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RESUMO 

OLIVA, Marcelo dos Santos. Utilização de marcadores fenogenotípicos de virulência na 

caracterização de Vibrio spp. isolados a partir de mexilhões (Perna perna) em diferentes 

pontos do litoral do Rio de Janeiro. 2012. 82f. Tese (Doutorado em Ciência, Tecnologia e 

Inovação Agropecuária). Pró-Reitoria de Pesquisa e Pós Graduação, Universidade Federal 

Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012. 
 

Os mexilhões são moluscos bivalves filtradores que se alimentam de micro-organismos 

captados pela corrente de água e não filtram seletivamente o alimento, refletindo a qualidade 

microbiológica do habitat aquático. O trabalho objetivou caracterizar espécies bacterianas de 

importância em Saúde Pública associadas aos bivalves incrustados em costões rochosos 

próximos a cabos subaquáticos no Arquipélago de Santana em Macaé e em fazendas de 

maricultura em Angra dos Reis, Baía da Ilha Grande e Arraial do Cabo, no Estado do Rio de 

Janeiro. Associado a isso, o trabalho visou detectar o perfil de resistência antimicrobiana dos 

isolados bacterianos e os genes marcadores e de virulência a partir de Vibrio spp. Foi feita a 

caracterização pela detecção de gene alvo (rpoA) encontrado em todas as cepas de Vibrio, dos 

genes espécie específico (tlh e cth) e genes de virulência (tdh, trh  e cth), e avaliada a água do 

mar quanto a possíveis contaminações decorrentes de atividades pesqueiras e subaquáticas. 

Foram feitas 7 coletas e obtidos 209 isolados de Vibrio spp., representados por Vibrio 

parahaemolyticus 40,66% (85/209), Vibrio alginolyticus 19,6% (41/209), Vibrio vulnificus  

12,4% (26/209) e outras espécies 27,2%  (57/209). Foram detectados 91,3% (191/209) de 

resistência à ampicilina, 23,9% (50/209) à ciprofloxacina, 18,6% (39/209) à nitrofurantoína, 

5,7% (12/209) à tetraciclina, 4,3% (9/209) à pefloxacina e 3,3% (7/209) ao cloranfenicol. 

Todos os 209 isolados identificados fenotipicamente como Vibrio spp. amplificaram o gene 

rpoA, gerando fragmento de 242 pb. O gene tlh foi detectado em 40,6% (85/209) dos isolados 

de Vibrio spp., identificados como V. parahaemolyticus. Do total de 85 isolados de Vibrio 

parahaemolyticus, o gene tdh foi detectado em 68,2% (58/85) e o gene trh em nenhum 

isolado. O gene cth foi detectado em 12,5% (26/209) dos isolados, todos identificados 

fenotípicamente como V. vulnificus, amplificando um fragmento de 386 pb. A análise do 

sequenciamento genético em oito isolados de Vibrio spp. foi correlata com a identificação 

fenogenotípica em 50% (4/8). Nos isolados onde não foi estabelecida correlação (4/8) foram 

aplicados testes bioquímicos e identificação genotípica baseada em genes espécie-específicos. 

Em relação à detecção de enterobactérias, a partir das 7 coletas, foram obtidos 88 isolados, 

representados por 29,5% (26/88) de Escherichia coli, 10,2% (9/88) de Enterobacter 

agglomerans e Enterobacter cloacae, 9,1% (8/88) de Citrobacter diversus, 7,9% (7/88) de 

Enterobacter aerogenes, 5,7% (5/88) de Proteus vulgaris, 4,5% (4/88) de Serratia rubidae, 

Enterobacter sakazakii e Citrobacter freundii, 3,4%  (3/88) de Hafnia alvei, 2,3% (2/88) de 

Serratia marcencens, Klebsiella oxytoca, Morganella morganii e Yersinia enterocolitica e 

1,1% (1/88) de Proteus mirabilis. Foram detectados 64,7% (57/88) de resistência à ampicilina, 

39,7% (35/88) à cefalotina, 30,7% (27/88) à gentamicina, 26,1% (23/88) à cefoxitina, 15,9% 

(14/88) à ceftriaxona e tetraciclina, 13,6% (12/88) ao cloranfenicol, 11,4% (10/88) à 

ciprofloxacina, 7,9% (7/88) à ampicilina-sulbactam e aztreonam e 1,1% (1/88) ao imipinem. 

A análise microbiológica da água do mar revelou a presença de coliformes termotolerantes em 

50% (4/8) das amostras de Arraial do Cabo. Foram detectados 12 isolados de Aeromonas spp. 

A patogenicidade de algumas espécies bacterianas, aliada a resistência a antibióticos, torna 

importante a avaliação microbiológica dos mexilhões para monitorar estes organismos, para a 

segurança dos manipuladores e consumidores. 

Palavras-chaves: Aeromonas. Coliformes. Mexilhões. Mitilicultura. Saúde pública. Vibrio. 



 

ABSTRACT 

OLIVA, Marcelo dos Santos. Use of virulence fenotipic and genotipic markers in the 

characterization of Vibrio spp. isolated from mussels (Perna perna) from different parts 

of Rio de Janeiro coast. 82p. Thesis (Doctor Science in Ciência, Tecnologia e Inovação 

Agropecuária). Pró-Reitoria de Pesquisa e Pós Graduação, Universidade Federal Rural do Rio 

de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012. 

 

Mussels are bivalve filtrating mollusks, which feed of microorganism uptaken from the water 

current, and it is not a selective mechanism, so mussels microbiological analysis shows up the 

aquatic environment quality. The objective of the study was to characterize the bacterial 

species of public health importance associated with bivalve mollusks incrustated in 

underwater cable and into the coastal rocks of Arquipélago de Santana, Macaé, and 

mariculture farms in Angra dos Reis of Ilha Grande and Arraial do Cabo, all in Rio de Janeiro 

State. Associated with this, the present study aimed to detect antimicrobial resistance profile 

of bacterial isolates and virulence markers and genes from Vibrio spp. Characterization was 

performed by detecting of target gene (rpoA), found in all strains of Vibrio, species specific 

genes (tlh and cth) and virulence genes (tdh, trh and cth). It was evaluated the water quality 

for possible contamination from fishing activities and underwater. Seven samples were taken 

and obtained a total of 209 strains of Vibrio spp., represented by Vibrio parahaemolyticus 

40.66% (85/209), Vibrio alginolyticus 19.6% (41/209), Vibrio vulnificus 12.4% ( 26/209) and 

other species 27.2% (57/209). Was detected 91.3% (191/209) ampicillin resistance, 23.9% 

(50/209) to ciprofloxacin, 18.6% (39/209) to nitrofurantoin, 5.7% (12/209) to tetracycline, 

4.3% (9/209) to pefloxacin and 3.3% (7/209) to chloramphenicol. All 209 isolates 

phenotypically identified as Vibrio spp. amplified rpoA gene, generating a fragment of 242 

bp. The tlh gene was detected in 40.6% (85/209) of the isolated Vibrio spp., all phenotypically 

identified as V. parahaemolyticus. Among 85 strains of Vibrio parahaemolyticus, the tdh gene 

was detected in 68.2% (58/85), and the trh gene was not detected. The cth gene was detected 

in 12.5% (26/209) of isolates, all identified phenotypically as V. vulnificus, amplifying a 

fragment of 386 bp. The correlation between the fenotipic and genotypic identification of the 

Vibrio spp. strains with the sequencing data was obtained in 50% (4/8) of isolates. In isolates 

whithout correlation (4/8) biochemical assays and genotypic identification based on species-

specific genes tests were applied to identify the isolates. The detection of Enterobacteriaceae 

achieved a total of 88 isolates, represented by 29.5% (26/88) of Escherichia coli, 10.2% (9/88) 

of Enterobacter agglomerans and Enterobacter cloacae, 9.1% (8/88) of Citrobacter diversus, 

7.9% (7/88) of Enterobacter aerogenes, 5.7% (5/88) of Proteus vulgaris, 4.5% (4/88) of 

Serratia rubidae, Enterobacter sakazakii and Citrobacter freundii, 3.4%  (3/88) of Hafnia 

alvei, 2.3% (2/88) of Serratia marcencens, Klebsiella oxytoca, Morganella morganii and 

Yersinia enterocolitica and 1.1% (1/88) of Proteus mirabilis. Also, it was detetecetd 64.7% 

(57/88) ampicillin resistance, 39.7% (35/88) to cephalothin, 30.7% (27/88) to gentamicin, 

26.1% (23/88) to cefoxitin, 15.9% (14/88) to ceftriaxone and tetracycline, 13.6% (12/88) to 

chloramphenicol, 11.4% (10/88) to ciprofloxacin, 7.9% (7/88) to ampicillin and sulbactam, 

aztreonam, and 1.1% (1/88) to imipenem. Microbiological analysis of seawater revealed 

presence of coliforms in 50% (4/8) of samples from Arraial do Cabo. A total of 12 strains of 

Aeromonas spp. were detected. Due to intrinsic pathogenicity of some bacterial species, plus 

the antibiotics resistance, it is important the microbiological evaluation of mussels for their 

monitoring, ensuring the safety of handlers and consumers. 
 

Key words: Aeromonas. Coliforms. Mussel. Mussel culture. Public health. Vibrio. 



 

RESUMEN AMPLIADO 

 

OLIVA, Marcelo dos Santos. Uso de marcadores de virulencia fenogenotípicos en la 

caracterización de Vibrio spp. aislados de mejillones (Perna perna) en diferentes zonas 

de la costa de Río de Janeiro. 82p. Tesis (Doctorado en Ciência, Tecnologia e Inovação em 

Agropecuária). Pró-reitoria de Pesquisa e Pós Graduação, Universidade Federal Rural do Rio 

de Janeiro, Seropédica, RJ. 

 

1 Introducción 

 

Los mejillones son bivalvos filtradores que carecen de capacidad de filtración selectiva 

de los alimentos y retienen los microorganismos capturados por la corriente de agua, 

pudiendo representar un importante vehículo para la transmisión de bacterias patógenas 

(LIRA et al., 2001). La diversidad del medio ambiente marino está en peligro debido a la 

contaminación, la descarga de efluentes industriales y aguas de lastre de los barcos. Esto se 

torna un problema debido a que estas áreas están muchas veces destinadas al cultivo de 

mejillones, ocasionando un problema en la salud pública. La presencia de Vibrio spp. ha sido 

relacionada con manifestaciones intestinales y extraintestinales tales como infecciones de la 

piel o de heridas (PFEFFER et al., 2003). El interés en la realización de este estudio surgió de 

la necesidad de caracterizar la especie y la susceptibilidad a los antimicrobianos de las 

bacterias asociadas a los bivalvos, así como determinar su importancia para la salud pública 

debido a la ingestión de mariscos contaminados y la exposición de profesionales de la 

acuicultura durante el proceso de colecta de moluscos. 

 

2  Material y Métodos 

 

Se realizó un total de siete recolecciones de mejillones de la especie Perna perna en 

Macaé, Angra dos Reis y Arraial do Cabo, todos ubicados en el estado de Rio de Janeiro. Los 

mejillones fueron analizados en el Laboratorio de Bacteriología de la Universidad Federal 

Rural de Río de Janeiro. Para la detección de Vibrio spp. se adoptó la metodología 

recomendada por la FDA (1995), y la identificación de los microorganismos se realizó según 

la metodología propuesta por Koneman et al. (2008). La identificación de Enterobacterias y 

Aeromonas fue realizada según recomendaciones de Koneman et al. (2008). Después del 

aislamiento, se analizó el perfil de susceptibilidad a antimicrobianos de todas las cepas 

bacterianas según el CLSI (2007; 2011). 

Los coliformes totales y fecales fueron enumerados por el método del Número Más 

Probable (NMP) de acuerdo con las recomendaciones establecidas por la Instrucción No. 62 

de la Secretaría de Agricultura, Ganadería y Abastecimiento - MAPA (BRASIL, 2003). 

La extracción de ADN se realizó de acuerdo a la metodología descrita por Chapman et al. 

(2001). Los ensayos de reacción en cadena de polimerasa (PCR) se realizaron de acuerdo a 

los protocolos descritos en la literatura para la detección del gen rpoA, que se encuentra en 

todos los aislados de Vibrio spp. (DALMASSO et al., 2009), y genes especie específicos de 

Vibrio parahaemolyticus (tlh) (HONDA et al., 1993), genes de virulencia de Vibrio 

parahaemolyticus (tdh y trh) (HONDA et al., 1993) y el gen especie específico de Vibrio 

vulnificus (cth) (BRAUN et al., 1991). 

Los productos de amplificación fueron purificados usando Exo-Sap (USB Corporation, 

Cleveland, Ohio) según lo recomendado por el fabricante y secuenciados por la empresa 

Helixxa for Life (Campinas / SP). Las secuencias fueron editadas en el programa BioEdit 



 

(HALL, 1999) y analizadas mediante el algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997), lo que 

permite determinar la identidad de las secuencias de los microorganismos aislados por 

comparación con las secuencias de nucleótidos almacenadas en la base de datos NCBI 

(GenBank; http://www.ncbi. nlm.nih.gov). Las secuencias fueron importadas en el programa 

MEGA versión 4 (TAMURA et al., 2007), y alineadas utilizando el programa Clustal W 

(HIGGINS et al., 1994). Los dendrogramas fueron construidos utilizando el algoritmo 

Neighbor joining (NJ) (KUMAR et al., 2004).  

 

3 Resultados y Discusión 

 

Un total de 209 cepas de Vibrio spp. fueron aisladas de las 7 muestras, representadas 

por Vibrio parahaemolyticus 40,66% (85/209), Vibrio alginolyticus 19,6% (41/209), Vibrio 

vulnificus 12,4% (26/209) y otras especies de Vibrio 27,2% (57/209). Se analizó el perfil de 

resistencia a antibióticos, siendo 91,3% de los aislamientos (191/209) resistente a la 

ampicilina, 23,9% (50/209) a la ciprofloxacina, 18,6% (39/209) a la nitrofurantoína, 5,7% 

(12/209) a la tetraciclina, 4,3% (9/209) a la perfloxacina y 3,3% (7/209) al cloranfenicol. 

Todos los 209 aislados identificados fenotípicamente como Vibrio amplificaron el gen rpoA, 

generando un fragmento de 242 pb. El gen tlh fue detectado en 40,6% (85/209) de los aislados 

de Vibrio spp., todos los que habían sido identificados fenotípicamente como V. 

parahaemolyticus. De todos los 85 aislamientos de Vibrio parahaemolyticus, el gen tdh fue 

detectado en el 68,2% (58/85). 

El gen trh no fue detectado en ninguno aislamiento. El gen cth fue detectado en 12,5% 

(26/209) de los aislados, los cuales habían sido identificados fenotípicamente como V. 

vulnificus. Estos aislados amplificaron un fragmento de 386 pb. La correlación entre la 

identificación fenotípica y genotípica de los aislados de Vibrio con los datos de secuenciación 

fue de 50% (4/8). En los aislados para los cuales no fue posible establecer esta correlación 

(4/8), se realizaron los ensayos bioquímicos y la identificación genotípica basada en genes 

específicos de especies para tratar de resolver los problemas relacionados con la 

identificación. 

También fueron aisladas 88 cepas de Enterobacteriaceae, representadas por 29,5% 

(26/88) de Escherichia coli, 10,2% (9/88) de Enterobacter agglomerans y Enterobacter 

cloacae, 9,1% (8/88) de Citrobacter diversus, 7.9% (7/88) de Enterobacter aerogenes, 5,7% 

(5/88) de Proteus vulgaris, 4,5% (4/88) de Serratia rubidae, Enterobacter sakazakii  y 

Citrobacter freundii, 3,4%  (3/88) de Hafnia alvei,  2,3% (2/88) de Serratia marcencens, 

Klebsiella oxytoca, Morganella morganii y Yersinia enterocolitica y 1,1% (1/88) de Proteus 

mirabilis. 

Fue detectado 64,7% (57/88) de resistencia a la ampicilina, 39,7% (35/88) a la 

cefalotina, 30,7% (27/88) a la gentamicina, 26,1% (23/88) a la cefoxitina, 15,9% (14/88) a la 

ceftriaxona y tetraciclina, 13,6% (12/88) al cloranfenicol, 11,4% (10/88) a la ciprofloxacina, 

7,9% (7/88) a la ampicilina-sulbactam y aztreonam y 1,1% (1/88) a imipenem. 

El análisis microbiológico del agua de mar reveló la presencia de coliformes en el 50% 

(4/8) de las muestras recogidas en Arraial del Cabo. 

Además, se detectó un total de 12 cepas de Aeromonas spp. Existe una necesidad de 

conocer mejor acerca de este organismo con el fin de elucidar su importancia real para los 

campos de la microbiología y de vigilancia de la salud. 

La patogenicidad intrínseca de algunas especies bacterianas, junto con la resistencia a 

algunos antibióticos, es importante para evaluar la calidad microbiológica de los mejillones, 

garantizando una mayor seguridad a los manipuladores y consumidores. 

 

 



 

4 Conclusión 

 

La asociación entre los seres humanos, los organismos acuáticos y microorganismos 

señala la importancia de la vigilancia ambiental responsable a través de un control sistemático 

de las cepas circulantes y su posible importancia clínica y potencial patogénico. Los 

resultados obtenidos en este estudio indican que el consumo de mejillones sin cocción previa 

puede resultar en enfermedades en los seres humanos caracterizadas por síntomas 

gastrointestinales. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os mexilhões são moluscos bivalves filtradores que se alimentam de micro-

organismos suspensos na água e não apresentam capacidade seletiva de filtração do seu 

alimento. Por se alimentarem destas partículas em suspensão na água podem representar 

importante veículo de transmissão de bactérias e vírus patogênicos, além de metais pesados e 

outras substâncias tóxicas, que por ventura estejam nestas águas, sendo por isso conhecido 

como bioindicadores de contaminação ambiental. Seu cultivo comercial é uma prática que 

tem crescido em todas as regiões litorâneas do Brasil devido ao seu valor comercial e valor 

nutritivo e devido às riquezas dos recursos naturais do ecossistema aquático. 

A diversidade do ambiente marinho encontra-se ameaçada em algumas áreas por conta 

da poluição decorrente de áreas densamente povoadas, lançamento de poluentes em rios, 

descarga de efluentes industriais, derramamento de óleo, descarga de água de lastro de 

embarcações e desmatamento. Este fato se torna um problema à saúde pública quando 

compromete áreas de cultivo ou extração de moluscos, os quais são utilizados na alimentação 

humana. Os micro-organismos e metais pesados são os contaminantes mais perigosos porque 

nem sempre causam alterações aparentes ou imediatas e o molusco, embora contaminado, 

pode ser considerado apto para consumo. 

A análise microbiológica dos mexilhões reflete a qualidade do seu habitat aquático e 

estes organismos devem ser constantemente monitorados a fim de garantir a produção de um 

alimento inócuo para a saúde humana. 

Os membros da família Vibrionaceae são habitantes naturais de ambientes marinhos e 

estuários e muitos podem causar infecções em humanos, podendo estar associados a 

manifestações gastrentéricas sob a forma de surtos ou casos esporádicos após a ingestão de 

pescado e moluscos bivalves sem cocção ou insuficientemente cozidos. A infecção por Vibrio 

spp. também  pode, em alguns casos, apresentar quadros clínicos de septicemia, otites, 

infecções de pele e tecidos moles. As infecções são, geralmente, adquiridas por consumo de 

alimento e água contaminada ou mais raramente, por contaminação direta de feridas cutâneas 

ocorrida durante o contato com a água do mar ou estuarinas. 

A expressão de fatores de resistência e virulência em micro-organismos patogênicos 

permite sua sobrevivência no organismo hospedeiro e confere capacidade de provocar 

infecção. O gênero Vibrio apresenta versatilidade de estratégias de patogenicidade, fatores de 

virulência e capacidade de sobrevivência e multiplicação em uma diversidade de ambientes. O 

repertório genético desta bactéria para adaptação a mudanças e ambientes hostis, foi 

demonstrado pelo surgimento de cepas que manifestaram mecanismos de resistência aos 

antimicrobianos logo após a introdução destes fármacos na prática clínica. 

O gênero Vibrio apresenta uma variedade de espécies que possuem características 

bioquímicas em comum, o que por vezes, dificulta a identificação fenotípica de espécies. 

Desse modo, métodos moleculares podem complementar a identificação do gênero Vibrio e 

suas espécies. A detecção de genes alvos como o gene da subunidade RNA polimerase 

(rpoA), encontrado em todas as cepas de Vibrio, tem sido utilizada para a caracterização 

genotípica deste gênero. 

Para a identificação genotípica de Vibrio parahaemolyticus pode-se detectar a 

hemolisina termolábil através da presença do gene tlh, espécie-específico, encontrado em 

todos os isolados clínicos e ambientais de V. parahaemolyticus. Além disso, genes de 

virulência como tdh (hemolisina termoestável direta) e trh (hemolisina termoestável 

relacionada) podem ser detectados em cepas patogênicas de Vibrio parahaemolyticus.  
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A presença de uma exotoxina termolábil, com ação de hemolisina-citolisina e 

codificada pelo gene cth, tem sido relatada como um marcador específico e de virulência de 

Vibrio vulnificus.  

Além do gênero Vibrio, a detecção de enterobactérias nos mexilhões e na água do mar 

utilizada para o cultivo destes organismos apresenta importância em saúde pública, visto sua 

capacidade de filtração. A transmissão das enterobactérias no geral se dá por via fecal-oral e 

ocorre através da ingestão de alimentos contaminados.  Tradicionalmente, estas bactérias têm 

sido consideradas como indicadoras de poluição fecal em águas e sua detecção reflete a 

condição geral do ambiente marinho.  

O gênero Aeromonas não está relacionado a condições sanitárias inadequadas por não 

terem correlação com micro-organismos indicadores de contaminação fecal. No entanto este 

micro-organismo está amplamente distribuído pelo ambiente aquático, sendo isolados de 

peixes, ostras, camarões e mexilhões, sendo responsáveis por gastrenterientes, caracterizando-

se por diarréia aguda, aquosa autolimitada e de curta duração. 

 

O presente trabalho teve como objetivo geral caracterizar as espécies bacterianas de 

importância em Saúde Pública associadas aos bivalves, bem como avaliar a qualidade 

microbiológica de mexilhões provenientes de fazendas de mariculturas, situadas no Estado do 

Rio de Janeiro, a fim de se obter informações sobre o risco potencial à saúde dos maricultores, 

pescadores e da população consumidora.  Associado a isso, o presente trabalho visou detectar 

o perfil de resistência antimicrobiana dos isolados bacterianos e os genes marcadores e de 

virulência a partir de Vibrio spp. 

 

Os objetivos específicos do estudo foram: 

- Executar o levantamento e a identificação de bactérias presentes na microbiota de 

moluscos bivalves incrustados em costões rochosos no Arquipélago de Santana em Macaé, 

próximo a cabos subaquáticos e em fazendas de maricultura em Angra dos Reis, na Baía de 

Ilha Grande, e em Arraial do Cabo, todos localizados no estado do Rio de Janeiro. 

- Avaliar por meio de métodos fenotípicos a resistência aos agentes antimicrobianos 

dos isolados bacterianos provenientes dos mexilhões; 

- Avaliar a qualidade microbiológica da água destinada ao cultivo de mexilhões. 

 - Confirmação do gênero Vibrio através da detecção do gene rpoA; e  

- Detecção dos genes espécie-específicos e de virulência em isolados de Vibrio 

parahaemolyticus e Vibrio vulnificus. 

 

Os mexilhões avaliados foram coletados através de mergulho autônomo próximos a 

cabos subaquáticos e costões rochosos, no Arquipélago de Santana em Macaé, e em fazendas 

de maricultura na Baía de Ilha Grande e em Arraial do Cabo, todos localizados no Estado do 

Rio de Janeiro.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Importância Sócio-Econômica da Maricultura  

 

No cenário nacional, a pesca está incluída entre as quatro maiores fontes de 

fornecimento de proteína animal para o consumo humano. Além de sua importância para a 

nutrição, os recursos pesqueiros requerem uso e manejo sustentável por sua importância 

sócio-econômica, ambiental e cultural. A sustentabilidade dos recursos pesqueiros depende de 

vários fatores, entre esses, da pesca, do tamanho da frota, retorno econômico, a existência de 

políticas de subsídios e incentivos, o emprego de métodos predatórios de pesca, degradação 

dos habitats, as várias formas de poluição marinha, doméstica, industrial e decorrente do uso 

de insumos agrícolas; o desmatamento e a degradação dos recursos hídricos; oscilações 

climáticas e oceânicas (FIPERJ, 2008). 

A produção pesqueira mundial encontra-se estabilizada em torno de 100 milhões de 

toneladas. A maior parte dos estoques pesqueiros tradicionais encontra-se em declínio, 

principalmente devido à sobrepesca e a outros fatores antrópicos tais como a poluição 

(DULVY et al., 2003; PAULY; WATSON, 2004; FAO 2009; NETO et al., 2010).  No Brasil, 

a extração de recursos marinhos tem sido uma atividade rotineira das comunidades costeiras, 

tendo passado de uma atividade equilibrada e aceitável como subsistência e para a 

complementação de renda familiar para outra de dimensões drásticas de sobrexploração 

predatória (FAGUNDES et al., 2004). O declínio da pesca no litoral brasileiro decorrente 

dessa sobrepesca predatória e da poluição vem impondo as comunidades uma nova realidade, 

onde a economia não suplanta mais a condição de sobrevivência da atividade, provocando 

êxodo das famílias para outras regiões, o abandono em massa da atividade pesqueira ou a 

transferência para atividades mais promissoras, como o caso da mitilicultura.  

A mitilicultura pode então constituir uma alternativa para o sustento de comunidades 

pesqueiras defrontadas com a crise na pesca (BERRE, 1995; HENRIQUES, et al., 2000). 

Ramo da aquicultura responsável pelo cultivo de ostras e mexilhões que apresentam grande 

valor comercial, a mitilicultura surgiu na Europa há cerca de 750 anos, tornando-se 

considerável fonte alimentícia e de renda para diversas populações litorâneas em vários 

países. Pelo fato do cultivo ser realizado com relativa facilidade, requerendo pequeno 

investimento para a implantação e simplicidade de manutenção, a atividade vem crescendo 

em todo o mundo e tem sido reportada por diversos autores como excepcional alternativa de 

produção e renda, principalmente para pescadores artesanais (ARANA, 1999; VINATEA, 

2000). 

A mitilicultura apresenta grande relevância na alimentação mundial, justamente em 

um período onde as fronteiras agrícolas praticamente não apresentam capacidade de expansão 

e as fronteiras marinhas ainda apresentam enorme possibilidade de ampliação. Estimativas da 

Organização das Nações Unidas (ONU) apontam que a pesca e aqüicultura são atividades 

consideradas estratégicas para a segurança alimentar sustentável do planeta no futuro, pois 

estas são capazes de fornecer proteínas, alem de gerar significativo número de empregos 

(SIMON; SILVA, 2006).  

No Brasil são cultivadas quatro espécies de moluscos (malacocultura): o mexilhão 

(Perna perna), a ostra japonesa (Crassostrea gigas), a ostra nativa (Crassostrea rhizophorae) 

e a vieira (Nodipecten nodosus), sendo o mexilhão Perna perna o de maior interesse 

econômico cultivado no país (FAMASC, 2002). Os mexilhões são moluscos marinhos 

pertencentes à família dos Mitilídeos, advindo daí o nome "mitilicultura" (MORAES, 2005).  
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O mexilhão Perna perna (Linnaeus, 1758) vive na costa oeste do Atlântico, desde a 

Ilha Margarita e Cumaná (Venezuela) até a Ilha de Lobos e Punta del Este (Uruguai), sendo 

abundante entre o Rio de Janeiro e Santa Catarina (KLAPPENBACH, 1964). Essa espécie é o 

Mytilidae de maior tamanho e o mais abundante na costa brasileira. Apresenta uma grande 

importância sócio-econômica devido ao seu uso na mitilicultura, disponibilizando para o 

consumo humano uma fonte protéica barata proporcionado pelos sistemas de cultivos 

costeiros (RESGALLA JR., et al., 2008).  Por ser um molusco bivalve, alimenta-se por 

filtração de fitoplâncton e partículas de matéria orgânica em suspensão na água do mar 

(MORAES, 2005), sendo a pureza da água e ausência de poluição essencial para a qualidade 

da produção.  

O cultivo experimental de bivalves, no Brasil, foi iniciado na década de 70 por 

institutos de pesquisas, universidades e secretarias de agricultura, principalmente nos estados 

de Santa Catarina, São Paulo e Rio de Janeiro. As primeiras tentativas de implantação dos 

primeiros cultivos em Santa Catarina ocorreram no final dos anos 80, quando técnicos da 

Universidade Federal de Santa Catarina e da Empresa de Pesquisa Agropecuária e Extensão 

Rural de Santa Catarina iniciaram, juntos com os pescadores da região, pequenas unidades de 

produção (ANDREATTA, 2000). No entanto, foi somente a partir de 2000 que a atividade 

despontou como agronegócio (FAGUNDES et al., 2004). 

Existem três formas de obtenção das sementes: raspagem nos costões, o uso de 

coletores artificiais (estruturas próximas ao cultivo para a fixação natural das larvas) e a 

reprodução em laboratório, que implica manejo de reprodutores, alimentação artificial e 

criação de larvas. Por razões econômicas e de preservação ambiental, o sistema de fixação 

artificial é o mais recomendável. Isto é possível em virtude do mexilhão ser uma espécie 

nativa, que ocorre naturalmente nas regiões costeiras. 

No Brasil, as sementes de mexilhão são obtidas no meio ambiente natural. Até agora 

não foi necessária a realização de produção de sementes em laboratório. As sementes são 

colocadas em coletores de PVC de 1,5m, onde é possível recolher até 30 quilos de sementes 

de 2 a 3 cm, suficientes para povoar 10 cordas de 1,2 metros. Por outro lado, existe a 

preocupação de otimizar sua captura no meio ambiente com a demarcação de áreas de captura 

exclusiva e também o aproveitamento daquelas que naturalmente se fixam nos cabos de 

cultivo (POLI; LITTLEPAGE, 1998). Dessa forma, o ideal é a obtenção de sementes através 

da utilização de coletores artificiais de PVC que são estruturas manufaturadas e introduzidas 

na água, com a função de captar as sementes de mexilhão. 

As sementes, depois de coletadas, são lavadas em água do mar para remoção de lama e 

de outros organismos aderidos. No entanto, as cordas onde ocorre a fixação das sementes com 

a secreção de um novo bisso são cercadas por uma malha fina tipo meia. Assim, as cordas já 

com as sementes fixadas são levadas ao mar para o cultivo. A malha que a envolve se 

decompõe com o tempo. O único material adquirido para a confecção das cordas é a rede de 

algodão ensacadora, pois esta serve de apoio às sementes de mexilhão e é confeccionado com 

material de pouca durabilidade, o suficiente para permitir que as sementes se fixem no cabo 

central (POLI; LITTLEPAGE, 1998). O ensacamento de sementes pode ser grosseiramente 

comparado ao enchimento de uma meia de algodão com 1,2m de comprimento. Nessas cordas 

são colocadas as sementes, cerca de 1,5kg/m de corda. Depois de prontas, são postas nas 

estruturas com distanciamento mínimo de 0,5 m entre si (FRANCO, 1993). 

Os mexilhões também podem ser cultivados em balsas, construídas de bombonas e 

bambus, que são amarradas às cordas com os mexilhões. As balsas podem ser montadas com 

cinco bombonas de 200 litros de capacidade, quatro nos cantos e uma no centro. Essas balsas 

podem ser colocadas em locais com uma profundidade de aproximadamente oito metros em 

mar aberto presas a âncoras. As cordas com as sementes ficam então estendidas e suspensas 

nas balsas. Em Santa Catarina, os pescadores constroem, por conta própria, pequenas balsas 
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de bambu nas quais colocam as sementes de mexilhões, coletadas nos costões das praias 

rochosas da ilha (POLI; LITLLEPAGE, 1998). Assim sendo, a abundância de sementes no 

meio natural e a sua desnecessária produção em laboratório permitiram que os pescadores 

criassem estruturas permanentes para cultivo e usassem um sistema até hoje empregado, 

denominado de suspenso-fixo. 

Outra alternativa para o cultivo de mexilhões é o sistema de cultivo em espinhel, o 

qual pode ser utilizado em profundidades superiores a três metros e é constituído de cabos 

dispostos horizontalmente com flutuadores onde são amarradas e penduradas as cordas de 

produção. 

A mitilicultura desenvolvida de maneira artesanal beneficia economicamente, em sua 

grande maioria, famílias de pescadores artesanais e pequenas empresas de produtores. Os 

produtos são vendidos na sua maioria in natura, e quando muito, beneficiados de maneira 

precária pelos próprios produtores. O cultivo de mexilhões e ostras vem dinamizar a 

economia do Estado, beneficiando mais particularmente o pequeno produtor, que tem na 

atividade um meio de subsistência para sua família, uma vez que somente a pesca, por sua 

sazonalidade, não lhe permite uma situação financeira estável (ARANA, 1999). 

Segundo Brandini et al. (2000) o Brasil possui grandes vantagens competitivas em 

relação aos demais países que cultivam moluscos filtradores devido a grande quantidade de 

baías, enseadas e regiões estuarinas e lagunares. Aliada ao fator geográfico existe ainda uma 

excelente produtividade natural, com aspectos biológicos da espécie Perna perna que atinge 

seu tamanho comercial em um tempo relativamente baixo. A abundante disponibilidade de 

sementes que podem ser captadas no próprio ambiente, através da utilização de coletores 

manufaturados, para produção de sementes, também deve ser destacada. 

 Embora a indústria da aqüicultura no Brasil venha crescendo a uma taxa superior a 

15% ao ano, o potencial para a expansão dessa atividade ainda é pouco aproveitado. Isso se 

deve, entre outras questões, à falta de uma política efetiva para organizar e promover o 

desenvolvimento da aqüicultura como produtora de alimentos. Muito embora não se tenha um 

diagnóstico de ciência e tecnologia para a atividade, é possível inferir que as pesquisas no 

tema, além de dispersas territorialmente, se caracterizam pela falta de uma integração entre os 

setores que compõem os diversos elos de sua cadeia produtiva (EMBRAPA, 2002). 

 No entanto, é necessária a condução de ações que orientem os produtores na gestão da 

produção e das demandas surgidas pelos beneficiários tais como cursos, apoio a 

comercialização e obtenção de crédito. A produção, na sua grande maioria, é comercializada 

in natura no mercado local, regional e somente uma pequena parte é comercializada no 

mercado nacional devido às limitações impostas pela distância (conservação) e pela 

necessidade de Sistema de Inspeção Federal (HENRIQUES, 2001). Para a melhoria da 

atividade, algumas medidas poderiam ser adotadas como a facilitação de crédito para os 

pequenos produtores e a coparticipação do setor na política ambiental, promovendo o 

incentivo do mercado aquícola, com a preocupação na preservação de áreas ambientais 

associadas à exploração sustentável dos recursos naturais. 

A maricultura implantada no Estado do Rio de Janeiro vem permitindo às 

comunidades locais se beneficiarem desta atividade zootécnica de forma auto-sustentada em 

sintonia com o ecossistema costeiro. A viabilidade econômica da atividade vem 

proporcionando o ingresso de novos maricultores, beneficiando as gerações presentes e 

criando perspectivas para as gerações futuras. Estas sociedades passaram a ter um papel 

definitivo na determinação, planificação e execução de suas prioridades diminuindo, assim, os 

conflitos e compatibilizando as alternativas econômicas (FIPERJ, 2008). 

Os cultivos também vêm contribuindo para a fixação das populações tradicionais em 

seus locais de origem, além de terem modificado substancialmente a maneira como essas 

populações encaram a necessidade da preservação do meio ambiente, pois a idéia de cultivar o 



 
 

6 

mar impõe a necessidade de manutenção deste. Uma vez que os impactos são gerados pelo 

cultivo, este serão absorvidos pelo ambiente, e a não observação da capacidade de suporte 

poderá levar ao declínio da produção e até mesmo a extinção da atividade (SODRÉ, 2001). 

Dentro do contexto social, a participação familiar na complementação de renda se dá 

pelo extrativismo, com a raspagem dos mexilhões no costão rochoso realizada por mulheres e 

crianças, ficando o homem encarregado da pesca e da manutenção e manejo do cultivo. O 

beneficiamento também é realizado por mulheres e crianças, onde basicamente é retirada a 

concha e a carne é aquecida apenas para a abertura das valvas e embalada para a 

comercialização.  

Um dos principais problemas ambientais relacionados ao cultivo de mexilhões está na 

preservação dos bancos naturais destes organismos nos costões rochosos, uma vez que as 

sementes retiradas dos costões rochosos não são suficientes para suprir criações comerciais e 

possibilitar a expansão da atividade de cultivo de mexilhões (Perna perna), gerando, assim, 

uma pressão antrópica negativa sobre os ecossistemas naturais, tornando-se necessária à 

instalação de coletores artificiais de sementes (MARQUES et al., 1998; DALBOSCO et al., 

2008). A retirada das sementes do costão torna-se um problema devido o uso de pás para 

raspar a rocha retirando junto com os moluscos os substratos aonde novas larvas iriam se 

fixar. O desaparecimento dos mariscos reflete-se na fauna que se alimenta destes animais, 

como os poliquetas. Além disso, a intensa atividade de raspagem nas rochas prejudica o 

turismo por causa da poluição visual. Os marisqueiros que dependem da extração de 

mexilhões do costão para sobreviverem, que vêem ameaçada sua fonte de renda, também 

acabam se tornando um entrave na expansão da maricultura, pois eventualmente não avaliam 

esta atividade pela ótica do desenvolvimento sustentável e do desenvolvimento da 

comunidade em parceria da conservação do habitat natural (SODRÉ et al., 2001).  

A coleta dos mexilhões se torna um problema ainda maior quando se observa despejos 

de esgoto na praia, formando as conhecidas “línguas-negras” e, bem próximo a elas, a 

presençade catadores de mexilhões fazendo a extração dos animais nos costões e nas pedras 

submersas. Nesses mesmos locais, retiram as conchas e realizam o pré-cozimento da carne do 

molusco, em fogareiros improvisados dentro de latas de 20 litros sem a menor condição de 

higiene e o comercializam (JORGE et al., 2002). 

A exploração dos recursos vivos que ocorrem nos costões rochosos vem sendo 

constantemente afetado também por efluentes e resíduos antrópicos, tendo como resultado, a 

perda da biodiversidade e de áreas biologicamente produtivas (DALBOSCO et al., 2008).  

Para se contornar tal desafio, seriam necessárias ações de educação ambiental voltadas 

para as comunidades envolvidas com a cata e também com o cultivo do mexilhão e maior 

atuação do poder público no tocante a fiscalização mais efetiva, visando o combate à má 

exploração das sementes de mexilhão nos costões (SODRÉ, 2001).  

Por outro lado, a expansão da extração de mexilhões tem representado novas 

oportunidades de trabalho, pois, embora prevaleça o envolvimento da mão-de-obra familiar, 

ocorre também a utilização de pessoas contratadas. Segundo a FAMASC (2002) em 1990 

foram produzidas 19 toneladas de mexilhões sendo que em 2001 a produção alcançou 10.667 

toneladas. 

Segundo a FAO, a produção mundial de mexilhões, em 2006, alcançou 1.890.131 ton, 

o que significou um valor de 1,2 milhões de dólares. A China é o principal produtor 

concentrando 37% do mercado mundial, seguido da Tailândia (14%), Espanha (12%) e Chile 

(6%).  O aumento da produção tem sido acompanhado pela crescente inserção do produto no 

mercado internacional. Os principais exportadores são Países Baixos (22%), seguido da Nova 

Zelândia (13%), Espanha (11%) e Dinamarca (9%). Em 2007, as importações mundiais 

somaram 550 milhões de dólares. Cabe destacar que o comércio internacional está altamente 

concentrado em economias desenvolvidas, em especial na União Européia (FAO, 2008). 
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Destaque para Nova Zelândia Pode-se se dizer que os neozelandeses adaptaram a 

mecanização espanhola para o cultivo em espinhéis. Com a vantagem de começar depois dos 

principais produtores mundiais (China, Espanha e Holanda), eles perceberam logo que não 

havia sentido em repetir os mesmos erros pelos quais seus precedentes haviam passado e por 

isto tiveram uma vantagem em termos de investimentos e tempo porque procuraram aprender 

com os erros dos que já passaram pela fase inicial de desenvolvimento. Enquanto a produção 

de mexilhões dos três maiores produtores manteve-se relativamente estável ou até mesmo 

decaiu em decorrência de problemas causados pela superação da capacidade de suporte, na 

última década a indústria neozelandesa teve um crescimento constante, atingindo 90 mil 

toneladas, e o mexilhão tornou-se o terceiro produto marinho mais exportado por este país. 

Em 1988, as exportações de mexilhão que já geravam US$ 24 milhões, atingiram em 2000 um 

volume de 30 mil toneladas no valor de US$ 170 milhões. Isto representa um aumento de 

708% para o período de 12 anos. As cifras vêm de 605 fazendas com uma área marinha 

totalizando mais de 2.850 hectares, com um valor médio de exportação de aproximadamente 

US$ 60.000 por hectare utilizado na produção de mexilhões (EPAGRI, 2000). 

Para alcançar estes resultados, os neozelandeses planejaram e estruturaram 

cuidadosamente sua cadeia produtiva. Em 1972, o “New Zealand Fishing Industry Board” 

iniciou um programa de pesquisa e desenvolvimento que duraram nove anos. Este programa 

resultou numa tecnologia de cultivo mecanizado. A indústria começou a florescer quando 

todos os produtores optaram por abandonar os velhos metódos de plantio e colheita manual e 

adotaram o novo método que reduziu o trabalho e aumentou a produtividade. Este país é tido 

como uma referência mundial por apresentar os maiores índices de produtividade praticados 

no cultivo de mexilhões. Uma vez que a indústria neozelandesa passou a fixar os padrões 

pelos quais eficiências e produtividades são medidas, é importante lembrar que não se chegou 

ao nível atual de mecanização da noite pro dia, mas este foi o resultado de um trabalho de 

diversas indústrias, instituições e indivíduos atuando em conjunto (ALFARO, 2005). 

O contexto da mitilicultura na Argentina é bastante semelhante ao do Brasil. Os 

primeiros ensaios de cultivo de mexilhões no país foram realizados de modo experimental no 

fim da década de 70 na província do Chubut, e posteriormente em Santa Cruz. Em 1979, 

foram iniciados os ensaios no Golfo San Matías (Río Negro), que culminaram em uma 

produção inicial (1987-1988) de 2,5 ton. até chegar ao patamar de 15 ton. entre 2000-2002. A 

produção argentina se concentra em Las Grutas, Rio Negro e no Canal de Beagle, na Terra do 

Fogo. O Canal de Beagle é relatado como um local que apresenta boas condições para o 

cultivo de mexilhões onde as águas são ricas em plâncton, dando condições de engorda para 

estes animais (FAGUNDES, 2001). 

 

2.2 Biologia dos Mexilhões 

 

Os mexilhões são moluscos bivalves filtradores que possuem a capacidade de reter 

micro-organismos captados pela corrente de água através do batimento dos cílios e das 

brânquias. Não apresentam capacidade seletiva de filtração do seu alimento, sendo a ingestão 

de partículas selecionada apenas pelo tamanho. O fitoplâncton e os detritos são a principal 

fonte de alimento para o seu crescimento. Por serem filtradores, estes moluscos se revelam 

adequados à utilização como bioindicadores devido à natureza séssil e sua ampla distribuição. 

Durante o processo fisiológico da alimentação, a água entra na cavidade palial através do 

sifão aspirante, passando pela brânquia da óstia e é expelida pelo sifão expirante. Ambos os 

sifões possuem um véu que pode regular o fluxo da corrente de água. As partículas de 

alimentos são presas pelo muco espalhado sobre as lamelas branquiais concentrando-se assim, 

nos tecidos dos moluscos (BEIRÃO et al., 2000; LIRA et al., 2001). 
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São invertebrados, de simetria bilateral e que essencialmente estão compostos por 

quatro regiões: cabeça, pé, saco visceral e manto. Os moluscos da classe Bivalvia vivem 

exclusivamente na água, possuem concha formada por duas valvas unidas dorsalmente por um 

ligamento. Seu habitat natural é a região do mesolitoral de costões rochosos, podendo 

estender-se até o infralitoral. Vivem presos pelo bisso a substratos consolidados, tanto em 

locais com forte arrebentação como em pontos mais abrigados, sendo, porém mais abundantes 

em costões rochosos expostos à ação das ondas. Como vivem principalmente na região de 

entre marés, estão adaptados a permanecer por longos períodos expostos ao ar e ao sol (LIRA 

et al., 2001). 

Quando fixos aos costões rochosos são chamados “bancos naturais” constituindo um 

rico ecossistema que abrange não só os mexilhões, mas também um grande número de 

organismos vegetais e animais que vivem a eles associados, principalmente cracas, poliquetas, 

anfípodes, pequenos caranguejos e gastrópodes, bem como algas verdes, pardas e vermelhas 

(MARQUES, 1988; FREITAS, 1997). De fato, qualquer substrato consolidado pode servir 

como ponto de fixação, o que permite a ocorrência de incrustações em dutos, e em cabos 

subaquáticos utilizados para transmissão de dados para plataformas petrolíferas. 

Possuem uma taxa elevada de bombeamento de água, estimada entre 0,5 a 4 litros por 

hora dependendo do seu tamanho e das condições ambientais.  Em todo o mundo existem 

classificadas mais de 20.000 espécies de moluscos bivalves, dentre estes, destaca-se o Perna 

perna  (GOTTING, 1974; LINDNER, 1989) que  atualmente apresentam a seguinte 

classificação taxonômica: Filo Mollusca; Classe Bivalvia; Ordem Mytiloida; Família 

Mytilidae; Gênero Perna e espécie Perna perna (MARQUES et al., 1998).   

O gênero tropical Perna encontra-se distribuído pelos oceanos Atlântico (costa da 

América do Sul e África) e Índico (África, Ásia e Oceania) e no mar Mediterrâneo, na Costa 

Africana. Esta espécie foi, provavelmente, introduzida no Brasil nos séculos XVI e XIX com 

as águas de lastro e/ou incrustações dos navios negreiros vindos da África. Hoje é abundante 

entre o litoral do Espírito Santo e Rio Grande do Sul (SOUZA, 2003). 

A espécie Perna perna, anteriormente denominada Mytilus perna, é estritamente 

dióica, tendo a reprodução sexuada como padrão reprodutivo. O dimorfismo sexual em 

bivaleves é muito raro, normalmente reconhecido pelo exame microscópico das gônadas. No 

caso do P. perna, machos e fêmeas podem ser diferenciados, internamente, em algumas fases 

do ciclo reprodutivo, quando a coloração das gônadas nos machos apresentam-se branco-

leitosa e nas fêmeas vermelho-alaranjado (LUNETTA, 1969).  

Os bivalves marinhos constituem estoques naturais de recursos renováveis que 

dependem de todo um ecossistema em equilíbrio para sua reprodução e desenvolvimento.  

 

2.3. Ambiente Aquático 

 

A água é um elemento de importância fundamental para a sobrevivência do homem. 

Seu desempenho no setor industrial e agropecuário, no abastecimento público e na preservação 

da vida aquática confirma esta importância. É no ambiente marinho, por exemplo, que 

mariscos são retirados para a alimentação humana. Apesar disso, a diversidade do ambiente 

marinho encontra-se ameaçada em algumas áreas, por conta da poluição decorrente de áreas 

densamente povoadas, o lançamento de poluentes em rios, a descarga de efluentes industriais, 

o derramamento de óleo, a descarga de água de lastro de embarcações e o desmatamento. Este 

fato se torna um problema à saúde pública quando compromete áreas de cultivo ou extração de 

moluscos, os quais são utilizados na alimentação humana. Associado a isto, os banhistas 

podem ingerir micro-organismos acidentalmente. 

Devido os moluscos bivalves ser conhecidos como bioindicadores de contaminação 

ambiental, autores como Martinez et al. (2010) e  Falconer (1993) sugerem a utilização destes 
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organimos  a fim de monitorar a presença de todos os agentes biológicos e abióticos que se 

encontram na agua onde vivem. Segundo Moreira et al. (2011) e Beirão et al. (2000) os 

moluscos bivalves, quando em processo de alimentação, podem filtrar entre 19-50 Litros/hora 

da água onde habitam e podem portanto, durante este processo, concentrar em seu interior 

micro-organismos. 

A avaliação da qualidade microbiológica de mexilhões provenientes de costões 

rochosos ou de fazendas de maricultura fornece informações sobre o risco potencial à saúde 

de pescadores, maricultores e da população consumidora.  O crescente impacto sobre o 

ecossitema aquático costeiro aponta para a necessidade de que se reconheçam os perigos 

microbiológicos e as áreas de risco, a fim de que os agravos em saúde pública sejam 

minimizados. 

 

2.4.  Qualidade Microbiológica dos Mexilhões 

 

O consumo de moluscos bivalves marinhos é uma prática em todas as regiões 

litorâneas do Brasil e são geralmente consumidos in natura sem prévio cozimento adicionado 

de algumas gotas de limão. Este fato torna-se um risco potencial para a saúde humana, pois os 

moluscos alimentam-se por processo de filtração, de partículas e micro-organismos em 

suspensão na água, permitindo a retenção de bactérias, protozoários e vírus patogênicos, além 

de metais e outros compostos químicos tóxicos e toxinas provenientes de certos micro-

organismos, representando um problema de saúde pública quando oriundos de áreas poluídas 

ou contaminadas (BEIRÃO et al., 2000; WHO, 2005).  Tais características acarretam elevada 

perecibilidade, exigindo cuidado no manuseio e conservação, para garantir qualidade do 

produto in natura (FERREIRA; MAGALHÃES 1992).  

Além de representar risco à saúde humana pela ingestão in natura, os mexilhões 

também podem ser responsáveis por lesões teciduais decorrentes de sua manipulação por 

indivíduos desprovidos de equipamentos de segurança (BEIRÃO et al., 2000). 

A família Enterobacteriaceae tem sido utilizada como indicadora da qualidade 

sanitária das águas de cultivo de moluscos bivalves. A contagem de micro-organismos viáveis 

em crustáceos e moluscos, animal inteiro ou a carne separada da concha, alcança populações 

entre 10
3
 e 10

7
 UFC/g. Além das enterobactérias, a literatura relata infecções por Vibrio spp. 

associados a ingestão de moluscos bivalves ou ferimentos no ambiente marinho (BRASIL, 

2001). 

 

2.5. Gênero Vibrio 

 

O gênero Vibrio pertence à família Vibrionaceae onde estão agrupadas bactérias 

patogênicas para o homem, causando desde gastroenterites autolimitantes até quadros graves 

de septicemia, podendo levar os pacientes ao óbito (GERMANO; GERMANO, 2001). São 

micro-organismos habitantes naturais de ambientes aquáticos, de clima tropical e temperado,  

presentes em águas salgada, salobra e doce, podendo estar presentes em moluscos bivalves e 

outros crustáceos (GIBOTTI et al., 2000; BUTT et al., 2004; WHO, 2005).  

As espécies que constituem o gênero Vibrio são bastonetes curvos ou retos Gram-

negativos, medem entre 0,5 a 0,8μm de diâmetro e 1,4 a 2,4μm de comprimento, são 

anaeróbicas facultativas e não esporulados. A maioria das espécies patogênicas é móvel, 

possuindo flagelo único e polar. Fermentam glicose sem produção de gás e são catalase 

positivos. Os víbrios produzem oxidase e reduzem nitrato com exceção das espécies V. 

metschnikovii e V. gazogenes (KONEMAN et al., 2008). 

As espécies pertencentes ao gênero Vibrio, com exceção de Vibrio cholerae, são 

típicas de ambientes marinhos e estuarinos, com necessidade de NaCl para o crescimento. 
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Como o ambiente marinho é seu nicho natural, os víbrios são facilmente isolados de peixes e 

crustáceos. A maioria das espécies é mesófila com tendência a proliferação em épocas mais 

quentes. Fatores como temperatura e salinidade influenciam a presença de víbrios no 

ambiente, não havendo correlação entre patógenos entéricos humanos ou indicadores de 

poluição fecal (HUSS et al., 2004). 

O gênero Vibrio possui cerca de 270 espécies, sendo 12 patogênica ao homem como 

V. alginolyticus, V. carchariae, V. cholerae O1, O139, não O1, V. cincinatiensis, V. damsela,  

V. fluvialis, V. furnissii, V. hollisae, V. metschnikovii,  V. mimicus V. parahaemolyticus e V. 

vulnificus, responsáveis por quadros de gastrenterite, infecções de feridas e em alguns casos, 

septicemia, e 14 espécies patogênicas aos animais, representadas por V. alginolyticus, V. 

parahaemolyticus V. anguillarum, V.carchariae, V. damsela V. ordalli,  V. cholerae, V. 

vulnificus, V. harveyi, V. splendidus, V. furnissii, V .fluvialis, V.metschnikovii, V.fisheri, 

V.orientalis, V.campbelli e Vibrio AK-1  (JAY, 2009). 

Possuem a capacidade de se adaptar de maneira dinâmica às mudanças ambientais 

como temperatura, pH, salinidade e concentrações de nutrientes, utilizando uma variedade de 

mecanismos genéticos e fisiológicos. Um destes mecanismos é denominado de estado viável, 

mas não cultivável (VNC) no qual as bactérias reduzem seu volume celular e adquirem forma 

cocóide. Este fenômeno representa um estado de dormência, sobrevivência e persistência no 

meio ambiente. Nesta situação o método convencional de cultivo em placas torna-se pouco 

adequado, sendo necessária a utilização de técnicas de biologia molecular para sua detecção, 

as quais são independentes de cultivo (LLEÒ et al., 2001). Contudo, quando lhes são 

proporcionadas as condições ótimas para a sua proliferação, podem voltar ao estado 

“cultivável” normal. A ecologia dos vibrios nos sistemas aquáticos tem sido bem estudada 

visto que a distribuição das espécies é afetada pela salinidade, disponibilidade de nutrientes e 

temperatura, dentre outros parâmetros (THOMPSON et al., 2004).  

Vibrio spp. geralmente se apresenta no estado VNC quando associada à superfície 

externa de crustáceos planctônicos, mas passa para o estado viável no intestino humano. Este 

fato, associado às mais altas concentrações de vibrios nos copépodes do que na coluna de 

água, faz com que a ingestão acidental destes microcrustáceos seja provavelmente 

responsável pela manifestação da cólera (COLWELL et al., 1996). 

Espécies de vibrio têm sido encontradas com freqüência em mexilhões coletados de 

fazendas de mariculturas, o que pode representar problemas a saúde do animal e do 

consumidor. Fatores estressantes que podem advir da própria água de cultivo, quando 

ocorrem alterações das propriedades físico-químicas, como a temperatura, salinidade e pH, 

podem desencadear o desequilíbrio do ambiente, levando o animal a uma maior 

vulnerabilidade a doenças. Quando ocorrem mudanças bruscas no meio ambiente, o sistema 

imune de defesa do organismo fica debilitado devido ao gasto de energia utilizado na sua 

adaptação às novas condições. Dessa forma, ele se torna mais vulnerável ao ataque de micro-

organismos presentes no meio (SMITH et al., 2008).   

 

2.5.1. Vibrio parahaemolyticus 
V. parahaemolyticus é uma bactéria Gram-negativa, halófila, habitante natural do 

ambiente marinho, especialmente em climas temperados, com distribuição mundial. Pode ser 

encontrado em água de estuários, sendo facilmente encontrado em águas costeiras, no 

sedimento, em partículas suspensas, plâncton, caranguejos, camarões, peixes, ostras, 

mexilhões e outros animais marinhos (BUTT et al., 2004; FARMER et al., 2005; SU & LIU, 

2007). O número de V. parahaemolyticus na água do mar parece estar associado à 

concentração de zooplâncton, especialmente copépodes, e à temperatura. Desta forma, sua 

concentração na água do mar pode variar com fatores que produzam alterações no 
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zooplâncton, incluindo a temperatura, luminosidade, correntes marinhas, concentração de 

nutrientes e fitoplâncton (HERNÁNDEZ et al., 2005). 

 O isolamento de V. parahaemolyticus foi feito inicialmente por Fujino em 1951, a 

partir de um surto de gastrenterite de origem alimentar ocasionado a partir da ingestão de 

“shirasu” que são sardinhas novas, semidessecadas e parcialmente cozidas (SAKAZAKI et 

al., 1963; FUJINO et al., 1974; FARMER et al., 2005). Desde então, esta bactéria tem sido 

reconhecida como um dos principais agentes causadores de doenças transmitidas por 

alimentos em muitos países como Estados Unidos, França, México, Peru, Chile 

(GONZÁLEZ-ESCALONA et al., 2005; GIL  et al., 2007; NAIR et al., 2007; SU; LIU 2007; 

LAM et al., 2009). 

Estudos no Brasil demonstraram a presença de V. parahaemolytius em amostras 

ambientais a partir de uma variedade de fontes, assim como em amostras clínicas (SERRA et 

al., 2003; MATTÉ et al., 2007; PEREIRAet al., 2007b). 

As gastrenterites por V. parahaemolyticus estão quase sempre associadas à ingestão de 

água contaminada e ao consumo de frutos do mar, particularmente de pratos ao estilo da 

culinária japonesa, à base de frutos do mar crus ou insuficientemente cozidos, sendo os peixes 

e moluscos crus os principais veiculadores desta bactéria (DANIELS et al., 2000; SOUSA et 

al., 2004; FARMER et al., 2005). 
Este micro-organismo apresenta motilidade, não são redutores de H2S em ágar Kligler, 

são positivos às reações de oxidase e gelatinase, reduzem nitrato em nitrito e fermentam a 

galactose, glicose, manose e manitol e não fermentam a lactose, sacarose xilose, sorbitol e 

inositol (KONEMAN et al., 2008). 

Algumas cepas de V. parahaemolyticus possuem a capacidade de produzir beta 

hemólise em Agar Wagatsuma (meio básico acrescido de eritrócitos humanos e elevada 

concentração de sal - 7%). O teste foi denominado Kanagawa e está estreitamente relacionado 

com a enteropatogenicidade, sendo adotado como parâmetro fenotípico na identificação de 

cepas patogênicas e não-patogênicas. Os principais fatores, incriminados como promotores da 

hemólise do fenômeno de Kanagawa são as hemolisinas TDH (Thermoestable Direct 

Hemolysin – hemolisina termoestável direta) e TRH (Thermoestable Related Hemolysin – 

hemolisina termoestável relacionada) consideradas importantes fatores de virulência 

(PEREIRA et al., 2004a; GONZALEZ et al., 2005). Estudos têm demonstrado que cepas 

virulentas de V. parahaemolyticus apresentam o gene tdh e/ou trh (ROQUE et al., 2009; 

ROJAS et al., 2011),  os quais codificam respectivamente para TDH e TRH (HONDA et al., 

1991; GONZALEZ et al., 2005). 

TDH é uma enterotoxina citotóxica que atua diretamente nos eritrócitos, levando a 

hemólise e aumento da permeabildade vascular. Atua também na desorganização do 

citoesqueleto e tem a capacidade de induzir a apoptose nas células do hospedeiro 

(RAIMONDI  et al., 2000; NAIM et al., 2001; LYNCH et al., 2005). 

Cepas de Vibrio parahaemolyticus apresentam outra hemolisina termolábil (TLH), a 

qual é codificada pelo gene tlh e é considerado marcador espécie-específico. Este gene tem 

sido encontrado em todos os isolados clínicos e ambientais de V. parahaemolyticus e não está 

associado com a virulência bacteriana (NORDSTROM et al., 2007; ROJAS et al., 2009; 

ROJAS et al., 2011). 

Segundo Hoashi et al. (1990)  e Yeung; Boor (2004) algumas cepas de V. 

parahaemolyticus que possuem o gene tdh são negativas para o fenômeno Kanagawa, 

sugerindo que a presença deste gene pode não refletir na capacidade da cepa em causar 

doença, uma vez que a expressão de tdh pode variar. Estas cepas podem produzir outros tipos 

de hemolisinas (YEUNG; BOOR, 2004). 

Foi relatado recentemente que algumas cepas possuem a capacidade de hidrolisar 

uréia, sugerido uma forte associação com a presença de TRH. A presença desses fatores de 
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virulência geralmente ocorre em cepas oriundas de achados clínicos, enquanto naquelas 

isoladas de ambiente ou alimentos marinhos são apontados resultados negativos ou com 

percentuais oscilantes de até 1% no teste de hidrólise da uréia (NAKAGUCHI et al., 2003; 

GONZALEZ et al., 2005; HEITMANN et al., 2005). 

Algumas evidências sugerem que cepas de Vibrio parahaemolyticus Kanagawa-

positivas isoladas de ambiente aquático podem ter como reservatório os sedimentos aquáticos 

e a carapaça quitinosa de moluscos e copépodes. Esta característica contribui para a 

distribuição e ciclo anuais da bactéria no sistema estuarino (WEST, 1989). 

Os sintomas causados por infecções por V. parahaemolyticus surgem normalmente de 

4 a 96 horas após a ingestão do alimento contaminado com um elevado número de micro-

organismos (100 mil a 10 milhões) e são típicos de uma gastrenterite: diarréia, dores 

abdominais, náuseas, vômitos, dores na cabeça, calafrios e algumas vezes febre. Em raras 

ocasiões a infecção pode resultar em septicemia que pode se tornar fatal, porém isto ocorre 

sempre em pacientes que possuem uma doença pré-existente (COOK et al., 2001; FRANCO; 

LANDGRAF, 2003). Além do seu papel na gastrenterite, V. parahaemolyticus é conhecido 

como agente causador de infecções extra-intestinais em humanos como septicemia 

secundária, infecções oculares, infecções do conduto auditivo e de feridas após a exposição ao 

ambiente marinho (JAY, 2005). 

A literatura relata a presença de vários sorogrupos de V. parahaemolyticus 

responsáveis por manifestações de gastrenterite, sendo reconhecidas mais de 75 combinações 

de sorotipos O e K (BHUIYAN et al., 2001; PEREIRA et al., 2007).  São reconhecidos 13 

sorogrupos O termoestáveis e 71 sorogrupos K termo-lábeis. Cepas pertencentes ao sorovar 

O3:K6 ocasionaram o primeiro episódio de pandemia por V. parahaemolyticus ocorrido na 

história, surgindo abruptamente na Índia, em 1996, tendo sido disseminadas a oito países, 

incluindo Japão e Estados Unidos (MATSUMOTO et al., 2000). Hayat Mahumd (2006) 

alertam para o risco que o consumo de alimentos de origem marinha pode representar para a 

saúde pública, uma vez que cepas de V. parahaemolyticus toxigências (O3:K6) têm sido 

isoladas dessas fontes, apresentando potencial para provocar pandemias. Em 2002, segundo 

dados da Fundação Nacional de Saúde (FUNASA), ocorreu um surto de gastrenterite no 

Ceará e cepas Kanagawa positivas O3:K6 de V. parahaemolyticus foram isoladas 

(OLIVEIRA et al., 2002). 

A literatura relata a transferência horizontal genética entre cepas de V. 

parahaemolyticus, onde tem sido demonstrada a presença de variantes tdh no DNA 

plasmidial, DNA cromossomal e em outras espécies de vibrio, dando suporte a hipótese de 

que este gene é móvel entre as populações bacterianas (NISHIBUCHI; KAPER; 1990; 

CHANG et al., 1998; XIE et al., 2005). 

A disseminação do gene tdh é suposto ser mediado por uma sequência de inserção 

(TERAI et al., 1991; XIE et al., 2005; NAIR et al., 2007; IZUTSU et al., 2008). Embora a 

maioria das espécies de vibrio não seja patogênica, elas são consideradas um grande 

reservatório de genes de virulência. A mobilidade dos genes de virulência e uma transferência 

bem sucedida podem causar a transformação de uma cepa não patogênica em patogênica 

(BOYD et al., 2000; HENTSCHEL et al., 2000;  FARUQUE & NAIR, 2002). 

Foi identificada uma ilha de patogenicidade na cepa clínica de V. parahaemolyticus 

O3:K6  e dois cromossomas circulares (3,3 e 1,9 Mbp) (MAKINO et al., 2003). Ambos os 

cromossomos contêm os genes essenciais para o crescimento e viabilidade, entretanto a 

maioria destes genes está localizada no cromossomo maior. A ilha de patogenicidade, 

localizada no cromossomo menor, abriga genes tdh e outros genes associados com a 

virulência (TAMAGORI  et al., 2002; NUÑEZ et al., 2009). 
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2.5.2 Vibrio vulnificus 

De acordo com Hollis et al. (1976), V. vulnificus foi isolado pela primeira vez nos 

Estados Unidos em 1964 e foi inicialmente identificado como uma cepa virulenta de V. 

parahemolyticus.  Somente em 1970 este micro-organismo foi reconhecido como uma nova 

espécie, devido o surgimento de casos de septicemia veiculada por alimentos e infecções de 

feridas apresentando características distintas das outras espécies de Vibrio (CERDA-

CUÉLLAR et al., 2001).  

Vibrio vulnificus é habitante natural do ambiente marinho e sua presença não está 

associada à poluição ou a qualquer outra forma de contaminação (STROM; PARANJPYE, 

2000). Por essa razão, a detecção e enumeração dessa bactéria no ambiente tem sido 

prioridade das agências responsáveis pela garantia sanitária dos produtos marinhos 

(HARWOOD et al., 2004). 

A infecção com  V. vulnificus ocorre geralmente pela ingestão de  moluscos 

contaminados, ou por contaminação das feridas preexistentes  com água do mar ou mariscos, 

podendo levar ao quadro de septicemia (KIM et al., 2008; JONES et al., 2009; CHEN et al., 

2010). 

Os fatores predisponentes, tais como doenças do fígado e comprometimento do 

estado imunológico, desempenham um papel importante no desenvolvimento de septicemia, 

enquanto infecções de feridas e  gastrenterite   parecem ser correlacionadas com condições 

médicas preexistentes (CHEN et al., 2010). Diferentemente das demais espécies patogênicas 

de Vibrio, o V. vulnificus invade e se multiplica na corrente sanguínea, ocorrendo óbito em 40 

a 60% dos pacientes com disfunção hepática.  Pacientes com síndromes que levam ao 

aumento de deposição de ferro como cirrose crônica, talassemia major, hepatite, 

hemocromatose e consumo de álcool excessivo também estão mais suscetíveis as septicemias 

por V. vulnificus. (FORSYTHE, 2002; FRANCO; LANDGRAF, 2003).  

Vibrio vulnificus é fenotipicamente similar ao V. parahaemolyticus, apresentando 

características bioquímicas semelhantes como lisina e ornitina descarboxilase positiva e 

arginina deidrolase negativa. A diferenciação entre estes dois micro-organismos é baseada na 

capacidade de V. vulnificus fermentar a lactose, o que também o diferencia de outros 

membros do gênero, onde a maioria das cepas é ONPG (orto-nitrofenil beta galactosidase) 

positivas e fermentadoras de lactose (TAMPLIN, 2001; KONEMAN et al., 2008). A maioria 

das cepas de V. vulnificus não fermenta a sacarose, formando, portanto colônias verdes em 

Agar TCBS (Tiossulfato-citrato-bile-sal-sacarose), o qual é utilizado para o isolamento e 

diferenciação de espécies de Vibrio (HARWOOD et al., 2004). No entanto, sabe-se que uma 

pequena porcentagem (3-15%) de cepas de V. vulnificus pode fermentar a sacarose, formando 

colônias amarelas neste meio de cultura (ABBOTT et al., 2007). 

Apresenta distribuição cosmopolita ocorrendo principalmente nas regiões de clima 

tropical e subtropical, onde a temperatura das águas oscila entre 9 e 31
o
C. A proliferação 

desta espécie é maior quando a temperatura da água é acima de 18
o 

C. Em temperaturas mais 

baixas, menores que 10°C, estes organismos ficam em estado VNC (OLIVER; KAPER, 1997; 

MORENO; LANDGRAF, 1998). Dados da literatura relatam à sobrevivência de cepas de V. 

vulnificus em ostras cruas mantidas a temperatura de - 20°C. (OLIVER; KAPER, 1997; 

BRYAN et al., 1999; STROM; PARANJPYE, 2000). 

A freqüência das infecções por V. vulnificus é maior nos meses de verão e a variação 

sazonal favorece seu crescimento em ambientes aquáticos onde a temperatura é alta e a 

salinidade baixa (HEELAY et al., 2002). 

Uma característica marcante de V. vulnificus é seu potencial patogênico ao homem 

com grande capacidade de invasão e letalidade. É responsável por mortes relacionadas ao 

consumo de alimentos marinhos nos Estados Unidos, sendo o consumo de moluscos bivalves, 

in natura ou parcialmente cozidos, as principais causas de gastrenterite (OLIVER; KAPER, 
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1997, COOK, 1997; FRANCO; LANDGRAF, 2003; YANO et al., 2004; PEREIRA et al., 

2007; CHEN et al., 2010).  No entanto, este micro-organismo não tem sido incriminado como 

agente causal de surtos, sendo responsável por casos isolados da doença em cerca de 1% 

(CERDÀ-CUÉLLAR, et al., 2000; NASCIMENTO et al., 2001).  

As infecções de feridas podem ocorrer em indivíduos saudáveis havendo 

contaminação de uma lesão prévia com a bactéria, ou em lesões adquiridas em ambiente de 

estuário (CALIF, et al., 2002; PFEFFER, et al., 2003; KIM et al., 2008; CHEN et al., 2010). 

Esta bactéria pode entrar no organismo através de lesões na epiderme, gerando dor 

intensa e edema local, podendo em alguns casos levar a amputação do membro afetado. Os 

indivíduos afetados apresentam lesões secundárias bulbosas da pele, as quais são cheias de 

fluido hemorrágico e que podem formar úlceras necróticas ou gangrenosas. As lesões na pele 

são rapidamente progressivas e tipicamente confinadas a região subcutânea. As extremidades 

que exibem estas lesões são geralmente inflamadas e doloridas devido à abertura vascular. 

(HALOW et al., 1996; VOLLBERG; HERRERA, 1997).  

Este patógeno possui relevância na saúde de pescadores e manipuladores de 

mexilhões, visto que as valvas destes moluscos podem ocasionar ferimentos durante sua 

manipulação e os ferimentos podem ser infectados por este micro-organismo, causando uma 

grave infecção local.  

Tanto na septicemia quanto na infecção de feridas nota-se uma replicação rápida da 

bactéria nos tecidos do hospedeiro com danos extensivos do tecido da pele. De fato, a morte 

pode ocorrer em 24 horas após o contato com a bactéria (STROM; PARANJYPE, 2000).  

Mesmo com tratamento, as taxas de mortalidade por septicemia podem ser maiores que 75% e 

para infecções em feridas maiores que 50% (GULIG et al., 2005; JONES et al., 2009). 

A compreensão da patogênese molecular da interação entre patógeno e hospedeiro é 

fundamental para elucidar como Vibrio  vulnificus  pode contornar as defesas do hospedeiro, 

se multiplicar e causar infecção. A infecção por V. Vulnificus  é invasiva, observando dano 

tecidual grave com progressão fulminante. A patogenicidade da bactéria é multifatorial e um 

processo complexo  que envolve o produto de muitos genes (LEE et al., 2007).  

V. vulnificus produz diversos produtos extracelulares como hemolisina, citolisina, 

protease, elastase, fosfolipase e sideróforos, os quais são responsáveis pela rápida degradação 

do tecido muscular durante a infecção, atuando como fatores de virulência (HUSS et al., 

2004; GULIG et al., 2005; PARK et al., 2006; LEE et al., 2007).  

A presença de uma exotoxina hemolisina-citolisina tem sido relatada como um 

marcador de virulência de Vibrio vulnificus, a qual é codificada pelo gene cth (CAMPBELL  

et al., 2003; FUKUSHIMA  et al., 2003; PFEFFER  et al., 2003; PANICKER  et al., 2004; 

DRAKE et al., 2007)  (outras  designações para este gene é vvh e  hha) (DRAKE et al., 2007). 

Trata-se de uma exotoxina termo-lábil que possui a capacidade de lisar os eritrócitos de 

mamíferos e é citotóxica a cultura de tecidos de mamíferos (STROM & PARANJPYE, 2000).  

As proteases apresentam atividades de elastase e colagenase, que podem ser 

responsáveis pela extensa necrose de tecido local, observadas durante as infecções de feridas. 

A presença da cápsula polissacarídica é essencial para provocar o processo infeccioso e 

confere resistência contra os efeitos bactericidas do soro e fagocitose por macrófagos 

(MIYOSHI, et al., 1994; OLIVER; KAPER, 1997; MORENO; LANDGRAF, 1998; 

 WANG et al., 2008). Segundo Horré et al. (1996) a análise da composição da cápsula 

de cepas de V. vulnificus revelou a existência de mais de um tipo antigênico. Os tipos 

capsulares 1 e 2 estão relacionados a cepas isoladas de espécimes clínicos e os outros tipos de 

cápsula foram reconhecidos em amostras de água do mar e animais marinhos.  

Três diferentes biotipos de V. vulnificus foram identificados. Aproximadamente 85% 

das cepas isoladas de amostras clínicas pertencem ao biotipo 1, enquanto o biotipo 2 provoca 

infecções em enguias. O biotipo 3 foi identificado e está associado com bacteremia veiculada 
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a alimentos de origem marinha. Estes biótipos foram estabelecidos baseados em 

características bioquímicas, como produção de indol, descarboxilação da ornitina e 

crescimento a 42°C. No entanto, esta classificação, originalmente estabelecida em 1982, tende 

a ser substituída por sorovares (STROM; PARANJPYE, 2000; CERDÀ-CUÉLLAR, et al., 

2001; LEE et al., 2005).  

Além de estar associado a infecções em humanos, Høi et al. (1998) e DePaola et al. 

(1997) relatam a presença deste micro-organismo no intestino de peixes e na água do mar. 

Diante do potencial patogênico invasivo de Vibrio vulnificus, um diagnóstico rápido, 

preciso e adequado é essencial para a redução da mortalidade das infecções.  Nos últimos 

anos, a detecção deste micro-organismo a partir de amostras de frutos do mar e da análise da 

água do ambiente marinho tem sido feita através da detecção do gene cth, o qual é encontrado 

nas cepas de Vibrio vulnificus (CAMPBELL  et al., 2003; FUKUSHIMA  et al., 2003; 

PFEFFER  et al., 2003; PANICKER  et al., 2004; KIM et al., 2008). 

 

2.5.3 Vibrio alginolyticus 

Vibrio alginolyticus é uma bactéria presente no ambiente marinho e pode ser isolada a 

partir de moluscos bivalves. Foi relatada a presença de V. alginolyticus em surtos epizoóticos 

em cultivos no Mediterrâneo, causando mortalidade do pescado, danos em moluscos e 

crustáceos, e importantes perdas econômicas (BALEBONA et al., 1998; 

HÖRMANSDORFER et al., 2000). 

Este micro-organismo foi originalmente classificado como biótipo 2 de V. 

parahaemolyticus. Esta bactéria não está associada a casos de gastrenterite e, portanto, tem 

sido reconhecida como micro-organismo oportunista cujo isolamento é maior a partir de 

infecções extra-intestinais como nos casos de infecções superficiais, otites e conjuntivites em 

pacientes expostos ao ambiente marinho contaminado. Embora a infecção, na maioria das 

vezes, seja autolimitante, indivíduos imunodeprimidos são bastante suscetíveis a esse 

patógeno (LOPES, 1993; CHIEN et al., 2002; JAKSIÉ et al., 2002). Durante períodos de 

clima quente, V. alginolyticus pode alcançar concentrações no mexilhão suficiente para causar 

doença em humanos (RIPABELLI et al., 2002).  

 

2.5.4 Vibrio cholerae 

Vibrio cholerae foi descrito e nomeado por Paccini em 1854 e isolado por Robert 

Koch em 1884, recebendo o nome de “Kommabacillus” devido ao característico aspecto 

curvo das células bacterianas. É o responsável por causar epidemias e pandemias de cólera 

desde 1817. As cepas podem ser divididas de acordo com as diferenças na composição da 

parede celular (antígeno somático O) que classifica o grupo em mais de 200 sorogrupos 

diferentes. Todas as cepas apresentam um antígeno flagelar comum (H). Na década de 30 

descobriu-se que as cepas pandêmicas eram aglutinadas por um único anti-soro, denominado 

O1. As cepas de V. cholerae O1 podem ser divididas em três sorogrupos: Inaba, Ogawa e 

Hikogima. A identificação desses sorogrupos possui importância para estudos 

epidemiológicos (COLWELL, 1996). As cepas epidêmicas do sorovar O1 podem ou não 

produzir toxinas e dividem-se em biovar clássico e em biovar El Tor, sendo esta última um 

biótipo de V. cholerae altamente hemolítico e o responsável pela maioria dos surtos de cólera 

(BRAVO et. al., 1998).  

Até o momento foram registradas sete pandemias de cólera na história, sendo as três 

últimas causadas por V. cholerae sorogrupo O1. A sétima pandemia iniciou-se em 1961, 

quando o Vibrio cholerae, biotipo El Tor, ultrapassou os limites de uma área endêmica em 

Célebes, Indonésia, e estendeu-se a outros países da Ásia Oriental. Reforçada pelos 

deslocamentos da população, através dos movimentos migratórios, a pandemia chegou a 
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Bangladesh no final de 1963, à Índia em 1964, e à União Soviética, Irã e Iraque em 1965 e 

1966 (NARCKEVICH et al., 1993). Em 1970, a cólera invadiu a África Ocidental e se 

dispersou rapidamente ao longo da costa e das vias fluviais, onde a doença é endêmica, 

especialmente nas zonas costeiras, onde a temperatura, pluviosidade e densidade populacional 

contribuem para a sua persistência (GLASS et al., 1991). Nos anos seguintes, a cólera atingiu 

alguns países industrializados, mas a eficiência dos serviços de saúde, do sistema de 

vigilância epidemiológica e, sobretudo das condições de saneamento ambiental não 

permitiram a sua instalação (TOLEDO, 1993).  

A cólera foi introduzida na América Latina através do litoral peruano, atingindo 

posteriormente o Brasil e outros países da América do Sul. No decorrer de 1991, a cólera 

espalhou-se pelo continente americano, atingindo 14 países, com 391.734 casos confirmados 

e causando 4.002 óbitos. Em 1992, 20 países notificaram 352.300 casos e 2.399 óbitos; em 

1993, 20 países notificaram 204.547 casos e 2.362 óbitos; em 1994, 15 países notificaram 

12.612 casos e 1.229 óbitos (WHO, 1994).   

A introdução da cólera no Brasil ocorreu pela floresta Amazônica, no Alto Solimões, 

alastrando-se progressivamente pela região Norte, seguindo o curso do Rio 

Solimões/Amazonas e seus afluentes, principal via de deslocamento de pessoas na região, e 

no ano seguinte para as regiões Nordeste e Sudeste através dos principais eixos rodoviários. 

Atualmente o comportamento da cólera sugere um padrão endêmico, definido pela ocorrência 

regular de casos e flutuações cíclicas de maior ou menor gravidade, na dependência de 

condições locais que favoreçam a circulação do Vibrio cholerae (MAGALHÃES et al., 1992). 

O reservatório comprovado da cólera é o homem. No entanto, a presença desse micro-

organismo no habitat aquático e sua associação à quitina de copépodes, zooplanctons e peixes, 

podem favorecer a contaminação dos moluscos bivalves durante o processo de filtração da 

água (CALIXTO, 2010). 

Durante a expansão da sétima pandemia de cólera na América Latina e Caribe, o 

consumo de ostras e pescados crus foi considerado como de alto risco de transmitir essa 

doença. Produtos crus que entram em contato com águas contaminadas por fezes humanas 

podem ser veiculadores dessa doença e de outros agentes patogênicos fecais, além da 

recontaminação de produtos cozidos e da própria água de consumo não tratada (WHO, 1997).  

A infecção intestinal por Vibrio cholerae resulta na perda de grande quantidade de 

água através das fezes, levando a uma rápida e progressiva desidratação. A toxina colérica 

estimula a secreção de fluidos ricos em sódio, bicarbonato e potássio, em volumes superiores 

à capacidade de absorção do intestino. Estima-se que a dose infectante para causar a doença 

seja de aproximadamente um bilhão de células de V. cholerae (SACK et al., 2004). 

Sorogrupos não O1 do Vibrio cholerae já foram identificados em todo mundo, 

sabendo-se que os mesmos podem ocasionar patologias extra-intestinais, diarréias com 

desidratação severa semelhante à cólera. O Vibrio cholerae O 139 foi o primeiro Vibrio 

cholerae não O1 identificado como responsável por considerável mortalidade. As 

enterotoxinas elaboradas são similares para o grupo e ocasionam quadros clínicos muito 

semelhantes. A resistência do biotipo El Tor é maior, o que lhe dá condições de sobreviver 

por mais tempo no meio ambiente, crescer melhor e mais rápido em meios de cultura, além de 

lhe conferir menor suscetibilidade aos agentes químicos e maior tendência à endemização 

(BLAKE, 1993). 

 

2.5.5 Outras espécies de Vibrio 

Vibrio carchariae, espécie isolada de tubarões, é considerado como parte da 

microbiota normal, porém pode determinar quadro patológico quando o animal está sob 

estresse. A infecção humana pode ocorrer resultante de acidente com mordedura por este 
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animal, o que levanta a possibilidade de que a capacidade de agressão ocorra em condições 

oportunistas. Estudos realizados em algumas espécies de peixes de cultivo o apontam como 

agente etiológico de infecções. Trata-se de uma espécie presente em ambientes aquáticos, mas 

somente há alguns anos foi isolada, a partir de uma infecção humana extra-intestinal (LEE et 

al., 2002). Vibrio carchariae é fenotipicamente similar ao V. alginolyticus, V. 

parahaemolyticus e V. vulnificus diferenciando-se destes pela ausência de hidrólise de 

gelatina a 22°C, motilidade negativa a 36°C e reação de ornitina descarboxilase negativa 

(LOPES, 1993, YII et al., 1997, NICOLAS et al., 2002). 

Vibrio anguillarum é responsável por provocar uma septicemia hemorrágica fatal em 

peixes marinhos (KENT et al., 2002; WEBER  et al., 2010).  

Infecções por Vibrio damsela são raras e poucos são os dados presentes na literatura. É 

responsável por produzir infecções de feridas ao homem, principalmente após a exposição à 

água do mar (TANG; WONG, 1999; SCOGLIO et al., 2001). 

Vibrio cincinnatiensis foi isolado do líquido cefalorraquidiano de um paciente com 70 

anos com bacteremia e meningite. No entanto, seu isolamento não é freqüente.  

Vibrio fluvialis foi isolado a partir de pacientes com quadros de diarréia.  Esta espécie 

foi isolada em coproculturas de mais de 500 pacientes com diarréia em Bangladesh, em 1976, 

devido o consumo de ostras in natura. Nos Estados Unidos, o micro-organismo foi isolado de 

ferida de um paciente do Havaí, da água e sedimentos da baía de Nova York e de mariscos de 

Louisiana (VARGHESE et al., 1996; MAUGERI et al., 2000; HEIDELBERG et al., 2002; 

CAVALLO; STABILI, 2002). Trata-se de um patógeno entérico capaz de produzir 

hemolisina extracelular (KOTHARY et al., 2003). No Brasil, o primeiro caso de infecção por 

V. fluvialis  foi descrito por Magalhães et al. (1996). Recentemente, este micro-organismo tem 

sido associado a casos de diarréia severa em pacientes imunocomprometidos ou crianças, 

podendo o quadro evoluir para bacteremia (LESMANA et al., 2002; HUANG et al., 2005; 

LAI et al., 2006). 

Vibrio furnissii, antes denominado V. fluvialis biogrupo 2 foi isolado de pacientes com 

gastroenterite aguda durante dois surtos de envenenamento por alimentos e de fezes de um 

lactente de 1 mês de idade (MAGALHÃES et. al, 1996; CHAKRABORTY et al., 1997). 

Vibrio hollisae foi isolado de amostras de fezes de pessoas com diarréia após a 

ingestão de frutos do mar crus. Os sintomas comuns a todos os pacientes foram dor abdominal 

e leucocitose. Foram relatados casos raros de infecção sistêmica produzida por este micro-

organismo, sendo a maioria pacientes com imunodeficiência. Alguns estudos apontam a 

presença de uma hemolisina semelhante à TDH do V. parahaemolyticus que seria responsável 

pela sua patogenicidade, paralelamente a uma enterotoxina sensível ao calor (CARNAHAN et 

al.., 1994; LESMANA et al., 2002). 

Vibrio ordalii tem sido associado como uma das principais causas de vibriose em 

salmonídeos marinhos. Os locais onde são observadas alterações histopatológicas após 

infecção com este micro-organismo são o músculo esquelético e cardíaco e as guelras (NAKA  

et al., 2011). 

Vibrio vulnificus, V. alginolyticus, V. campbellii, V. splendidus, V. damsela, V. 

parahameolyticus e V. harveyi têm sido reportadas como as principais espécies do gênero 

Vibrio que representam risco para o cultivo de camarões.  Da mesma forma, espécies como V. 

anguillarum, V. tapetis e V. harveyi são responsáveis por causar infecções em pescado. V. 

anguillarum é responsável por causar septicemia hemorrágica em peixes. Os peixes 

infectados apresentam descoloração da pele e eritema ao redor das barbatanas, guelras e boca. 

Sua taxa mortalidade em uma fazenda de peixes infectados gira em torno de 30 a 100% 

(LIGHTNER, 1996; DENKIN; NELSON, 2004; CROSA et al., 2006; HONG et al., 2007) 
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2.6 Características Genotípicas e sua Utilização na Identificação de Vibrio spp. 

 

O gênero Vibrio é composto por aproximadamente 270 espécies incluindo patogênicas 

e não patogênicas.  Uma acurada identificação fenotípica de espécies de Vibrio é 

problemática, principalmente devido à grande variabilidade em suas características 

bioquímicas (THOMPSON et al., 2004; TARR et al., 2007). Um erro comum na identificação 

envolve Aeromonas cavie muitas vezes identifcada como Vibrio fluvialis (ABBOTT et al., 

1998). Além disso, Aeromonas hydrophila e Plesiomonas shigelloides podem ser confundidas 

com Vibrio quando uma bateria completa de testes bioquímicos não é executada (KWOK et 

al., 2002). Diante deste fato, métodos moleculares, os quais são mais rápidos, sensíveis e 

específicos se tornam necessários para a identificação do gênero Vibrio e suas espécies. 

A literatura relata a detecção de genes alvos como os genes da subunidade RNA 

polimerase (rpoA e rpoB), o qual é  encontrado em todas as cepas de Vibrio (TARR et al., 

2007; DALMASSO et al., 2009).  A utilização desta técnica permite uma identificação segura 

do gênero Vibrio independente de suas características fenotípicas, sorotipos e virulência. 

Além disso, a detecção do gênero rpoA  apresenta vantagens pelo fato  de ser altamente 

conservado entre o gênero Vibrio (DALMASSO et al., 2009) e por ser amplamente 

seqüenciado nos casos de estudos filogenéticos e identificação de espécies (THOMPSON et 

al., 2005). 
 Para a identificação genotípica de Vibrio parahaemolyticus pode-se detectar a 

hemolisina termolábil através da presença do gene tlh, o qual é encontrado em todos os 

isolados clínicos e ambientais de V. parahaemolyticus e não está associado com a virulência 

bacteriana (BLACKSTONE et al., 2003; NORDSTROM et al., 2007; ROJAS et al., 2009; 

ROJAS et al., 2011). Além disso, genes de virulência como tdh e trh podem ser detectados em 

cepas patogênicas de Vibrio parahaemolyticus (ROJAS et al., 2011). 

Em Vibrio vulnificus o gene da hemolisina (cth) é considerado um marcador específico 

para esta espécie (LEE et al., 2003; PANICKER et al., 2004; KIM et al., 2010). 

 

2.7 Gênero Aeromonas  

 

O gênero Aeromonas é constituído por bastonetes Gram-negativos, podendo ou não 

ser móveis por flagelos polares, não esporulados, fermentadores, anaeróbios facultativos e que 

apresentam reação de oxidase, característica que o distingue das Enterobacteriaceae. Apesar 

deste gênero ser conhecido como patógeno de peixes desde 1894 (KIRKAN et al., 2003) a sua 

classificação taxonômica só foi estabelecida recentemente. Inicialmente o gênero Aeromonas 

era considerado pertencente à família Vibrionaceae, no entanto, com avanço das técnicas 

moleculares, surgiu-se a criação da família Aeromonadaceae, da qual o gênero Aeromonas faz 

parte (GRANUM et al., 1998; ABBOT et al., 2003; MATTÉ, 2004; ØRMEN et al., 2005). 

Atualmente são reconhecidas 14 espécies de Aeromonas por meio de características 

bioquímicas e análise de DNA (ØRMEN et al., 2005).   

 Os micro-organismos do gênero Aeromonas não são relacionados a condições 

sanitárias inadequadas por não terem correlação com micro-organismos indicadores de 

contaminação fecal. Segundo Brasil (2001), a pesquisa de Aeromonas spp. não é um 

parâmetro de qualidade microbiológica considerada pela legislação brasileira, porém diversos 

estudos têm demonstrado espécies patogênicas relacionadas a alimentos (VILLARI et al., 

2003). As bactérias do gênero Aeromonas estão amplamente distribuídas pelo ambiente 

aquático, sendo isolados de peixes, ostras, camarões e mexilhões. Apesar destes micro-

organismos terem sido isolados e identificados primeiramente de águas marinhas e salobras, a 

literatura relata o isolamento de Aeromonas de água potável destinada ao abastecimento 

público (SEN; RODGERS, 2004; PAVLOV et al., 2004) e água mineral engarrafada, 
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evidenciando sua importância para a Saúde Pública (VILLARI et al., 2003; PIANETTI et al., 

2005; VENIERI et al., 2006). Apesar do predomínio em alimentos de origem aquática, ocorre 

também uma alta incidência de diversas espécies de Aeromonas spp. em alimentos de origem 

não aquática como vegetais, carne vermelha e de aves representando um alerta para a saúde 

pública no que se refere a vigilância sanitária. Também podem ser isolados de carnes bovinas 

e suínas, leite cru, vegetais e saladas (HARF-MONTEL et al., 2004; SZCZUKA; 

KAZNOWSKI, 2004). 

Em humanos, as espécies de Aeromonas são responsáveis por gastrenterientes, 

caracterizando-se por diarréia aguda, aquosa autolimitada, de curta duração, podendo ser 

acompanhada de febre, vômitos e dor epigástrica assemelhando-se à síndrome causada por V. 

cholerae O1.  Manifestações extraintestinais como infecções cutâneas, hepatobiliares, 

urinárias, oculares, endocardites, osteomielites, bacteremias, e celulite ou infecção de feridas 

em manipuladores de alimentos ou profissionais de sistemas de aqüicultura tem sido 

associada a presença de Aeromonas. Casos mais graves podem ocorrer em indivíduos com 

comprometimento do sistema imunológico ou distúrbios hepatobiliares. (CASTRO-

ESCARPULLI et al., 2003; SZCZUKA; KAZNOWSKI, 2004). Segundo Kingombe et al. 

(2004), apesar do aumento de trabalhos evidenciando este gênero, poucos relatos de surtos 

foram evidenciados, provavelmente devido à inexistência de um método simples e rápido 

padronizado para sua identificação.  

 

2.8 Enterobactérias 

 

A família Enterobacteriaceae é constituída por bastonetes Gram-negativos geralmente 

associados às infecções intestinais, podendo ser encontrada nos mais diversificados 

ambientes. Os membros desta família são importantes patógenos humanos que podem causar 

desde uma gastrenterite leve a severa aos mais variados tipos de infecção tais como infecções 

do trato urinário, pneumonias, meningites e septicemia (MORELLI et al., 2003).  

Gêneros como, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Proteus, 

Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella e Yersinia fazem parte da família 

Enterobacteriaceae (KONEMAN  et al., 2008).  

A presença de E. coli é relatada particularmente em infecções gastrentéricas, tanto em 

indivíduos imunocomprometidos, como em indivíduos sadios após a ingestão de alimentos 

contaminados, principalmente de moluscos bivalves sem prévia cocção. Sua presença em 

alimentos indica contaminação de origem fecal, apontando condições higiênicas 

insatisfatórias (BRASIL, 2001; FRANCO; LANDGRAF, 2003). Além de E. coli,  a presença 

de Enterobacter, Citrobacter, Salmonella e Shigella estão associados a quadros gastrentéricos 

humanos (MORELLI et al., 2003). 

O gênero Salmonella é amplamente distribuído na natureza, sendo o trato intestinal de 

pássaros e répteis seus principais reservatórios. Podem alcançar o ambiente aquático através 

de contaminação fecal e então, serem detectadas em peixes e produtos pesqueiros. As aves 

têm importante papel na transmissão do patógeno, pois podem ser portadoras assintomáticas, 

excretando continuamente salmonelas pelas fezes. As infecções causadas por Salmonella spp. 

podem decorrer da ingestão de carnes, principalmente mal cozidas ou cruas, ovos, leite cru e 

hortaliças contaminados (GERMANO; GERNMANO, 2003; FRANCO; LANDGRAF, 2003; 

VIEIRA et al., 2004). A presença de Salmonella em alimentos indica inadequação do produto 

para o consumo, constituindo um sério problema para a saúde pública (ANVISA, 2001). 

A transmissão das enterobactérias no geral se dá por via fecal-oral, na maioria das 

vezes, através de alimentos contaminados por portadores, durante o processo de preparação e 

manipulação (FRANCO; LANDGRAF, 2003; VIEIRA et al., 2004). A água também pode ser 
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um veículo de transmissão, podendo ser contaminada no próprio manancial, por ser tratada 

inadequadamente ou ainda por contaminação na rede de distribuição (MACEDO, 2007). 

Os principais sintomas de infecção por enterobactérias são náuseas, vômitos, cólicas 

abdominais, diarréia, sudorese e febre (FRANCO; LANDGRAF, 2003). 

Tradicionalmente, dentro da família Enterobacteriaceae, as bactérias do grupo 

coliforme têm sido consideradas como indicadoras de poluição fecal em águas (VIEIRA et al., 

2004). A pesquisa de coliformes reflete a condição geral de higiene durante o processo de 

produção. 

A principal causa de doenças diarréicas é a ingestão de alimentos e/ou águas 

contaminadas por micro-organismos patogênicos. A presença de E. coli em água ou alimento 

indica contaminação de origem fecal e um possível risco à saúde.  

Em geral, a maioria dos países, incluindo o Brasil, submete a liberação do consumo de 

mexilhões aos resultados da análise dos níveis de coliformes totais e termotolerantes presentes 

no ambiente. No entanto, há grande diversidade de critérios quanto aos níveis de coliformes 

termotolerantes permitidos tanto na água de cultivo quanto na carne do mexilhão no mundo.  

A ANVISA, através da RDC 12/2001, dispõe que os moluscos bivalves resfriados ou 

congelados devem ter no máximo 50 UFC (Unidades Formadoras de Colônias) de coliformes 

a 45°
 

C/g (50 UFC/100g). No México, por outro lado, a legislação para coliformes 

termotolerantes presentes na carne dos mexilhões é bem mais restritiva e prevê no máximo 

230 UFC/100g. No Canadá, a legislação referente aos coliformes fecais na carne dos 

mexilhões é ainda mais rigorosa, permitindo apenas 170 UFC/100g (PEREIRA, 2003). 

De igual modo, para a análise de coliformes termotolerantes na água de cultivo de 

mexilhões, cada país institui seus padrões para a quantidade de coliformes permitidos. Nos 

Estados Unidos, a liberação de áreas consideradas livres para cultivo de mexilhões é efetuada 

levando-se em consideração o número máximo de coliformes termotolerantes presentes na 

água, que não deverá ultrapassar 88 UFC/100mL de água salgada. No Canadá, a legislação 

prevê como áreas livres para cultivo de moluscos, o número máximo de coliformes 

termotolerantes em 43 UFC /100mL de água salgada. No México, as águas  livres para cultivo 

para mexilhões serão liberadas apenas quando tiverem no máximo 14 UFC coliformes 

termotolerantes/100mL de água salgada. 

No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), órgão que estabele a 

classificação e normaliza os parâmetros de qualidade da água, através da resolução 357 de 

2005, determina que o número de coliformes ternotolerantes na água salobra ou salina, 

destinadas a atividades de aqüicultura e pesca, não ultrapasse 14 NMP/100ml, com não mais 

de 10% das amostras excedendo 43 coliformes NMP/100ml. Em áreas onde o NMP alcança 

70-700 é indispensável o tratamento dos moluscos através da depuração (CONAMA, 2005). 

 

2.9 Resistência Antimicrobiana 

 

A descoberta dos antibióticos foi um grande avanço para a aplicação terapêutica tanto 

na medicina humana quanto na veterinária, sendo importantes na redução da morbidade e 

mortalidade por doenças infecciosas. No entanto, foram detectadas cepas bacterianas 

resistentes aos antimicrobianos logo após o seu lançamento. 

O crescimento da resistência aos antimicrobianos é multifatorial, decorrente do 

aumento da pressão de seleção positiva no meio através do uso indiscriminado destes tanto na 

medicina humana quanto na medicina veterinária e, também, por práticas usadas na 

agricultura. A literatura relata que logo após a introdução dos antibióticos no tratamento 

médico em 1940, estes foram introduzidos em criações animais como profiláticos e 

promotores de crescimento para melhorar a eficiência ou utilização alimentar, sincronizar ou 
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controlar o ciclo reprodutivo, o desempenho no cruzamento e aumentar a aceitação do 

consumidor ao produto final (OLIVEIRA, 2008). 

Os antibióticos têm desempenhado um importante papel no combate de doenças em 

animais aquáticos cultivados, no entanto, o uso indiscriminado na aqüicultura pode acarretar 

problemas de saúde pública, como a possível toxicidade de algum antimicrobiano aos 

manuseadores dos animais, modificação da microbiota dos consumidores e transferência da 

resistência ao antimicrobiano a patógenos humanos o que pode dificultar o tratamento das 

doenças no homem (VIEIRA et al., 2000). O emprego de antibióticos no tratamento de 

patologias bacterianas na aqüicultura mostra-se limitado devido o possível desenvolvimento 

de cepas resistentes, alterando a microbiota das áreas afetadas. Isto pode refletir em alterações 

significativas sobre a população de outros organismos aquáticos, como as algas, alterando 

desta forma o equilíbrio ecológico (HERNANDEZ et al., 2005).  

O uso indiscriminado de antibióticos em populações animais tem sido motivo de 

preocupação na comunidade acadêmica, em virtude do aumento da circulação de bactérias 

patogênicas resistentes entre animais e humanos (MENDES et al., 2004). Embora o 

tratamento com antibióticos seja, talvez, a maneira mais rápida de se obter resposta a uma 

doença bacteriana na aqüicultura, por outro lado pode acarretar em graves problemas, pois 

podem induzir resistência quando utilizadas tanto em baixas doses, como também em doses 

elevadas. Logo, alternativas buscando a antibioticoterapia planejada e a adoção de medidas de 

manejo sanitário são importantes para reduzir os riscos aos seres humanos e ao meio ambiente 

(CABELLO et al. 2006).  

A resistência antimicrobiana pode estar associada a diversos fatores como o 

lançamento de esgoto doméstico e industrial, inclusive da área farmacêutica, diretamente no 

ambiente aquático, pela deposição de quimioterápicos no lixo comum e também pelo uso de 

antibióticos, seja pela administração de doses subterapêuticas ou sua utilização como 

promotores de crescimento em animais de produção (SOTOMAYOR; BALCÁZAR, 2003). 

Na década de 90, a maioria dos países europeus baniu o uso de antimicrobianos como 

a penicilina e a tetraciclina como promotores de crescimento de animais de produção (gado de 

corte e outros), no entanto, países como os Estados Unidos e muitos países da América Latina 

não procederam da mesma maneira o que pode estar relacionado aos inúmeros problemas 

gerados pela resistência bacteriana a estes fármacos (AARESTRUP, 2001; OMS, 2001). 

Países desenvolvidos como os membros da União Européia e Canadá foram os países 

que mais notificaram na Organização Mundial do Comércio, as restrições na compra de 

determinados produtos que continham um nível acima dos limites máximos de resíduos 

impostos pelos mesmos. A maioria dessas imposições muitas vezes torna o comércio inviável 

ou até restringe o acesso dos países em desenvolvimento ao comércio internacional (RIMAL 

et al., 2001).  

A persistência de resíduos antimicrobianos em alimentos varia com o produto e 

depende de uma série de variáveis, tais como a dose, a via de administração, a solubilidade e 

o estado de saúde do animal (COSTA, 2002).  

Resíduos de antibióticos como a penicilina, terramicina, cloranfenicol e 

estreptomicinas tem sido encontrado em alimentos.  Antibióticos como cloranfenicol, à 

sulfometazina e os nitrofuranos possuem ação carcinogênica (COSTA, 2002). Os resíduos de 

penicilina constituem uma grande preocupação com relação aos riscos oferecidos aos 

humanos devido à alta porcentagem de pessoas alérgicas a este fármaco (FONSECA; 

SANTOS, 2000).  Em humanos, o cloranfenicol pode causar efeitos colaterais adversos como 

anemia aplásica e hipoplásica, granulocitopenias devido à sua ação sobre células da medula 

óssea após o uso de níveis terapêuticos ou profiláticos (BOOTH, 1992). A tetraciclina, ao se 

ligar ao cálcio pode resultar na inibição do desenvolvimento dos dentes e do crescimento 

ósseo, podendo os dentes tornar-se descorados (BOOTH, 1992). 
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A resistência antimicrobiana frente a determinados antibióticos é um tipo de adaptação 

icrobiana que pode causar doenças veiculadas por alimentos ainda mais graves.  Cepas que 

eram suscetíveis a praticamente todos os agentes antimicrobianos durante décadas, atualmente 

têm se mostrado resistentes não somente aos usados na terapêutica clássica, mas também a 

novos fármacos. Alguns micro-organismos desenvolveram resistência a múltiplos fármacos, 

sendo denominados multirresistentes (TAUXE, 2002). Esta resistência pode ocorrer de 

diferentes modos como bombas de efluxo, enzimas de inativação, impermeabilidade ao 

antimicrobiano ou por mudança no sítio-alvo do antibiótico. Estes mecanismos podem ser 

intrínsecos ou ocorrer pela aquisição de genes de resistência através de mutações 

cromossomais ou por troca de material genético mediada por plasmídeos, transposons e 

integrons (PIDDOCK, 2006; PARTRIDGE et al., 2009). 

Os micro-organismos patogênicos possuem capacidade adaptativa, o que permite sua 

sobrevivência no organismo hospedeirro e assim, são capazes de provocar infecção. A 

expressão dos fatores de resistência e virulência é regulada por determinadas condições, como 

o ambiente em que a bactéria se encontra (MAYER, 2010). 

O gênero Vibrio apresenta versatilidade de estratégias de patogenicidade, fatores de 

virulência e capacidade de sobrevivência e multiplicação em uma diversidade de ambientes. O 

repertório genético desta bactéria para adaptação a mudanças e ambientes hostis, foi 

demonstrado pelo surgimento de cepas que manifestaram mecanismos de resistência aos 

antimicrobianos logo após a introdução destes fármacos na prática clínica (THOMPSON et 

al., 2004). 

Ahmed et al. (2004)  relataram a presença de dois genes associados a resistência aos 

aminoglicosídos em isolados de Vibrio fluvialis. O gene aadA7 está relacionado com a 

resistência a estreptomicina e o gene aac(3)-Id  confere resistência à gentamicina.  Genes que 

codificam para a resistência a quinolonas (ciprofloxacina e ácido nalidíxico) também foram 

detectados em V. fluvialis (SRINIVASAN et al., 2006). Durante um surto por V. cholerae 

O139, na Índia, foi detectado genes que conferem resistência a sulfametoxazol, trimetoprim e 

estreptomicina. 

Kim et al. (2007) ao avaliar a resistência a tetraciclina em  24 isolados de  Vibrio spp. 

provenientes de diversas fontes marinhas relataram a presença dos genes tet (O) e tet (M) em 

23 isolados. 

 



 
 

23 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Pontos de Coletas 

 

Um dos pontos de coleta foi estabelecido no Arquipélago de Santana (Figura 1), em 

costões rochosos e próximos a cabos subaquáticos, localizado na Bacia de Campos, Macaé, 

Estado do Rio de Janeiro a uma distância de aproximadamente 10 km da costa. Localiza-se na 

costa Leste de Macaé nas coordenadas 22º 23‟ 45.43‟‟ S – 41º43‟ 42.52‟‟W. A ilha de 

Santana é a maior com aproximadamente 1,29 km
2
 de área e altura de 156 m no ponto mais 

alto e, é composto de três elevações. A ilha do Francês tem uma área aproximada de 0,35 km
2
 

e altura máxima em torno de 60 m. O Ilhote do Sul tem área de 0,12 km
2
 e, altura máxima 

também de 60 m. Por ser o único arquipélago em todo o litoral da região é avistado a grandes 

distâncias. O arquipélago tem apenas duas praias, uma, maior, na parte noroeste da ilha de 

Santana e outra, bem menor, na parte oeste da ilha do Francês. Ambas são bem protegidas dos 

ventos e, por isso, mesmo propícias para banho, apresentando areias claras e água 

transparente é atualmente área de proteção ambiental (BELTRÃO, 1995). Foram realizadas 

três coletas, no período de junho de 2007 a maio de 2008. 

 

 
Figura 1. Costão rochoso localizado no Arquipélago de Santana, Bacia de Campos, Macaé, 

Estado do Rio de Janeiro, Brasil. 

 

Os outros pontos de coletas foram estabelecidos em Angra dos Reis, na Baía da Ilha 

Grande, Praia do Leste (Figura 2) e em Arraial do Cabo (Figura 3). A Baía da Ilha Grande é 

caracterizada como um corpo de água salgada semiconfinada, com aproximadamente 800 km
2
 

de superfície, localizada na costa sul do Estado do Rio de Janeiro, entre as latitudes 22
o 

55´ S 

e 23
o 
15´S e longitudes 44

o
 43´ W (SILVA, 2001). Segundo Signorini (1980), esta região sofre 

influência da convergência das águas oceânicas, que entram pelo lado oeste da Ilha Grande, 

com as águas vindas da Baía de Sepetiba (ao leste), caracterizando-se como ambiente 

estuarino. A fazenda de maricultura de Arraial do Cabo, cidade litorânea situada ao extremo 
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Leste do Estado do Rio de Janeiro, está localizada na praia do Forno, onde são cultivados 

mexilhões, ostras e vieiras nas coordenadas 22°56'31"S e 42°8'19"W.  
Nestes pontos, os mexilhões foram coletados de fazendas de maricultura onde é 

empregado o sistema de longline para o cultivo desses animais. As coletas de mexilhões em 

Angra dos Reis foram realizadas em outubro de 2010 e fevereiro de 2011 e as coletas em 

Arraial do Cabo foram realizadas em maio e julho de 2011. Em cada ponto, Arraial do Cabo e 

Angra dos Reis, foi realizado duas coletas. 

 

 
Figura 2: Sistema  de cultivo de mexilhões em  longline, localizado  na Praia do Leste em 

Angra dos Reis, Baía da Ilha Grande, Brasil. 

 

 
Figura 3: Sistema  de cultivo de mexilhões em  longline, localizado  na Praia do Forno em 

Arraial do Cabo, Brasil. 
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3.2 Análise Microbiológica da Água do Mar 
 

3.2.1 Amostragem 

Foram utilizados potes de plásticos estéreis com capacidade para 1L de água.  A coleta 

da água foi efetuada em 3 e 13 m de profundidade através de mergulho autônomo em dois 

pontos distintos em cada local de coleta. O estabelecimento dessas profundidades objetivou 

avaliar a possível interferência da coluna de água sobre a microbiota. Em Macaé, os pontos de 

coleta foram estabelecidos próximos a costões rochosos e em Angra dos Reis, na fazenda de 

maricultura. Já em Arraial do Cabo um ponto de coleta foi estabelecido na fazenda de 

maricultura e o outro ponto próximo a um restaurante flutuante que se localiza 

aproximadamente em torno de 500 m da fazenda de maricultura.   Após a coleta o material foi 

mantido sobre refrigeração e transportado imediatamente ao Laboratório de Bacteriologia 

Veterinária da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, para realização da análise 

bacteriológica. O intervalo de tempo entre a coleta e processamento da amostra foi em torno 

de 6 horas.  

 

3.2.2 Pesquisa de coliformes totais e termotolerantes 
Coliformes totais e termotolerantes foram enumerados utilizando-se o método do 

Número Mais Provável (NMP) conforme recomendações estabelecidas pela Instrução 

Normativa nº 62 do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento – MAPA (BRASIL, 

2003).  

Para a pesquisa de coliformes totais foram inoculados volumes de 10 mL da amostra a 

ser analisada em uma série de 3 tubos contendo Caldo Lauril Sulfato de Sódio (LST - 

Difco®) em concentração dupla; volumes de 1 mL da amostra na segunda série de 3 tubos 

contendo LST em concentração simples e volumes de 1 mL da diluição 10
-1

 na terceira série 

de 3 tubos contendo o mesmo meio. Os tubos foram incubados a 36 ± 1°C por 24 a 48 horas. 

A suspeita de coliformes totais é indicada pela formação de gás nos tubos de Durhan. 

Para confirmação de coliformes totais, cada tubo de LST foi repicado em Caldo Verde 

Brilhante Bile 2% lactose (Difco®) e incubados a 36 ± 1°C por 24 a 48 horas.  A presença de 

coliformes totais é confirmada pela formação de gás no tubo de Durhan. 

Para a pesquisa de coliformes termotolerantes, cada tubo positivo no caldo LST foi 

repicado em caldo Escherichia coli (EC - Difco®) e incubados tubos a 45ºC (44,5 ± 0,2°C), 

por 24 a 48 horas. A presença de coliformes termotolerantes é confirmada pela formação de 

gás no tubo de Durhan.  

A partir dos tubos que apresentaram resultados positivos no Caldo EC, indicados pela 

presença de gás, foram retiradas alíquotas para semeadura por estriamento, sobre a superfície 

do meio ágar Eosina Azul de Metileno- EMB (Difco®) e incubação a 37ºC, por 24 horas. 

Após este período, foram isoladas duas a três colônias típicas de E. coli para o meio Agar 

Triptona de Soja-TSA (Difco®), cujo crescimento foi empregado para avaliar a produção de 

indol em meio de SIM (Vetec®), via metabolismo de utilização da glicose, pela reação de 

Vermelho de Metila e produção de acetoína pelo teste de Voges Proskauer (Difco®), e 

capacidade de utilização do Citrato (Micromed®) como fonte única de carbono, de acordo 

com Koneman et al. (2008). Como controle foram utilizadas cepas previamente identificadas 

pelo Laboratório de Bacteriologia da UFRRJ. 

 

3.3 Análise Microbiológica dos Mexilhões 

3.3.1 Amostragem 

Os mexilhões da espécie Perna perna foram coletados, em três diferentes momentos. 

Ao total, foram realizadas sete coletas, sendo três coletas em Macaé, no período de junho de 

2007 a maio de 2008, duas coletas em Angra dos Reis em outubro de 2010 e fevereiro de 
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2011 e duas coletas em Arraial do Cabo em maio e julho de 2011. Em cada coleta, foram 

extraídos 2 lotes de 25 indivíduos adultos, apresentando as valvas fechadas e de tamanho 

utilizado para comercialização (maiores que 6 cm). Os animais foram extraídos diretamente 

do costão rochoso, em profundidades variando de 3 a 4 metros, através de mergulho 

autônomo. Tal procedimento foi realizado para evitar a coleta de animais em locais mais 

rasos, sujeitos a vazante de maré e, portanto mais expostos a variações de temperatura e 

incidência solar direta. Em seguida, estes organismos foram acondicionados em sacos de 

polietileno dentro de caixa de isopor contendo gelo e transportados imediatamente ao 

Laboratório de Bacteriologia Veterinária da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 

para realização da análise bacteriológica. O transporte dos mexilhões sob resfriamento teve 

como objetivo evitar a morte da maioria dos animais e o conseqüente crescimento de sua 

microbiota. 

 

3.3.2 Processamento das amostras  

Os lotes foram separados, adotando-se o mesmo procedimento para cada uma. Os 

mexilhões (Figura 4) foram lavados individualmente com auxílio de escova, sob água corrente 

potável, para a retirada de sujidades. Durante este processo, foram descartados os animais que 

apresentavam valvas abertas. Em capela de fluxo laminar, próximo ao bico de Bunsen, os 

mexilhões foram abertos assepticamente com bisturi estéril. A massa corpórea e o líquido 

intravalvar foram recolhidos em becher, onde foi realizada, com auxílio de pinça e bisturi 

esterilizados, a trituração das partes sólidas a fim de promover homogeneização do material. 

Para a pesquisa de Vibrio spp. e Aeromonas spp. foram pesados 25g da amostra e adicionados 

a 225 mL de água peptonada alcalina (APA) com 1% de NaCl. A partir desta diluição (10
-1

), 

de cada amostra, foi tomada uma alíquota de 1mL e acrescentada em tubo contendo 9 mL de 

APA com 1% de NaCl (diluição 10
-2

), e a outro com 9 mL de APA com 3% de NaCl (diluição 

10
-2

), sendo usados como meios de enriquecimento. Em seguida, estes foram incubados à 

37
o
C por 12 a 24 horas.  A pesquisa de enterobactérias seguiu basicamente a mesma 

metodologia utilizada para Vibrio spp.  diferenciando-se apenas na não utilização de NaCl em 

APA. Após o crescimento em APA, as amostras foram semeadas em Agar EMB e 

MacConkey (FDA, 2004). 

 

 
 

Figura 4. Mexilhão Perna perna  com valvas abertas para processamento da massa corpórea 

e líquido intravalvar. 
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3.4 Pesquisa de Micro-organismos com Potencial Patogênico 

3.4.1 Pesquisa de Vibrio spp. e Aeromonas spp. 

As amostras que apresentaram crescimento em APA com 1% e 3% de NaCl foram 

isoladas em Agar Tiossulfato Citrato Sais Biliares Sacarose (TCBS-Oxoid®) acrescidas de 

1%, 2% e 3% de NaCl, em duplicata e Agar Seletivo para Pseudomonas-Aeromonas (GSP-

Micromed®) acrescido de 1% de NaCl, em duplicata. Todas as placas foram incubadas à 

37
o
C por 24 horas. As crescentes concentrações de NaCl utilizadas em Agar TCBS tiveram 

como objetivo tornar este meio mais seletivo, favorecendo crescimento de bactérias com 

diferentes graus de halofilia (FDA, 2004).  

Foram transferidas até 10 colônias isoladas de cada placa de TCBS (Figura 5), 

apresentando coloração amarela (sacarose positivo) ou verde (sacarose negativo) e colônias 

amarelas (amido positivo) isoladas do ágar GSP (Figura 6) para tubos contendo Agar 

Nutriente (Micromed®), LIA (Ágar Lisina Ferro-Micromed®) e Agar Kligler (Micromed®), 

todos acrescidos de 1% de NaCl e submetidos a incubação à 37
o
C por 24 horas para 

diferenciação presuntiva entre muitos  Vibrio spp., e enterobactérias. Posteriormente a 

diferenciação entre estes micro-organismos foi realizada através da enzima citocromo 

oxidase, distinguindo Vibrio spp. dos membros de Enterobacteriaceae. A prova da oxidase foi 

realizada a partir do crescimento dos isolados em ágar nutriente inclinado contendo 1% de 

NaCl. Foi retirada uma alíquota com emprego da alça de platina e foram feitos esfregaços em 

fitas PROBAC® impregnadas com cloridrato de tetrametil-p-fenilenodiamina. O teste foi 

considerado positivo quando do aparecimento de uma coloração azul arroxeado em 10 

segundos. Essa prova é considerada positiva para os todos os membros da família 

Vibrionaceae (OLIVER; KAPER, 1997; FDA, 2004). 

 

 

 
Figura 5. Crescimento de Vibrio  spp. em ágar TCBS. Colônias amarelas: Sacarose positiva; 

colônias verdes: sacarose negativa. 
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Figura 6. Crescimento de Vibrio  spp. em ágar GSP. Colônias rosas: Amido negativo. 

 

3.4.1.1 Identificação fenotípica dos isolados 

a) Prova de fermentação de açúcares  

A fermentação de açúcares foi testada utilizando-se água peptonada acrescida de 1% 

de NaCl, 1% do açúcar em questão e 1% do Indicador de Andrade. A produção de ácido, 

indicado pela diminuição do pH e conseqüente mudança de cor, foi avaliada através da 

coloração rosa após 24 horas de incubação na temperatura de 37ºC. Os açúcares avaliados 

foram: glicose, manitol, lactose, sacarose, arabinose, celobiose, maltose e manose 

(Micromed®). Nos tubos de ensaio contendo a solução de glicose foram inseridos tubos de 

Durham para a observação da produção de gás, a qual caracteriza esta prova como positiva 

(ANVISA, 2004; KONEMAN et al., 2008). 

 

b) Prova de descarboxilação de lisina e ornitina e dehidrolização de arginina 

Para a realização das provas de descarboxilação de lisina e ornitina e dehidrolização 

de arginina, foi utilizada uma base contendo peptona, extrato de levedura, dextrose e púrpura 

de bromocresol, acrescida de 1% de NaCl, com a qual foram preparadas as soluções de lisina, 

arginina e ornitina (Micromed®). As soluções foram distribuídas em tubos aos quais foi 

adicionada uma fina camada de óleo mineral à superfície do líquido, a fim de promover 

ambiente microaerófilo. Como controle, utilizou-se a solução base pura também acrescida de 

óleo mineral (ANVISA, 2004; KONEMAN et al., 2008). 

Após a inoculação dos isolados e incubação à 37
o
C por até 7 dias, a leitura destas 

provas foi interpretada como negativa quando a coloração do meio apresentava-se amarela 

indicando acidez em ocasião da fermentação da glicose. Na reação positiva, ocorria 

fermentação do meio para ativação das enzimas de descarboxilação e posteriormente o meio 

virava para coloração violeta, indicando basicidade do meio em função da descarboxilação ou 

dehidrolisação do aminoácido. A base usada como controle sempre apresentou resultado 

negativo (ANVISA, 2004; KONEMAN et al., 2008). 

 

c) Avaliação da halofilia 
Utilizando-se agulha bacteriológica os isolados foram inoculados em tubos com água 

peptonada alcalina com diferentes concentrações de NaCl (0%, 3%, 6%, 8% e 10%) e 

incubados a 37ºC por 24 horas. A turvação observada no tubo indicou o crescimento 

bacteriano, caracterizando o grau de halofilia do isolado testado (FDA, 2004).  

 

d) Sensibilidade ao vibriostático  O/129 
Para este procedimento, os isolados foram inoculados em APA com 1% NaCl, 
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incubados durante 18 horas a 37ºC e diluídas na concentração do tubo 0,5 da escala de 

McFarland, equivalente a 1,5 x 10
6
 células/mL. 

Uma suspensão bacteriana (0,5mL) foi distribuída por toda a superfície das placas 

contendo meio sólido ágar Müeller Hinton (MH - Micromed®) com 1% de NaCl com o 

auxílio da alça de Drigalski. Em cada placa semeada, foi depositado um disco de 6 mm de 

diâmetro impregnado com O/129 na dosagem de 10g e outro na dosagem de 150g, 

distantes entre si aproximadamente 4 cm, sendo todas as placas incubadas a 37
o
C por 12 a 24 

horas. A leitura foi realizada através da observação do halo de sensibilidade ou crescimento 

bacteriano ao redor do disco de O/129, considerando o isolado como sensível ou resistente, 

respectivamente (JANDA et al., 1998). 

 

e) Prova de ONPG (orto-nitrofenil beta galactosidase) 
Este teste é utilizado para detecção da enzima galactosidase, utilizando-se discos de 

diferenciação de ONPG (Bacto), recomendados para a detecção da presença desta enzima, 

objetivando a identificação de micro-organismos fermentadores tardios de lactose. A partir do 

crescimento em Ágar Kliger contendo 1% de NaCl, foi retirada uma alçada de cada cultura e 

suspensa em 0,2 mL de solução salina (0,85% de NaCl) em tubo de ensaio. Cada tubo recebeu 

um disco de ONPG e após incubação à 37
o
C por 24 horas realizou-se a leitura. A reação 

positiva foi caracterizada pela coloração amarela na solução salina, oriunda da hidrólise do 

ONPG, pela liberação de ortonitrofenol (ANVISA, 2004; KONEMAN et al., 2008). 

 

f) Provas de motilidade e produção de indol  
Para as provas de motilidade e produção do indol, utilizou-se Agar sulfeto indol 

motilidade (SIM - Vetec®) acrescido de 1% de NaCl. Após inoculação em picada com auxílio 

de alça moldada em agulha, incubou-se a 35º por 24 a 48 horas. A interpretação do teste de 

motilidade foi realizada através da observação do tubo contra a luz sendo possível visualizar o 

tipo de crescimento da colônia, sendo considerado motilidade negativo o micro-organismo 

crescido apenas na linha inoculada e positivo o que ultrapassou a mesma. A leitura da 

produção de indol, resultada da degradação metabólica do aminoácido triptofano, foi realizada 

adicionando-se gotas de reativo de Kovacs (para-dimetilaminobenzaldeído em álcool) no 

tubo. A mudança de coloração do reativo de amarela para vermelha indica a presença de 

indol, sendo a prova considerada positiva (ANVISA, 2004; KONEMAN et al., 2008). 

 

g) Prova de Voges-Proskauer (VP) e Vermelho de Metila (VM) 

O caldo MR-VP (Vetec®) acrescido de 1% de NaCl apresenta na sua composição 

glicose, peptona, água e fosfato e é utilizado para a leitura da reação de VM-VP.  A utilização 

da glicose, apresentando a produção de acetilmetilcarbinol, é indicada pela coloração rosa na 

prova do VP após a adição de 0,2 mL de α-naftol a 5% e 0,6 mL de KOH (40%) no caldo 

contendo o inóculo incubado por 24 a 48 horas a 35ºC.  A prova do VM é utilizada para a 

detecção de ácidos mistos. É detectado através da viragem da coloração do caldo para 

vermelho após a adição do reativo vermelho de metila (ANVISA, 2004; KONEMAN et al., 

2008). 

 

h) Prova de redução de nitrato  

Para avaliação da redução de nitrato, foi utilizado caldo contendo nitrato de potássio 

(KNO3). A leitura da redução do nitrato a nitrito foi realizada adicionando-se em uma lâmina, 

uma gota do caldo inoculado após 24 horas a 35ºC e, uma gota de ácido sulfanílico e outra de 

á-naftilamina, reativos A e B de Griess Ilosway. A coloração rósea avermelhada indica 

presença de nitrito no caldo e, conseqüentemente prova de redução positiva (ANVISA, 2004; 

KONEMAN et al., 2008). 
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3.4.2 Pesquisa de enterobactérias 

As amostras foram repicadas em meios seletivos e diferenciais como ágar Mac Conkey 

(MC) e Eosina Azul de Metileno. Após a identificação presuntiva das colônias, estas foram 

submetidas ao método de Gram, teste da catalase e prova do KOH a 3%, onde a formação de 

gel viscoso indicou resultado positivo. As seguintes provas de identificação foram realizadas: 

comportamento em ágar tríplice açúcar-ferro (TSI), motilidade em tubo, produção do indol, 

produção de ácidos a partir da glicose, fermentação de açúcares, redução do nitrato, hidrólise, 

produção de urease, degradação do citrato e do malonato, e outros diferenciais de acordo com o 

micro-organismo envolvido (ANVISA, 2004; KONEMAN et al., 2008). 

Para pesquisa de Salmonella spp. foi transferido 1 mL do crescimento em APA após 24 

horas para 9 mL de Caldo Tetrationato (Vetec®) e incubados por 24h a 35°C. Após este 

período semeou-se por esgotamento, uma alçada do caldo em placas contendo Agar 

Salmonella-Shigella (SS-Merck®) e incubadas por 24h a 35°C (MAPA, 2008). 

 

a) Comportamento em ágar kligler ferro 

Este teste detecta a capacidade da bactéria fermentar a glicose ou a lactose.  O ágar 

Kligler Ferro contêm glicose em pequena concentração (0,1%), lactose em concentração 

superior (1%), o indicador de pH, vermelho de fenol, para detectar a produção de ácidos 

resultantes da fermentação dos hidratos de carbono, tiossulfato de sódio, substrato para a 

produção de H2S, e sulfato de ferro para a detecção desse produto final.  É essencial que as 

culturas sejam observadas após 18 a 24 h de incubação para evitar que os hidratos de carbono 

sejam completamente utilizados e que ocorra degradação das peptonas, formando produtos 

finais alcalinos. É no bisel que se faz a leitura da lactose, no fundo do tubo a da glicose e no 

meio do tubo a de H2S. Após incubação podem ser determinadas as atividades fermentativas, 

a produção de gás e a produção de H2S (ANVISA, 2004; KONEMAN et al., 2008). 

 

b) Prova de hidrólise de gelatina  
A capacidade de hidrolisar gelatina através da enzima gelatinase, foi testada 

inoculando uma partícula da colônia em meio contendo gelatina e incubando em estufa 

bacteriológica a 35ºC por 24 a 48 horas. Em seguida, os tubos foram levados em geladeira por 

15 minutos para realização da leitura, nos tubos onde a gelatina permaneceu liquefeita mesmo 

após o resfriamento, foram considerados positivos (RHODEHAMEL, 2001; ANVISA, 2004; 

KONEMAN et al., 2008). 

 

c) Prova de produção de urease 

A produção da urease foi avaliada através da inoculação em Ágar Base Uréia 

Christensen (Micromed®) para determinar a habilidade do microrganismo de degradar a uréia 

em duas moléculas de amônia pela ação da enzima urease, reação que resulta na alcalinização 

do meio. O desenvolvimento de cor vermelha no meio após incubação representa resultado 

positivo da prova (ANVISA, 2004; KONEMAN et al., 2008). 

 

d) Prova de degradação do citrato  

A capacidade do micro-organismo utilizar o citrato como única fonte de carbono foi 

avaliado através da inoculação dos isolados no Agar citrato Simons (Micromed®). Após 

incubação por 24h a 35°C foi observado a coloração dos tubos, onde a alteração de verde para 

azul, indicava alcalinização do meio após a utilização do citrato (ANVISA, 2004; 

KONEMAN et al., 2008). 

 

e) Prova de degradação do malonato  

A capacidade do micro-organismo utilizar o malonato como única fonte de carbono foi 
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avaliado através da inoculação dos isolados em caldo malonato. Após incubação por 24h a 

35°C foi observado à coloração dos tubos, onde a alteração de verde para azul, indicava 

alcalinização do meio após a utilização do malonato (ANVISA, 2004; KONEMAN et al., 

2008). 

3.5. Controle 

 

Para comparação e controle de todos os testes avaliados foram utilizadas as cepas 

padrão ATCC de Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 e Vibrio vulnificus ATCC 27562 

obtidas junto ao Laboratório de Enterobactérias/ FIOCRUZ. 

3.6. Perfil de Suscetibilidade dos Micro-organismos Isolados aos Fármacos de Eleição 

 

Após identificação, os isolados bacterianos foram submetidos aos testes de 

suscetibilidade através da técnica de difusão em disco. O parâmetro utilizado para avaliar a 

sensibilidade ou resistência antimicrobiana foi o CLSI (2007; 2011), período em que as 

coletas e análises dos mexilhões foram realizadas e momento em que o CLSI passou por 

reformulações para a análise de Vibrio. 

 Para o gênero Vibrio spp. (Tabela 1) foram utilizados os seguintes discos 

antimicrobianos (SENSIFAR-CEFAR


): ampicilina (10 µg), ciprofloxacina (5g), 

cloranfenicol (30 µg), nitrofurantoína (300 µg), pefloxacina (5 µg) e tetraciclina (30 µg). 

 

Tabela 1. Zonas de inibição avaliadas pelo diâmetro dos antimicrobianos utilizados para 

Vibrio spp. segundo o CLSI (2007; 2011). 

 

 

Para a família Enterobacteriaceae (Tabela 2) foram utilizados discos de  ampicilina 

(10g), ampicilina-sulbactam (10/10g),  aztreonam (30g), cefalotina (30g), ceftriaxona 

(30g), ciprofloxacino (5g), cloranfenicol (30g), gentamicina (10g), imipinem (10g) e 

tetraciclina (30g) (CLSI, 2007; 2011). 

 

 

 

Antimicrobianos 

Zonas de Inibição (mm) 

Resistente Intermediário Sensível 
Ampicilina (10UI) ≤13 14-16 17 

Ciprofloxacina (5g) ≤15 16-20 21 

Cloranfenicol (30g) ≤12 13-17 18 

Nitrofurantoína (300 g) ≤14 15-16 17 

Pefloxacino (5 g) ≤15 16-18 19 

Tetraciclina (30g) ≤14 15-18 19 
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Tabela 2. Zonas de inibição avaliadas pelo diâmetro dos antimicrobianos utilizados para 

enterobactérias segundo o CLSI (2007; 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.6.1 Inóculo  

Os isolados foram inoculados em caldo Müeller Hinton (Micromed) acrescido de 1% 

de NaCl, incubados durante 18 horas a 37ºC e diluídas na concentração do tubo 0,5 da escala 

de Mc Farland, equivalente a 1,5 x 10
6
 células/mL. 

 

3.6.2 Difusão em disco 

A suspensão bacteriana (0,5mL) foi distribuída por toda a superfície das placas 

contendo meio sólido (ágar Müeller Hinton acrescido de 1% de NaCl) com o auxílio da alça 

de Drigalski. Foram avaliadas as concentrações dos fármacos testados já presentes em discos 

de sensibilidade. Os discos foram depositados sobre a superfície do meio de cultura, já 

contendo o inóculo. Após incubação por 18 horas a 37
0
C, os diâmetros formados na zona de 

inibição ao redor do depósito dos fármacos, foram observados e medidos, em milímetros 

(CLSI, 2007; 2011).  

 

3.7 Ensaios de Detecção Gênica e Extração de DNA Bacteriano 

 

Os ensaios de Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) foram executados de acordo 

com os protocolos descritos na literatura para detecção do gene rpoA, gene alvo da 

subunidade RNA polimerase, o qual é  encontrado em todas as cepas de Vibrio (TARR et al., 

2007; DALMASSO et al., 2009), do gene espécie específico de Vibrio parahaemolyticus (tlh) 

(HONDA et al., 1993),  dos genes de virulência de Vibrio parahamolyticus (tdh e trh) 

(HONDA et al., 1993) e do gene espécie específico de Vibrio vulnificus (cth) (BRAUNS et 

al., 1991). 

A extração de DNA foi realizada segundo metodologia descrita por Chapman et al. 

(2001). Os isolados de Vibrio spp. foram inoculados em 1,5 mL de caldo Müeller Hinton 

contendo 1% NaCl e incubados por 18 a 24 h  a 35 °C. Posteriormente, 1,0 mL da cultura foi 

transferido para microtubos de 1,5mL, centrifugado a 12396g por 10 min e o sobrenadante foi 

 

Antimicrobianos 

Zonas de Inibição (mm) 

Resistente Intermediário Sensível 

Ampicilina (10g) ≤13 14-16 17 

Ampicilina-sulbactam (10g/10g) ≤11 12-14 15 

Aztreonam (30 g) ≤17 18-20 21 

Cefalotina (30 g) ≤14 15-17 18 

Cefoxitina (30 g) ≤14 15-17 18 

Ceftriaxona (30 g) ≤19 20-22 23 

Ciprofloxacina (5g) ≤20 21-30 31 

Cloranfenicol (30g) ≤12 13-17 18 

Gentamicina (10g) ≤12 13-14 15 

Imipinem (10g) ≤19 20-22 23 

Tetraciclina (30g) ≤11 12-14 15 
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descartado.O sedimento foi ressuspendido em 500 µL de TE (Tris-HCl 10 mM pH8,0, EDTA 

1 mM, pH 8,0), centrifugado a 12396 rpm por  2 min e o sobrenadante foi descartado. Este 

procedimento foi repetido por 3 vezes e o sedimento foi ressuspendido em 1 mL de TE e 

incubado em banho-maria a 100 °C por 10 min. Em seguida, os microtubos foram incubados 

a -20°C por 30 min e depois centrifugados a 12396g  por 10min. O sobrenadante foi 

transferido para um novo microtubo e armazenado a -20º C.  

 

3.8. Caracterização Genotípica do Gênero Vibrio e Identificação de Vibrio 

parahaemolyticus e Vibrio vulnificus. 

 

As reações de PCR foram realizadas em um volume final de 20 µL, contendo tampão 

1X (Tris-HCl 10 mM, MgCl2 2,0 mM, KCl 50 mM e 0,1% Triton X-100, pH 9,0), 0,5 µM de 

cada primer (BIONEER®), 0,2 mM de cada dNTP (FERMENTAS®),  1 U de DreamTaq™ 

Green DNA Polimerase (FERMENTAS®) e cerca de 20 ng de DNA total. 

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% 

contendo SYBR Green (INVITROGEN®). Posteriormente, os géis foram visualizados em 

transiluminador ultra-violeta e documentados pela câmera fotográfica (SONY - Modelo DSC-

HX1). Os tamanhos dos fragmentos foram estimados por comparação com o marcador de 

peso molecular de 100 pb (FERMENTAS®). 

Todos os isolados foram submetidos à técnica de PCR multiplex para amplificação do 

gene rpoA para confirmação do gênero Vibrio juntamente com o primer tlh, que é específico 

para a identificação de Vibrio parahamolyticus  e o primer trh que é um marcador de 

virulência de   Vibrio parahamolyticus  (Tabela 3). Posteriormente foi realizado o PCR 

multiplex para a amplificação do gene tdh que é marcador de virulência de Vibrio 

parahaemolyticus (Tabela 3). Nesta reação, o gene tlh foi usado como controle endógeno.  

Para a identificação genotípica de Vibrio vulnificus foi realizado PCR multiplex com 

os primers rpoA, sendo este utilizado como controle endógeno da reação e o primer cth,  o 

qual é espécie-específico de Vibrio vulnificus (BRAUNS et al., 1991). Os primers, os genes e 

ciclos utilizados estão representados na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Primers e ciclos empregados nos ensaios de amplificação do gene de identificação 

do gênero Vibrio e dos genes de identificação e virulência de Vibrio parahaemolyticus 

e Vibrio vulnificus. 
 

Espécie Primers Ciclos Genes/Referência 
Vibrio spp. 5´AAATCAGGCTCGGGCCTT 3´ 

5´GCAATTTT(A/G)TC(A/G/T)AC(C/T)GG3´ 

1* rpoA (242 pb) 

(DALMASSO et al., 

2009) 

 

 

Vibrio 

parahaemolyticus 

5„- AAA GCG GAT TAT GCA GAA GCA CTG3„ 

5„-GCT ACT TTC TAG CAT TTT CTC TGC -3„ 

2* tlh (450 pb) 

(HONDA et al. 1993) 

5„- GTA AAG GTG TCT GAC TTT TTG AC-3„ 

5„-TGG AAT AGA ACC TTC ATC TTC ACC-3„ 

3* tdh (269pb) 

(HONDA et al. 1993) 

5„- TTG GCT TCG ATA TTT TCA GTA TCT-3„ 

5„-CAT AAC AAA CAT ATG CCC ATT TCC G-3„ 

4* trh (500pb) 

(HONDA et al. 1993) 

Vibrio vulnificus  

 

5„- CGA ATC CTT GAA CAT ACG CAG C-3„ 

5„- CGC CGC TCA CTG GGG CAG TGG CTG-3„ 

5* cth  (386 bp) 

/(BRAUNS et al., 1991). 

Legenda: 1* 1 x 94°C/3 min,  35 x (94 °C/1 min, 55°/1 min,72°/1 min), 1x 72°C/5min;  2*  35 x (94°C/1 min, 

60°C/1 min, 72°C/1 min); 3* 35 x (94°C/30 s, 58°C/30 s, 72°C 1 min);  4* 35 x (94 °C/30 s 58°C/30 s, 72°C/1 

min); 5* 30 x (94°C/1 min, 68°C/1 min, 72°C/1 min). 
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3.9 Sequenciamento do Gene rpoA (Subunidade Alfa da RNA Polimerase) e Análise das 

Sequências de DNA 

 

Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se Exo-Sap (USB Corporation, 

Cleveland, Ohio), conforme recomendação do fabricante e enviados para o sequenciamento 

pela empresa Helixxa Bases for Life (Campinas/SP). 

As seqüências foram editadas no programa Bioedit (HALL, 1999) e submetidas ao 

algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997), possibilitando a seleção de seqüências de 

nucleotídicas armazenadas no banco de dados do NCBI (GenBank; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) com identidade com as seqüências dos micro-organismos 

isolados.  As seqüências foram importadas para o programa MEGA versão 4 (TAMURA et al., 

2007), e alinhadas utilizando o programa Clustal W (Higgins et al., 1994). Dendrogramas 

foram construídos utilizando o algoritmo Neighbor joining (NJ) utilizando modelo de análise 

de nucleotídeo adequado no programa MEGA excluindo-se gaps e dados perdidos para 

determinação da inferência das relações filogenéticas entre os isolados estudados (KUMAR et 

al., 2004). A robusteza de cada ramo foi determinada usando o teste não paramétrico de 

bootstrap com 1000 replicatas (FELSENSTEIN, 1985). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Pesquisa de Coliformes Totais e Termotolerantes na Água do Mar 

 

A análise microbiológica da água do mar foi realizada em todas as coletas nas 

profundidades de 3 e 13 m  através de mergulho autônomo. O estabelecimento dessas 

profundidades objetivou avaliar a possível interferência da coluna de água sobre a microbiota.  

Do total de 7 coletas realizadas, foi obtido um total de 28 amostras de água, representados por 

12 amostras em Macaé, 8 amostras em Angra dos Reis e 8 amostras em Arraial do Cabo.  A 

presença de coliformes totais e termotolerantes não foram detectadas em nenhuma das 

amostras de água coletadas em Macaé e Angra dos Reis. Nas coletas realizadas em Arraial do 

Cabo, a presença de coliformes totais e termotolerantes foram detectadas em 50% (4/8) das 

amostras avaliadas, sendo estas coletadas em maio de 2011.  Neste local, as amostras de água 

foram coletadas na fazenda de maricultura e próximo ao restaurante flutuante localizado a 500 

m da fazenda. Foi possível observar que os índices de coliformes totais e termotolerantes 

foram maiores no ponto coletado próximo ao restaurante flutuante do que na fazenda de 

maricultura (Tabela 4) e não foi observado diferenças no NMP nas duas profundidades 

avaliadas.  

 

Tabela 4. Médias colimétricas expressas em NMP/100mL, das amostras da água do mar em 

Arraial do Cabo. 

 

 

Colimetria 

Arraial do Cabo - Coleta Maio 2011 

NMP/100mL da água do Mar 

Restaurante Flutuante Fazenda de Maricultura 

Coliformes totais  280 17 

Coliformes termotolerantes 170 11 

 

A presença de coliformes totais e termotolerantes detectados em Arraial do Cabo 

podem estar associadas à presença de um restaurante flutuante localizado próximo a fazenda 

de cultivo de mexilhões. Como a presença de coliformes totais e termotolerantes foram 

detectadas apenas no mês de maio, período onde o turismo ainda é intenso, pode-se supor que 

esta contaminação vem do lançamento de dejetos do restaurante na água do mar. No mês de 

julho, a presença de coliformes não foi detectada e este fato pode estar associado com a 

redução considerável no número de turistas devido à baixa temperatura. O lançamento de 

dejetos humanos na água do mar, além de contaminar a água pode acarretar na contaminação 

dos mexilhões. 

Coliformes totais e coliformes termotolerantes são consideradas bactérias indicadoras 

de contaminação fecal do ambiente pelo Codex Alimentarius, no caso de cultivo de moluscos 

bivalves e da água onde são cultivados. Este órgão recomenda que seja feita analises 

periódicas de toda água de cultivo e carne dos moluscos para monitorar a presença dessas 

bactérias (WEBSTER et al., 2004; FAO, 2009).  

Apesar da colimetria da água do mar não revelar a presença de coliformes em Macaé e 

Angra dos Reis, cepas de Escherichia coli foram detectadas nos moluscos avaliados através 

do isolamento. Na análise microbiológica dos mexilhões, a colimetria não foi realizada.  

A literatura relata que E. coli pode se manter cultivável em moluscos, porém não na 

água do mar  exposta a luz solar, ocasionando diferença entre contagem bacteriana da água do  

mar comparada à da carne de molusco. Observam-se com freqüência contagens altas de 
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coliformes em moluscos, mesmo quando a contagem na água do mar não indica contaminação 

por estes micro-organismos (VIEIRA, 2004). Sendo assim, a determinação de coliformes de 

origem termotolerante na carne do molusco para avaliar a qualidade do produto, apresenta 

maiores possibilidades como padrão de normatização no cultivo, do que a análise de água 

(MACHADO et al., 2001). 

A detecção de E. coli  a partir dos moluscos coletados está associada ao fato dos 

mexilhões serem animais filtradores e  possuírem a capacidade de reter bactérias em seu 

interior (LEAL; FRANCO, 2008).  Associado a isto, a presença de E. coli  neste ambiente 

pode ter sido veiculada por aves migratórias que excretam suas fezes na água do mar e pela 

liberação da água de lastro das embarcações que circulam por estas regiões. A proximidade da 

área de cultivo com a região costeira também é um fator que pode estar associado à detecção 

de Escherichia coli. 

Sabe-se que o mexilhão Perna perna é a espécie de molusco bivalve predominante nas 

fazendas marinhas de todo o Brasil. O monitoramento bacteriológico de moluscos 

comercializados deve ser realizado frequentemente devido aos bivalves serem capazes de 

bioacumular patógenos presentes na coluna d‟água onde crescem. A contaminação ambiental 

afeta tanto a sanidade do animal quando a Saúde Coletiva (LEAL; FRANCO, 2008; 

PEREIRA et al., 2009). 

Furlan (2004) detectou coliformes totais e termotolerantes ao avaliar a água de cultivo 

de mexilhões no litoral de São Paulo. Da mesma forma Galvão et al. (2004) detectaram 

coliformes totais e termotolerantes na água de cultivo de mexilhões em Ubatuba – SP, 

demonstrando a importância da dinâmica populacional humana sobre este parâmetro. 

Os efeitos da contaminação bacteriológica sobre os moluscos ainda são pouco 

conhecidos e difundidos, além de serem específicos para cada espécie de molusco e região de 

produção. Logo, precisam ser analisados dentro da realidade local de cada ponto de cultivo 

(LEE; MORGAN, 2003; PEREIRA  et al., 2009).  
 

4.2 Pesquisa de Enterobactérias e Perfil de Suscetibilidade Antimicrobiana 

 

A partir das sete coletas realizadas foi possível obter um total de 88 colônias de 

enterobactérias, sendo representadas por 29,5% (26/88) de Escherichia coli, 10,2% (9/88) de 

Enterobacter agglomerans e Enterobacter cloacae, 9,1% (8/88) de Citrobacter diversus, 7.9% 

(7/88) de Enterobacter aerogenes, 5,7% (5/88) de Proteus vulgaris, 4,5% (4/88) de Serratia 

rubidae, Enterobacter sakazakii e Citrobacter freundii, 3,4%  (3/88) de Hafnia alvei,  2,3% 

(2/88) de Serratia marcencens, Klebsiella oxytoca, Morganella morganii e Yersinia 

enterocolitica e 1,1% (1/88) de Proteus mirabilis.  O gênero Salmonella não foi detectado em 

nenhuma das coletas realizadas. A Tabela 5 relata o perfil de distribuição das espécies de 

enterobactérias isoladas nos três pontos de coleta. 

Moluscos bivalves são animais que se alimentam por filtração, motivo pelo qual 

bioacumulam patógenos em níveis muito mais elevados do que aqueles presentes nas águas 

em que são criados (LEAL; FRANCO, 2008). Sendo assim, a contaminação bacteriológica de 

seus tecidos está intrinsecamente relacionada com as condições do ambiente no qual o animal 

se desenvolveu durante o seu ciclo vital (LEE; MORGAN, 2003; PEREIRA, 2008). Segundo 

Pruzzo et al. (2005) os mexilhões são os  maiores acumuladores de poluentes do meio 

ambiente, destacando-se como bioindicadores da insalubridade da água. A contaminação de 

águas dos rios, lagos e mares por esgotos urbanos não tratados e dejetos industriais, além de 

produtos químicos, são responsáveis pela degradação dos recursos hídricos do Brasil e da 

maioria dos países do mundo.  

A coleta de moluscos, na maioria das vezes nessa região, ocorre de forma extrativista, 

estendendo-se, geralmente, durante todo o ano. Não há regulamentação legal ou mesmo 
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instrução normativa por parte dos órgãos ambientais estaduais e municipais para sua captura. 

Existem, no entanto, resoluções e portarias nacionais que regulamentam e estabelecem 

padrões de qualidade indispensáveis, para que a água e os bivalves possam ser utilizados pelo 

homem com segurança, sem agravos à saúde (LEAL et al., 2008).  

 

Tabela 5. Número de espécies de enterobactérias isoladas nos três pontos de coleta. 

 

 

Micro-organismos Isolados 

Número de Micro-organismos Isolados 

Macaé 

 (n=20) 

Angra dos 

 Reis 

(n=23) 

Arraial do  

Cabo (n=45) 

Citrobacter diversus 01 04 03 

Citrobacter freundii 01 03 - 

Enterobacter aerogenes 01 05 01 

Enterobacter cloacae 01 02 06 

Enterobacter agglomerans -* 01 08 

Enterobacter sakazakii - 01 03 

Escherichia coli 06 05 15 

Hafnia alvei 02 - 01 

Klebsiella oxytoca - - 02 

Morganella morganii - 01 01 

Proteus vulgaris 04 - 01 

Proteus mirabilis - 01 - 

Serratia marcenscens 02 - - 

Serratia rubidae - - 04 

Yersinia enterocolitica 02 - - 

*: Não detectado. 

 

Por meio da contagem padrão em placa a partir da análise de moluscos e da água 

utilizada para cultivo, na Bahia, Brasil, Sande et al. (2010) isolaram  um total de 68 micro-

organismos, identificados como  Citrobacter freundii, Enterobacter agglomerans, 

Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Pantoea agglomerans, Providencia rettgeri, 

Providencia sp., Salmonella typhi, Serratia rubidaea e Shigella sp.  

Outros estudos também apontam para o isolamento de enterobactérias a partir de 

mexilhões. De acordo com Galvão et al. (2004) e  Santos (2010) diversos gêneros bacterianos 

tem sido isolados dos mexilhões, como Enterobacter, Serratia, Proteus  e Escherichia. 

Bactérias como Escherichia coli, Morganella morganii, Proteus mirabilis  e Klebsiella 

spp. foram detectadas em bivalves cultivados na Nigéria (FERNANDEZ-DELGADO et al., 

2007) e cepas Escherichia coli foram isoladas a partir de bivalves cultivadas no rio Pacoti, 

Ceará (VIEIRA et al., 2008). 

No trabalho desenvolvido por Henriques (2001) foram identificadas colônias de 

Shigella sp., Escherichia coli e Salmonella sp. a partir de mexilhões proveniente de bancos 

naturais da Baixada Santista. Os resultados apontaram uma maior infestação no tecido mole 

dos animais do que na água do mar, demonstrando que os mexilhões são eficientes 

bioindicadores bacteriológicos. 

 A não detecção de Salmonella corrobora com trabalho desenvolvido por Henriques et 

al. (2006) que ao avaliarem 50 mexilhões coletados da Ilha de Urubuqueçaba, estado de São 

Paulo, não detectaram a presença de Salmonella em nenhum dos mexilhões coletados. De 

igual modo Cordeiro et al. (2007) não detectaram a presença de Salmonella  ao avaliarem 

mexilhões cultivados e comercializados no município de Ubatuba, São Paulo. 
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A detecção de bactérias com potencial patogênico alerta para o risco do consumo in 

natura desses moluscos e para a necessidade de um monitoramento do ambiente de cultivo. 

Em relação ao perfil de suscetibilidade antimicrobiana, a partir dos 88 isolados de 

enterobactérias foram detectados 64,7% (57/88) de resistência à ampicilina, 39,7% (35/88) à 

cefalotina, 30,7% (27/88) à gentamicina, 26,1% (23/88) à cefoxitina, 15,9% (14/88) à 

ceftriaxona e tetraciclina, 13,6% (12/88) ao cloranfenicol, 11,4% (10/88) à ciprofloxacina, 

7,9% (7/88) à ampicilina-sulbactam e aztreonam e 1,1% (1/88) ao imipinem. Os percentuais 

de resistência antimicrobiana relativo aos diferentes pontos de coleta estão expostos na Tabela 

6. 

 

Tabela 6. Percentual de Resistência Antimicrobiana de Enterobactérias nos Diferentes Pontos 

de Coleta.  

 

 

Antibióticos 

Percentual de Resistência Antimicrobiana (%) 

Macaé 

(n=20) 

Angra dos Reis 

(n=23) 

Arraial do Cabo 

(n=45) 

Ampicilina 100  47,8  57,8 

Ampicilina-sulbactam -* 8,7   11,1 

Aztreonam - - 15,5 

Cefalotina - 52,1  51,1 

Cefoxitina 10 39,1 26,7 

Ceftriaxona - 8,7 26,7 

Ciprofloxacina - 13  15,5 

Cloranfenicol - 8,6  22,2 

Gentamicina - 30,4  44,4 

Imipenem 5 - - 

Tetraciclina - 13  24,4 

      Legenda: -*: Resistência não detectada. 

 

No estudo realizado por Dias et al. (2010) a partir de 44 cepas de Escherichia coli 

isoladas de mexilhões capturados em áreas de extrativismo no município de Niterói, foi 

observado que 50% (22/44) das cepas apresentaram resistência a penicilina,  40,90%  (18/44) 

a oxcilina e 2,27% (1/44) a ampicilina.  A resistência à norfloxacina e ciprofloxacina não foi 

detectada. Vieira et al. (2008) ao avaliarem o perfil de resistência antimicrobiana de 25 

isolados de Escherichia coli provenientes do líquido intravalvar de bivalves  detectaram 68% 

de resistência a ampicilina,  60% a tetraciclina,  24% ao sulfametoxazol-trimetoprim, 16% a 

nitrofurantoína e 8% a ciprofloxacina. 

O elevado percentual de resistência a penicilina está associado ao fato de Escherichia 

coli, assim como outras enterobactérias serem produtoras de β-lactamases, enzimas que 

rompem os anéis β-lactâmicos, inativando as penicilinas (DIAS et al., 2010). 

A resistência antimicrobiana detectada nos isolados bacterianos no presente trabalho 

pode estar associada ao lançamento de esgoto diretamente no ambiente aquático 

(SOTOMAYOR; BALCÁZAR, 2003) bem como, estes micro-organismos resistentes podem 

ter sido carreados através das fezes de aves migratórias e  embarcações localizadas próximos 

aos pontos de coleta.  

A literatura aponta para um aumento considerável no índice de resistência múltipla aos 

antimicrobianos, entretanto ações simples de higiene e manejo sanitário adequados são cada 

vez mais relatadas como formas simples e eficazes para prevenção de doenças e possível 

contribuição para a redução da resistência bacteriana (VIERA et al., 2008; DIAS et al., 2010). 

O monitoramento da questão da resistência antimicrobiana e de sua evolução, com 
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estabelecimento de programas de vigilância dessa resistência em indicadores bacterianos da 

microbiota dos animais torna-se importante, uma vez que os moluscos concentram em seu 

interior micro-organismos com potencial patogênico e resistentes aos antimicrobianos. 

Ao avaliar o perfil de resistência das espécies bacterianas isoladas dos mexilhões em 

cada ponto de coleta foi possível observar que em Macaé, todas as espécies detectadas (n=20) 

foram resistentes a ampicilina e que a resistência detectada de 10% a cefoxitina (2/20) e 5% 

(1/20) ao imipenem foi em isolados de Escherichia coli. 

Em Angra dos Reis e Arraial do Cabo a distribuição da resistência antimicrobiana de 

acordo com a espécie bacteriana isolada estão representadas nas Tabelas 7 e 8.   

 

Tabela 7. Percentual de Resistência Antimicrobiana das Espécies de Enterobactérias Isoladas 

de Mexilhões coletados em Angra dos Reis. 

 

Legenda: *: Não detectado. Amp: ampicilina; Amp-sulb: ampicilina-sulbactam; Cfl: cefalotina; Cfo: 

cefoxitina; Ctx: ceftriaxona; Cip: ciprofloxacino; Clo: cloranfenicol; Gen: gentamicina; Tet: 

tetraciclina. 

 

Tabela 8. Percentual de Resistência Antimicrobiana das Espécies de Enterobactérias Isoladas 

de Mexilhões coletados em Arraial do Cabo. 

 

Legenda: *: Não detectado.  Amp: ampicilina; Amp-sulb: ampicilina-sulbactam; Cfl: cefalotina; Cfo: 

cefoxitina; Ctx: ceftriaxona; Cip: ciprofloxacino; Clo: cloranfenicol; Gen: gentamicina; Tet: 

tetraciclina; Atm: aztreonam. 

 

 

Número de Espécies de 

 Enterobactérias (n=23) 

Percentual de Resistência Antimicrobiana (%) 

Amp  Amp+ 

Sulb 

Cfl 

 

Cfo 

 

Ctx 

 

Cip 

 

Clo 

 

Gen 

 

Tet 

Citrobacter diversus (n=4) -* - 50 50 - 25 - 75 - 

Citrobacter freundii (n=3) 66,7 - 100 66,7 - - 33,4 - 33,4 

Enterobacter aerogenes (n=5) 80 40 60 40 - 20 - 40 20 

Enterobacter cloacae (n=2) 100 - 50 50 50 50 - 50 - 

Enterobacter 

agglomerans(n=1) 

- - 100 100 - - - - - 

Enterobacter sakazakii (n=1) - - 100 - - - - - - 

Escherichia coli (n=5) 40 - - 20 - - 20 20 - 

Morganella morganii (n=1) 100 - 100 - 100 - - - - 

Proteus mirabilis (n=1) - - - - - - - - 100 

 

Número de Espécies de 

 Enterobactérias (n=45) 

Percentual de Resistência Antimicrobiana  (%) 

Amp Amp- 

Sulb 

Cfl 

 

Cfo 

 

Ctx 

 

Cip 

 

Clo 

 

Gen 

 

Tet Atm 

Citrobacter diversus (n=3) 100 33,4 33,4 33,4 33,4 - 33,4 - 33,4 - 

Enterobacter aerogenes (n=1) 100 - 100 - 100 100 - 100 - - 

Enterobacter cloacae (n=6) 83,4 16,7 50 33,4 50 - 16,7 33,4 16,7 - 

Enterobacter agglomerans (n=8) 75 12,5 62,5 37,5 37,5 - 37,5 37,5 50 37,5 

Enterobacter sakazakii (n=3) 66,7 - 66,7 - - - - 66,7 - - 

Escherichia coli (n=15) 33,3 6,7 40 13,4 20 20 20 53,4 13,4 20 

Hafnia alvei (n=1) - - 100 100 - 100 - 100 - - 

Klebsiella oxytoca (n=2) 50 50 50 100 50  50 50 50  

Morganella morganii (n=1) 100 - 100 - - - - - - - 

Proteus vulgaris (n=1) 100 - 100 100 - 100 100 100 100 - 

Serratia rubidae  (n=4) 25 - 25 - - 25 - 25 25 25 
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A ampicilina foi o antimicrobiano que apresentou o maior percentual de resistência, 

fato este associado ao uso indiscriminado deste antimicrobiano na medicina humana e 

veterinária. Ao comparar os dados de resistência da ampicilina com à ampicilina-sulbactam 

nos isolados bacterianos provenientes de mexilhões coletados em Angra dos Reis, foi possível 

observar que a resistência a este fármaco foi detectada apenas em 40% de (2/5) Enterobacter 

aerogenes. Em relação ao total de enterobactérias isoladas em Angra dos Reis a resistência a 

ampicilina-sulbactam foi de 8,7% (2/23). 

Em Arraial do Cabo, a resistência a ampiclina-sulbactam foi detectada em 33,4% (1/3) 

dos isolados de Citrobacter diversus, 16,7% (1/6) de Enterobacter cloacae, 12,5% (1/8) de 

Enterobacter agglomerans, 6,7% (1/15) de E. coli  e 50% (1/2) de  Klebsiella oxytoca.  Em 

relação ao total de enterobactérias isoladas em Arraial do Cabo a resistência a ampicilina-sulbactam 

foi  de 11,1% (5/45). O sulbactam é um inibidor de beta-lactamase que possui fraca atividade 

antibacteriana, no entanto protege o antimicrobiano contra a degradação por enzimas beta-

lactamases e estende de forma efetiva seu espectro de ação antimicrobiana. É comumente 

utilizado em cepas resistentes à ampicilina e amoxicilina e é uma alternativa terapêutica no 

tratamento de infecções por micro-organismos produtores de beta-lactamase e 

multirresistentes. 

Em relação às cefalosporina, sabe-se que estas são classificadas em gerações, sendo a 

cefalotina, cefoxitina e ceftriaxona de primeira, segunda e terceira geração, respectivamente. 

As cefalosporinas de terceira geração são as mais efetivas frente às enterobactérias.  Este fato 

é observado no presente trabalho, onde a ceftriaxona demonstrou melhor ação 

anitimicrobiana.  

 A resistência detectada ao cloranfenicol é um achado que levanta questionamentos 

sobre o uso deste medicamento, uma vez que seu uso foi proibido na medicina veterinária. No 

entanto, sabe-se que este antimicrobiano é usado na medicina humana. O cloranfenicol foi 

amplamente utilizado no tratamento da salmonelose em animais, e sua proibição ocorreu em 

1994. Acredita-se que a resitência detectada a este fármaco esteja associado com a introdução 

do florfenicol, medicamento usado na medicina veterinária, ocasionando uma resistência 

cruzada entre cloranfenicol e florfenicol em isolados bacterianos (ARCANGIOLI et al., 2000; 

RIBEIRO et al., 2010). 

A baixa resistência detectada ao aztreonam em Arraial do Cabo reflete o fato deste 

fármaco ser ainda de uso restrito no ambiente hospitalar. No entanto, acredita-se que a 

detecção de cepas resistentes no ambiente decorra do lançamento do esgoto hospitalar direto 

nos rios, ocasionando contaminação ambiental (FUENTEFRIA et al., 2008). A resistência a 

este fármaco não foi detectada nos isolados bacterianos de Angra dos Reis e Macaé.  

A resistência à tetraciclina foi detectada em isolados bacterianos proveniente de 

mexilhões coletados em Angra dos Reis (3/23) e Arraial do Cabo (10/45). Rhama et al. (2008) 

ao avaliarem a resistência à tetraciclina em bactérias presentes na água do Oceano Atlântico e 

Pacífico, relataram a resistência a este fármaco. Segundo estes autores, é provável, que o 

ambiente marinho seja um recetor de esgoto doméstico, podendo contribuir para a resistência 

antimicrobiana. 

Associado a isso, o emprego de antibióticos no tratamento de patologias bacterianas na 

aqüicultura sem controle do descarte da água de cultivo, mostra-se limitado devido a sua 

relativa eficácia e possível desenvolvimento de cepas resistentes, alterando a microbiota das 

áreas afetadas.  Os antibióticos têm desempenhado um importante papel no combate de 

doenças humanas e de animais aquáticos cultivados. Entretanto, o seu uso indiscriminado 

pode provocar transferência da resistência do fármaco a patógenos humanos, modificação na 

microbiota de consumidores devido aos antibióticos presentes no alimento e toxicidade de 

alguns deles aos manuseadores de animais (COSTA et al., 2008b). 
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Segundo Cabello (2006) a grande utilização de antimicrobianos na profilaxia de 

infecções em aqüicultura está aumentando a possibilidade da contaminação do meio 

ambiente, dos animais e do próprio homem com bactérias resistentes. A presença de bactérias 

resistentes no ambiente aquático, em particular no sedimento pode refletir em alterações 

significativas sobre a população de outros organismos aquáticos alterando o equilíbrio 

ecológico (HERNANDEZ et al. 2005). Logo, alternativas buscando a antibioticoterapia 

planejada, a adoção de medidas de manejo sanitário e o uso de probióticos são muito 

importantes para reduzir os riscos aos seres humanos e ao meio ambiente sem prejudicar, 

financeiramente a produção em aqüicultura (CABELLO et al. 2006; COSTA et al., 2008a). 

Os antimicrobianos adicionados à água podem levar à formação de resíduos que 

contaminam água, solo e consumidores. Relata-se a presença e persistência destes compostos 

nos peixes e outros organismos utilizados para consumo humano (CARNEIRO et al., 2007; 

COSTA et al., 2008a) e nos sedimentos ambientais  (KÜMMERER, 2004). Outra fonte de 

antimicrobianos nos tanques de peixes nestas fazendas é a utilização de dejetos de animais 

para adubação do plâncton que serve de alimento para peixes filtradores, como a tilápia. 

Assim, os excrementos de animais podem veicular resíduos de antimicrobianos ou bactérias 

resistentes aos antimicrobianos para o ambiente aquícola, que por sua vez podem se inserir na 

cadeia alimentar humana por meio do pescado contaminado e transferir genes de resistência 

às bactérias da microbiota indígena ou potencialmente patogênicas para seres humanos 

(CARNEIRO et al., 2007; ARIAS & CARRILHO, 2012).  

 

4.3 Pesquisa de Aeromonas 

 

A partir das 7 coletas realizadas foi obtido um total de 12 isolados de Aeromonas  spp.,  

sendo 3 isoladas em Macaé, 4 em Angra dos Reis e 5 em Arraial do Cabo. No trabalho 

desenvolvido por Ottaviani et al. (2006), isolados de Aeromonas foram detectados em 

amostras de mexilhões coletadas em bancos naturais no Mar Adriático na Itália. Das 144 

amostras avaliadas, 32 cepas de Aeromonas foram isoladas, sendo 12 virulentas e patogênicas 

em ratos. 
Aeromonas spp. são micro-organismos de ocorrência amplamente difundida no ambiente 

aquático nomeadamente água doce, água potável, águas contaminadas, água do mar, sistemas de 

distribuição de água para consumo, águas termais, lagos, rios e mar (PALÚ et al., 2006; SEPE et 

al., 2008).  A incidência de Aeromonas spp. na água utilizada para consumo tem sido alvo de 

interesse, dada a sua importância em termos de saúde pública.  Aeromonas spp. pode causar 

infecções entéricas ou extraintestinais após o consumo de água ou alimentos contaminados 

(PEREIRA et al., 2004; HERNOULD, 2008).  

A presença de Aeromonas na água do mar é relevante, visto que este micro-organismo 

não é encontrado com grande freqüência em locais de alta salinidade, como nos pontos de 

coletas avaliados, e sua importância deve ser reconhecida devido à elevada capacidade de 

virulência (PEREIRA et al., 2008). Existe a necessidade de se ampliar o conhecimento sobre 

este micro-organismo, a fim de elucidar sua real importância para os campos da microbiologia 

e vigilância sanitária (VILLARI et al., 2003). 

 

4.4. Identificação de Vibrio spp. 

 

4.4.1 Identificação fenotípica das espécies de Vibrio. 

Ao total, foram realizadas sete coletas de mexilhões Perna perna, sendo três coletas em 

Macaé, no período de junho de 2007 a maio de 2008, duas coletas em Angra dos Reis, em  

outubro de 2010 e fevereiro de 2011, e duas coletas em Arraial do Cabo, em maio e julho de 

2011. Foi obtido um total de 209 isolados de Vibrio spp., sendo representados por Vibrio 
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parahaemolyticus 40,66% (85/209), Vibrio alginolyticus 19,6% (41/209), Vibrio vulnificus 

12,4%  (26/209) e 27,2%  (57/209) de outras espécies de Vibrio spp.  A Tabela 9 relata o 

perfil de distribuição das espécies de Vibrio isoladas nos três pontos de coleta. 

 

Tabela 9. Perfil de distribuição das espécies de Vibrio isoladas nos diferentes pontos de 

coleta. 

 

 

Espécies 

Número de Isolados por Ponto de Coleta 

Macaé 

(n=100) 

Arraial do Cabo 

(n=58) 

Angra dos Reis 

(n=51) 

Vibrio aestuarinus - 1 - 

Vibrio alginolyticus 15 11 15 

Vibrio anguillarum 2 - - 

Vibrio carchariae 1 1 1 

Vibrio cincinnatiensis - 1 - 

Vibrio costicola - 1 1 

Vibrio damsela 2 -* 1 

Vibrio fisheri - 1 1 

Vibrio harveyi 8 2 3 

Vibrio metschnikovii - 1 - 

Vibrio mimicus 1  2 - 

Vibrio parahaemolyticus 44 18 23 

Vibrio vulnificus 20 3 3 

Vibrio spp. 7 16 3 
     Legenda:*-: Não detectado. 

 

Vibrio spp. é um micro-organismo natural de ambientes aquáticos, especialmente 

ambientes marinhos. O gênero é representado por bactérias patogênicas aos seres humanos 

como Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae e Vibrio vulnificus e bactérias patogênicas aos 

animais como Vibrio alginolyticus e Vibrio carchariae (PANICKER & BEJ, 2005; XIE et al., 

2005; NORDSTROM et al., 2007; VIEIRA et al., 2010). 

Entre as espécies detectadas, destaca-se Vibrio parahaemolyticus com 40,6% (85/209) 

dos isolados, uma vez que este micro-organismo é encontrado em todo o ambiente marinho e 

representa um problema de saúde pública, pois é responsável por quadros de gastrenterite após 

a ingestão de frutos do mar crus ou parcialmente cozidos (ALTEKRUSE et al., 2000; 

NORDSTROM et al., 2007). A patogenicidade deste micro-organismo em humanos está 

associada à produção de uma hemolisina termoestável direta, codificada pelo gene tdh, e 

hemolisina termoestável relacionada, codificada pelo gene trh (ROJAS et al., 2011). 

Vibrio vulnificus 12,4% (26/209) pode causar gastrenterite e septicemia fatal através 

do consumo de frutos do mar mal cozidos ou crus. A presença deste microorganismo pode 

apresentar um problema às atividades pesqueiras, pois durante estas práticas, cortes e 

microfissuras podem acontecer. Neste caso, uma ferida aberta exposta a água do mar pode 

conduzir a um quadro de septicemia ou até mesmo amputação da parte do corpo afetada 

(PATEL et al., 2002; PANICKER & BEJ, 2005). 

 O isolamento de Vibrio alginolyticus 19,6% (41/209) é relevante no aspecto 

epidemiológico, pois representa patógeno ubiquitário do ambiente aquático, sendo também 

considerado parte da microbiota saprófita de animais marinhos. Pode causar patogenia 

humana e em animais associada à infecção tendo como principal via de acesso os cortes ou 

lesões cutâneas expostos ao ambiente marinho. Este aspecto torna o patógeno de grande 
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interesse, particularmente para profissionais em atividades que envolvem aqüicultura e 

também manipulação de alimentos e beneficiamento de pescado (XIE et al., 2005; PEREIRA 

et al., 2007a).  

Vibrio harveyi 13,4% (13/209) tem sido reconhecido como patógeno de vários 

organismos marinhos em todo o mundo (AUSTIN & ZHANG, 2006; FUKUI & SAWABE, 

2008). Espécies como V. metschnikovii 0,47% (1/209), Vibrio cincinnatiensis 0,47% (1/209), 

Vibrio fisherii 0,95% (2/209), Vibrio costicola 0,95% (2/209), Vibrio mimicus 1,43% (3/209), 

e Vibrio damsela 1,43% (3/209) foram isoladas em baixo percentual, no entanto, ressalta-se 

sua importância, visto que há relatos de isolamento de algumas destas espécies em humanos 

(PEREIRA et al., 2007a). A detecção destes microorganismos reflete as condições 

microbiológicas do habitat dos mexilhões avaliados. No momento da coleta, foi detectado um 

baixo percentual dessas espécies, o que poderia ser modificado diante de alterações nas 

condições ambientais que favorecessem a multiplicação desses agentes de reconhecida 

importância devido à sua capacidade de virulência (PRUZO et al., 2005; PEREIRA et al., 

2007a). Vibrio anguillarum 0,95% (2/209), Vibrio aestuarinus 0,47% (1/209) e Vibrio 

carchariae 1,43% (3/209) assumem papel de destaque, pois são importantes patógenos 

isolados de animais aquáticos e apresentam relevância na aqüicultura (YEUNG et al., 2004; 

PEREIRA et al., 2007a).  

Vieira et al. (2010) relatam Vibrio carchariae  em coleções de ostras e associados a 

úlcera crônica em tubarão, na Itália. Este micro-organismo pertence à microbiota normal da 

pele de tubarões, mas pode tornar-se patológico quando o animal está sob stress. Além disso, 

tem sido descrito como agente etiológico de alguns peixes sob cultivo (LEE et al., 2002). 

Pereira et al. (2007) ao avaliarem a qualidade microbiológica de mexilhões in natura, 

provenientes da Estação Experimental de Cultivo, no Rio de Janeiro, detectaram 136 isolados 

de Vibrio,  sendo as espécies com menor prevalência representadas por Vibrio aesturarinus  

0,73 (1/136),  Vibrio harveyi 0,73 (1/136), Vibrio anguillarum 3% (4/136), Vibrio damsela  

4,4% (6/136), Vibrio cincinnatiensis 3,6% (5/136) e Vibrio carchariae 6% (8/136). No 

entanto, apesar destes micro-organismos não serem isolados com freqüência, sua detecção 

requer cuidado, pois podem ocasionar doenças em humanos e animais.  

Foi detectada ainda a presença de Vibrio spp. em 12,4% (26/209) dos isolados. Este 

grupo agrega diferentes espécies que por serem oriundas de amostras ambientais, não 

apresentaram perfil fenotípico definido, possivelmento por variações decorrentes de 

adaptações ao ambiente circundante. Estudos genotípicos adicionais serão realizados no 

objetivo de aprimorar essa identificação. 

Diversos estudos têm avaliado as condições microbiológicas de mariscos. Colakoglu 

et al. (2006) avaliaram 127 amostras de mariscos, sendo prevalente os gêneros Vibrio e 

Aeromonas. Das 127 amostras, foi possível observar crescimento microbiano em 84, 

representado pelos seguintes microorganismos: 26,7% de Vibrio alginolyticus, 9,4% de Vibrio 

vulnificus, 0,8% de Vibrio parahaemolyticus e 29,1% de Aeromonas hydrophila. 

 

4.4.2 Perfil de suscetibilidade de Vibrio spp. isolados de mexilhões Perna perna 

 

A partir dos 209 isolados de Vibrio spp.  foi detectado 91,3% (191/209) de resistência 

à ampicilina, 23,9% (50/209) à ciprofloxacina, 18,6% (39/209) à nitrofurantoína, 5,7% 

(12/209) à tetraciclina, 4,3% (9/209) à pefloxacina e 3,3% (7/209)  ao cloranfenicol.  

Os percentuais de resistência antimicrobiana relativo aos diferentes pontos de coleta 

estão expostos na Tabela 10. 

Foi possível observar diferenças de percentuais de resistência entre os diferentes 

pontos de coleta e pode ser justificada por vários motivos: Em Macaé, o local de coleta 

encontra-se afastado da costa. A resistência de 100% (100/100) à ampicilina merece atenção, 
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podendo estar associada a vários fatores ambientais como liberação da água de lastro de 

pequenas embarcações e rebocadores no Arquipélago de Santana, proximidade do rio Macaé 

que pode atuar como carreador de substâncias oriundas de dejetos domésticos e hospitalares, 

presença de correntes marítimas e pelo fato dos costões rochosos serem berçários de aves que 

por sua vez liberam seus dejetos no ambiente. A ampicilina é um antimicrobiano beta-

lactâmico semi-sintético obtido a partir do ácido 6-aminopenicilânico (6-APA), de uso 

amplamente disseminado na terapêutica médica, com inúmeros relatos de resistência por parte 

de diferentes espécies bacterianas (ROLINSON  et al., 2007). Trata-se de um antibiótico beta-

lactâmico usado no tratamento de diversas doenças infecciosas. A hidrólise do anel beta-

lactâmico deste antimicrobiano, pela enzima beta-lactamase, é o mecanismo de resistência 

mais comum em bactérias Gram-negativas e tem um papel crítico na seleção da terapia 

apropriada (BUSH; JACOB, 2010). 

 

Tabela 10. Percentual de resistência antimicrobiana de Vibrio spp.  nos diferentes pontos de 

coleta. 

 

Antibióticos 

Percentual de Resistência Antimicrobiana (%) 

Macaé 

(n=100) 

Angra dos Reis 

(n=51) 

Arraial do Cabo 

(n=58) 

Ampicilina 100 84,3 82,7 

Ciprofloxacina - 37,2 53,4 

Nitrofurantoína - 31,3 39,6 

Tetraciclina - - 20,6 

Pefloxacina - - 15,5 

Cloranfenicol - - 12 

  Legenda:-*: Não detectado. 

 

No ponto de coleta localizado em Angra dos Reis, a partir de 51 isolados de Vibrio 

spp.,  foi detectado 84,3% (43/51) de resistência à ampicilina, 37,2% (19/51) à ciprofloxacina 

e 31,3% (16/51) à nitrofurantoína.  Esta resistência pode estar associada com a proximidade 

da fazenda de maricultura com a região costeira e devido à presença de casas lançando esgoto 

no mar, próximo a fazenda de cultivo. A Tabela 11 relata a distribuição das espécies de Vibrio 

provenientes de mexilhões coletados em Angra dos Reis resistentes aos antibióticos testados. 

 

Tabela 11. Percentual de Resistência Antimicrobiana das Espécies de Vibrio  Isoladas de Mexilhões 

coletados em Angra dos Reis. 

 

Espécies de Vibrio 

Percentual de Resistência Antimicrobiana  (%) 

Ampicilina Ciprofloxacina  Nitrofurantoína  

Vibrio parahaemolyticus (n=23)  73,9 39,1 39,1 

Vibrio alginolyticus (n=15) 86,7 33,4 20 

Vibrio harveyi (n=3) 100 66,7 33,4 

Vibrio vulnificus (n=3) 100 33,3 - 

Vibrio spp. (n=3) 100 33,4 66,7 

Vibrio costicola (n=1) 100 100 - 

Vibrio damsela (n=1) 100 -* 100 

Vibrio carchariae (n=1) 100 - - 

Vibrio fisherii (n=1) 100 - - 

Legenda:*: Não detectado. 

 

Em Arraial do Cabo foi detectado maior diversidade de resistência frente aos 

antibióticos testados.  A partir de 58 isolados de Vibrio spp. foi detectado 82,7% (48/58) de 
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resistência à ampicilina, 53,4% (31/58) à ciprofloxacina,   39,6% (23/58) à nitrofurantoína, 

20,6% (12/58) à tetraciclina, 15,5% (9/58) à pefloxacina e 12% (7/58) ao cloranfenicol.  A 

Tabela 12 relata a distribuição das espécies de Vibrio provenientes de mexilhões coletados em 

Arraial do Cabo. 

 

Tabela 12. Percentual de Resistência Antimicrobiana das Espécies de Vibrio Isoladas de Mexilhões 

coletados em Arraial do Cabo. 

 

Espécies de Vibrio 

Percentual de Resistência Antimicrobiana  (%) 

Amp Cip Nit Tet  Pef Clo 

Vibrio parahaemolyticus (n=18) 94,4 83,4 44,5 27,8 16,7 16,7 

Vibrio alginolyticus (n=11) 81,8 63,6 54,5 18,2 27,3 9.1 

Vibrio harveyi (n=2) 100 50 -* 50 50 - 

Vibrio vulnificus (n=3) 33,4 - 66,7 - - - 

Vibrio spp. (n=16) 43,7 12,5 12,5 6,2 - - 

Vibrio costicola (n=1) 100 100 100 - - - 

Vibrio mimicus (n=2) 100 - - - - - 

Vibrio carchariae (n=1) 100 100 100 - 100 - 

Vibrio fisherii (n=1) 100 100 - - - - 

Vibrio aestuarinus (n=1) - 100 - - - - 

Vibrio cincinnatiensis (n=1) 100 100 - - - - 

Vibrio metschnikovii (n=1) 100 100 - - 100 - 

Legenda: *: Não detectado. Amp: ampicilina; Cip: ciprofloxacina; Nit: Nitrofurantoína; Tet: 

tetraciclina; Pef: pefloxacina; Clo: cloranfenicol. 

 

A proximidade da fazenda de maricultura à região costeira e a presença de restaurante 

flutuante a mínima distância da fazenda podem contribuir para os índices e a diversidade da 

resistência detectada. Pois os micro-organismos podem ser carreados para o local de cultivo 

de mexilhões e estes podem trocar informação genética com a microbiota ambiental.  

Rojas et al. (2011) relataram que em 19 isolados ambientais de Vibrio foi detectada 

baixa suscetibilidade as penicilinas, sendo que 6 apresentaram resistência a pelo menos dois 

antimicrobianos, representados pela ampicilina, cloranfenicol, ciprofloxacina, gentamicina e 

tetraciclina. 

No trabalho desenvolvido por Costa et al. (2008) foi detectado resistência 

antimicrobiana em diferentes espécies de Vibrio. As espécies que apresentaram resistência 

foram: V. cholerae, onde 33,33% (4/12) apresentaram resistência a sulfametoxazol-

trimetoprim e a ceftriaxona, e 25% (3/12) com resistência a ampicilina. Das cepas de V. 

fluvialis, 16,7% (1/6) apresentaram resistência a sulfametoxazol-trimetoprim e 33,33% (2/6) a 

ampicilina. Das cepas de Vibrio spp, 16,7% (1/6) revelaram resistência a sulfametoxazol-

trimetoprim e 16,7% (1/6) a ceftriaxona. Das estirpes de V. harveyi, 20% (1/5) apresentaram 

resistência a sulfametoxazol-trimetoprim. A resistência a ampicilina foi observada em V. 

mimicus, V. parahaemolyticus, V. cincinnatiensis e V. costicola. 

Zanetti et al. (2001) relataram que isolados clínicos e ambientais de  V. 

parahaemolyticus demonstraram resistência ao  cloranfenicol, tetraciclina e cefotaxima. 

A presença de cepas de Vibrio resistentes a antibióticos na aqüicultura foi relatada. 

Moriarty et al. (1999), nas Filipinas em 1996 estudou amostras de Vibrio isoladas de camarão 

e verificou que todos os isolados apresentaram resistência aos antibióticos, incluindo 

cloranfenicol, furazolidonas, oxitetraciclinas e estreptomicinas. 

A detecção de cepas resistentes ao cloranfenicol é um dado preocupante. Entre as 

décadas de 50 a 90 o cloranfenicol foi utilizado como fármaco de escolha para o tratamento 

da salmonelose em animais, mas em 1994, este antimicrobiano foi proibido na Europa para o 

uso em animais de produção. No entanto, em 1995, foi introduzido no mercado veterinário o 
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florfenicol, da mesma família do cloranfenicol, para uso em animais domésticos e desde então 

tem sido observado a resistência cruzada para cloranfenicol e florfenicol em isolados 

bacterianos (ARCANGIOLI et al., 2000; RIBEIRO et al., 2010).  

Apesar da utilização da nitrofurantoína ter sido proibida na produção animal, tem se 

observado resistência bacteriana a este antimicrobiano em isolados animais. Sabe-se que este 

fármaco é utilizado na medicina humana para o tratamento de infecções do trato 

genitourinário e esta prática pode levar a uma pressão na seleção de cepas resistentes em 

isolados de animais (SOUZA et al., 2010). 

No presente trabalho, foi possível observar diferentes perfis de resistência nos 

diferentes pontos de coleta. Em Macaé foi detectado apenas um perfil de resistência, sendo 

todos os isolados resistentes a ampicilina e sensíveis aos demais antimicrobianos testados. No 

entanto, em Angra dos Reis e Arraial do Cabo foi possível detectar 4 (Tabela 13) e 16 perfis 

(Tabela 14) de resistência, respectivamente. 

 

Tabela 13. Perfis de resistência antimicrobiana dos isolados de Vibrio spp. provenientes de 

mexilhões coletados em Angra dos Reis.  

Número 

De Isolados Por Perfil 

Perfis de Resistência 

1 (14) Amp, Cip 

2 (13) Amp 

3 (11) Amp, Nit 

4 (5) Amp, Cip, Nit 

                                 Legenda: Amp: ampicilina; cip: ciprofloxacino; nit: nitrofurantoína. 

 

Tabela 14. Perfis de resistência antimicrobiana dos isolados de Vibrio spp. provenientes de 

mexilhões coletados em Arraial  do Cabo. 

Número de 

Isolados por 

Perfil 

 

Perfis de Resistência 

1 (14) Amp, Cip 

2 (11) Amp 

3 (4) Amp, Cip, Nit 

4 (4) Amp, Clo, Nit, Tet 

5 (4) Amp, Cip, Pef, Nit, Tet 

6 (3) Nit 

7 (3) Amp, Cip, Pef 

8 (2) Amp, Nit 

9 (2) Amp, Cip, Pef Tet 

10 (1) Amp, Cip, Clo, Nit, Tet 

11 (1) Amp, Nit, Tet 

12 (1) Amp, Cip, Nit 

13 (1) Cip, Nit 

15 (1) Amp, Cip, Clo, Nit 

16 (1) Clo, Nit 

Legenda: Amp: ampicilina; cip: ciprofloxacino; pef: pefloxacino; clo: cloranfenicol; nit: 

nitrofurantoína; tet: tetraciclina. 

 

A resistência a antibióticos em micro-organismos pode ser produzida por 

características inerentes às células, sendo geralmente determinada por genes cromossômicos. 
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Por outro lado, algumas cepas podem sofrer mutações, receber plasmídeos ou transposons e, 

desse modo, adquirir uma resistência que anteriormente não existia (COSTA et al., 2008).  

A diversidade genética em ambiente aquático é caracterizada pela presença de dois 

sistemas genéticos diferentes, compostos de DNA cromossomal e extra-cromossomal e os 

micro-organismos podem se mover facilmente entre os ecossistemas de seres humanos e 

animais para o solo e a água e vice-versa.  Desta forma, genes resistentes adquiridos por 

organismos num ecossistema podem ser facilmente transferidos entre organismos em 

diferentes ecossistemas (NWOSU, 2001). A presença de plasmídios R torna possível a troca 

de genes de resistência entre essas bactérias e aquelas que compõem a microbiota natural do 

ambiente, contribuindo para o aumento do número de múltipla resistência bacteriana, 

aumentando assim o risco de transferência de plasmídios e codificação de resistência para 

micro-organismos patógenos (MIRANDA; ZEMELMAN, 2002). 

Segundo Pereira (2003) a resistência antimicrobiana detectada no ambiente marinho 

vem sendo causada por diversos fatores, principalmente pelo lançamento de esgoto doméstico 

e industrial, inclusive da área farmacêutica, diretamente no ecossistema aquático, pela 

deposição de quimioterápicos no lixo comum e também pelo uso indiscriminado de 

antibióticos, seja pela administração de doses subterapêuticas ou sua utilização como 

promotores de crescimento na produção animal. 

Akinbowale et al. (2006) realizaram um levantamento sobre  a ocorrência de 

resistência em isolados bacterianos de diversas espécies aquáticas cultivadas e do ambiente a 

qual estes estavam inseridos e detectaram  cepas resistentes à ampicilina, tetraciclina, 

oxitetraciclina e sensibilidade ao florfenicol e sulfametoxazol-trimetoprim. O uso contínuo de 

um determinado antimicrobiano leva ao surgimento de cepas resistentes em espécies 

cultivadas e eleva o percentual de resistência em cepas ambientais (TENDENCIA; PEÑA, 

2002). 

Diversos estudos abordam a questão da resistência antimicrobiana em bacterias 

isoladas de tanques de cultivos de camarões como Carneiro et al. (2007) que caracterizaram o 

perfil de suscetibilidade de 21 cepas de Vibrio isoladas em 3 sistemas de cultivo de tilápia do 

Nilo (Oreochromis niloticus) e observaram um elevado número (95,24%) de resistência a 

ampicilina. Manjusha et al. (2005) pesquisaram resistência a diferentes antimicrobianos em 

119 isolados de Vibrio sp de camarões cultivados em diferentes pontos da Índia e detectaram 

100% de resistência à ampicilina, 6,25% à gentamicina,  12,5% ao ácido nalidíxico e 31,25% 

à tetraciclina. A presença de cepas de Vibrio em amostras de água e de camarão resistentes a 

antibióticos sugere que tanto os camarões, como a área de cultivo estudada, podem constituir 

fonte de bactérias resistentes. 

Existe uma preocupação no que diz respeito ao descarte da água de cultivo, uma vez 

que nestes tanques são adicionados antibióticos para prevenir doenças nos animais e esta água 

muitas vezes é lançada diretamente no ambiente marinho sem tratamento prévio. Desta forma, 

bactérias ambientais podem adquirir resistência a determinados antibióticos. 

Por outro lado, a literatura reporta que outro fator deve ser levado em consideração. O 

fato de que os micro-organismos produtores de antibióticos no meio ambiente apresentam 

mecanismos de auto-proteção, os quais são codificados geneticamente. Admite-se que a 

transferência de genes de resistência de bactérias não patogênicas ou de baixa patogenicidade 

para microorganismos patogênicos é um fenômeno comum. Dessa forma, a existência de 

determinantes de resistência  transmissíveis  é anterior ao emprego dos antibióticos na 

terapêutica, supondo-se que o meio ambiente possa ser um reservatório de genes de 

resistência a antibióticos (ALLEN et al., 2010). 
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4.5 Identificação Genotípica do Gênero Vibrio 

 

Após a identificação fenotípica, todos os isolados de Vibrio spp. foram submetidos a 

identificação genotípica, através da detecção do gene rpoA, o qual é  encontrado em todas as 

cepas de Vibrio (TARR et al., 2007; DALMASSO et al., 2009; JEYASEKARAN et al., 

2011). 

Todos os 209 isolados identificados fenotipicamente como Vibrio amplificaram o gene 

rpoA, gerando um fragmento de 242 pb (Figura 7). 

 

 
Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos de amplificação do gene rpoA 

(242 pb) de bactérias isoladas de mexilhões. M: Marcador de peso molecular de 100 

pb (Fermentas). 1-5: Isolados fenotipicamente caracterizados como Vibrio sp. 6: 

Branco.  

 

A detecção do gene rpoA é considerado um método rápido, sensível e específico para 

identificação do gênero Vibrio e tem sido utilizada em diferentes estudos (THOMPSON et al., 

2005; DALMASSO et al., 2009; JEYASEKARAN et al., 2011). A detecção deste gene tem 

sido utilizada como um teste molecular rápido e capaz de identificar o gênero Vibrio a partir 

de colônias suspeitas sem a necessidade da realização de testes bioquímicos (DALMASSO et 

al., 2009). De acordo com trabalho realizado por Dalmasso et al. (2009) todos os isolados de 

Vibrio spp. (n=336), provenientes de produtodos da aqüicultura, na Itália, apresentaram o 

gene rpoA.  

 

4.5.1 Identificação genotípica de Vibrio parahaemolyticus 

Uma vez confimado que todos os 209 isolados pertenciam ao gênero Vibrio sp., estes 

foram submetidos a técnica de PCR para detecção do gene tlh (hemolisina termolisina), que é 

espécie-específico para Vibrio parahaemolyticus (ROJAS et al., 2011), e dos genes  tdh  

(hemolisina termoestável direta) e trh (hemolisina termoestável relacionada)  que são  

marcadores de virulência (NORDSTROM et al., 2007; CHEN et al., 2010; ROJAS et al., 

2011). 

O gene tlh foi detectado em 40,6% (85/209) dos isolados, sendo todos estes 

identificados fenotípicamente como V. parahaemolyticus. Em todos os isolados positivos foi 
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observado um fragmento de 450 pb  (Figura 8) e nenhuma outra espécie isolada de Vibrio 

apresentou este gene.  O gene rpoA foi utilizado nesta reação como controle endógeno.  

 

 
Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos produtos de amplificação do rpoA (242 

pb) e do gene espécie específico de Vibrio parahaemolyticus (tlh-450 pb) isolados de 

mexilhão. M: marcador de peso molecular (100 pb) Fermentas; 1,2,3: Isolados de V. 

parahaemolyticus; 4: Controle negativo: Isolado de V. vulnificus; 5: Branco. 

 

 Nordstrom et al. (2007) ao realizarem um PCR multiplex, nos Estados Unidos, em 117 

isolados de Vibrio parahaemolyticus,  relataram  que  todos os isolados amplificaram o gene 

tlh  enquanto que as outras espécies de Vibrio  testadas (n=36), como   V. cholerae,  V. 

mimicus, V. fluvialis,  V. hollisae,  V. metschnikovii, V. vulnificus  e V. alginolyticus foram 

negativas para este gene. De igual modo, Rojas et al. (2011) detectaram o gene tlh  nos 23  

isolados de V. parahaemolyticus provenientes de ostras e moluscos.  O gene tlh tem sido 

detectado em todos os isolados clínicos e ambientais de Vibrio parahaemolyticus (ROJAS et 

al., 2011)  e a detecção deste gene tem sido útil como ferramenta para identificação desta 

espécie (NORDSTROM et al., 2007; ROJAS et al., 2011). 

 Isolados de V. parahaemolyticus podem apresentar os genes tdh e trh. No presente 

trabalho, o gene tdh foi detectado em 27,7% (58/209) dos isolados de Vibrio spp.  Do total de 

85 isolados de Vibrio parahaemolyticus, o gene tdh foi detectado em 68,2% (58/85). Em 

todos os isolados positivos foi observado um fragmento de 269 pb (Figura 9) e nenhuma outra 

espécie isolada de Vibrio amplificou este gene.  O gene tlh foi usado como controle endógeno 

da reação. Em relação ao gene trh, este não foi detectado em nenhum isolado de Vibrio spp.  

Estudos relatam que cepas virulentas de V. parahaemolyticus apresentam tanto o gene 

tdh quanto o gene trh ou apenas um destes genes (SU et al., 2007; ROJAS et al., 2011) e que 

apenas 1% a 2% dos isolados ambientais apresentam os genes tdh e/ou trh (NISHIBUCHI; 

KAPER, 1995; BHOOPONG et al., 2007).  No entanto, De Paola et al. (2003), ao avaliarem a 

prevalência dos genes tdh  e trh  em isolados ambientais de  Vibrio parahaemolyticus  

provenientes de diferentes pontos dos Estados Unidos, detectaram a  presença do gene tdh  em 

100% (155/155) dos isolados ambientais e o gene trh  em 94,1% (146/155) dos  isolados. Já 

no trabalho desenvolvido por García-Cabrera et al. (2004), no Golfo do México, a partir de 

266 amostras analisadas, representadas pela  água do mar (n=103), peixes (n=88) e ostras 

(n=75), foi obtido um total de 46 isolados de Vibrio parahaemolyticus,  sendo o gene tdh  
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detectado  em 8,6% (4/46) dos isolados ambientais. O gene trh  não foi detectado em nenhum 

isolado.  

 

 
Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos de amplificação do gene espécie 

específico (tlh-450 pb) e do gene de virulência de Vibrio parahaemolyticus (tdh-269 

pb) isolados de mexilhão. M: marcador de peso molecular (100 pb) Fermentas; 1-18: 

Isolados de V. parahaemolyticus; 19: Branco. 

 

Caburlotto et al (2008) relataram o isolamento de uma cepa de V. parahaemolyticus 

proveniente de amostra de água marinha em Caleri, na Itália, com potencial pandêmico e com 

genes de virulência como tdh e trh. Segundo os autores, esta cepa possui caraterísticas para 

potencial doença em humanos, pois carrega características pandêmicas de cepas já isoladas na 

Europa e Ásia. Esta é a primeira cepa de V. parahaemolyticus isolada na região costeira da 

Itália e o primeiro isolado diretamente a partir de amostra de água do ambiente marinho. 

Cepas com este potencial já foram isoladas na Espanha (MARTINEZ-URTAZA et al., 2005) 

e França (QUILICI et al., 2005), sendo estas detectadas a partir de isolados clínicos ou de 

frutos do mar.   

A presença de cepas isoladas do ambiente marinho com marcadores pandêmicos e 

genes de virulência normalmente associados com isolados clínicos indicam que estas cepas de 

V. parahaemolyticus podem constituir um reservatório de genes de virulência e que podem se 

disseminar no ambiente marinho. Portanto, estas cepas ambientais devem ser consideradas 

como potenciais portadores de genes de virulência e representa um risco a saúde humana 

(CABURLOTTO et al., 2008; CABURLOTTO  et al., 2010).  

O expressivo percentual de genes tdh 68,2% (58/85) a partir de amostras de mexilhões 

pode estar associada a diversos motivos. No ponto de coleta localizado em Macaé, foi 

observada a presença de embarcações de suporte às plataformas petrolíferas nesta região e de 

aves marinhas liberando dejetos orgânicos na água do mar, bem como a lixiviação promovida 

pelas chuvas nas encostas do arquipélago. Em Angra dos Reis, próximo ao ponto de coleta, 

foi verificado esgoto sendo lançado na água do mar sem nenhum tratamento prévio e no ponto 

de coleta em Arraial do Cabo, foi observado à presença de um restaurante flutuante próximo a 

fazendas de maricultura, o qual recebe diversos turistas, além do crescimento desordenado do 

mercado imobiliário próximo as praias que podem contribuir para o lançamento de esgoto 

sem tratamento no ambiente marinho. Diante destes fatos, é possível que a prevalência de 

Vibrio parahemolyticus tdh positivos esteja associado à contaminação da água do mar por 

dejetos humanos. Estes achados encontram suporte no trabalho desenvolvido por Cabrera-

Garcıa et al. (2004) que enfatizaram que a presença de cepas ambientais tdh positivas sugerem 

a possibilidade de contaminhação humana de origem fecal no ambiente marinho. Sabendo-se 

que a literatura relata a transmissão de genes de virulência de V. parahaemolyticus através de 



 
 

51 

plasmídeos e elementos de inserção (BEJ et al., 1999), a detecção dos genes de virulência em 

isolados ambientais de Vibrio parahaemolyticus pode estar associada com a troca de material 

genético entre bactérias patogênicas com bactérias ambientais.  

Além disso, autores como DePaola et al. (2003) e Nordstrom et al. (2007) relataram 

que o aumento na detecção de V. paraheamolyticus ambientais com genes de virulência é 

provavelmente devido a utilização de métodos de maior sensibilidade na detecção destes 

genes. 

Um fator que precisa ser avaliado quando se aborda os genes de virulência como 

marcadores de isolados clínicos é o fato da maioria dos trabalhos serem realizados em países 

do hemisfério norte. É necessário se ter cautela ao utilizar estes dados para a realidade 

brasileira, pois as condições bióticas e abióticas de nosso litoral são distintas, além de se 

cultivar espécies diferentes daquelas encontradas na Europa e nos Estados Unidos, como é o 

caso do mexilhão Perna perna (RODRIGUES et al., 2009 ). 
 

4.5.2 Identificação genotípica de Vibrio vulnificus 

Após a detecção do gene tlh, que é espécie-específico para V. parahaemolyticus,  

todos os isolados negativos para este gene 59,3% (124/209) foram submetidos a técnica de 

PCR para detecção do gene cth (citolisina-hemolisina), o qual é espécie-específico para Vibrio 

vulnificus (PANICKER & BEJ, 2005).  

O gene cth foi detectado em 20,9% (26/124) dos isolados, sendo todos estes 

identificados fenotípicamente como V. vulnificus. Em todos os isolados positivos foi 

observado um fragmento de 386 pb (Figura 10) e nenhuma outra espécie isolada de Vibrio 

apresentou este gene. Resultados semelhantes foram demonstrados por Colodner et al. (2004), 

em Israel, que detectaram o gene cth em todos os  48 isolados de Vibrio vulnificus 

identificados. 

 

 
Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos de amplificação do gene rpoA 

(242 pb) e do gene de espécie específico cth (386-pb) de Vibrio vulnificus isolados de 

mexilhão. M: marcador de peso molecular (100 pb) Fermentas; 1-2: Isolados de V. 

vulnifiucs; 3, 4, 5, 6: Isolados de  Vibrio parahaemolyticus; 7: Branco. 

 

 A literatura relata que a citolisina hemolisina (cth) está presente em quase todos os 

tipos de isolados ambientais de Vibrio vulnificus, e é conhecido como um gene espécie-

específico (PANICKER & BEJ, 2005).  

A realização do PCR visando à identificação de V. vulnificus através da detecção do 

gene cth tem sido descrito (DRAKE et al., 2007). Este gene tem sido referenciado também 

como  vvhA  e hlyA (HARWOOD et al., 2004). 
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Embora este gene seja amplamente utilizado e altamente específico para esta espécie, 

não é capaz de mensurar o potencial de virulência deste micro-organismo, visto que existem 

outros mecanismos de virulência associados a V. vulnificus como a presença da cápsula 

polissacarídica, de protease/elastase e fosfolipase, as quais podem ser encontradas em quase 

todas as cepas clínicas e ambientais. De igual modo, também não existem dados disponíveis 

para determinar a sua sazonalidade e a dose letal humana permanece desconhecida (WHO, 

2005). 

 

4.6 Sequenciamento de Vibrio spp. 

 

Após a confirmação genotípica de todos os isolados Vibrio sp., representantes de 

algumas espécies foram selecionados e foi realizado o sequenciamento do gene rpoA, que 

codifica a subunidade alfa da RNA polimerase. Cada sequencia, que apresentava em média 

100 nucleotídeos, foi comparada com seqüências depositadas nos bancos de dados do 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) utilizando o algoritmo Blastn.  

Os oito isolados seqüenciados pertenciam ao gênero Vibrio, apresentando 100%  (8/8) 

de correlação entre a identificação fenotípica e a identificação genotípica por PCR e 

sequenciamento (Tabela 15).  

 

Tabela 15: Identificação dos isolados de Vibrio spp. segundo análise fenotípica, genotípica e 

o resultado da busca por similaridade no NCBI com o programa Blastn. 

 

Número 

dos 

Isolados 

Identificação 

Fenotípica/Genotípica 

Alinhamento mais signifcativo/ 

Chave de Acesso NCBI 

Máxima 

Identidade 

(%) 

E-value 

1 V. mimicus V. mimicus/ EF990363.1 100 9e-51 

2 V. mimicus V. mimicus/ EF990363.1 100 3e-45 

3 V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus/JF907571.1 100 3e-44 

4 V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus/  100 4e-43 

5 V. parahaemolyticus V. harveyi/JF907571.1 

V. alginolyticus/ AJ842630.1 

100 6e-05 

6 V. vulnificus V. parahaemolyticus/ JF907571.1 100 1e-49 

7 V. alginolyticus V. navarrensis/AJ842659.1 98 4e-55 

8 V. alginolyticus V. navarrensis/AJ842659.1 100 8e-46 

 

Quando avaliados em relação à espécie, tal correlação ocorreu em 50% dos isolados 

(4/8) (Isolados representados pelos números 1, 2, 3 e 4) conforme Tabela 15.  Destes quatro 

isolados, dois foram identificados fenogenotipicamente como Vibrio parahaemolyticus 

através de testes bioquímicos e da presença do gene  tlh,  consoante com o percentual de 

identidade máxima (100%) com sequencias de Vibrio parahaemolyticus   depositados no 

NCBI. Associado a isso, um desses isolados também apresentou o gene tdh. O gene tlh é 

espécie-específico de Vibrio parahaemolyticus e o gene tdh é um gene de virulência desta 

espécie. Os outros dois isolados foram identificados fenotipicamente como Vibrio mimicus. 

Tal identificação foi confirmada através da obtenção de 100% de identidade com a sequencia 

de um isolado de Vibrio mimicus disponível no banco de dados do NCBI. Além disso, estes 

isolados apresentaram resultado negativo quando submetidos a técnica de PCR para detecção 

de genes alvos de V. parahemolyticus (tlh) e V. vulnificus (cth). 

Em 50% dos isolados (4/8) não foi possível estabelecer correlação entre a 

identificação fenotípica e/ou genotípica (PCR) da espécie com o resultado do 

sequenciamento. Nestes casos, recorreu-se aos testes bioquímicos e a identificação genotípica 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157493292?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2RA05A2R01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157493292?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2RBTHPP101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/354802170?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2R96WY1Y01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/354802170?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2RBCGZ0501N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/354802170?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2R9FMBZ101N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/58415947?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2RAUSZ6D01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/58415947?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2RA8JX5D01S
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baseada em genes espécie-específicos para tentar solucionar as questões referentes à 

identificação dos isolados. 

O isolado número 5 foi identificado fenogenotipicamente como Vibrio 

parahaemolyticus, no entanto, foi observado que sua sequência rpoA apresentou 100% de 

identidade com Vibrio harveyi e Vibrio alginolyticus. Considerando os aspectos biológicos 

avaliados através da identificação fenotípica conclui-se que se trata de um isolado de V. 

parahaemolyticus, e não de V. harveyi ou V. alginolyticus, por apresentar-se sacarose-

negativo, arabinose-positivo e ornitina-positivo, em conformidade com as características 

metabólicas desta espécie (Tabela 16) (KONEMAN et al., 2008; NOGUEROLA & 

BLANCH, 2008). Além disso, a presença do gene tlh, marcador específico de Vibrio 

parahaemolyticus, corrobora com a identificação fenotípica.  

O isolado número 6 foi identificado fenogenotipicamente como Vibrio vulnificus, no 

entanto, após a análise da sequencia rpoA, foi encontrada 100% de identidade máxima com 

Vibrio parahaemolyticus.  Em relação à identificação fenotípica, V. vulnificus é diferenciado 

de V. parahaemolyticus através da prova da lactose e ONPG, onde V. vulnificus é positivo e 

V. parahaemolyticus é negativo (Tabela 16) (KONEMAN et al., 2008; NOGUEROLA & 

BLANCH, 2008). Na identificação genotípica foi detectado o gene cth.  Sabendo-se que o 

gene cth é encontrado em Vibrio vulnificus e não em V. parahaemolyticus e que V. 

parahaemolyticus apresenta como gene alvo o tlh, não detectado neste isolado, pode-se 

afimar, que se trata de um isolado de V. vulnificus.  

Os isolados 7 e 8 foram identificados como Vibrio alginolyticus, no entanto, foi 

observado 98%  e 100% de identidade máxima com V. navarrensis, respectivamente.  Na 

identificação bioquímica de Vibrio alginolyticus e V. navarrensis, a diferenciação é feita pela 

positividade de Vibrio alginolyticus às provas de descarboxilação de lisina e ornitina. Além 

disso, V. alginolyticus cresce em 10% de NaCl e é positivo ao vibriostático O129 (10 µg),  o 

que não é observado em V. navarrensis (Tabela 16) (KONEMAN et al., 2008; NOGUEROLA 

& BLANCH, 2008). Para estes isolados, não foi realizado a detecção de genes espécie-

específicos, mas baseado na identificação fenotípica conclui-se que estes isolados são Vibrio 

alginolyticus. 

Na edição das sequencias no programa Bioedit, foram retiradas as extremidades que 

apresentavam picos pequenos no eletroferograma, indicando baixa qualidade do 

seqüenciamento. Um dos possíveis fatores da não correlação da identificação fenogenotípica 

com o resultado da análise da sequência rpoA dos isolados  5, 6, 7 e 8 pode ser devido ao 

pequeno tamanho das sequências de DNA editadas (67, 110, 125 e 103 pb, respectivamente). 

Desta forma, é possível que o pequeno fragmento analisado seja uma região comum a ambas 

as espécies. Além disso, o gene rpoA tem sido utilizado como marcador de Vibrio sp., por 

tratar-se de um gene conservado dentro deste gênero, sendo possível que não ocorra 

discriminação entre as espécies mais próximas. Por outro lado, espécies filogeneticamente 

mais distantes, por exemplo, V. mimicus, podem ser discriminadas utilizando este gene 

(Figura 11). No caso específico do isolado 5, foi observado ainda baixo percentual de 

cobertura do alinhamento (10-15%) e  valor de confiança pouco significativo (e-value = 6x10
-

5
) para caracterizar uma possível similaridade, o que associado ao pequeno tamanho do 

fragmento indica que esse alinhamento tenha ocorrido ao acaso. Vale ressaltar que o NCBI é 

um banco de dados público onde a fidelidade dos resultados apresentados é responsabilidade 

exclusiva do depositário, não havendo qualquer avaliação prévia das sequências 

disponibilizadas.  
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Tabela 16. Provas fenotípicas e genotípicas de identificação de espécies do gênero Vibrio. 

 

Legenda: R: Resistente; S: Sensível; +: resultado positivo; -: resultado negativo. 

 

 
Figura 11: Cladograma obtido pela relação filogenética de bactérias pertencentes ao gênero 

Vibrio baseado no gene rpoA utilizando o método Neighbor-Joining. Números nos 

ramos indicam o valor de bootstrap baseado em 1000 replicatas. 

 

 

Provas diferenciais 

Espécies de Vibrio 

V. 

parahaemolyticus 

  V.  

vulnificus 

V.   

harveyi 

V.   

alginolyticus 

V.  

navarrensis 

Sacarose +  - +  + + 

Arabinose +  - -  - - 

Lactose  -  + - - - 

Descarboxilação ornitina  + + +  - - 

Descarboxilação  lisina    + - 

Halofilia 10%  NaCl  - - - + - 

O/129 (10µg) R S R R S 

ONPG - + - - - 

Bioluminescência - - + - - 

Gene -rpoA + + + + + 

Gene espécie específica 

– tlh 
+ _ _ - - 

Gene virulência-tdh + _ _ _ - 

Gene espécie específica-

cth 
_ + _ _ - 
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5. CONCLUSÕES 

 

- A associação entre humanos, ambientes aquáticos e micro-organismos aponta para a 

importância de um monitoramento ambiental responsável, através de uma sistemática de 

controle das cepas circulantes e seus possíveis potenciais patogênicos e significados clínicos. 

- Foram identificadas diferentes espécies de Vibrio de grande importância econômica 

para a aqüicultura por sua patogenicidade para pescados e moluscos, como Vibrio 

anguillarum e V. harveyi. 

- Vibrio parahaemolyticus foi à espécie prevalente isolada a partir de mexilhões. Este 

patógeno possui relevância em Saúde Pública, devido a sua capacidade de produzir inúmeros 

fatores de virulência e estar associado a quadros de gastrenterite após a ingestão de mexilhões.  

- A análise do sequenciamento genético em oito isolados de Vibrio spp. estudados foi 

correlata com a identificação fenogenotípica em 50% (4/8). Nos isolados onde não foi 

possível estabelecer esta correlação (4/8) recorreu-se aos testes bioquímicos e a identificação 

genotípica baseada em genes espécie-específicos.  

- Ao avaliarmos os mexilhões coletados no Arquipélago de Santana é possível inferir 

que a instalação de cultivos de mexilhões em áreas abrigadas mais afastadas da costa e com 

uma maior profundidade pode se constituir num ambiente propício à maricultura. 

- Arraial do Cabo foi o local que apresentou maior distribuição de enterobactérias, 

podendo este fato estar associado à presença do restaurante flutuante próximo a fazenda de 

maricultura bem como a proximidade com a região costeira.  

- Dentre os micro-organismos isolados da família Enterobacteriaceae, Escherichia coli 

foi a espécie prevalente e apresenta importância em saúde pública, uma vez que sua detecção  

indica contaminação de origem fecal e representa risco de gastrenterite após a ingestão de 

mexilhões.  

- A resistência antimicrobiana detectada nos isolados bacterianos pode estar associada 

ao lançamento de esgoto diretamente no ambiente aquático bem como, estes micro-

organismos resistentes podem ter sido carreados através das fezes de aves migratórias e  

embarcações localizadas próximos aos pontos de coleta.  

- Os resultados obtidos no presente trabalho apontam para o risco relacionado ao 

consumo de mexilhões, o que pode resultar em infecção humana. 

- A detecção de Aeromonas é importante, uma vez que este micro-organismo constitui 

risco para o homem, pois está associada ao surgimento de gastrenterites sob a forma de surtos 

e também infecções extraintestinais. A incidência de Aeromonas spp. no ambiente marinho 

tem sido alvo de interesse, dada a sua importância em termos de sáude pública.  

- A detecção de coliformes termotolerantes da água do mar coletada em Arraial do 

Cabo aponta para a necessidade de um monitoramento ambiental nesta região, a fim de 

assegurar a qualidade microbiológica dos mexilhões. O lançamento de dejetos humanos na 

água do mar, além de contaminar a água pode acarretar na contaminação dos mexilhões. 
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