELO et al. 1997). Confirmam também a
pesquisa que estudando a qualidade microbioldgica da agua em quatro fazendas de

camardao no Estado do Ceard, verificou que aquela situada préxima ao terminal
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pesqueiro de Acarad, foi a que apresentou os maiores valores de contaminacao
(CARVALHO, 2006).

Nessa pesquisa, a incidéncia de Salmonella quando relacionada a localizagéo
dos pontos de coleta em ambos os estuarios estudados, atenta para o seguinte fato:
a atividade da carcinicultura ndo parece ser o fator preponderante da contaminacao
pela bactéria, uma vez que os pontos estudados no rio Acarau se situavam antes
das carciniculturas; enquanto aqueles do rio Jaguaribe, se localizavam ao longo
delas. Mesmo assim, no rio Jaguaribe verificou-se a menor ocorréncia do
microrganismo, com numero de isolados de Salmonella relativamente igual nos
quatro pontos estudados, com menor valor no ponto 1 (controle). Entretanto, estes
dados discordam daqueles que apontam o impacto negativo causado pelas
carciniculturas do Jaguaribe aos municipios desta regiao (FIGUEIREDO et al. 2005).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (BRASIL, 2008a e 2008b),
nas Resolugdes 274 e 357 estabelece diretrizes ambientais para o enquadramento
dos tipos de agua. Entretanto, ndo contempla limites para indices de salmonelas em
aguas destinadas a balneabilidade e a aquicultura. Desse modo, os resultados da
presente pesquisa no que concerne a presenca de Salmonella, nao podem ser
comparados a um padrao legal vigente, impossibilitando a classificacao dos valores
obtidos em baixos ou elevados.

Informagbes sobre a prevaléncia e a diversidade dos sorovares de Salmonella
na superficie da agua sao essenciais para a epidemiologia e ecologia destas
espécies.

A Figura 6 mostra os 9 sorovares identificados e a porcentagem de ocorréncia
entre as 103 cepas confirmadas como Salmonella.
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Figura 6 - Isolados de Salmonella identificados em amostras de agua dos rios Acarad e
Jaguaribe, situados no Estado do Ceara, no periodo de novembro/2006 a
maio/2007.

Pode-se observar que dentre as 103 cepas isoladas de Salmonella, figuram os
identificados: S. Newport (30%), S. Panama (24%), S. Saintpaul (17%), S. Anatum
(11%), S. Rubislaw (6%), S. Madelia (4%), S. subs. enterica (4%), S. Albany (3%), e
S. Corvallis (1%). Alguns destes sorovares foram também descritos no conteudo
estomacal de peixes tropicais de agua doce, na racdo e no sedimento dos tanques
de criagdo no municipio de Botucatu-SP (LINDER, 2002), sendo os sorovares S.
Panama, S. Newport, S. Saintpaul e S. entérica comuns aos descritos nesta
pesquisa; bem como S. Newport, S. Anatum, e S. Albany identificados em cepas
isoladas dos Rios Chord, Coreau, Jaguaribe e Acarau no estado do Ceara
(CARVALHO, 2006).

Os sorovares S. Newport, S. Anatum e S. Albany sdo comuns nas aguas dos
rios Acarau e Jaguaribe, fato também descrito por PARENTE (2005) e CARVALHO
(2006). Esses resultados podem sinalizar a ocorréncia destes sorovares na
populacdo do estado e, portanto, a sua eliminagcao na forma de esgoto nas aguas
dos referidos rios.
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3.2 — Resisténcia de Salmonella aos antimicrobianos
A Tabela 5 e as Figuras 7 e 8 apresentam o perfil de sensibilidade/resisténcia
de Salmonella spp isoladas dos varios pontos de coleta dos Rios Acarau e Jaguaribe

frente aos diversos grupos de antimicrobianos testados.

Tabela 5 — Percentual de sensibilidade das cepas de Salmonella spp (N = 103) isoladas de amostras
de agua do dos Rios Acarau e Jaguaribe, situados no Estado do Ceara, no periodo de
novembro/2006 a maio/2007.

. . Disco | Sensivel | Intermediario | Resistente
Familia Antibiotico
(ng) n % n % N %
Penicilinas Ampicilina 10 102 99 0 0 1 1
. Ac. Nalidixico 30 101 98 0 0 2 2
Quinolonas
Ciprofloxacin 5 103 | 100 0 0 0 0
Cefalosporina Ceftriaxona 30 102 99 1 1 0 0
Cloranfenicol Cloranfenicol 30 102 99 0 0 1 1
Aminoglicosidios | Gentamicina 10 103 | 100 0 0 0 0
B-lactamicos Imipenem 10 103 | 100 0 0 0 0
Sulfonamidas Sulfametoxazol 25 101 98 0 0 2 2
Tetraciclinas Tetraciclina 30 99 96 0 0 4 4
Nitrofuranos Nitrofurantoina 300 102 99 0 0 1 1
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Figura 7 — Perfil de sensibilidade/resisténcia das cepas de Salmonella spp aos
diversos grupos de antimicrobianos.

TET = tetraciclina 30ug, NAL = &cido nalidixico 30ug, SUT = sulfametoxazol 25ug,

AMP = ampicilina 10ug, CRO = ceftriaxona 30ug, CLO = cloranfenicol 30ug, NIT =

nitrofurantoina 300ug, CIP = ciprofloxacim 5ug, GEN = gentamicina 10ug, IPM =

imipenem 10pg.
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Figura 8 — Padrdo de resisténcia das cepas de Salmonella spp aos diversos grupos de
antimicrobianos.
TET = tetraciclina 30ug, NAL = &cido nalidixico 30ug, SUT = sulfametoxazol
25ug, AMP = ampicilina 10ug, CRO = ceftriaxona 30ug, CLO = cloranfenicol
30ug, NIT = nitrofurantoina 300ug, CIP = ciprofloxacim 5ug, GEN = gentamicina
10ug, IPM = imipenem 10ug.
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Das 103 cepas confirmadas e identificadas como Salmonella e testadas
quanto a susceptibilidade aos antimicrobianos, 99 mostraram-se sensiveis. Dentre
as quatro cepas que apresentaram resisténcia, verifica-se que 4% delas foram
resistentes a tetraciclina, 2% ao acido nalidixico e 2% ao sulfametoxazol. Os
menores percentuais de resisténcia (1%) foram verificados para a ampicilina,
cloranfenicol e nitrofurantoina. Observa-se ainda, o percentual de 1% para o
ceftriaxona na categoria intermediario (Tabela 5 e Figura 7). Do total das cepas
testadas, observamos que quatro isolados (3,8%) apresentaram resisténcia a pelo
menos um dos antibiéticos testados (Figura 8).

De acordo com os dados apresentados, constata-se 0 maior numero de
resisténcia a tetraciclina. No entanto, os antibidticos ciprofloxacin, gentamicina e
imipenem, pertencentes ao grupo dos quinolonas, aminoglicosideos e B-lactamicos,
respectivamente, foram aqueles que as bactérias se mostraram sensiveis,
caracterizando-se como o0s antibidticos de maior eficacia contra as salmonelas
isoladas dos dois rios estudados.

A freqiéncia elevada de resisténcia para tetraciclina € um resultado
presumivel, pois a tetraciclina € um dos mais antigos antimicrobianos usados tanto
para tratamento, como para promotor de crescimento (FUZIHARA, 2001). Porém, no
Brasil, as tetraciclinas foram banidas em 1998 como aditivos alimentares em racdes
de animais, mas continuam sendo utilizados (ROSSI, 2005).

Os antibidticos de eleicao para as salmoneloses sao as cefalosporinas e as
quinolonas (LOPEZ et al. 1994). JUNCO DIAZ et al. (2006) estudando o perfil de
resisténcia de isolados de Salmonella provenientes do Rio Almendares (Cuba)
encontraram 100% (40 cepas) de susceptibilidade para ceftriaxona e ciprofloxacin,
ambos de 3% geragao, assim como para os aminoglicosideos.

Nesta pesquisa, verificou-se total sensibilidade ao ciprofloxacin e
sensibilidade intermediaria para o ceftriaxona. Estes resultados também foram
observados em isolados de Salmonella provenientes do Rio Almendares (Cuba)
onde 100% das cepas (40) foram susceptiveis ao ciprofloxacin e ceftriaxona
(JUNCO DIAZ et al. 2006). Esse resultado é preocupante, uma vez que a ceftriaxona
€ um antibidtico de 3% geragdo e o de eleicdo para a salmonelose (LOPEZ et al.
1994).
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Os mesmos antibidticos utilizados nesta pesquisa foram testados em cepas
de Vibrio, isoladas de ambiente de criagdo do camardo Litopenaeus vannamei
situado nos estuarios dos rios Coreau (COSTA, 2006; REBOUCAS, 2008), Acarau e
Jaguaribe (REBOUCAS, 2008), situados no Ceara. Os resultados mostraram cepas
resistentes a ampicilina e sensibilidade de todos os isolados a tetraciclina no
primeiro caso. A seguir, analisou-se a resisténcia a ampicilina e a tetraciclina, e
sensibilidade total para o acido nalidixico, gentamicina, imipenem, nitrofurantoina e
sulfametoxazol-trimetropim no segundo caso.

Embora o género Vibrio ndo tenha sido objeto desse estudo, os dados sao
importantes como indicativos do possivel contato fisico entre os diferentes géneros
de bactérias no meio aquéatico, possibilitando alta freqiiéncia na troca de elementos
genéticos moveis, como plasmidios de resisténcia aos antibiéticos. Neste estudo, as
cepas de Salmonella resistentes a tetraciclina, ao acido nalidixico, nitrofurantoina e
sulfametoxazol constituem grave ameaca tanto para as fazendas de camardo como
para a saude publica em geral. Essa bactéria, como se observa, pode facilmente
transferir seus genes de resisténcia para os vibrios estudados naquele ecossistema.

Resultados deste estudo mostram que dos 90 isolados de Salmonella
provenientes do rio Acarau, 100% foram sensiveis aos antibiéticos testados. A total
sensibilidade observada nestas cepas € justificada pelo fato das amostras de agua
analisadas nesse rio, terem sido coletadas em pontos situados antes das
carciniculturas, desprovidos dessas substancias ativas.

O perfil de resisténcia obtido para os 13 isolados do Rio Jaguaribe mostram
que 3 destas cepas (23,07%) apresentaram resisténcia a mais de um antibiético, e

7,71% foram resistentes a pelo menos um deles (Tabela 6).
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TABELA 6 — Perfil de sensibilidade/resisténcia das cepas de Salmonella isoladas de amostras de
agua do rio Jaguaribe no Estado do Ceara, no periodo de novembro/2006 a maio/2007.

Cepa Espécie PERFIL
AMP | NAL | CIP | CLO | CRO | GEN | IPM | NIT | TET | SUT
27 | S. Rubislaw S S S S S S S S S S
28 | S. Saintpaul S S S S S S S S S S
31 | S. Albany S S S S S S S S S S
55 | S Anatum S S S S S S S S S S
64 | S. Saintpaul R R S R I* S S R R R
gg |Sentericasub.| o | g | g g | g | s |s|s|s|s
enterica
69 | S.Newport S S S S S S S S R R
70 | S. Albany S R S S S S S S R R
72 | S. Albany S S S S S S S S R S
94 | S. Anatum S S S S S S S S S S
95 | S. Anatum S S S S S S S S S S
100 | S. Newport S S S S S S S S S S
103 | S. Saintpaul S S S S S S S S S S

AMP = Ampicilina; CLO = Cloranfenicol; CRO = Ceftriaxona; CIP = Ciprofloxacim; GEN =
Gentamicina; IPM = Imipenem; NAL = Acido nalidixico; NIT = Nitrofurantoina; SUT = Sulfametoxazol;
TET = Tetraciclina; * = 2% Subpopulagéo; S = Sensivel; | = Intermediario; R = Resistente

As estirpes resistentes aos antibidéticos nas amostras de agua do rio
Jaguaribe foram isoladas nos pontos de coleta localizados préximos aos
empreendimentos de carcinicultura. Este fato sugere o uso de antibi6ticos pelos
carcinicultores e seu descarte naqueles rios. O surgimento da resisténcia
antimicrobiana em espécies de Salmonella ndo-tiféide € um sério problema de saude
publica em todo mundo, pela possibilidade de aumentar a viruléncia destes
patdgenos (CARVALHO et al. 2006).

Nesta pesquisa, a tetraciclina foi o antibiético que apresentou menor eficiéncia
contra as salmonelas testadas, com perfis de resisténcia para 4 (30,76%) dos
isolados. A resisténcia para sulfametoxazol e 4cido nalidixico apresentadas foi de 3
(23,07%) e 2 (15,38%), respectivamente. Resultados semelhantes foram descritos
para Salmonella nos Estados do Ceara, Santa Catarina e Parana que demonstraram
resisténcia a tetraciclina (CARVALHO et al. 2006; VITAL BRASIL et al. 1999).

A utilizacado de antibidticos pelas carciniculturas nao é relatada pelos
produtores, entretanto, a presenca de estirpes resistentes nas aguas do rio com

proximidade ao local onde se desenvolve esta atividade comercial esta confirmada.
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Consequentemente, a sensibilidade contida nos isolados em aguas mais afastadas,
indicam que ha uso dos antimicrobianos pelas carciniculturas.

A Tabela 7 apresenta o perfil de multi-resisténcia das cepas de Salmonella
através do didmetro em milimetros das zonas de inibicdo obtidas, frente aos

antimicrobianos testados.

Tabela 7 — Perfil de multi-resisténcia das cepas de Salmonella isoladas de amostras de agua do rio
Jaguaribe no Estado do Ceara, no periodo de novembro/2006 a maio/2007, frente aos
antibidticos testados.

Cepa Espécie Local de Perfil de Sensibilidade
P p coleta Sensivel Intermediario Resistente
AMP, NAL,
64 S. Saintpaul P1 CIP, IPM, GEN CRO* CLO, NIT,
SUT, TET
AMP,
NAL,CLO, NIT,
69 S. Newport P2 CRO, CIP, IPM, - SUT, TET
GEN
AMP, CLO, NIT,
CRO, CIP, IPM, NAL, SUT,
70 S. Albany P3 GEN - TET
AMP* NAL,CLO
NIT,SUT, CRO
72 S. Albany P4 CIP, IPM, GEN - TET

AMP = Ampicilina; CLO = Cloranfenicol; CRO = Ceftriaxona; CIP = Ciprofloxacim; GEN =
Gentamicina; IPM = Imipenem; NAL = Acido nalidixico; NIT = Nitrofurantoina; SUT = Sulfametoxazol;
TET = Tetraciclina; * = 2% Subpopulagéo; S = Sensivel; | = Intermediario; R = Resistente.

Foram observados trés diferentes perfis de multi-resisténcia: para cepa 64
(sorovar S. Santipaul), resistente a seis dos dez antibiéticos testados (AMP-NAL-
CLO-NIT-SUT-TET), cepa 69 (sorovar S. Newport) resistente a dois antibi6ticos
(SUT-TET) e cepa 70 (sorovar S. Albany) resistente a trés antibiéticos (NAL-SUT-
TET). Dentre os isolados houve ainda a presenca de subpopulacédo para a cepa 64
com resisténcia intermediaria a ceftriaxona (CRO), e ainda outra para o isolado 72,
com sensibilidade para a ampicilina e resisténcia a tetraciclina. Estes resultados
confirmam os descritos para Salmonella isolada de diferentes regides do Brasil,
oriundas de varias fontes, encontrando perfis de resisténcia para S. Albany (NAL,
SUT e TET) e S. Saintpaul (AMP e TET) (PEIRANO et al. 2006).
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As cepas 69 e 70 também apresentaram perfis de multi-resisténcia ao
sulfametoxazol, a tetraciclina e ao acido nalidixico. As cepas com perfis de multi-
resisténcia (64, 69 e 70) sao oriundas de pontos distintos do mesmo local de coleta,
o rio Jaguaribe. Todas elas apresentaram resisténcia comum a tetraciclina; tendo
sido este antibidtico para o qual os microrganismos apresentaram o maior indice de
resisténcia.

Neste estudo, a resisténcia a tetraciclina observada nas cepas oriundas do rio
Jaguaribe em amostras coletadas em pontos préximos das carciniculturas, confirma
0 uso de oxitetraciclina nas criagdes de camardo. A resisténcia apresentada a
tetraciclina é preocupante, uma vez que, em casos de surtos como, por exemplo, de
céblera, as estirpes resistentes iriam comprometer o tratamento clinico, pelo fato da
tetraciclina (ou doxaciclina) ser a droga de escolha para a terapia da célera
(CAMPOQOS, 2004).

No Brasil o uso de oxitetraciclina (familia das tetraciclinas) é bastante comum
em pisciculturas comerciais para o controle de surtos de doencas bacterianas e
como medida profilatica. Seu uso continuo pode causar aumento da freqtiéncia de
isolados bacterianos resistentes e aumentar quantitativamente a resisténcia,
dificultando tratamentos futuros e elevando o risco para a cadeia alimentar humana
(PEREIRA JUNIOR et al. 2006).

Os microrganismos multi-resistentes representam uma ameaca a saude
publica, principalmente para criancas e idosos que utilizam os locais publicos como
espacos de lazer, podendo ser contaminados por salmonelas de dificil tratamento,
pois alguns antibiéticos utilizados na medicina ndo possuem atividade contra esses
microrganismos (MALLMANN et al. 2007).

A resisténcia aos antibiéticos pelos microorganismos resulta em um termo
chamado poluicdo genética que é a introducdo de novo material genético ou de
transferéncia de genes no ambiente, sendo resultado de atividades antropogénicas
(PAUL et al., 1991). Além disso, as bactérias patogénicas desenvolvem numerosas
estratégias para resistir a acao dos antibidticos, incluindo modificacao e inativacao
da droga, ou a exclusédo do antibiético (GROHMANN et al. 2003).
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A Tabela 8 apresenta os resultados do processo da cura plasmidial para as
cepas de Salmonella isoladas nas amostras de agua.

Tabela 8 — Resultado do tratamento da cura de plasmidio das cepas com perfil de
resisténcia isoladas de amostras de 4gua do Rio Jaguaribe-Ceara, no
periodo de novembro/2006 a maio/2007.

Tratamento da cura
Cepa | Antibiotico | LB sem AO LB com AO Perda de
sensibilidade | sensibilidade | plasmidio

Local de
coleta

AMP
CLO
CRO
64 NAL
NIT
SUT
TET
69 TET
NAL
70 SUT
TET
AMP
2 TET
AMP = Ampicilina; CLO = Cloranfenicol; CRO = Ceftriaxona; NAL = Acido nalidixico; NIT
= Nitrofurantoina; SUT = Sulfametoxazol; TET = tetraciclina; S = sensivel; | =
intermediario; R = resistente; * = 2% Subpopulacéo; * = 3% Subpopulagéo; N = negativo
para perda de plasmidio; P = positivo para perda de plasmidio; LB = Caldo Luria-Bertani;
AQ = Acridini-orange.

Rio
Jaguaribe

*

|| D|3| 1| B| 0| D|T|B| || D
|| B|D|B|D|—|D|T|D|—|D|D
viz|z|z|z|z|z|Zz|z|z|z|z|z

Das quatro cepas envolvidas no processo da cura plasmidial, apenas uma
(25%) perdeu o plasmidio de resisténcia. Dessa forma, a resisténcia plasmidial foi
confirmada para a cepa 72 para tetraciclina (TET). De maneira semelhante, em
experimentos de cura plasmidial em 470 estirpes de Salmonella Enteretidis foram
encontrados baixos percentuais de perda plasmidial (<0,2%) (IMRE et al., 2006). Do
mesmo modo, o perfil plasmidial de multi-resisténcia em cepas de Salmonella
isoladas de diferentes fontes e regides do Brasil, identificou plasmidios com este
fator, a tetraciclina (COSTA et al. 2006).

Sabe-se que os plasmidios contém genes de resisténcia e muitas outras
caracteristicas. Eles podem se replicar independentemente do cromossomo
hospedeiro, sendo distinguidos por suas origens e repeticées, e uma unica bactéria
pode abrigar multiplos plasmidios (ALEKSHUN & LEVY, 2007).
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Os isolados 64, 69 e 70 apresentaram resisténcia aos antibiéticos AMP, CLO,
NAL, NIT, SUT, TET e CRO (Intermediario) e esta resisténcia mostrou-se
relacionada a genes cromossémicos, uma vez que essa caracteristica nao foi
perdida. Resisténcia cromossomial também foi descrita em cepas de Salmonella,
oriundas de diversas fontes de contaminagdo da cadeia alimentar no Brasil, no
periodo de 1999 a 2003 (MEDEIRQOS, 2006).

A resisténcia cromossémica depende de mutagdo espontdnea, um evento
raro; no entanto, ela é dirigida quase sempre a uma s6 droga € 0S genes Sao
transferidos com freqUéncia relativamente baixa. Por isso, seu impacto clinico &
menor que o da resisténcia plasmidial. Entretanto, constatou-se que a resisténcia
cromossdmica observada nesse estudo estava dirigida a duas ou mais drogas. Além
do mais, bactérias sensiveis podem receber genes cromossdmicos mutantes de
bactérias ja resistentes, através dos processos de transformacdo, conjugacao e
transducédo (ALTERTHUM, 2008).

Observou-se ainda que as cepas 64 e 72 com perfis de sensibilidade
intermediaria para o ceftriaxona (CRO) e sensivel para a ampicilina (AMP)
respectivamente, apresentaram subpopulagdes para o ceftriaxona (CRO) e
ampicilina (AMP), e que ap6s o processo da cura plasmidial elas ndo perderam essa
caracteristica, permanecendo a 2% subpopulagdo para a cepa 64, enquanto que a
cepa 72, apresentou ainda uma 3* para o antimicrobiano ampicilina (AMP).
Certamente, essas subpopulacées também possuem genes de resisténcia
cromossémica, pelo fato de apresentarem reincidéncias apds o processo da cura.

Pesquisas acerca da incidéncia de multipla resisténcia aos antibidticos em
bactérias isoladas de ambientes aquaticos, sdo de grande importancia para ampliar
nossos conhecimentos sobre essas estirpes, o consumo de drogas, e seus efeitos
sobre a terapia em camardo, bem como em doencas humanas (MANJUSHA et al.
2005).
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Os valores obtidos da Concentracdo Inibitéria Minima dos antibiéticos
testados (ampicilina, cloranfenicol, ceftriaxona, acido nalidixico, nitrofurantoina,
sulfametoxazol e tetraciclina), para os quais as cepas de Salmonella isoladas das
amostras de agua, se mostraram resistentes, sdo apresentados na Tabela 9
Tabela 9 — Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de ampicilina, cloranfenicol, ceftriaxona, &cido

nalidixico, nitrofurantoina, sulfametoxazol e tetraciclina para as cepas de Salmonella

isoladas das amostras de agua do Rio Jaguaribe no Estado do Ceard, no periodo de
novembro/2006 a maio/2007.

Antibiéticos (ug/mL)

Cepa Espécie AMP CLO CRO NAL NIT SUT TET
64  S.Saintpaul  10-15 35-40 30-35% 30-35 >500 >500 35-40
69 S. Newport = — — — — >500 35-40
70  S. Albany - - - 100-105 - >500 35-40
72 S. Albany >5007% - - - - - 35-40

7

AMP = Ampicilina; CLO = Cloranfenicol; CRO = Ceftriaxona; NAL = Acido nalidixico; NIT =
Nitrofurantoina; SUT = Sutametoxazol; TET = tetraciclina; R = resistente; * = 2* Subpopulagao.

De acordo com os resultados expressos nesta tabela, observa-se que a
maioria das cepas, 4 (75%) apresentou carater de multipla resisténcia, uma vez que
se mostraram assim, a mais de um antibiético de familias diferentes.

O maior valor da CIM encontrada neste estudo foi observado nas cepas 64,
69 e 70, para o antibiético sulfametoxazol (> 500 pg/mL) que foi a concentracao
maxima testada neste estudo. Deste modo, conclui-se que este foi pouco eficiente
contra as salmonelas testadas. De modo semelhante, a ampicilina mostrou-se pouco
eficiente para a 2% subpopulacdo da cepa 72, identificada como Salmonella Albany,
tendo atingido um valor de CIM maior que 500 pg/mL. Contrariamente, esse mesmo
antibiético apresentou um valor minimo de CIM de 10 a 15 ug/mL, para Salmonella
Saintpaul (cepa 64).

Os valores da CIM encontrados para ampicilina, foram de 10-15 para cepa 64,
e >500 para cepa 72. Para o cloranfenicol, o valor encontrado foi de 35-40 para cepa
64, e no intervalo de 35-40, para tetraciclina em todas as cepas (Tabela 9). Estes
valores foram equivalentes aos encontrados para isolados humanos de Salmonella,
com valores de susceptibilidade superior a 256 pg/mL para ampicilina, cloranfenicol,
e 128 ug/mL para tetraciclina (HAN et al. 2006).
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A cepa 70 também identificada como Salmonella Albany apresentou
resisténcia a trés antibidticos, sendo o acido nalidixico, 0 que apresentou o segundo
maior valor de CIM, atingindo o intervalo de 100 a 105 pg/mL.

A Salmonella Saintpaul (cepa 64), apesar de sensivel para o ceftriaxona
(CRO), apresentou uma 2% e 3% subpopulagdo, com valor de CIM entre 30 a 35
ug/mL. Esta mesma cepa, apresentou valor da CIM maior que 500 pg/mL para o
nitrofurantoina e o sulfametoxazol, caracterizando-se como multiresistente, por
apresentar-se assim, a seis dos dez antibioticos testados.

Das quatro cepas que se mostraram resistentes aos antibidticos, todas
apresentaram resisténcia a tetraciclina, tendo sido esse antibiético o de menor
eficacia contra as salmonelas testadas.

A resisténcia as tetraciclinas ocorre por aquisicdo de plasmidios de
resisténcia. As proteinas denominadas Tet (Tet A, B, C e D) uma vez formadas,
deslocam-se dos ribossomos para a membrana citoplasmatica, provocando a saida
quase imediata do antibiético da célula impedindo sua a¢do (ALTERTHUM, 2008).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é um fenémeno ecolbgico
originado da resposta da bactéria ao amplo uso de antibiéticos e da presenca deste
no ambiente, representando um dilema terapéutico mundial (ITO, 2004).

Os dados encontrados nesta pesquisa apontam para a necessidade de
divulgacao de praticas de educacgao sanitaria, principalmente no que diz respeito ao
uso indiscriminado de antibioticos nas carciniculturas, uma vez que a maioria dos
aquicultores faz uso profilatico de antibidticos, e muitos deles nao tém informacdes
sobre as praticas de aplicacdo eficiente e segura desses medicamentos. E provavel
que estas medidas possam minimizar os impactos ambientais sem afetar o nivel de

producédo de camaroes.
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3.3 — Parametros ambientais e Incidéncia de Salmonella

Os dados referentes a precipitacdo pluvial mensal ocorrida no periodo de
novembro/06 a maio/07 nos municipios de Acarad, Aracati, Cruz, Fortim e Itaicaba
sdo observados na Figura 9. Os maiores valores de pluviosidade ocorreram de
fevereiro/07 a abril/07, com maxima em abril/2007, tendo sido os meses de

novembro/06 a janeiro/2007 os meses mais secos.
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Figura 9 - Precipitagdo mensal total (mm) de novembro/06 a maio/07 nos municipios de
Acarau, Aracati, Cruz, ltaicaba e Fortim (FUNCEME-Fundacdo Cearense de
Meteorologia e Recursos Hidricos) Fortaleza-CE.



FIGUEIREDO, F.V. Susceptibilidade a antimicrobianos... 42

Nesta pesquisa, verificou-se maior incidéncia de Salmonella no ambiente
aquatico, nos meses com menores valores de pluviosidade (novembro/06 a
janeiro/07). Neste periodo foram isoladas 60 cepas de Salmonella, contra 43 no
periodo chuvoso (Figura 10). Estes dados confirmam os descritos para os rios
cearenses que apresentaram maior incidéncia de sorotipos de Salmonella (31%),
nos meses de novembro e dezembro, periodo seco (CARVALHO, 2006).

E possivel que a estiagem contribua para que os volumes dos rios diminuam,
aumentando a concentracdo da matéria organica, facilitando assim a detecgcao de
bactérias entéricas (MENEZES et al. 2006).
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Figura 10 — Ocorréncia de Salmonella nos municipios Acarau, Cruz, Aracati, Fortim e ltaicaba
no periodo de novembro/06 a maio/07.

As variaveis ambientais medidas nas amostras de agua dos rios Acarau e
Jaguaribe mostraram valores de temperatura oscilando de 29 a 34° C; o pH variando
de 6,79 a 8,46 e a salinidade com uma variacdo de 0 a 43%. entre os diferentes
pontos de coleta. Estes resultados corroboram para os descritos em amostras de
agua de propriedades rurais em Botucatu-SP, onde a maior positividade para a
Salmonella foi observada numa faixa de pH entre 6,0 e 7,0 e valores de temperatura
superiores a 18°C (SOUZA, et al. 1992; MOSCARDI JUNIOR, 2005).
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Nesta pesquisa, os maiores valores de isolados de Salmonella (48,5%), foram
obtidos no ponto 1 (controle) do rio Acarau. Esse ponto de coleta apresentou valores
de pH que variaram de 6,8 a 8,0 e a temperatura entre 30 e 34°C. Esses dados
sugerem que a presenca de Salmonella naquele ambiente possivelmente seja
influenciada pelas altas temperaturas da regido. A temperatura ideal para a
multiplicacdo da Salmonella encontra-se na faixa de 35 a 37°C, seu pH 6timo fica
préximo de 7,0 e a concentracdo de sal ndo deve ser superior a 9% (FRANCO &
LANDGRAF, 1996).

Neste estudo, o rio Jaguaribe apresentou nimero de isolados de Salmonella
relativamente iguais nos quatro pontos estudados, apesar das altas concentracdes
de sais (18 a 42%) verificadas no ponto 4 (Fortim) do referido rio, onde se observava
o encontro do rio com o0 mar, fato que contrapde as exigéncias para sobrevivéncia
desta bactéria, embora reconhecidamente alguns sorovares de Salmonella
apresentem excecdes para algumas caracteristicas comuns do género (POPOFF &
LE MINOR, 2005).

Resumidamente, temos que o longo periodo de seca, associado a falta de infra-
estrutura sanitaria das regides estudadas gera impactos negativos ao meio
ambiente, afetando a qualidade da agua exigida para a criacdo do camarao e

comprometendo seriamente a sua exploragdo econémica.
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4 - CONCLUSOES

Os estudos realizados sobre a susceptibilidade a antimicrobianos e
resisténcia plasmidial em cepas de Salmonella spp isoladas de dois estuarios do

Estado do Ceara, permitiram-nos chegar as seguintes conclusées:

& Constatou-se maior incidéncia de Salmonella no ambiente aquatico, nos meses

com menores valores de pluviosidade;

% Os maiores percentuais de isolados identificados foram: S. Newport (30%),
seguida de S. Panama (24%);

% No rio Acarau foi encontrado o maior indice de contaminacéo (87,38%);

& Foram observados trés diferentes perfis de multi-resisténcia, com cepas
apresentando-se em seis (AMP, NAL, CLO, NIT, SUT, TET), trés (NAL, SUT,
TET) e dois (SUT, TET) dos dez antibioticos testados;

& A presenca de Salmonella em rios que abastecem carciniculturas aponta para
dois problemas de saude publica: estirpes antibidtico-resistentes e a

contaminac¢ao humana pelo consumo dos crustaceos.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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