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RESUMO

SILVEIRA, C. S. Suscetibilidade antimicrobiana e viruléncia de Salmonella

sp. isolada de &gua e de moluscos bivalves

No litoral baiano a pesca artesanal € uma atividade que possui grande potencial
econdmico, devido a grande extensdo de &reas estuarinas e manguezais
presentes na regido. O aumento da acdo antrépica proximas as areas estuarinas
tem comprometido a inocuidade dos alimentos extraidos desses locais. Dentre as
Doencas Transmitidas por Alimentos, a salmonelose, doenca causada pela
bactéria Salmonella, caracteriza-se como um importante problema de saude
publica em varios paises do mundo, devido ao envolvimento do patégeno em
diversos surtos de origem alimentar. O aumento de estirpes com resisténcia
antimicrobiana tem sido motivo de preocupacéo entre os profissionais da area de
alimentos e saude, devido ao uso abusivo de antimicrobianos pela populacgéo,
bem como o seu emprego em cultivos intensivos de animais. Diante do exposto, 0
objetivo deste trabalho foi verificar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana e
fatores de viruléncia em estirpes de Salmonella previamente isoladas de amostras
de moluscos bivalves e areas estuarinas em duas regides do estado da Babhia,
Brasil. Para isso, foram utilizadas 27 cepas de Salmonella, sendo 12 provenientes
de moluscos bivalves (ostra e sururu) e 15 de agua de estuario. A identificacéo
dos sorotipos foi feita por meio de triagem bioquimica e sorotipagem. Para a
verificacdo da resisténcia antimicrobiana foram utilizados oito antimicrobianos
pertencentes a cinco classes: cloranfenicol, betalactamicos, tetraciclina,
quinolonas e fluorquinolonas. A producdo de Betalactamases de Espectro
Ampliado (ESBL) foi detectada por meio do teste de sinergismo de disco duplo
utilizando acido clavulanico/amoxicilina como inibidor. A Concentracéo Inibitéria
Minima (CIM) foi obtida pela técnica de macrodiluicdo em caldo Mueller-Hinton.
Para a pesquisa dos genes de viruléncia e patogenicidade foram usados os genes
invA (patogenicidade), pefA (viruléncia do plasmideo codificado por fimbria) e
spvC (viruléncia plasmidial) pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR). Do total de isolados, nove cepas foram identificadas como pertencentes

aos sorotipos, Salmonella Saintpaul (1), Salmonella Typhimurium (2), Salmonella



Albany (4) e Salmonella Montevideo (2). Os isolados apresentaram perfil de
suscetibilidade de 100% para cloranfenicol e fluoroquinolonas, 88,3% para
tetraciclina e betalactamicos e 77,7% para as quinolonas. Multirresisténcia foi
verificada apenas nos isolados de moluscos bivalves com indice MAR de 0,25. A
CIM observada para o acido nalidixico, ampicilina e tetraciclina foi de 100 pg/mL,
500 pg/mL e 350 pg/mL, respectivamente. Nenhum dos isolados apresentaram
producdo de ESBL, assim como perfil de resisténcia mediada por plasmideo. O
gene invA foi detectado em quatro isolados e o0 gene pefA em dois isolados.
Nenhum dos isolados apresentou o gene spvC. Desta forma, as salmonelas
presentes em éareas de extracdo de moluscos bivalves apresentaram baixa
resisténcia aos diferentes farmacos testados. Apesar da baixa prevaléncia de
genes de viruléncia invA e pefA nas estirpes, a veiculacdo dessa bactéria em
areas de extracdo de moluscos bivalves é um risco para a saude publica, quando

estes sdo consumidos na forma in natura.

Palavras-chave: seguranca alimentar, multirresisténcia, patogenicidade,

viruléncia.



ABSTRACT

SILVEIRA, C. S. Antimicrobial susceptibility and virulence of Salmonella sp.

isolated from water and bivalve mollusks

Artisanal fishing in Bahia coast is an activity which has great economic potential
due to the large extent of mangroves and estuarine areas in the region. Increased
anthropogenic activities near the estuarine areas have compromised the safety of
food extracted from this local. Among the Foodborne Diseases, salmonellosis, a
disease caused by Salmonella bacteria, is characterized as an important public
health problem in many countries, due to the involvement of the pathogen in
several foodborne outbreaks. The increase of antimicrobial resistance strains has
been a concern among professionals in the area of food and health, due to
overuse of antimicrobials by the population as well as its use in intensive farming
of animals. Given the above, the aim of this study was to investigate the
antimicrobial susceptibility profile and virulence factors in Salmonella strains
previously isolated from samples of bivalve mollusks and estuarine areas in two
regions of the Bahia state, Brazil For this, 27 Salmonella strains were used, 12
from bivalve mollusks (oysters and mussels) and 15 estuarine water. The
serotypes identification was through biochemical screening and serotyping.
Chloramphenicol, beta-lactams, tetracyclines, quinolones and fluoroquinolones: for
verification of antimicrobial resistance eight antimicrobials belonging to five
classes were used. Production of extended - spectrum beta-lactamases (ESBL) is
detected by means of the double-disk synergy test using clavulanic / amoxicillin
acid as an inhibitor. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was obtained by
the technique of macrodilution in Mueller-Hinton broth. A survey of virulence genes
invA (invasion), pefA (plasmid-encoded fimbriae) and spvC (virulence plasmid)
was performed using the Polymerase Chain Reaction techniqgue (PCR). Nine
strains were identified as belonging to serotypes, Salmonella Saintpaul (1),
Salmonella Typhimurium (2), Salmonella Albany (4) and Salmonella Montevideo
(2). Isolates showed a profile of 100% of susceptibility for chloramphenicol and

fluoroquinolones, 88.3% to tetracycline and beta-lactams and 77.7% for



quinolones. Multidrug resistance was observed only in the bivalve mollusks with
an MDR index of 0.25. The MIC was 100 pg/mL, 500 pg/mL and 350 pg / mL to
nalidixic acid, ampicillin and tetracycline, respectively. None of ESBL producing
isolates showed, as well as plasmid -mediated resistance profile. The invA gene
was detected in four strains and pefA gene in two. None of the isolates showed
spvC gene. Thus, Salmonella present in extraction of bivalve mollusks areas
showed low resistance to different drugs tested. Despite the low prevalence of
virulence genes invA and pefAin the strains, the placement of this bacterium in
extraction of bivalve mollusks areas is a risk to public health when they are

consumed in natura form.

Key-words: food security, multidrug resistance, pathogenicity, virulence



INTRODUCAO GERAL

A pesca artesanal é uma atividade caracterizada pela captura de diversas
espécies aqudticas, realizada por pescadores que trabalham sozinhos ou
juntamente com a familia. Essa atividade é dividida em duas modalidades, a
pesca realizada pelo homem e a mariscagem, atividade voltada a extracdo de
mariscos na regido de estuarios, realizada principalmente pelas mulheres
(SANTOS, 2013).

Os estuarios sdo ecossistemas que possuem alta produtividade de matéria
prima na cadeia alimentar e representam um grande depdésito de nutrientes, pois
abrigam muitas espécies de organismos marinhos e servem de berco para o
desenvolvimento de larvas e alevinos (CAMPELLO, 2006). Devido ao crescimento
populacional desordenado em cidades litoraneas, a utilizacdo dos estuarios como
corpo receptor de efluentes domeésticos, industriais, bem como a falta de
saneamento basico, coloca em risco o desenvolvimento sustentavel dos
organismos ali presentes (PEREIRA et al., 2010).

No estado da Bahia tem-se um consumo siginificativo de frutos do mar,
principalmente em pratos culinarios do tipo moqueca (CUNHA, 2010), além do
consumo de ostras in natura. Por se tratar de organismos filtradores, os moluscos
bivalves concentram e digerem algas, bactérias e particulas presentes na agua.
Bem como contaminantes potencialmente nocivos, como toxinas e metais
pesados, agentes patogénicos bacterianos e virais e representam alimentos de
alto risco para a saude humana (MORRISON et al., 2011).

Dentre os micro-organismos patogénicos envolvidos na contaminacdo de
areas onde se extraem os moluscos bivalves, se destaca a Salmonella, bactéria
potencialmente patogénica, que se encontra amplamente distribuida na natureza.
A contaminacdo do ambiente aquatico por esse género bacteriano ocorre por
meio de residuos sdlidos oriundos de humanos e animais (BUDIATI et al., 2013).

Salmonella é um bacilo ndo esporogénico, Gram-negativa, pertencente a
familia das Enterobacteriaceaes (HUR; JAWALE; LEE, 2012). Que tornou-se um

problema de saude publica, tanto em paises desenvolvidos, como em
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desenvolvimento, devido a sua ampla distribuicdo na natureza e seu carater
patogénico (CARRASCO; MORALES-RUEDA; GARCIA-GIMENO, 2012). No
Brasil, entre os anos de 1999 a 2008 foram relatados 119 surtos alimentares
envolvendo diversos sorotipos de Salmonella, com maior prevaléncia para S.
Enteritidis (CAMPIONI; BERGAMINI, FALCAO, 2012).

A patogenicidade das salmonelas varia de acordo com o sorotipo envolvido
no processo inflamatorio e com a competéncia dos sistemas de defesa do
individuo afetado (FRANCO; LANDGRAF, 2006). Segundo Oliveira et al. (2013) a
viruléncia da bactéria esta relacionada a combinacao dos fatores cromossomais e
plasmidiais presentes nas ilhas de patogenicidade.

As ilhas de patogenicidade sdo responsaveis por codificarem genes de
viruléncia responsaveis pela invasdo, adesdo e colonizacdo do patégeno no
hospedeiro (FORTES et al., 2012). Dentro os genes utilizados na pesquisa de
viruléncia em isolados de Salmonella tem-se o gene invA, responsavel pela
producéo de proteinas envolvidas no processo de invaséo das células epiteliais, 0
gene spvC, relacionado a viruléncia plasmidial e o gene pefA que esta ligado a
viruléncia do plasmideo codificado pela fimbria (OLIVEIRA et al., 2013).

Além da patogenicidade da Salmonella, 0 aumento no nivel de resisténcia
antimicrobiana nos micro-organismos tem se tornado motivo de preocupacao
(HUR; JAWALE; LEE, 2012), uma vez que o aumento da resisténcia dos micro-
organismos tem afetado o quadro de infeccdo. A capacidade da bactéria em
desenvolver mecanismo de resisténcia esta relacionada a presenca de genes de
resisténcia antimicrobiana presentes em elementos genéticos moveis, como
plasmideos, transposons e integrons (AMAGLIANI; BRANDI; SCHIAVANO, 2012).

Dentre os mecanismos de resisténcia utilizados pelas bactérias Gram -
negativas esta a inativagcdo enzimatica por meio da producédo de Betalactamases
de Espectro Estendido (ESBL), enzima que atua na quebra do anel betalactamico
central dos betalactamicos e tem sido um dos mecanismos mais utilizados pelos
micro-organismos (SANTOS, 2009).

Baseado nisso, esse trabalho foi divido em trés capitulos. No primeiro
capitulo esta apresentada a revisdo de literatura, com abordagem aos temas
relacionados a area de estudo, como a pesca artesanal e a mariscagem, acao
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antrépica nas &reas estuarinas, extracdo de moluscos bivalves, Doencas
Veiculadas por Alimentos (DVA’s), o género Salmonella e os fatores de viruléncia
e resisténcia antimicrobiana.

O segundo capitulo, em forma de artigo, apresenta os dados relacionados
ao perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de Salmonella, enquanto o
terceiro capitulo, também em forma de artigo, apresenta os resultados da
sorotipagem e a pesquisa de genes de viruléncia e patogenicidade.

17



OBJETIVOS
GERAL

Verificar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana e fatores de viruléncia em
estirpes de Salmonella sp. isoladas de amostras de agua e de moluscos bivalves
pertencentes a cole¢cdo do Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Ambiental
da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia.

ESPECIFICOS

- Realizar a sorotipagem dos isolados;

- Determinar a suscetibilidade antimicrobiana de Salmonella sp. frente a
diferentes antimicrobianos comerciais;

- Determinar a Concentragéo Inibitéria Minima (CIM);

- Avaliar a producéo de Betalactamases de Espectro Ampliado (ESBL);

- Verificar a presenca de genes de viruléncia pefA, spvC e invA.
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CAPITULO 1

Revisado de Literatura: A acdo antropica em areas de extracdo de

moluscos bivalves compromete ainocuidade dos alimentos

19



RESUMO

A pesca artesanal no estado da Bahia é uma atividade desenvolvida por homens
e mulheres principalmente em comunidades ribeirinhas, que dela retiram o
sustento da familia. Em decorréncia do crescimento demogréafico desordenado e o
grande fluxo de turistas em algumas cidades litoraneas, o nivel de poluicdo nos
ambientes aquaticos vem aumentando devido ao lancamento de residuos sélidos,
esgotos domésticos e industriais em areas usadas para recreacdo e pesca. A
poluicdo nestes ambientes além de comprometer a qualidade dos organismos
presentes, faz com que a agua e o pescado se tornem veiculadores de doencas.
Umas das bactérias causadoras de Doencas de Transmissdo Hidrica e Alimentar
(DTHA) é a Salmonella. Bactéria que é potencialmente patogénica e virulenta,
causa desde um simples mal estar, com nauseas, dores de cabeca e abdominais,
até mesmo a morte. A severidade da doenca esta ligada ao sorotipo da bactéria
envolvido no surto bem como as condigbes do individuo, como idade e
capacidade imunoldgica. Na maioria dos casos de salmonelose os sintomas sao
brandos, permitindo que os pacientes se recuperem rapidamente, sem procurar
0s centros de saude. Nos ultimos anos o aparecimento de cepas resistentes tem
dificultado o tratamento clinico de infec¢cdes bacterioldgicas, em virtude dos
mecanismos de resisténcia adquiridos, como a troca de material genético e
alteracdo na permeabilidade da membrana celular. Atualmente, as
Betalactamases de Espectro Estendido (ESBL), que sdo enzimas capazes de
inativarem a acao de antimicrobianos pertencentes a classe dos betalactamicos,
tem chamado a atencdo dos profissionais da area de saude. Sendo assim, a
resisténcia adquirida pelas bactérias constitui um problema mundial, uma vez que

a Salmonella esta envolvida em surtos de doencas alimentares em varios paises.

Palavras-chave: pesca, moluscos bivalves, resisténcia antimicrobiana, viruléncia.
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ABSTRACT

Artisanal fishery in Bahia state is performed by men and women especially in
riverside communities. This activity is essential for the support of the family. As a
result of a disordered population growth and a large tourists flow in some coastal
cities, the level of pollution in aquatic environments is increasing. This occurs due
to the release of solid waste and wastewater in areas used for recreation and
fishing. The pollution in these environments endangers the quality of the
organisms, thus the water and fishes becomes vehicles of diseases. One
bacterium that causes food and waterborne diseases (FWD) is Salmonella. Thisis,
potentially pathogenic and virulent and can lead to malaise, nausea, headaches
and abdominal pain, even death. Disease severity is linked to the serotype of the
bacteria involved in the outbreak and the conditions of the individual, for example,
age and immune resistance. In most cases of salmonelloses symptoms are mild,
allowing patients to recover quickly without seeking health centers. In recent years
the emergence of resistant strains has hindered the clinical treatment of bacterial
infections, according to the mechanisms of acquired resistance, as the genetic
material exchange and changes in cell membrane permeability. Currently, the
extended-spectrum beta-lactamases (ESBL), enzymes capable of inactivating the
action of antimicrobial agents belonging to the class of beta-lactams, is one of the
mechanisms that has drawn the attention of health professionals. Thus, the
acquired resistance by bacteria is a worldwide problem and Salmonella is involved

in outbreaks in many countries.

Keywords: Fishing, bivalve mollusks, antimicrobial resistance, virulence.
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1. A pesca artesanal no estado da Bahia

O estado da Bahia apresenta uma extensao litoranea de 1.188 km,
representando 14,5% da costa brasileira, formado por 44 municipios e 347
comunidades que exploram a pesca extrativa (IBAMA, 2006).

A pesca artesanal é uma atividade caracterizada pela captura de diversas
espécies aquaticas, realizada por pescadores que trabalham sozinhos ou
juntamente com a familia. Essa atividade é dividida em duas modalidades, a
pesca realizada pelo homem e a mariscagem, realizada pelas mulheres, atividade
voltada a extracdo de mariscos nas areas de manguezais. A pesca artesanal
possui a representatividade de 83,5% da atividade pesqueira desenvolvida no
estado, e a sua pratica se da desde a capital até os municipios da regido costeira,
incluindo o recdncavo baiano até o sul do estado (SANTOS, 2013).

A producdo pesqueira do Estado da Bahia, no ano de 2005, foi de
aproximadamente 45.631,00 toneladas, sendo 70,6% de peixes, 26,7% de
crustaceos e apenas 2,7% de moluscos (BRASIL, 2006). JA em 2010 a Bahia
obteve uma producdo nacional de pescado de 114.530 toneladas e em 2011,
obteve uma producéo de 102.052 toneladas de pescado (BRASIL, 2011; 2012).

A atividade de pesca na Bahia é realizada praticamente por embarcacdes de
pequeno porte, movidas a vela, remo ou motor, representadas principalmente
pelas canoas, botes a remo, barcos a vela e jangadas. A frota pesqueira baiana
esta distribuida entre a Baia de Todos os Santos, que abriga municipios como
Salvador, Candeias, Séo Francisco do Conde e outras; a Baia de Camamu; e os
municipios de Valenca e Mucuri localizados no extremo-sul baiano (BRASIL,
2006).

Diante da grande extensao litoranea do estado do Bahia, serdo enfatizados
dois municipios, Valenca e Sdo Francisco do Conde, que foram objeto de estudo
dessa pesquisa.

O municipio de Valenca esta localizado no Baixo Sul da Bahia, e possui uma
extensdo territorial de 1.192,614 km? com uma populagéo de aproximadamente
96.287 habitantes (IBGE, 2010). No municipio, boa parte da populacédo tem como
principal atividade de trabalho a pesca e a mariscagem, devido a proximidade da
cidade ao litoral e a grande extensdo de manguezais presentes na regido, sendo
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0 desenvolvimento dessas atividades um fator importante para a sustentacdo
socioecondmica das comunidades (BRASAO, 2011).

O municipio de S&o Francisco do Conde, localizado no Recdncavo Baiano,
atingiu nos anos de 2008 a 2010 o maior Produto Interno Bruto (PIB) per capita,
devido a producdo de refino de petr6leo na cidade. As principais atividades
econbmicas do municipio sdo a agricultura e a pesca. A pesca desenvolvida no
municipio é de base familiar, sendo praticada de forma artesanal, voltada para a
captura de peixes e mariscos, que sdo comercializados no municipio e cidades

vizinhas (SANTOS, 2013).

2. Poluicao das éareas estuarinas

Os estuarios sdo ecossistemas com alta produtividade primaria. A alta
produtividade se da pelo aporte de nutrientes associados as fontes de agua doce
e movimentacdo da maré. Este habitat abriga muitas espécies de peixes e
crustaceos marinhos, servindo de berco para o desenvolvimento de larvas e
alevinos (CAMPELLO, 2006).

Uma das principais fontes de contaminacdo do ambiente aquatico se deve a
degradacdo do ambiente decorrente da acdo antropica, como o lancamento de
efluentes domesticos, industriais e agricolas. Este tipo de contaminacdo origina
problemas na saude publica, trazendo riscos a comunidade devido ao banho em
areas contaminados e o consumo de organismos aquaticos, como ostras e sururu
(EVANGELISTA-BARRETO; SOUSA,; VIEIRA, 2008).

Devido ao crescimento demografico desordenado, os estuarios estdo sendo
utilizados como corpo receptor de residuos solidos prejudiciais ao homem e ao
ambiente, colocando em risco o desenvolvimento sustentavel dos organismos ali
presentes (PEREIRA et al., 2010).

Dentre os micro-organismos envolvidos na contaminacdo do ambiente e dos
mariscos, tem-se a Salmonella spp., bactéria patogénica, que se encontra
amplamente distribuida na natureza, podendo ser inserida no ambiente aquatico
por meio de animais silvestres ou o descarte inadequado de residuos sélidos
humanos e de animais (BUDIATI et al., 2013).
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Farias et al. (2010) ao estudarem agua e moluscos bivalves no estuario do
rio Ceard, em Fortaleza-CE relataram a auséncia de Salmonella em todas as
amostras de agua e presenca em 50% das amostras de moluscos bivalves. Este
fato se deve ao mecanismo de filtragdo dos moluscos, onde as suas branquias
funcionam como um filtro, concentrando e digerindo algas, bactérias e detritos
presentes na agua. Desse modo, os moluscos bivalves sdo 0s organismos
aquaticos que mais oferecem riscos a saude publica, principalmente quando
consumidos in natura (HENRIQUES et al. (2000); MORRISON et al. (2011)).

3. Moluscos bivalves

Os bivalves pertencem ao filo Mollusca, um grupo que inclui diversos
animais em torno de 130.000 espécies, assim como 0s gastropodes cefalépodes
(lulas e polvos), entre outros. Os animais pertencentes a classe dos moluscos
bivalves possuem as partes do corpo mole e protegido em um exosqueleto sob a
forma de concha, composta por duas valvas calcarias (PEREIRA, 2011;
OLIVEIRA, 2012).

Os moluscos bivalves sé@o espécies que se distribuem desde a agua doce
até a salgada, sendo as espécies marinhas mais utlizadas. Podem ser
encontrados tanto fixos ao substrato como enterrados na areia. Os moluscos
bivalves de maior interesse comercial para o consumo humano sado encontrados
nas zonas intermarés que possuem pouca profundidade. Possuem um importante
papel na industria, pois representam uma parte significante da pesca nacional,
tanto pela producdo como pelo nimero de pessoas que dependem da captura e

comercializacdo para a sua subsisténcia (TORRES, 2011).

3.1. Ostra (Crassostrea sp.)

As ostras do género Crassostrea spp. sdo hermafroditas. A maioria dos
juvenis alcanca a maturidade sexual antes de atingir os 30 mm, aproximadamente
120 dias apos a fixacdo (LENZ, 2008).

A ostra pertencente a classe Bivalvia e possui grande capacidade em
converter a producdo primaria do ambiente aquatico em proteina animal. Isso
ocorre devido ao mecanismo de filtracdo da agua através de suas branquias
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(EVANGELISTA-BARRETO; SOUSA,; VIEIRA, 2008). Estes animais filtram de 19
a 50 L de agua por hora. Nas ostras, grande percentual das bactérias ingeridas
sobrevive ao processo digestivo, devido a adaptacdo sofrida pelo micro-
organismo ao ambiente marinho e ao uso do ambiente intestinal do hospedeiro
como fonte nutricional (SANDE et al., 2013).

Estudos realizados por Morisson et al. (2011), demonstraram que as ostras
possuem a capacidade de acumular contaminantes fecais trés a 62 vezes mais,

guando comparado ao ambiente onde elas se encontram.

3.2. Sururu (Mytella sp.)

O género bivalve Mytella contém uma variedade de espécies que vivem
enterrados no sedimento, ancorados em pedras ou raizes das plantas estuarinas.
As espécies desse género sdo de interesse para o0 biomonitoramento dos
ambientes aquaticos, pois fornecem informacbes sobre as condicbes dos
sedimentos estuarinos em que vivem (DAVID; FONTANETTI, 2005).

Os moluscos bivalves da familia Mytilidae conhecidos popularmente como
mexilhdes tem sido alvo de pesquisas no Brasil, pois sdo organismos que servem
como bioindicadores de poluicdo. Possuem importancia ecologica e econdémica,
pois sdo fontes de alimento em muitos paises em desenvolvimento (PEREIRA,
2011).

Assim como as ostras, os mexilhdes também se alimentam por filtracéo,
retendo em seus tecidos substancias organicas, quimicas e micro-organismos
presentes na agua (EVANGELISTA-BARRETO; SOUSA,; VIEIRA, 2008).

4. Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA’s)

Atualmente existem aproximadamente 250 tipos de doencas transmitidas por
alimentos e, dentre elas, muitas sdo causadas por micro-organismos patogénicos,
0S guais sdo responsaveis por sérios problemas de saude publica. As sindromes,
resultantes da ingestdo de alimentos contaminados pelos micro-organismos sao
conhecidas como Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA), Doencas
Veiculadas por Alimentos (DVA) ou simplesmente toxinfeccBes alimentares
(OLIVEIRA et al., 2010).
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A maioria dos casos de DTA’s nao é notificada, uma vez que na sua maioria
apresentam sintomas brandos e a vitima ndo busca auxilio médico, nem informa
as autoridades locais, como a vigilancia sanitaria (MARCHI et al., 2011).

No Brasil, a incidéncia de doencas transmitidas por frutos do mar ndo é bem
conhecida e a maioria dos casos nao sao reportados. Entretanto, existem
evidéncias de que o pescado e seus subprodutos se encontram no topo da lista
de alimentos associados aos surtos de DTA’s (VIEIRA et al., 2006). Nos Estados
Unidos, as DTA’s tém sido responsaveis por cerca de 76 milhdes de doengas a
cada ano, sendo o consumo de moluscos bivalves e outros frutos do mar
responsaveis por 10 a 19% das doencas (DIEGO et al., 2013).

O consumo de organismos aquaticos originarios de aguas contaminadas
pode levar ao aparecimento de DTA’'s que podem ser causadas tanto por um
agente infeccioso contaminante do alimento ingerido, como pela toxina por ele
produzida (VIEIRA et al., 2008).

Entre os anos de 2000 a 2008 no Brasil, foram registrados, oficialmente, 15
casos de surtos alimentares: oito na Bahia, trés em Sao Paulo, um no Amazonas,
um no Maranh&o, um em Sergipe e um no Rio Grande do Sul. Em 64% dos casos
a contaminacdo ocorreu por meio do consumo de agua contaminada, 7% por

multiplos alimentos e 7% pela ingestao de ostras cruas (CARVALHO, 2012).

5. Salmonella

Salmonella € um género da familia Enterobacteriaceae que caracteriza-se
como bacilos Gram-negativos, mésofilos, anaerdbio facultativo, ndo esporogénico,
sendo na maioria das espécies moéveis, com flagelos do tipo peritriquios.
Apresentam temperatura de crescimento na faixa de 35° a 37°C. Séao facilmente
eliminadas com a pasteurizagao, sensiveis a baixo pH (4,5 ou inferior) e atividade
de agua (Aw) menor que 0,94 (AMAGLIANI; BRANDI; SCHIAVANO, 2012).

O género Salmonella é composto por duas espécies, Salmonella enterica e
Salmonella bongori. Salmonella enterica ainda € dividida em seis subespécies: S.
enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae,
S. enterica subsp. diarizonae, S. entérica subsp. houtenae e S. enterica subsp.
indica. Esta nomenclatura reflete o entendimento atual da taxonomia da
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Salmonella. O numero atual de sorovares para cada uma das espécies e
subespécies de Salmonella é de 2.610, onde 1.547 pertencem a S. enterica
subsp. entérica, 513 a S. enterica subsp. salamae, 100 a S. enterica subsp.
arizonae, 341 a S. enterica subsp. diarizonae, 73 a S. entérica subsp. houtenae,
13 a S. enterica subsp. indica e 23 a Salmonella bongori (GUIBOURDENCHE et
al., 2010).

A classificagdo e nomenclatura das salmonelas séo baseadas no esquema
de Kauffman-White que tem como base a soroaglutinacdo dos antigenos O
(somatica), H (flagelar) e Vi (capsular). Os antigenos “O” sdo organizados por
algarismos ardbicos (1, 2, 3..) e sao responsaveis por caracterizarem 0sS
sorogrupos, os antigenos “H” sdo designados por letras minusculas do nosso
alfabeto, quando a bactéria esta na fase 1 e por algarismos ardbicos quando esta
na fase 2. J4 o antigeno Vi de carater polissacaridico é encontrado apenas em
trés sorovares de Salmonella (S. Typhi, S. Paratyphi C e S. Dublin) (CAMPOS,
2005).

Mundialmente Salmonella Enterica tem sido um dos sorotipos mais
envolvidos em surtos alimentares atribuidos ao consumo de alimentos de origem
animal, ocasionando diversos internamentos e mortes (HUR; JAWALE; LEE,
2012). Acredita-se que mundialmente ocorram cerca de 93,8 milhdes de casos de
infeccbes, acarretando em 155 mil mortes por ano (CAMPIONI; BERGAMINI;
FALCAO, 2012).

As doencas causadas por Salmonella séo divididas em trés grupos: a febre
tifoide, causada por S. Typhi, as febres entéricas, causadas por S. Paratyphi (A, B
e C) e as salmoneloses, causadas pelas demais salmonelas. Os sintomas
incluem gastroenterite leve, nduseas e cefaléia. O periodo de incubacao varia de
seis a 72 horas (BUDIATI et al., 2013).

A maioria das pessoas que sdo acometidas por uma salmonelose se
recupera sem tratamento especifico, embora em casos em que a diarréia é
severa, 0 paciente necessite de internamento e cuidados especiais, por meio de
terapia antimicrobiana. Em outros casos, a bactéria podera se espalhar na

corrente sanguinea causando septicemia ou até mesmo a morte. Criancas, idosos
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ou individuos com o sistema imunoldgico comprometidos sdo os mais vulneraveis
a terem complicagdes (CDC, 2009).

Salmonella Enteritidis tem sido a principal causa de surtos em muitos paises
africanos, asiaticos, europeus e latino-americanos, sendo o segundo sorotipo
mais comum na ameérica do norte e oceania, representando 43,5% de todos os
isolados de Salmonella (CAMPIONI; BERGAMINI; FALCAO, 2012).

Nos Estados Unidos da América a Food and Drug Administration (FDA)
relatou a presenca de cepas de Salmonella em uma variedade de peixes,
crustaceos e moluscos consumidos crus (AMAGLIANI; BRANDI; SCHIAVANO,
2012). Dentre os varios sorotipos do género Salmonella, S. Typhimurium, S.
Enteritidis, S. Newport e S. Heidelberg tem sido os sorotipos mais envolvidos em
surtos alimentares. A maioria das infeccfes esta associada a ingestdo de agua
contaminada, alimentos como ovos, frango, carne bovina, carne de porco,
produtos lacteos, frutas e legumes (HUR; JAWALE; LEE, 2012).

6. Fatores de viruléncia

A patogenicidade é definida como a capacidade do micro-organismo causar
doenca. Os micro-organismos patogénicos se distinguem de outros da mesma
espécie pelo fato de possuirem e expressarem genes que codificam fatores de
viruléncia. O mecanismo de patogenicidade da Salmonella inclui inGmeros fatores
de viruléncia, entre eles os mais importantes sdo as adesinas, invasinas e 0s
fatores que inibem as defesas do hospedeiro (VIEIRA, 2009).

As ilhas de patogenicidade em Salmonella (Salmonella Patogenicity Island -
SPI) se constituem de grandes regifes cromossémicas (10 a mais de 100 Kb)
responsaveis pela codificacdo de diversos fatores de viruléncia (VIEIRA, 2009).

As bactérias do género Salmonella possuem duas caracteristicas marcantes
na patogenia, a invasdo do hospedeiro e a proliferacdo intracelular. Essas
caracteristicas estdo relacionadas aos genes localizados nas SPIls, ou seja,
elementos genéticos moéveis e atributos que contribuem em mudancas no
potencial de viruléncia das bactérias.

Atualmente, ja foram descritas 17 SPIs, sendo algumas conservadas para o
género e outras especificas para determinados sorotipos (OLIVEIRA et al., 2013).
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1. SPI-1 - est4 presente em S. bongori e em todas as subespécies e
sorovares de S. enterica analisadas até o momento;

2. SPI-2 - esta ligada a capacidade de S. enterica sobreviver na célula
fagocitica e se multiplicar nas vesiculas das células eucariéticas;

3. SPI-3 - é responsavel pelo sistema de transporte de alta afinidade com o
Mg2+;

4. SPI-4 - seu papel na viruléncia ainda ndo esta bem esclarecido. Favorece
o0 contato intimo da bactéria com as microvilosidades da membrana apical;

5. SPI-5 - se encontra ligada a enteropatogénese de S. Dublin;

6. SPI-6 - codifica diversos genes de viruléncia, embora o seu papel também
ainda nao esteja bem elucidado;

7. SPI-7 - locus especifico para os sorotipos Typhi, Dublin e Paratyphi C.
Sua estrutura em forma de mosaico compreende regides implicadas na viruléncia;

8. SPI-8 - especifica para S. Typhi, embora sua distribuicdo ainda nédo tenha
sido investigada em detalhes;

9. SPI-9 - organizacédo semelhante a SPI-4, codificando quatro genes e;

10. SPI-10 - codificam fimbrias, determinantes na especificidade do
hospedeiro S. Typhi e Enteritidis;

11. SPI-11 - relacionada a sobrevivéncia da bactéria no interior do
macrofago;

12. SPI-12 - codifica a proteina SspH2, auxiliando na polimerizacdo da
actina no interior da célula infectada;

13. SPI-13 - possui papel importante na patogenicidade de infeccbes
causadas por Salmonella Gallinarum;

14. SPI-14 a SPI-17 - suas fungcbes ainda ndo sdo bem conhecidas
(FORTES et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013).

As ilhas de patogenicidades presente nas salmonelas carreiam um ou mais
genes de viruléncia. O gene spvC é responsavel pela regulacéo da liberacao de
citocinas em células infectadas e se encontra nos plasmideos de viruléncia,
regido gendmica altamente conservada. O locus spv (Salmonella plasmid
virulence) é composto por cinco genes SpvRABCD. Outro gene de grande
interesse em estudos desenvolvidos com Salmonella € o gene invA que esta
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presente na SPI-1, e altamente conservado em bactérias desse género. O operon
pef (Plasmid-encoded fimbriae) é composto por quatro genes, pefA, pefB, pefC e
pefD, se encontra em um plasmideo de 90 Kb identificado em Salmonella
Typhimurium (OLIVEIRA et al., 2013).

7. Resisténcia antimicrobiana

Os antimicrobianos sé@o substancias naturais ou sintéticas utilizados em
tratamento de infec¢cdes, agem sobre micro-organismos inibindo o seu
crescimento (bacteriostaticos) ou causando a sua destruicdo (bactericidas)
(MOTA et al., 2010).

As diferentes classes de antimicrobianos possuem varios mecanismos de

acao, como exposto na Tabela 1.

Tabela 1. Classe dos agentes antimicrobianos e seu mecanismo de agao.

Classes Antimicrobianos Mecanismo de acao
Ampicilina Biossintese da parede celular
Cefalotina Biossintese da parede celular
Betalactamicos Imipinem Biossintese da parede celular
Ceftazidima Biossintese da parede celular
Quinolonas Acido nalidixico Biossintese de acidos nucléicos
Fluoroquinolona Ciprofloxacina Inibicdo da DNA girase
Tetraciclina Tetraciclina Biossintese de proteinas
Cloranfenicol Cloranfenicol Biossintese de proteinas

A resisténcia antimicrobiana ocorre devido ao grande numero de
antimicrobianos disponiveis e seus diferentes mecanismos de acéo, assim como
os diversos mecanismos de resisténcia apresentados pelos micro-organismos,
incluindo a alteracdo por mutacdes do alvo antimicrobiano, alteracdes na
permeabilidade da membrana celular e transferéncia horizontal de genes de
resisténcia (OLIVEIRA; LIMA; MOURA, 2011; RODRIGUEZ-ROJA et al., 2013).

A presenca de residuos de antimicrobianos no ambiente aquéatico também

favorece a selecdo de bactérias resistentes que podem se inserir na cadeia
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alimentar por meio de alimentos contaminados e transferir genes de resisténcia as
bactérias da microbiota indigena ou potencialmente patogénica aos humanos
(CARNEIRO et al., 2007).

A resisténcia antimicrobiana em Salmonella caracteriza sério problema de
saude publica no mundo. A alta taxa de resisténcia ocorre devido a prescricao
excessiva de antimicrobianos por parte de médicos, a forma incorreta de descarte
dos antimicrobianos pela populacdo e ao emprego das drogas em cultivos
intensivos de animais, que embora seja a forma mais rapida de responder a uma
determinada doencga, pode causar um aumento na viruléncia dos patdégenos
(CARVALHO et al., 2009).

Diversas pesquisas tém alertado sobre o surgimento de cepas resistentes a
diversos farmacos (HUR; JAWALE; LEE, 2012). O surgimento de salmonelas
multirresistentes tem sido relacionado a utilizacdo de antimicrobianos na producao
animal (POPPE et al.,, 2006). A capacidade da bactéria em desenvolver
mecanismo de resisténcia esta relacionada a presenca de genes de resisténcia
antimicrobiana em elementos genéticos moveis, como plasmideos, transposons e
integrons (AMAGLIANI; BRANDI; SCHIAVANO, 2012).

Isolados bacterianos de organismos aquaticos originarios da aquicultura nos
Estados Unidos, Dinamarca, Noruega, Reino Unido e Canada apresentaram perfil
de resisténcia a ampicilina de 41,4% (AKINBOWALE; PENG; BARTON, 2006),
demonstrando que em ambiente de producdo animal o uso de antimicrobianos
induz a resisténcia das bactérias.

Salmonelas isoladas de frutos do mar no norte da india apresentaram perfil
de resisténcia de 10% para a ampicilina (YAN et al., 2010) e de 76,92% a
tetraciclina quando isoladas de lagos da india (ABHIROSH et al., 2011).

8. Concentracéao Inibitéria Minima — CIM

A Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) é a concentracdo mais baixa de um
agente antimicrobiano que impede o crescimento de um micro-organismo. A CIM
€ considerada como um "padrdo” na determinagcdo da susceptibilidade
antimicrobiana. Esse teste é utilizado em laboratérios para a confirmacdo da
resisténcia intermediaria, assim como obter uma resposta diante de um resultado
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ndo confiavel ou quando o método de difusdo de disco ndo € aplicavel
(ANDREWS, 2001).

Estudos realizados por Li et al. (2010) em bactérias ambientais oriundas do
rio Xiao na China, obtiveram valores de CIM para a tetracilina de 128 pg/mL e 256
pMg/mL para a ampicilina. Estes resultados sugerem a presenga de residuos de
antimicrobianos no ambiente aquatico, favorecendo o surgimento de cepas
resistentes em decorréncia da seletividade sofrida por estes micro-organismos

nos ambientes hostis.

9. Betalactamases de Espectro Estendido — ESBL

As Betalactamases de Espectro Estendido (ESBL) sdo definidas como
enzimas que possuem a capacidade de hidrolisar o anel betalactamico central dos
betalactamicos e sao inativadas por inibidores especificos, como o acido
clavulanico, sulbactam e tazobactam. Atualmente, mais de 430 ESBL foram
caracterizadas, havendo descricdo de muitas delas no Brasil (SILVA, LINCOPAN,
2012; SANTOS, 2009).

No caso de Salmonella existem poucos relatos associados a ESBL quando
comparados a outras bactérias da familia das Enterobacteriacea, embora nos
ultimos anos tenham sido observado um aumento na incidéncia de salmonelas
com este mecanismo de resisténcia (UMA et al., 2010).

Em diferentes paises da Europa, foram isoladas a partir de alimentos,
amostras ambientais e animais silvestres, estirpes de Salmonella produtoras de
ESBL (COQUE; BAQUERO; CANTON, 2008). Jure et al. (2010) relataram que no
Brasil desde 2003, estirpes de Salmonella spp. isoladas em abatedouros de aves
tém se mostrado resistente a cefotaxima, sugerindo a aquisicdo de ESBL em
salmonelas de origem animal.

No Rio de Janeiro foram isoladas cepas de Klebsiella spp. produtores de
ESBL a partir de efluentes de origem hospitalar (SILVA, LINCOPAN, 2012).
Korzeniewska e Harnisz (2013) analisando amostras de agua em um rio que
recebe lancamento de esgoto hospitalar relataram que em 33,3% das amostras

havia estirpes de Enterobacteriaceae produtora de ESBL.
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CAPITULO 2

Veiculacdo de Salmonella sp. resistente aos antimicrobianos em

moluscos bivalves e areas estuarinas, Bahia, Brasil

Este artigo sera submetido a revista Caatinga.
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VEICULACAO DE Salmonella sp. RESISTENTE AOS ANTIMICROBIANOS EM
MOLUSCOS BIVALVES E AREAS ESTUARINAS, BAHIA, BRASIL

Carla Silva da Silveira; Norma Suely Evangelista-Barreto; Oscarina Viana de
Sousa

RESUMO - Nos dUltimos anos o surgimento de patdgenos resistentes tem
dificultado o tratamento de infec¢Bes bacterioldgicas, tanto na producéo animal
como na é&rea médica, em decorréncia da aquisicdo de mecanismos de
resisténcia pelos micro-organismos. O objetivo do estudo foi tracar o perfil de
resisténcia antimicrobiana em cepas de Salmonella sp. presentes em moluscos
bivalves (ostras e sururu) e areas estuarinas em duas regides da Bahia, Brasil.
Um total de 27 cepas previamente isoladas foram testadas, sendo 12
provenientes de moluscos bivalves e 15 da agua. Para a suscetibilidade
antimicrobiana foram utilizados oito agentes antimicrobianos pertencentes as
classes fenicois, betalactamicos, tetraciclina, quinolonas e fluoroquinolonas, bem
como a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e a producao de Betalactamases de
Espectro Ampliado (ESBL). Os isolados apresentaram perfil de suscetibilidade de
100% para as classes fenic6is e fluoroquinolona, 88,3% para a tetraciclina e
betalactamicos e 77,7% para as quinolonas. A resisténcia bacteriana era de
origem cromossbmica, enquanto o indice de multirresisténcia (MAR) entre os
isolados de sururu in natura foi de 0,25. A CIM encontrada foi de 100 pg/mL, 500
pg/mL e 350 pg/mL para o acido nalidixico, ampicilina e tetraciclina,
respectivamente. Nenhum dos isolados apresentaram producdo de ESBL. A
presenca de Salmonella sp. multirresistente e com elevada CIM esta sendo

veiculada em areas de extracdo de moluscos bivalves no estado da Bahia, Brasil.

Palavras-chave: Antimicrobianos. Multiresisténcia. Seguranca dos alimentos.

Betalactamases.
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RELEASE OF SALMONELLA SP. ANTIMICROBIAL RESISTANT FROM

BIVALVE MOLLUSKS IN ESTUARY AREAS, BAHIA, BRAZIL

ABSTRACT - In recent years the emergence of resistant pathogens has
complicated the treatment of bacterial infections in animal production as well as in
the medical field due to the acquisition of resistance mechanisms by
microorganisms. The objective of the study was to delineate the antimicrobial
resistance profile in Salmonella strains isolated from bivalve molluscs (oysters and
mussels) and estuarine areas in two regions of Bahia, Brazil. A total of 27 strains,
12 isolated from bivalve mollusks and 15 from estuarine water were tested. For
antimicrobial susceptibility eight antimicrobial agents belonging to phenicol, beta-
lactams, tetracyclines, quinolones and fluoroquinolones classes were used as well
as the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the extended - spectrum beta-
lactamases (ESBL) production. Isolates showed a profile of 100% of susceptibility
for phenicol and fluoroquinolones, 88.3% to tetracycline and beta-lactams and
77.7% for quinolones. Bacterial resistance was characterized as potentially
chromosomal origin while the rate of multidrug resistance (MDR) among mussels
isolates in nature was 0.25. The MIC was 100 pg/mL, 500 pg/mL and 350 pg/mL
to nalidixic acid, ampicillin and tetracycline, respectively. None of the isolates
showed ESBL production. The presence of Salmonella sp. multidrug-resistant and
high MIC has been conveyed in extraction sites bivalve molluscs in Bahia state,

Brazil.

Keywords: Antimicrobial. Multidrug resistance. Food safety. Betalactamases.
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INTRODUCAO

Salmonella ndo tifide € um importante patégeno de origem alimentar que
pode causar gastroenterite e septicemia em humanos. Os alimentos de origem
animal desempenham um importante papel como reservatério priméario de
Salmonella, embora em humanos as infec¢cbes sejam consequéncia quase
sempre de alimentos contaminados com a bactéria (LAl et al., 2014).

Em moluscos bivalves, que apresentam um sistema de alimentacdo por
fillracdo, a concentracdo de alta carga microbiana nos tecidos coloca esse
alimento em uma classe de risco para o consumo (AMAGLIANI et al., 2012), uma
vez que sédo muito apreciados na forma in natura.

As ostras sao capazes de concentrar em seus tecidos cerca de trés a 62
vezes mais contaminantes do que o ambiente onde se encontram (MORRISON et
al., 2011). Dentre os micro-organismos patogénicos envolvidos na contaminacao
do ambiente, Salmonella sp. se destaca por se encontrar amplamente distribuida
na natureza, podendo ser inserida no ambiente aquatico por meio do descarte
inadequado de residuos solidos de origem humana e animal (BUDIATI et al.,
2013).

O género Salmonella compreende mais de 2.610 diferentes sorotipos
(GUIBOURDENCHE et al., 2010). Salmonella Enteritidis tem sido a principal
causa de surtos em muitos paises africanos, asiaticos, europeus e latino-
americanos, sendo o segundo sorotipo mais comum na América do Norte e
Oceania, representando 43,5% de todos os isolados de Salmonella (CAMPIONI et
al., 2012).

No Brasil, a incidéncia de doencas transmitidas por frutos do mar ndo € bem
conhecida e a maioria dos casos nao sao reportados. Entretanto, existem
evidéncias de que o pescado e seus subprodutos se encontram no topo da lista
de alimentos associados aos surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos
(DTA’s) (OLGUNOGLU, 2012). Nos Estados Unidos, as DTA’s tém sido
responsaveis por cerca de 76 milhdes de doencas a cada ano, sendo o consumo
de moluscos bivalves e outros frutos do mar responsaveis por 10 a 19% das
doencas (DIEGO et al., 2013).
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Além da patogenicidade da Salmonella, diversas pesquisas tém alertado
sobre o surgimento de cepas resistentes aos diversos antimicrobianos comerciais
(HUR et al.,, 2012). O surgimento de salmonelas multirresistentes tem sido
relacionado a prescricdo nem sempre criteriosa ou racional de antimicrobianos
por parte dos agentes da saude bem como o emprego dessas drogas nos cultivos
de animais (POPPE et al., 2006).

Os antimicrobianos comumente utilizados para o tratamento de infecgoes
causadas por Salmonella sdo os da classe das fluoroquinolonas e cefalosporinas
de terceira geracdo (ASLAM et al., 2012). Dentre os diversos mecanismos de
resisténcia desenvolvidos pelas bactérias Gram-negativas, tem-se a inativacdo
enzimatica por meio da producdo de Betalactamases de Espectro Estendido
(ESBL), enzima que atua na quebra do anel central dos betalactamicos,
impossibilitando a atividade antimicrobiana dos antimicrobianos desta classe,
tornando-se um dos maiores problemas mundiais na area médica, principalmente
em ambiente hospitalar (SANTOS, 2009).

Apesar de existirem poucos relatos de ESBL associados a Salmonella
guando comparados a outras bactérias da familia Enterobacteriaceae, em alguns
paises da Europa ja foram isoladas estirpes de Salmonella produtoras de ESBL a
partir de alimentos, amostras ambientais e animais silvestres (COQUE et al.,
2008).

A regido costeira do estado da Bahia merece atencdo quando se trata de
problemas ambientais, devido a sua importancia turistica, extensao litoranea e
regides de manguezais, que servem de fonte de sustentacdo para as populacdes
ribeirinhas. No baixo sul da Bahia, o municipio de Valenca é muito procurado
devido ao seu complexo turistico, famoso por suas ilhas paradisiacas como Morro
de Sao Paulo e Boipeba. Com isso, 0 municipio vem sofrendo com a especulacao
imobiliaria, projetos industriais e atividades agropecuarias (PEREIRA et al., 2010).
Situacdo semelhante vem ocorrendo nos municipios que formam a regido
metropolitana de Salvador, como as cidades de Candeias, Madre de Deus, Sao
Francisco do Conde e demais localidades (BRANDAO, 2007).

O consumo significativo de frutos do mar na Bahia se deve a culinaria
baiana, principalmente em pratos do tipo moqueca e casquinha de siri, além do
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consumo de ostras in natura. O acumulo de patdgenos resistente aos
antimicrobianos comerciais nos tecidos dos moluscos bivalves tende a veicular
Salmonella ao homem por meio da cadeia alimentar.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi verificar a resisténcia
antimicrobiana de Salmonella sp. isoladas de moluscos bivalves e &reas
estuarinas, frente a diferentes antimicrobianos comerciais, bem como verificar a

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e a capacidade de producao de ESBL.

MATERIAL E METODOS

As cepas utilizadas para o desenvolvimento do trabalho foram previamente
isoladas de moluscos bivalves e areas estuarinas em duas regides do estado da
Bahia, Sdo Francisco do Conde (SFC), localizado no Recdncavo da Bahia e
Valenga, localizada no baixo sul da Bahia. Foram utilizadas 27 cepas de
Salmonella sp., sendo 12 cepas provenientes de moluscos bivalves e 15 cepas de
agua estuarina (Tabela 1). As cepas se encontravam armazenadas a 5° C em
agar nutriente, no acervo do Laboratorio de Microbiologia de Alimentos e
Ambiental — LABMAA, no Nucleo de Estudos em Pesca e Aquicultura — NEPA da

Universidade Federal do Reconcavo da Bahia - UFRB.

Tabela 1. Descricdo das cepas de Salmonella sp. de acordo com o local e fonte de isolamento.

Cébdigo Local Fonte
AL1, AL2, AL4, AL5, AL6 SFC Sururu in natura
AL3, AL7 SFC Ostra
ALS8, AL9 SFC Sururu processado
AL11, AL12, AL13 Valenca Ostra
AG2, AG3 Valenca Agua
AGl, AG4, AG5, AG6, AG7,
AGS8, AG9, AG10, AG11, AG12, SFC Agua

AG13, AG14, AG15, AG16

AL — alimento. AG — agua. SFC — S&o Francisco do Conde.

Para o teste de suscetibilidade antimicrobiana foi utilizado o método de

difusdo em disco descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
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2011). Foram selecionados oito agentes antimicrobianos pertencentes as classes
dos Belalactamicos: ampicilina — AMP (10 pg); cefalotina — CFL (30 pg); imipinem
— IMP (10 pg) e ceftazidima — CAZ (30 pg); Quinolona: acido nalidixico — NAL (30
Hg) e ciprofloxacina — CIP (5 pg); Eenicol: cloranfenicol — CLO (30 ug) e

Tetraciclina: tetraciclina — TET (30 pg).

A partir de culturas crescidas em agar triptona de soja (TSA) a 37° C por 24
horas, obteve-se um inoculo com concentracdo equivalente a 0,5 da escala
McFarland (10 - 10® UFC/mL). Com um swab estéril realizou-se o espalhamento
do inéculo em placas de agar Muller-Hinton. Os discos impregnados com 0s
antimicrobianos foram dispostos a uma distancia de 20 a 25 mm entre si, a fim de
evitar a sobreposi¢ao das zonas de inibigdo. As placas foram incubadas a 37° C
por 18/24 horas. Os isolados foram definidos como sensiveis, intermediarios ou
resistentes de acordo com o limite de leitura do diametro para Enterobacteriaceae
(CLSI, 2011).

O indice de Muiltipla Resisténcia aos Antimicrobianos (MAR) foi calculado e
interpretado de acordo com a formula: a/b, onde, a - nUmero de antimicrobianos
aos quais o isolado apresentou resisténcia e b - numero total de antimicrobianos
aos quais os isolados foram expostos (ADZITEY et al., 2012).

Para as cepas que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos foi
determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM), segundo a técnica de
macrodiluicdo em caldo Mueller-Hinton (CLSI, 2011).

As cepas que apresentaram resisténcia a pelo menos um dos
antimicrobianos testados foram submetidas a técnica de cura plasmidial utilizando
caldo Luria-Bertani (LB) e o agente mutagénico alaranjado de acridina (AC) na
concentracdo de 100 pg/mL (MOLINA-AJA et al.,, 2002). As cepas foram
incubadas em caldo LB+AC a 37° C por 24 horas, e posteriormente submetidas
novamente ao teste de antibiograma frente aos antimicrobianos aos quais
apresentaram resisténcia.

Os isolados que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos da classe dos
betalactamicos foram submetidos a deteccdo de ESBL por meio do teste de
aproximacao de disco (CLSI, 2011). Para o teste foi utilizado uma placa contendo
agar Muller-Hinton previamente inoculada com a cepa de interesse (10’ - 10°
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UFC/mL). Em seguida, foi colocado no centro da placa um disco de
amoxacilina/acido clavulanico e ao redor discos impregnados com ampicilina (10
Mg), que serviam como marcadores, a uma distancia de 30 mm do disco central.
As placas foram incubadas a 37° C por 18 horas e a formagédo de uma zona de
sinergismo entre o disco central e o antimicrobiano marcador foi considerado

positivo para presenca de ESBL.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil de suscetibilidade das salmonelas foi de 100% para os fenicdis e
fluoroquinolona, 88,3% para a tetraciclina e betalactamicos e 77,7% para a
quinolona (Figura 1). Resultados semelhantes foram relatados por Abhirosh et al.
(2011), para a ciprofloxacina (floroquinolona) e o cloranfenicol (cloranfenicol) em

Salmonella isoladas em amostras de agua doce na India.

cloranfenicol

tetraciclina

quinolonas

fluoroquinolonas

betalactamicos

0 20 40 60 30 100

M sensivel resistente

Figura 1. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana de Salmonella sp. para as

diferentes classes de antimicrobianos testados.

Maior perfil de resisténcia foi observado para o acido nalidixico com 22,3%.
O acido nalidixico é uma quinolona muito utilizada no combate as doencas
urinarias em humanos e animais (CAMPIONI et al., 2012), devido a sua eficiéncia
contra a maioria das Enterobacteriaceae (SILVA; HOLLENBACH, 2010).
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Quando parte da carga residual dos antimicrobianos de uso humano e
animal séo liberados diretamente nas aguas superficiais e se acumulam no
sedimento, altera o equilibrio ecoldgico natural, desencadeando um aumento de
bactérias resistentes no ambiente (REGITANO; LEAL, 2010). A presenca destes
compostos no ambiente aquatico tem chamado atencdo, pois representam um
risco para 0S ecossistemas, mesmo quando encontrados em baixas
concentragbes, pois 0s antimicrobianos s&o projetados para inativarem ou
destruirem o0s micro-organismos, tendo assim um impacto significativo nos
processos controlados por comunidades bioldgicas indigenas (HUERTA et al.,
2013).

Outro fator que contribui para a resisténcia ao acido nalidixico é a reducao
na suscetibilidade a outros agentes antimicrobianos, como a ciprofloxacina
(quinolona de 22 geracao) (SOUZA et al.,, 2010), embora resisténcia a este
farmaco néo tenha sido observada no presente estudo.

A resisténcia a tetraciclina (11,2%) (Figura 1) estar relacionada ao aumento
e ao uso excessivo desse antimicrobiano na medicina veterinaria, tratamentos ou
profilaxia na aquicultura (CARNEIRO et al., 2007) e por ser o farmaco de segunda
escolha no tratamento de infeccbes bacterianas na medicina humana
(CONCEICAO et al., 2007). O aumento da resisténcia a tetraciclina é relacionado
a presenca de genes de resisténcia encontrados em plasmideos e também pela
aquisicdo e expressao de bombas de efluxo que reduzem os niveis toxicos do
antimicrobiano nas células bacterianas (HUR et al., 2012).

A presenca de bactérias resistentes no ambiente também ocorre devido a
liberacao final dos antimicrobianos em corpos d’agua, uma vez que parte do
antimicrobiano € absorvido pelo organismo e outra parte é excretada na urina. A
falta de saneamento basico nos municipios faz com que estes residuos cheguem
até os rios e estuarios (BILA; DEZOTTI, 2003).

A disposicao final dos efluentes nos cursos d’agua ou o aproveitamento
agricola do efluente ou do lodo como fertilizantes organicos também podem
representar importante fonte de exposicdo do ambiente a ampla gama de
antimicrobianos de uso humano e animal (REGITANO; LEAL, 2010).
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A resisténcia observada a classe dos betalactamicos (11,2%) (Figura 1) esta
relacionada aos diferentes mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelos micro-
organismos contra a agéo dessas drogas. Dentre estes, tem-se a capacidade das
bactérias hidrolisarem os antimicrobianos pela producdo das enzimas
betalactamases, modificacdo das proteinas de ligacdo a penicilina, presenca de
bombas de efluxo ou alteragcbes na permeabilidade da membrana celular (HUR et
al., 2012). Visto que nesse trabalho os isolados ndo apresentaram producdo de
enzimas betalactamases, sugere-se que a resisténcia observada estar
relacionada a pressdo antropica, uma vez que no entorno da area de estudo
encontram-se diversas comunidades litoraneas.

Evangelista-Barreto et al. (2012), ao estudarem cepas de Escherichia coli
isoladas de pescado no mercado municipal de Cruz das Almas-BA, relataram
resisténcia a ampicilina em 12,5% (1/8) dos isolados. Segundo 0s autores 0 uso
rotineiro desse antimicrobiano no tratamento de infecgcbes em humanos tem
contribuido para a resisténcia ao farmaco. Abhirosh et al. (2011), ao analisarem o
perfil de resisténcia em Salmonella isoladas de agua doce na india, também
relataram resisténcia de 65,38% (17/26) para a ampicilina. Segundo os autores a
presenca de estirpes de Salmonella multirresistentes em aguas doces é um
problema de saude para a populacdo local, uma vez que esta bactéria se
encontra envolvida em surtos relacionados ao consumo de agua contaminada.

De acordo com a Tabela 2, 33,3% (9/27) dos isolados apresentaram
resisténcia a pelo menos um dos oitos antimicrobianos testados, sendo 04
(14,8%) provenientes da agua do estuario de Sao Francisco do Conde e 03
(11,1%) oriundos do sururu in natura. Resisténcia intermediéaria foi observada em
apenas 3,7% dos isolados para o acido nalidixico, sendo um isolado de sururu

processado (SFC) e um da agua do estuario de Valenca.
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Tabela 2. Ocorréncia de resisténcia, multipla resisténcia aos antimicrobianos (MAR) e resisténcia
plasmidial em cepas de Salmonella sp. isoladas de moluscos bivalves e areas estuarinas, em duas

regides da Bahia, Brasil.

Local Amostras N° de Resisténcia Percentualde MAR  Resisténcia
isolados resisténcia plasmidial
(%)
Sururu in 3 AMP, TET 11,1 0,25 NA
natura
SFC Sururu 1 NAL* 3,7 - NA
processado
Agua 4 NAL 14,8 - NA
Valenca Agua 1 NAL* 3,7 - NA
Total 9 - 33,3 - 0%

SFC — S&o Francisco do Conde. AMP — ampicilina, TET — tetraciclina, NAL — acido
nalidixico. *cepas com perfil de resisténcia intermediaria. NA — N&o apresentaram

resisténcia mediada por plasmideo.

A pressao seletiva no ambiente faz com que as bactérias entrem em contato
com a microbiota indigena e por meio de trocas genéticas horizontais contribuem
para a propagacdo da resisténcia aos antimicrobianos ao longo da cadeia
alimentar (LUPO et al., 2012).

O acido nalidixico foi o Unico antimicrobiano que apresentou resisténcia
intermediaria (7,4%) (Tabela 2). Cepas que apresentam este perfil devem ser
consideradas resistentes, uma vez que o uso deste antimicrobiano desencadeia
um processo de selecdo das estirpes resistentes (CORTEZ et al., 2006). Carvalho
et al. (2009) ao testarem 23 cepas de Salmonella isoladas em fazendas de
carcinicultura no estado do Ceara, relataram resisténcia intermediaria ao acido
nalidixico e a gentamicina em 4% dos isolados, sugerindo a ocorréncia de
resisténcia cruzada entre os farmacos.

Os isolados de Sdo Francisco do Conde apresentaram maior perfil de
resisténcia antimicrobiana, agua (14,8%) e sururu in natura (11,1%), além de

multirresisténcia (MAR 0,25) aos antimicrobianos ampicilina e tetraciclina (Tabela
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2). Perfil de multirresisténcia foi verificado apenas nos isolados provenientes de
sururu in natura. Este fato estar associado ao processo de filtracdo e
bioacumulacdo dos micro-organismos nos tecidos dos animais. O sururu é um
molusco que se encontra enterrado no sedimento e como os residuos de
antimicrobianos se acumulam no sedimento, este € submetido a uma exposi¢ao
maior quando comparado aos residuos suspensos na agua.

Budiate et al. (2013), ao estudarem cepas de Salmonella isoladas em
amostras de bagres e tildpias provenientes de mercados e lagos na Malasia
relataram indice MAR variando de 0,18 a 0,46. Segundo os autores os isolados
tiveram origem em ambientes onde o0s agentes antimicrobianos sé&o
frequentemente utilizados em tratamentos terapéuticos ou como promotores de
crescimento.

O municipio de S&o Francisco do Conde, onde os isolados apresentaram
maior indice de resisténcia, possui comunidades proximas ao estuario e devido a
falta de saneamento basico na regido, os dejetos produzidos nas residéncias sédo
lancados diretamente no estuario. Outro fator que pode contribuir para a presenca
de bactérias resistentes € a criacdo de porcos e aves nos quintais das
residéncias. O contato direto dos animais com o estuario favorece a disseminacao
de bactérias patogénicas de origem animal para os homens. De acordo com
relatos da populacdo local as fabricas localizadas no entorno do municipio
despejam seus residuos diretamente no estuario. Esta acdo contribui para o
desequilibrio ecolégico no meio aquatico, afetando a cadeia produtiva.

Em todos os isolados resistentes nao foi observada resisténcia mediada por
plasmideos (Tabela 2). A transferéncia de genes que confere a bactéria
resisténcia cromossémica ocorre com menor frequéncia, tendo assim um menor
impacto clinico quando comparado a resisténcia plasmidial (EVANGELISTA-
BARRETO et al.,, 2012). A resisténcia cromossdmica depende de mutacéo
espontanea, evento que ocorre com baixa frequéncia, e normalmente € dirigida a
um sé farmaco, embora bactérias sensiveis possam receber genes
cromossOmicos mutantes de bactérias ja resistentes por meio da recombinacao
génica (VASCONCELOS et al., 2010). O DNA cromossdmico € mais estavel,
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enquanto o DNA plasmidial é facilmente transferido de uma linhagem para outra
por conjugacéo bacteriana (NEVES et al., 2007).

Todos os isolados apresentaram uma elevada CIM a ampicilina, tetraciclina
e ao acido nalidixico. No caso da tetraciclina a resisténcia foi 22 vezes maior que
o limite estabelecido pelo CLSI (2011), seguido da ampicilina com 15 vezes e o

acido nalidixico com trés vezes (Tabela 3).

Tabela 3. Valores da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em cepas de Salmonella sp. isoladas

em amostras de moluscos bivalves e agua estuarina em duas regides da Bahia, Brasil.

Cédigo Origem CIM (ug/mL)
TET AMP NAL
AL1 Molucos 350 500 -
AL2 Moluscos 350 500 -
AL4 Moluscos 350 500 -
AL9 Moluscos - - 100
AG3 Agua - - 100
AG4 Agua - - 100
AG13 Agua - - 100
AG15 Agua - - 100
AG18 Agua - - 100
Padrdo CLSI (2011) 216 ug/mL 232 ug/mL 232 ug/mL

AMP — ampicilina. TET — tetraciclina. NAL — acido nalidixico. CIM - Concentragédo

Inibitéria Minima

Bactérias oriundas da agua do rio Xiao na China apresentaram valores de
CIM de 128 pg/mL a 256 pg/mL para a tetraciclina e ampicilina, respectivamente
(LI et al., 2010), valores inferiores ao observado no presente trabalho.

Na literatura sdo poucos os trabalhos que relatam os valores da CIM para
bactérias ambientais, ndo havendo uma padronizacdo de metodologia que
estipule limites para as bactérias de origem aquatica, somente para estirpes
clinicas. Diversas fontes de variacdo podem interferir nos valores da CIM para
um determinado antimicrobiano, tais como a forma de diluicdo da droga, o tipo de
meio de cultura utilizado, a padronizacdo do indculo bacteriano e a temperatura
de incubacéo (PEREIRA JUNIOR et al., 2006).
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Nenhuma das culturas apresentou positividade para a produgédo de ESBL.
Este fato pode estar relacionado a origem dos isolados, uma vez que poucos
estudos relatam a presenca de Salmonella produtora de ESBL em isolados de
ambiente aquatico ou alimentos.

Micro-organismos como Aeromonas sp., Escherichia coli, Acinetobacter sp.
e Pseudomonas sp. produtoras de ESBL foram relatados por Tacao et al. (2014) a
partir de amostras de agua em rios de Portugal. Korzeniewska e Harnisz (2013),
ao analisarem amostras de agua de um rio que recebe lancamento de esgoto
hospitalar, relataram que em 33,3% das amostras havia presenca de cepas de
Enterobacteriaceae produtora de ESBL. No Rio de Janeiro, Brasil, também foi
isolado cepas de Klebsiella spp. produtores de ESBL a partir de efluentes de
origem hospitalar (SILVA; LINCOPAN, 2012).

Outro fato que também tem contribuido para o aparecimento de bactérias
produtoras de ESBL é a producao animal. No Brasil, desde 2003, estirpes de
Salmonella spp. isoladas de abatedouros de aves e resistentes a cefotaxima tém
sido consideradas potencialmente produtores de ESBL (JURE et al., 2010).

As salmonelas ndo sdo boas produtoras de ESBL, porque ao contrario de
outras Enterobacteriaceae necessitam de um cromossomo constitutivo para a
producédo de betalactamases. Este fato afeta a manutencdo biolégica do micro-
organismo, uma vez que o elevado nivel de expressdo destas enzimas é
incompativel com a invasdo e multiplicacéo intracelular da bactéria (GARCIA et
al., 2010).

Apesar da incidéncia de bactérias com producédo de ESBL ser maior na area
clinica € importante realizar o monitoramento de cepas veiculadas em alimentos e
agua devido a troca de material genético entre as estirpes resistentes e 0s micro-
organismos da microbiota do hospedeiro ou do ambiente (SILVA; LINCOPAN,
2012).

CONCLUSAO

As salmonelas veiculadas em areas de extracdo de moluscos bivalves em
Valenca e S&o Francisco do Conde apresentam baixa resisténcia antimicrobiana,
sem a producdo de ESBL. Entretanto, considerando a reconhecida
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patogenicidade de bactérias do género de Salmonella, a detec¢do de cepas com
padrées de resisténcia a antimicrobianos de uso clinico serve de alerta para as
agéncias de saude publica e para os consumidores desse tipo de pescado,
principalmente pela pratica do consumo in natura ou submetidos a processo

térmico brando.
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CAPITULO 3

Identificacdo e pesquisa de genes de viruléncia em Salmonella

isoladas de agua e de moluscos bivalves

Artigo a ser submetido a revista African Journal of Microbiology Research.
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Identificag&o e pesquisa de genes de viruléncia em Salmonella isoladas de

agua e de moluscos hivalves

C. S. Silveira®, N. S. Evangelista-Barreto”, I. P. Silva®, C. S. Carneiro’ e O. V.
Sousa?

!Laboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado, Universidade Federal do
Recodncavo da Bahia, Rua Rui Barbosa, 710, Cruz das Almas, Bahia 44380-000, Brasil
?Instituto de Ciéncias do Mar, Universidade Federal do Ceara, Avenida da Aboli¢do, 3207,
Fortaleza, Ceara 60165-081, Brasil

Por se encontrarem presentes em ambientes poluidos, devido o lancamento de
esgostos domeésticos e industriais, 0os moluscos bivalves sdo considerados
alimentos de risco, pois acumulam em seus tecidos contaminantes presentes no
ambiente. Este trabalho teve como objetivo indentificar e pesquisar genes de
viruléncia em cepas de Salmonella isoladas de amostras de agua e de moluscos
bivalves. Foram utilizadas nove estirpes de Salmonella, sendo cinco isoladas de
moluscos bivalves e quatro de agua de estuério. A identificacdo dos sorotipos se
deu por meio de triagem bioquimica e sorotipagem. A pesquisa dos genes de
viruléncia invA (invaséo), pefA (viruléncia do plasmideo codificado pela fimbria) e
spvC (viruléncia plasmidial) foi realizado por meio da técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). As cepas de Salmonella foram identificadas como
pertencentes aos sorovares, S. Saintpaul (1), S. Typhimurium (2), S. Albany (4) e
S. Montevideo (2). A presenca do gene invA foi identificado em 44,4% (4/9) dos
isolados em trés diferentes sorotipos, S. Montevideo, S. Albany e S. Typhimurium.
O gene pefA foi detectada em 22,2% (2/9) dos isolados, S. Typhimurium e S.
Albany, enquanto o gene spvC nao foi observado em nenhum dos isolados.
Dentre os sorotipos identificados, a presenca de S. Typhimurium é preocupante
por ser 0 segundo sorotipo mais envolvido em surtos alimentares, enquanto a
presenca dos genes invA e pefA aumentam a capacidade de viruléncia da

bactéria.

Palavras-chave: sorotipagem, viruléncia, ilhas de patogenicidade.

* Autor para correspondéncia. E-mail: nsevangelista@ufrb.edu.br
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ABSTRACT

Bivalve mollusks, present in polluted environments due to the release of solid
waste and wastewater are considered risk foods because accumulate
contaminants present in the environment in their tissues.The aim of this study was
identify and search virulence genes in Salmonella strains isolated from water
samples and bivalve mollusks. Nine Salmonella strains were used, five isolated
from bivalve mollusks and four from estuarine water. The serotypes identification
was through biochemical screening and serotyping. A survey of virulence genes
invA (invasion), pefA (plasmid-encoded fimbriae) and spvC (virulence plasmid)
was performed using the Polymerase Chain Reaction technique (PCR).
Salmonella strains were identified as belonging to serovars, S. Saintpaul (1), S.
Typhimurium (2), S. Albany (4) and S. Montevideo (2). The presence of the invA
gene was identified in 44.4 % (4/9) of the isolates in three different serotypes, S.
Montevideo, S. Typhimurium and S. Albany. The pefA gene was detected in
22.2% (2/9) isolates, S. typhimurium and S. Albany, while spvC gene was not
observed in any of the isolates. Among the serotypes identified, the presence of S.
Typhimurium is worrying for being the second serotype involved in foodborne
outbreaks, while the presence of invA and pefA genes increase the ability of

bacterial virulence .

Keywords: serotyping, virulence, pathogenicity islands.
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INTRODUCAO

O municipio de Sdo Francisco do Conde situado na Baia de Todos os
Santos e o municipio de Valenga, localizado no Baixo Sul da Bahia sdo duas
regides que tém em comum a pesca artesanal, principalmente a mariscagem,
atividade desenvolvida principalmente pelas mulheres e que contribui para o
sustento familiar, bem como o atrativo turistico devido as suas belas paisagens e
monumentos historicos.

No estado da Bahia tem-se um consumo siginificativo de frutos do mar,
principalmente em pratos culinarios do tipo moqueca (Cunha, 2010), além do
consumo de ostras in natura. Por se tratar de organismos filtradores, os moluscos
bivalves concentram e digerem algas, bactérias e particulas presentes na agua.
Concentram também contaminantes potencialmente nocivos, como toxinas e
metais pesados, assim como agentes patogénicos bacterianos e virais, atuando
como alimentos de alto risco para a saude humana (Morrison et al., 2011).

Os ambientes aquaticos vém sofrendo com a poluicdo em decorréncia da
acao antropica, sendo o lancamento de aguas residuais domésticas e industriais
uma das principais atividades poluentes do ambiente aquatico (Evangelista-
Barreto et al., 2013). A poluicdo neste ambiente compromete a inocuidade dos
moluscos bivalves, fazendo com que se tornem veiculadores de micro-organismos
patogénicos para o homem (Duarte et al., 2010).

Dentre os micro-organismos de interesse na saude publica e que se
encontra envolvido em surtos alimentares envolvendo o consumo de moluscos
bivalves tem-se a Salmonella (Farias et al., 2010). Esse género é composto por
duas espécies, Salmonella bongori e Salmonella entérica, compreendendo mais
de 2.610 diferentes sorotipos (Guiboudenche et al., 2010). A identificacdo e
nomenclatura das salmonelas sdo baseadas no esquema de Kauffman-White que
tem como base a soroaglutinacdo dos antigenos O (somética), H (flagelar) e Vi
(capsular) (Campos, 2005).

Devido a sua ampla distribuicdo na natureza e seu carater patogénico, a
salmonelose, doenca causada pela Salmonella, representa uma importante
doenca tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento (Carrasco et
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al., 2012). A via de transmissdo da bactéria é a fecal-oral, por intermédio do
contato direto ou indireto com animais infectados ou o consumo de agua e
alimentos contaminados (Nunes et al., 2010). Os sintomas incluem gastroenterite,
nauseas e cefaléia, com periodo de incubagcdo variando de seis a 72 horas
(Budiati et al., 2013).

Estima-se que as infec¢cOes causadas por Salmonella ocorram em uma faixa
de 200 a 1.300 milhdes, com uma taxa de mortalidade em cerca de 3 milhdes por
ano (Aslam et al.,, 2012). A presenca de Salmonella em alimentos de origem
aquatica (ostras, mexilhdes e peixes) tem sido relatada por varios autores.
Nascimento et al. (2011) analisaram sururu e ostras provenientes do mercado
central da cidade de Aracaju-SE e observaram a presenca da bactéria em todas
as amostras.

A capacidade da Salmonella em causar doencas depende de varios fatores
de viruléncia. Alguns desses fatores podem estar localizados em elementos
genéticos méveis como transposons e plasmideos, assim como nas llhas de
Patogenicidade (IP), regibes especificas do cromossomo da bactéria
responsaveis pela codificacdo de diversos fatores de viruléncia (Vieira, 2009 e
Galdino et al., 2013).

Dentre os principais genes envolvidos na viruléncia de Salmonella, o gene
invA localizado na SPI-1, é determinante na capacidade invasiva da bactéria nas
células epiteliais. Este gene pode estar presente em todos os sorovares de
Salmonella, permitindo que seja utilizado como alvo para a deteccdo da bactéria
(Galdino et al., 2013). Outro gene de interesse é o gene spvC, localizado nos
plasmideos e responséavel pela regulacdo da liberacdo de citocinas em células
infectadas, enquanto o gene pefA codificado por um plasmideo de viruléncia,
media a adesdo da Salmonella as células do epitélio intestinal (Oliveira et al.,
2013).

Baseado nisso, o0 presente trabalho teve como objetivo identificar e
pesquisar genes de viruléncia em isolados de Salmonella provenientes de

amostras de agua e moluscos bivalves em duas regides do estado da Bahia.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas nove cepas de Salmonella previamente isoladas a partir de
amostras de agua e de moluscos bivalves em dois estuérios do estado da Bahia,
Séo Francisco do Conde e Valenca (Tabela 1). As cepas se encontravam
armazenadas a 5° C na cole¢do do Laboratério de Microbiologia Ambiental e do
Pescado, no Nuacleo de Estudos em Pesca e Aquicultura — NEPA, na
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, Bahia, Brasil.

Tabela 1. Origem e fonte dos isolados de Salmonella.

Origem Numero de isolados Fontes

2 Ostra
SFC Sururu in natura
Sururu processado
Agua

Valenca Ostra

N RN R

Agua

SFC — Séao Francisco do Conde

Re-isolamento e sorotipagem de Salmonella

Para o reisolamento, as cepas foram inoculadas em caldo nutriente
(Himedia®) e incubadas a 35° C/24 h. ApOs o crescimento em caldo, foram
realizadas estrias em placas contendo agar Entérico Hektoen (Himedia®) e
incubadas a 35° C/24 h. Col6nias caracteristicas foram retiradas e colocadas em
agar estoque e em seguida submetidas aos testes de triagem bioquimica
utilizando os meios agar Ferro Acucar Triplo (TSI), agar Lisina Ferro (LIA), indol e
teste de ureia (Rodrigues et al., 2006).

Para a caracterizacdo dos sorovares os isolados foram enviados ao
Laboratério de Enterobactérias no Instituto Oswaldo Cruz- FIOCRUZ — RJ, por

meio da técnica de sorotipagem.
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Extragcdo de DNA cromossomico

As cepas de Salmonella foram inoculadas em caldo infusdo cérebro e
coracédo (Caldo BHI) (Acumedia®) e incubadas a 35° C/24 h. ApGs o crescimento
em caldo BHI foram retiradas aliquotas de 1 mL e realizada a extragdo do DNA
cromossOmico utilizando kit comercial Wizard Genomic DNA Purification
(Promega®).

As amostras contendo o DNA amplificado foram analisadas em gel de
agarose 1%. A corrida foi realizada em cuba horizontal de eletroforese (DIGEL;
DGH12/DGH14®) a 80 V/500 mA, com duracdo de 50 minutos em solugao
tampdo TBE 1 X. O gel de agarose foi corado com brometo de etidio e os

produtos amplificados foram visualizados no transluminador ultravioleta.

Pesquisa de genes de patogenicidade e viruléncia

Foram pesquisados por meio da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) os genes de viruléncia invA (patogenicidade), pefA (viruléncia

do plasmideo codificado pela fimbria) e spvC (viruléncia plasmidial) (Tabela 2) .

Tabela 2. Iniciadores e condicBes da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizados na

investigacdo dos genes de viruléncia nos isolados de Salmonella.

Genes Sequéncia dos iniciadores pb Ciclos Condicbes de
termociclagem
F: 5’ gcgccgcetcagecgaaccag 3’ 1 94°C/3min.
pefA 157
R: 5’gcagcagaagcccaggaaacagtg3’ 94°C/1min.
F: 5’acagtgctcgtttacgacctgaat 3’ 58°C/1min.
invA 30
R: 5’agacgactggtactgatcgataat3’ 244 72°C/1min.

F: 5’actccttgcacaaccaaatgcgga3’
spvC
R: 5’tgtcttctgcatttcgccaccatcad’ 571 1 72°C/5min.

Fonte: Trafny et al. (2006)
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Para a realizacdo das reacdes de amplificacdo foi preparado um mix de
reagentes (Tabela 3).

Tabela 3. Composicéo e concentracdes empregadas nas reacfes de investigacdo dos genes de

viruléncia nas estirpes de Salmonella.

PCR

Reagentes da reacgéo Genes de viruléncia

pefA spvC iNvA
Tampéao 5 X 50 pL 50 uL 50 uL
Dntp’s 2,0 uL 2,0 yL 2,0 uL
Iniciador F 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL
Iniciador R 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL
MgCl, 2,0 uL 2,0 yL 2,0 uL
Tag polimerase 1U 1U 1U
Vol. da reagao 25 pL 25 pL 25 pL

Fonte: adaptado a partir de Galdino et al. (2013)

A presenca do gene invA foi determinada utilizando a PCR simples e a
técnica de multiplex-PCR foi empregada para os genes spvC e pefA. Um
marcador de tamanho molecular de 100 pb (BioLabs®) foi usado como padrao
para comparacdo do tamanho molecular dos genes. O gel de agarose foi corado
com brometo de etidio e os produtos amplificados foram visualizados no

transluminador ultravioleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificacéo dos isolados

Na identificacdo das cepas de Salmonella foram identificados quatro
sorotipos, S. Typhimurium, S. Albany, S. Montevideo e S. Saintpaul (Figura 1).
Salmonella Albany foi o Unico sorotipo encontrado tanto no municipio de Sao

Francisco do Conde gquanto em Valenca em ambos os substratos (agua e
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moluscos). Salmonella Typhimurium encontrada nos bivalves in natura e S.
Saintpaul encontrada em agua foi proveniente de S&o Francisco do Conde

enquanto S. Montevideo encontrada na agua de Valenca.

P~
w

n2 de isolados
=

o

0,5
0
S. Albany S. Saintpaul
Typhlmurlum Montewdeo
magua 0 1 2 1
sururu processado 0 1 0 0
H sururu in natura 1 0 0 0
mostra 1 2 0 0

Figura 1. Perfil dos sorotipos de Salmonella isolados em amostras de agua e moluscos bivalves

nos municipios de Sao Francisco do Conde e Valenca.

Os sorotipos de Salmonella podem estar adaptados a hospedeiros
especificos, como S. Typhi, causadora da febre tifoide em humanos, ou ser
ubiquitarios, como S. Typhimurium, que causa infeccdes em humanos e animais
(Campos, 2005 e Oliveira et al., 2013).

A presenca de S. Typhimurium e S. Albany nas amostras de moluscos
bivalves tanto in natura como processado mostram que esses alimentos
representam um risco para a saude da populacdo, principalmente porque séo
ingeridos crus ou mal cozidos. A legislacdo brasileira preconiza a auséncia de
Salmonella spp. em 25 g do alimento (BRASIL, 2001).

A contaminacédo dos frutos do mar resulta da contaminacéo de origem fecal
por meio da agua poluida, manipuladores de alimentos infectados ou até mesmo
a contaminacdo cruzada durante o processamento e comercializacdo desse
alimento (Carrasco et al., 2012). Nos municipios estudados o processamento dos

moluscos é realizado sem as Boas Préticas de Manipulacdo, uma vez que sdo
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processados nas residéncias das marisqueiras, muitas vezes na porta de casa e
na presenca de insetos e animais.

Uma vez detectado a presenca de Salmonella em amostras de moluscos
bivalves, faz-se necesséaria a ado¢do de medidas preventivas para o controle de
veiculacdo de agentes patogénicos nesses alimentos. Dentre as medidas
preventivas se tem: a selecdo de area de captura desses organismos, bem como
a aplicacado do processo de depuracdo dos moluscos bivalves apds a sua captura
(Evangelista-Barreto et al., 2008).

A presenca de S. Typhimurium em moluscos bivalves € preocupante, uma
vez que este sorotipo de Salmonella ndo-tifoide € o mais frequentemente isolado
de alimentos causadores de surtos alimentares (Amagliani et al., 2012), sendo a
sua prevaléncia em isolados de animais e humanos (Boxstael et al., 2012).

Em cepas de Salmonella isoladas de patos na Maléasia, 29,6% dos isolados
pertenciam ao sorotipo S. Typhimurium e 11,2% a S. Albany (Adzitey et al., 2012).

A presenca de S. Albany nos isolados de agua em ambos 0s municipios
sugere que a contaminacdo ocorre pela presenca de excretas de animais, uma
vez que esse sorotipo é raramente isolado em processos infecciosos em
humanos (Silva-Hidalgo et al., 2012). No entorno do estuario é frequente a criacao
de porcos e aves nos quintais das residéncias da comunidade. Este fato contribui
para que 0s animais entrem em contato direto com o estuario, disseminando
bactérias patogénicas de origem animal para os humanos.

A presenca de S. Albany foi relatada em carcacas de frango em matadouros
do Brasil (Silva-Hidalgo et al., 2012), enquanto Passos et al. (2011), relataram a
presenca de S. Albany em 16,6% de mexilh6es em bancos naturais no estado de
Séo Paulo.

Pinheiro et al. (2006), relataram Salmonella sp. e S. Newport em sushi e
sashimi comercializados na cidade de Fortaleza, Ceara. Segundo os autores este
fato é preocupante, uma vez que mesmo em baixas concentracfes de células a
presenca da bactéria é suficiente para causar a salmonelose. Silva et al. (2011)
analisando amostras de agua em uma area de extracdo de moluscos bivalves no
estado da Bahia relataram a presenca de Salmonella sp. em 43,4% (10/23) das
amostras.

71



O sorotipo S. Saintpaul foi isolado apenas nas amostras de agua no
municipio de S&o Francisco do Conde, indicativo de que o estuario vem sofrendo
com o lancamento de excretas humanas. Segundo Akiyama et al. (2011) S.
Saintpaul é frequentemente isolada a partir de fontes humanas, tendo sido isolada
em amostras de mariscos importados.

Devido ao curso da maré, os residuos sélidos lancados no entorno do
estuario acabam chegando aos locais de extracdo de moluscos bivalves e em
virtude do sistema de filtracdo desses animais, carreiam elevadas concentracdes
de micro-organismos. A presenca de bactérias de origem fecal compromete a
gualidade dos moluscos, importante produto da pesca que serve de subsisténcia

para as populagdes costeiras.

Deteccéao dos genes de viruléncia

O mecanismo de patogenicidade da Salmonella inclui diversos fatores de
viruléncia. Entre eles os mais importantes sdo as adesinas, as invasinas e 0s
fatores que inibem as defesas do hospedeiro (Vieira, 2009).

Na Tabela 4 sdo mostrados os resultados da pesquisa de genes de

viruléncia das nove cepas de Salmonella isolados dos diferentes substratos.

Tabela 4. Presenca dos genes de viruléncia nos diferentes sorotipos de Salmonella
isolados em amostras de dgua e moluscos bivalves nos municipios de Valenca e S&o

Francisco do Conde, Bahia, Brasil.

Genes de viruléncia

Isolados Origem Sorovares pefA invA spvC
1 Ostra Salmonella Typhimurium + + -
2 Ostra Salmonella Albany + + -
3 Sururu processado Salmonella Albany - - -
4 Ambiente Salmonella Montevideo - + -
5 Ambiente Salmonella Montevideo - - -
6 Ambiente Salmonella Saintpaul - - -
7 Ambiente Salmonella Albany - + -
8 Ostra Salmonella Albany - - -
9 Sururu in natura Salmonella Typhimurium - - -

+ presencga do gene; - auséncia do gene.
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O gene invA foi detectado em quatro dos isolados, o gene pefA esteve
presente em dois isolados, enquanto nenhum dos isolados foram capazes de
expressar o gene spvC (Tabela 4).

Apenas 22,2% (2/9) dos isolados apresentaram dois dos genes de
viruléncia, os sorotipos S. Typhimurium e S. Albany, sendo estes isolados nos
moluscos (Tabela 4). Este fato demonstra a importancia em nado se consumir
moluscos bivalves in natura, visto que a presenca de genes relacionados a
invasao celular (invA) e adeséo (pefA) em uma mesma estirpe aumentam o seu
grau de patogenicidade (Galdino et al., 2013).

Os fragmentos especificos para os genes invA foram amplificados para
quatro amostras (44,4%) (Figura 2).

244pb -

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1,0% corado com brometo
de etideo mostrando os produtos de amplificacéo para o gene invA em
nove isolados de Salmonella; sendo M; marcador de peso molecular
100pb, B; Branco, linhas de 1 a 9 sorotipos de Salmonella e 10;

controle negativo.

O gene invA é essencial para permitir a passagem da Salmonella através
das células epiteliais, causando infec¢cdes sistémicas devido a sua proliferacdo
dentro do organismo do hospedeiro (Mohamed et al., 2014). Um percentual de

10% de isolados de Salmonella em ostras de cultivo nos Estados Unidos
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apresentou a presenga do gene invA (DePaola et al., 2010). Em um estudo
desenvolvido no novo México com Salmonella entérica isoladas a partir de casos
clinicos foi verificada a presenca desse gene em todos os isolados (Smith et al.,
2010).

Segundo Moussa et al. (2010), S. Typhimurium isolada a partir de carne de
frango apresentou o gene invA em 100% dos isolados, enquanto Kumar et al.
(2009), observaram esse gene em isolados provenientes de frutos do mar.

O gene invA é altamente conservado nas espécies e nos sorovares de
Salmonella, sendo considerado alvo para sua deteccdo por meio da técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (Craciuna et al., 2012).

Salmonella Albany isolado de fezes de uma jaguatirica macho (Leopardus
pardalis) no jardim zool6gico do México também apresentou o gene invA (Silva-
Hidalgo et al., 2012). No presente estudo este sorotipo também expressou o gene
invA.

Salmonella Saintpaul foi o Unico sorotipo que nao apresentou nenhum dos
genes testados (Tabela 2). Dados semelhantes foram relatados por Akiyama et al.
(2011) para o gene pefA.

O fragmento de amplificacéo para o gene pefA foi observado em 22,2% (2/9)

dos isolados, enquanto nenhuma das estirpes apresentou o gene spvC (Figura 3).

157pb —>

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etideo
mostrando os produtos de amplificacdo para o gene pefA em nove isolados de
Salmonella; sendo M; marcador de peso molecular 100pb e linhas de 1 a 9 sorotipos de
Salmonella.
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As fimbrias desempenham um papel importante na patogenicidade das
bactérias. Em Salmonella promovem a sua fixacdo nas células epiteliais
intestinais do hospedeiro (Bolton et al., 2013). A fimbria PEF é codificada pelo
operon pef que € compostos por quatro genes, dentre eles o gene pefA que se
encontra presente em um plasmideo de 90 Kb identificado em S. Typhimurium
(Oliveira et al., 2013). Fato também observado no presente estudo, pois um dos
isolados foi capaz de expressar o gene pefA em S. Typhimurium (Tabela 4).

Em estirpes de Salmonella Enteritidis isoladas no Brasil a partir de diferentes
fontes (alimento, humana e animal), apenas 2,7% (3/110) dois isolados né&o
apresentaram o gene pefA (Castilla et al., 2006).

Salmonella Tuckey isolada durante o periodo de 2005 a 2008 na Tunisia em
diferentes fontes, 87,7% dos isolados apresentaram o gene invA e nenhum gene
spvC (Turki et al., 2012). Em S. Enteritidis isolada a partir de fontes humanas e
animais no Iran apresentaram os genes spVvA, spvB e spvC em 90% dos isolados
de humanas e em 100% dos bovinos (Amini et al., 2010).

Bactérias do género Salmonella podem apresentar genes relacionados a
invasao e viruléncia, mas nem sempre sao capazes de expressa-los devido as
condicGes de sobrevivéncia em que elas se encontram, como por exemplo, nivel

de oxigénio e pH (Campos, 2005 e Okamoto et al., 2010).

CONCLUSAO

Foram identificados quatro sorotipos de Salmonella. Dentre os sorotipos
identificados a presenca de S. Typhimurium é preocupante por ser o segundo
sorotipo mais envolvido em surtos alimentares, enquanto a presenca dos genes

invA e pefA aumentam a capacidade de viruléncia da bactéria.
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CONSIDERACOES FINAIS

O lancamento de esgotos domésticos, industrias e a criacdo de animais
proximos aos estudrios, assim como o crescimento demografico desordenado nas
cidades litorAneas vem impactando o ambiente aquético, fato decorrente
principalmente da falta de saneamento béasico em varias cidades do estado da
Bahia. A contaminacdo destes ambientes é preocupante, uma vez que a pesca
artesanal e a mariscagem sao atividades de subsisténcia em varias comunidades
ribeirinhas.

Nas regides litoraneas do estado da Bahia, como nos municipios de Valenca
e Séo Francisco do Conde, o consumo de frutos do mar, como ostras e sururu,
faz parte da culinaria local, tanto pela comunidade, como pelos turistas que
visitam a regido. Assim, faz-se necessario o0 monitoramento nas areas de
extracdo de moluscos bivalves, bem como a aplicacdo de tratamentos
secundarios, como o processo de depuracdo dos organismos a fim de garantir a
inocuidade do alimento.

O uso indiscriminado de antimicrobianos na medicina humana e veterinaria e
0 descarte inadequado destes farmacos no ambiente aquatico vém fazendo com
gue aumente cada vez mais 0 surgimento de estirpes resistentes, fato
preocupante, pois essa caracteristica adquirida pela bactéria dificulta o tratamento
das infeccbes. Apesar de haver um maior controle na venda de antimicrobianos, a
automedicacdo ainda € uma realidade, bem como a indicacdo rotineira de

antimicrobianos de amplo espectro pelos profissionais da area de saude.
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