UFRR]J
INSTITUTO DE VETERINARIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA
VETERINARIA

DISSERTACAO

Isolamento e Identificacao de Bactérias Potencialmente Patogénicas

a partir de Bivalves no Arquipélago de Santana — Macaé, RJ.

Marcelo Santos de Oliva

2008



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
) INSTITUTO DE VETERINARIA )
CURSO DE POS-GRADUACAO MICROBIOLOGIA VETERINARIA

ISOLAMENTO E IDENTIFICA:(;AO DE BACTERIAS
POTENCIALMENTE PATOGENICAS A PARTIR DE
BIVALVES NO ARQUIPELAGO DE SANTANA - MACAE, RJ.

MARCELO SANTOS DE OLIVA

Sob a Orientagdo da Professora
Miliane Moreira Soares de Souza

Dissertacdo submetida
como requisito parcial
para obten¢do do grau
de Mestre em
Microbiologia
Veterinéria.

Seropédica, RJ

Outubro de 2008



589.9
0481

Oliva, Marcelo Santos de, 1970-
Isolamento e identificacao de

bactérias potencialmente
patogénicas a partir de bivalves no
Arquipélago de Santana - Macaé, RJ
/ Marcelo Santos de Oliva - 2008.

49f. : il.

Orientador: Miliane Moreira
Soares de Souza.

Dissertacao (mestrado) -

Universidade Federal Rural do Rio

de Janeiro, Curso de Pés-Graduacao

em Microbiologia Veterinaria.
Bibliografia: f. 30-43.

1. Bactéria - Identificacao -
Macaé (RJ) — Teses. 2. Bivalve
(Molusco) - Teses. 3. Mexilhdao -
Teses. I. Oliva, Marcelo Santos de,
1970-. IT. Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro. Curso de
Pds-Graduacgéao em Microbiologia

Veterindria. III. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA )
CURSO DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA VETERINARIA

MARCELO SANTOS DE OLIVA

Dissertacdo submetida ao Curso de Pods-graduagdo em Microbiologia Veterindria, como
requisito parcial para obtencao do grau de Mestre, em 13 de novembro de 2008.

DISSERTACAO APROVADA EM 13/11/08.

«? TR

‘vfi]i en'a Soar de Souza (Doutora) UFRRIJ - Brasil

—-._,_

Dalqd es Rodri Eue\(rm%ﬂf)CRUZ YB:&SH
el KJ\

Fabio Vieira de Aratjo (Doutor) U‘E'.l%{ Bram

Qe ool

Grace Nazafe}h Diogo Theophilo (Doutora) FIOCRUZ - Brasil




““Os sonhos sao como bussola,
indicando os caminhos que
seguiremos e as metas que
queremos alcancar. Sao eles
que nos impulsionam, nos
fortalecem e nos permite
crescer.”

Augusto Cury



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus por ter me dado a oportunidade de estar no mundo, a quem
atribuo toda minha forga, sabedoria e vida. Obrigado por me proteger e conduzir por caminhos
seguros. Eu te amo meu Deus.

A minha familia, aos meus pais por serem meu porto seguro, a razao da minha vida. Todos os
dias agradeco a Deus por ter pais maravilhosos. Tenho honra de té€-los com meus pais. Eles sio
exemplos de dedicagdo, honestidade e de amor. Agradeco a eles por tudo o que sou. Obrigado
pelo incentivo, forca e compreensdao. Amo os senhores.

Aos meus irmaos pelo amor de vocés, o companheirismo, incentivo e dedicacio nos momentos
dificeis da minha vida. Amo vocés.

A amiga Shana de Mattos de Oliveira Coelho, pelo alto astral, amizade, ajuda, incentivo.
Obrigado pelas palavras de otimismo que foram fundamentais a0 meu crescimento profissional.

A amiga Ingrid Annes Pereira pela paciéncia, dedicacdo, sagacidade e que sempre esteve pronta
a ajudar e esclarecer minhas duvidas. Agradeco imensamente sua colaboragdo ao meu
aprendizado e desenvolvimento.

Ao amigo Bruno Castro Gomes pela sua amizade e alegria que leva ao Laboratdrio, sendo um
exemplo de dedicag¢do e compromisso em tudo que realiza. Muito obrigado por ser um grande
amigo.

Ao amigo Bruno Rocha Pribul por sua contribuicdo ao desenvolvimento desta dissertacio, por
sua dedicac¢do, ajuda e compromisso com as coletas. Pelo seu empenho em coletar os mexilhdes
em situacdes de dificil acesso.

A todos os amigos do Laboratério de Bacteriologia que me auxiliaram no desenvolvimento da
minha dissertagc@o e a todos que passaram pelo laboratério.

Ao amigo Gilberto. Pela paciéncia, ajuda e apoio ao desenvolvimento desta dissertagdo.
A todos os professores do Curso de Pés-Graduacdo que contribuiram com suas idéias e
incentivos ao desenvolvimento da minha dissertacdo e em especial, ao Professor Francisco de

Assis Baroni por suas palavras de sabedoria.

A todos meus amigos do Curso de Pés-Graduag@o por momentos inesqueciveis, € em especial a
Landreani Ramires e Bruno Berto.

A amiga Clefa Maria Monteiro da Cunha por suas palavras de apoio e incentivo. Obrigado por
ter sido um cupido em minha vida. Eu te agradego por tudo.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A Empresa Servicos Maritimos Continental S.A. e em especial ao St° Afonso, Miro e Celso
pelo apoio logistico e estrutural para realizagdo das coletas. Sem esta contribui¢do seria dificil a
realizacdo desta pesquisa .

Ao Laboratério de Bacteriologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro pelo apoio
financeiro e logistico para realizacdo da pesquisa realizada. Sem sua contribuicio esta pesquisa
ndo teria sido realizada com sucesso.

Ao Laboratério de Enterobactérias da Fundagcdao Oswaldo Cruz e em especial a Dr* Ddlia dos
Prazeres Rodrigues, Dr* Grace Nazareth Diogo Theophilo e a Técnica Simone Duarte Amorim
pela oportunidade e treinamento realizado, o qual foi de suma importancia para realizacdo do
trabalho realizado e para o meu crescimento profissional e pessoal.

A minha orientadora Miliane Moreira Soares de Souza pela oportunidade, credibilidade,
confianca e pela contribuicio em meu crescimento profissional e pessoal, onde encontrei
sempre palavras de apoio, conforto e incentivo. Obrigado por tudo o que vocé fez e faz em
minha vida. Obrigado por ter acreditado em mim e ter proporcionado esta experi€ncia
inesquecivel, por ter aberto novos horizontes. Agradeco a vocé a chance de ter conhecido
pessoas maravilhosas que fizeram uma grande transformacdo em minha vida profissional e
pessoal.

Ao amigo Carlos Velasco por sua amizade de tantos anos. Vocé foi um dos responsdveis por eu
chegar até aqui, por causa do seu convite em fazer o curso de mergulho eu conheci pessoas que
me abriram portas para que eu pudesse realizar esta meta em minha vida. Obrigado por sua
contribui¢do nas coletas. Agradeco a Deus por ter vocé mais do que um amigo e sim um grande
irmao.

Ao amigo Marco Antonio Soares de Souza por ter sido a pessoa responsdvel pela realizacdo
desta etapa da minha vida. Quando estivamos embarcados conversamos sobre a possibilidade
de realizar um curso de P6s-Graduacdo. Obrigado por ter acreditado em mim e ter
proporcionado esta experiéncia inesquecivel. Tenho um grande orgulho de ser seu amigo.
Obrigado por sua contribuicdo no desenvolvimento desta dissertacdo, na elabora¢do e na
coordenagdo dos mergulhos realizados para coleta das amostras, pois foram indispensdveis para
o0 sucesso das coletas.

Ao amigo Gerson de Lima por sua amizade, dedicagcdo, palavras de forca e otimismo nos
momentos dificeis e sua contribui¢io para desenvolvimento do trabalho realizado.

Ao meu amigo Fernando Brazil pelo apoio, orientag¢do e ajuda nos momentos dificeis da minha
vida, onde sempre teve e tem palavras de forca e apoio. Um amigo que considero como um
grande irmdo. Obrigado pela sua amizade.

E, finalmente, a pessoa que sempre me incentivou, ajudou com suas idéias fabulosas e sua
sagacidade, que contribuiu de forma espetacular para execu¢cdo da minha dissertacdo. Aturou
meu mau humor sem reclamar, foi paciente, e nos momentos dificeis sempre disse palavras de



carinho, conforto, apontando saidas, dando conselhos sdbios e que puxou minha orelha nos
momentos necessarios. Esta pessoa sem sobra de divida somente Deus poderia colocar no meu
caminho, Lidiane de Castro Soares, o0 meu eterno amor. Obrigado por tudo que vocé fez e faz
em minha vida. S6 tenho que agradecer a Deus por ter colocado vocé em minha vida.



Figura 01
Figura 02
Figura 03
Figura 04
Figura 05
Figura 06

INDICE DE FIGURAS

Arquipélago de Santana — Ilhote Sul
Mexilhdo Perna perna

Agar TCBS

Agar GSP

0129

Perfil de Suscetibilidade de Vibrio spp.

46
46
47
47
48
48



Grafico 01
Grafico 02

INDICE DE GRAFICOS

Distribuicdo de espécies de Vibrio isoladas.
Distribuicdo de enterobactérias isoladas.

22
26



INDICE DE TABELAS

Tabela 01 Numero de espécies bacterianas isoladas em cada coleta. 21
Tabela 02 Numero de espécies de Vibrio isoladas em cada coleta. 22
Tabela 03 Nimero de espécies de enterobactérias isoladas em cada coleta. 26



LISTA DE ABREVIACOES

UFC: Unidade Formadora de Colonia

VNC: Vidvel Mas Nao Cultivavel

TDH: Thermoestable Direct Hemolysin
TRH: Thermoestable Related Hemolysin

°C : Graus Centigrados

S: Sul

W: Oeste

m: metro

Km: kilémetro

mL: mililitro

TCBS: Agar Tiossulfato Citrato Sais Biliares Sacarose
GSP: Seletivo para Pseudomonas-Aeromonas
LIA: Lysine Iron Agar

VP : Voges-Proskauer

VM : Vermelho de Metila

MC: Mac Conkey

EMB: Eosin Methylene-blue Agar

APA: Agua Peptonada Alcalina

SS: Salmonella Shigella

TSI: Triple Sugar Iron

MVF: Manitol Vermelho de Fenol

SPS: Sulfito Polimixina Sulfadiazina

TPGY: Trypticase peptone-glucose-yeast extract
MH: Miieller Hinton

LST: Lauryl Sulfato Triptose

NMP: Nimero Mais Provavel

EC: Escherichia coli

L: Litro

TSA: Agar Tripticase de Soja



SUMARIO

1 INTRODUCAO
2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biologia dos Mexilhodes

2.2 Importancia Sécio-Econdmica
2.3 Qualidade Microbiolédgica dos Mexilhdes
2.4 Género Vibrio

2.4.1 Vibrio cholerae

2.4.2 Vibrio parahaemolyticus
2.4.3 Vibrio vulnificus

2.4.4 Vibrio alginolyticus

2.4.5 Outras espécies de Vibrio
2.5 Género Aeromonas

2.6 Enterobactérias

2.7 Resisténcia Antimicrobiana

3 MATERIAL E METODOS

3.1. Ponto de Coleta

3.2 Anilise Microbiolégica da Agua do Mar

3.2.1 Amostragem

3.2.2 Processamento das amostras

3.2.2.1 Pesquisa de Coliformes Totais e Termotolerantes
3.3 Andlise Microbiolégica dos Mexilhdes

3.3.1 Amostragem

3.3.2 Processamento das amostras

3.4 Pesquisa de microrganismos com potencial patogénico
3.4.1 Pesquisa de Vibrio spp. e Aeromonas spp.

3.4.1.1 Identificacdo fenotipica dos isolados

3.4.1.2 Fermentacdo de acucares

3.4.1.3 Descarboxilacao de lisina e ornitina e dehidrolizag¢do de arginina
3.4.1.4 Avaliagdo da halofilia

3.4.1.5 Sensibilidade ao O/129

3.4.1.6 ONPG

3.4.1.7 Prova de motilidade e producao de indol

3.4.1.8 Prova de Voges-Proskauer (VP) e Vermelho de Metila (VM)
3.4.1.9 Redugdo de nitrato

3.4.2 Pesquisa de Enterobactérias

3.4.2.1 Comportamento em dgar TSI

3.4.2.2 Hidr6lise de gelatina

3.4.2.3 Producdo de uréase

3.4.2.4 Degradacao do citrato

3.4.2.5 Degradacdo do malonato

01

02

02
03
04
05
06
07
08
10
10
11
12
13

15

15
15
15
15
15
16
16
16
16
16
17
17
17
17
17
18
18
18
18
19
19
19
19
19
20



3.5. Perfil de Suscetibilidade dos Microrganismos Isolados aos Farmacos de
Elei¢cao

3.5.1 In6culo

3.5.2 Difusdo em disco

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Anédlise Microbiolégica do Mexilhao

4.1.1 Pesquisa de Vibrio spp.

4.1.1.1 Perfil de suscetibilidade de Vibrio spp. isolados de mexilhdes Perna
perna

4.1.2 Pesquisa de Aeromonas spp.

4.1.3 Pesquisa de Enterobactérias

4.1.3.1 Pesquisa de Salmonella

4.1.3.2 Perfil de suscetibilidade de Enterobactérias isolados de mexilhdes Perna
perna

4.2 Pesquisa de Coliformes Totais ¢ Termotolerantes da Agua do Mar

5 CONCLUSOES
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

7 ANEXOS

20

20
20

21
21
21
24
25
26
27
28
28
29
30

45



RESUMO

OLIVA, Marcelo dos Santos. Isolamento e Identificacio de Bactérias Potencialmente
Patogénicas a partir de Bivalves no Arquipélago de Santana — Macaé, RJ. 2008. 48p
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia e Imunologia Veterindria). Instituto de Veterindria,
Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

Os mexilhdes sao moluscos bivalves filtradores que se alimentam de microrganismos
captados pela corrente de dgua e ndo apresentam capacidade seletiva de filtracdo do seu
alimento, consequentemente, a andlise dos mexilhdes reflete a qualidade microbioldgica do
habitat aqudtico. Desse modo, o presente trabalho objetivou executar o isolamento e
identificacdo da microbiota bacteriana a partir de moluscos bivalves incrustados em costdes
rochosos no Arquipélago de Santana, Macaé- RJ, bem como analisar o perfil de resisténcia dos
microrganismos prevalentes. Também se buscou avaliar a qualidade da 4gua de modo a detectar
possiveis contaminagdes decorrentes das atividades pesqueiras e subaqudticas nesta regido. A
partir das andlises bacteriologicas foi obtido um total de 51 colonias de Vibrio spp. com
prevaléncia da espécie V. damsela (n=15), seguida de V. harveyi (n=13) e V. alginolyticus
(n=07) e um total de 20 colonias de enterobactérias com prevaléncia de Escherichia coli (n=06)
seguida de Proteus vulgaris (n=04). Os isolados de Vibrio spp. apresentaram 100% de
sensibilidade aos antimicrobianos testados, com exce¢do da ampicilina, para a qual ndo foi
detectada qualquer sensibilidade a semelhanca de outros relatos na literatura. Nos isolados de
enterobactérias avaliados, foram detectados elevados percentuais de sensibilidade aos
antimicrobianos testados. No total de seis amostras de 4gua do mar analisadas, nio foi detectada
a presenca de coliformes totais e termotolerantes. O baixo percentual de microrganismos
isolados de mexilhdes no Arquipélago de Santana pode ser justificado por ser um local de mar
aberto, afastado da costa e sobre a influéncia de correntes maritimas, e ainda pouco impactado
pela acao humana.

Palavras-chaves: mexilhdes, saide publica, bactérias.



ABSTRACT

OLIVA, Marcelo dos Santos. Isolation and Identification of Potential Pathogenic Bacterial
from Bivalves at Arquipélago de Santana — Macaé, RJ. 2008. 48p Dissertation (Master
Science in Veterinary Microbiology) Instituto de Veterindria, Departamento de Microbiologia e
Imunologia Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

Mussels are bivalve mollusks that developed a filtrating system enabling them to uptake
nutrients from water. This is a not selective mechanism, so mussels microbiological analysis
shows up the aquatic environment quality. Therefore, the present work aimed to isolate and
identify bacterial microbiota from bivalve mollusks incrustated into the rocky coast of
Arquipélago de Santana, Macaé, RJ. The antimicrobial resistance pattern of prevalent
microorganisms isolated was also analyzed. The surrounding water microbiological quality was
also evaluated in order to detect contamination source from fishing and subaquatic activities in
the studied region. From the bacteriological analysis it was obtained a total of 51 isolates of
Vibrio spp., being V. damsela (n=15) the prevalent specie, followed by V. harveyi (n=13) and
V. alginolyticus (n=07). It was also obtained a total of 20 isolates of Enterobacteriaceae species,
being Escherichia coli (n=06) the prevalent one, followed by Proteus vulgaris (n=04). Vibrio
spp. isolates presented 100% of sensitivity to tested antimicrobials, except for ampicillin with
no detected sensitivity corroborating to literature. For enterobacteria, it was detected a high
percentile of sensitivity to all testes antimicrobials. In the six samples of ocean water analyzed it
was not possible to detect total or fecal coliforms. The low percentile of isolated
microorganisms from mussels at Arquipélago de Santana can be justified for its location at the
open sea, far away from the coast and influenced by sea currents, in a environment not yet
altered by human action.

Key words: mussels, public health, bacteria.



1 INTRODUCAO

Os mexilhdes sdo moluscos bivalves filtradores que se alimentam de microrganismos
captados pela corrente de dgua e ndo apresentam capacidade seletiva de filtragdo do seu
alimento. Seu cultivo comercial é uma prética que tem crescido em todas as regides litoraneas
do Brasil devido as riquezas dos recursos naturais do ecossistema aquatico. Por se
alimentarem de particulas em suspensdo na dgua podem representar importante veiculo de
transmissdo de bactérias e virus patogé€nicos, além de metais pesados e outras substiancias
téxicas.

As fontes de contaminacdo de mexilhdes sdo o esgoto e residuos industriais e os
contaminantes por matéria organica, microrganismos, oleos, detergentes, produtos nao
biodegraddveis e metais pesados. Os microrganismos e metais pesados sdo os contaminantes
mais perigosos porque nem sempre causam alteracoes aparentes ou imediatas e o molusco,
embora contaminado, pode ser considerado apto para consumo.

A andlise microbioldgica dos mexilhdes reflete a qualidade do seu habitat aquatico e
estes organismos devem ser constantemente monitorados através de andlises microbioldgicas
e fisico-quimicas a fim de garantir a produ¢do de um alimento in6cuo para a saide humana.

Os membros da familia Vibrionaceae sdo habitantes naturais de ambientes marinhos e
estudrios e muitos podem causar infeccoes em humanos, podendo estar associados a
manifestagdes gastrentéricas sob a forma de surtos ou casos esporddicos apds a ingestido de
pescado e moluscos bivalves sem coc¢@o ou insuficientemente cozidos. A infeccao por Vibrio
spp. Também pode em alguns casos apresentar quadros clinicos de septicemia, otites,
infec¢des de pele e tecidos moles. As infec¢des sdo, geralmente, adquiridas por consumo de
alimento e d4gua contaminada ou mais raramente, por contaminacao direta de feridas cutaneas
ocorrida durante o contato com a dgua do mar ou estuarinas.

Além do género Vibrio, a familia Aeromonadaceaec € um agente bacteriano
amplamente distribuido no ecossistema aqudtico. Estes microrganismos sdo responsaveis por
causar infec¢des em animais e no homem, sendo descritos como patégenos de importancia em
alimentos e envolvidos em infec¢des intestinais e extraintestinais.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Biologia dos Mexilhoes

Os mexilhdes sdo moluscos bivalves filtradores que possuem a capacidade de reter
microrganismos captados pela corrente de agua através do batimento dos cilios e das
branquias. Nao apresentam capacidade seletiva de filtracdo do seu alimento, sendo a ingestao
de particulas selecionada apenas pelo tamanho. O fitoplancton e os detritos sdo a principal
fonte de alimento para o seu crescimento. Por serem filtradores, estes moluscos se revelam
adequados a utilizagdo como bioindicadores devido a natureza séssil e sua ampla distribui¢do.
Durante o processo fisioldgico da alimentacdo, a dgua entra na cavidade palial através do
sifdo aspirante, passando pela branquia da 6stia e é expelida pelo sifao expirante. Ambos 0s
sifoes possuem um véu que pode regular o fluxo da corrente de dgua. As particulas de
alimentos sdo presas pelo muco espalhado sobre as lamelas branquiais concentrando-se assim,
nos tecidos dos moluscos (BEIRAO et al., 2000; LIRA et al., 2001).

Sao invertebrados, de simetria bilateral e que essencialmente estdo compostos por
quatro regides: cabeca, pé, saco visceral ¢ manto. Os moluscos da classe bivalvia vivem
exclusivamente na dgua, possuem concha formada por duas valvas unidas dorsalmente por um
ligamento. Seu habitat natural € a regido do mesolitoral de costdes rochosos, podendo
estender-se até o infralitoral. Vivem presos pelo bisso a substratos consolidados, tanto em
locais com forte arrebentacdo como em pontos mais abrigados, sendo, porém mais abundantes
em costdes rochosos expostos a acdo das ondas. Como vivem principalmente na regido de
entre marés, estdo adaptados a permanecer por longos periodos expostos ao ar e ao sol (LIRA
et al., 2001).

Quando fixos aos costdes rochosos sdo chamados “bancos naturais” constituindo um
rico ecossistema que abrange ndo s os mexilhdes, mas também um grande nimero de
organismos vegetais e animais que vivem a eles associados, principalmente cracas, poliquetas,
anfipodes, pequenos caranguejos e gastrépodes, bem como algas verdes, pardas e vermelhas
(MARQUES, 1988).

Nos locais de fixacao definitiva, no médio-litoral e inicio do infra-litoral, os mexilhdes
chegam a formar densas populagdes nos costdes rochosos marinhos, tanto em pontos de forte
arrebentacdo como em locais mais abrigados, podendo ocorrer até a profundidade de 30
metros (FREITAS, 1997). De fato, qualquer substrato consolidado pode servir como ponto de
fixacdo, o que permite a ocorréncia de incrustagdes em dutos, e em cabos subaquéticos
utilizados para transmiss@o de dados para plataformas petroliferas.

Possuem uma taxa elevada de bombeamento de dgua, estimada entre 0,5 a quatro litros
por hora dependendo do seu tamanho e das condi¢cdes 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
classificacdo taxonOmica: Filo Mollusca; Classe Bivalvia; Ordem Mytiloida; Familia
Mytilidae; Género Perna e espécie perna (MARQUES et al., 1998).

O género tropical Perna encontra-se distribuido pelos oceanos Atlantico (costa da
América do Sul e Africa) e Indico (Africa, Asia e Oceania) e no mar Mediterrineo na Costa
Africana. Esta espécie foi, provavelmente, introduzida no Brasil nos séculos XVI e XIX com
as dguas de lastro e/ou incrustagdes dos navios negreiros vindos da Africa. Hoje é abundante
entre o litoral do Espirito Santo e Rio Grande do Sul (SOUZA, 2003).

A espécie Perna perna, anteriormente denominada Mytilus perna, € estritamente
didica, tendo a reprodugdo sexuada como padrdo reprodutivo. O dimorfismo sexual em
bivaleves é muito raro, normalmente reconhecido pelo exame microscépico das génadas. No
caso do P. perna, machos e fémeas podem ser diferenciados, internamente, em algumas fases
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do ciclo reprodutivo, quando a coloragdo das gdnadas nos machos apresentam-se branco-
leitosa e nas fémeas vermelho-alaranjado (LUNETTA, 1969).

Os bivalves marinhos constituem estoques naturais de recursos renovaveis que
dependem de todo um ecossistema em equilibrio para sua reproducdo e desenvolvimento.

2.2 Importancia Soécio-Econdomica

No cendrio nacional, a pesca estd incluida entre as quatro maiores fontes de
fornecimento de proteina animal para o consumo humano. Além de sua importancia para a
nutricdo, OS recursos pesqueiros requerem uso € manejo sustentdvel por sua importincia
socio-econdmica, ambiental e cultural. A sustentabilidade dos recursos pesqueiros depende de
vérios fatores, entre esses, da pesca, tamanho da frota, retorno econdmico, a existéncia de
politicas de subsidios e incentivos, o emprego de métodos predatdrios de pesca, degradagao
dos habitats, vérias formas de poluicdo marinha, doméstica, industrial e decorrente do uso de
insumos agricolas; o desmatamento e a degradacdo dos recursos hidricos; oscilagdes
climaticas e oceanicas (FIPERJ, 2008).

Nos tltimos anos a producdo pesqueira mundial encontra-se estabilizada em torno de
100 milhdes de toneladas. A maior parte dos estoques pesqueiros tradicionais encontra-se em
declinio, principalmente devido a sobrepesca e a outros fatores antrépicos tais como a
poluicdo (DULVY et al., 2003; PAULY; WATSON, 2004). Diante deste quadro, surge a idéia
de que a maricultura pode constituir uma alternativa para o sustento de comunidades
pesqueiras defrontadas com a atual crise na pesca (BERRE, 1995; HENRIQUES, et al.,
2000).

A mitilicultura € um ramo da aquicultura responsédvel pelo cultivo de mexilhdes que
apresentam valor comercial. Pelo fato do mexilhdo ser cultivado com relativa facilidade,
requerendo pequeno investimento para a implantacdo e simplicidade de manutengdo, a
atividade vem crescendo em todo o mundo e tem sido reportada como excepcional alternativa
de producgdo e renda, principalmente para pescadores artesanais (ARANA, 1999; VINATEA,
2000).

A mitilicultura desenvolvida de maneira artesanal beneficia economicamente, em sua
grande maioria, familias de pescadores artesanais e pequenas empresas de produtores. Os
produtos sdo vendidos na sua maioria in natura, ¢ quando muito, beneficiados de maneira
precaria pelos préprios produtores. O cultivo de mexilhdes e ostras vem dinamizar a
economia do Estado, beneficiando mais particularmente o pequeno produtor, que tem na
atividade um meio de subsisténcia para sua familia, uma vez que somente a pesca, por sua
sazonalidade, ndo lhe permite uma situacao financeira estivel (ARANA, 1999).

No entanto, € necessdria a conducdo de agdes que orientem os produtores na gestao da
producdo e das demandas surgidas pelos beneficidrios tais como cursos, apoio a
comercializacdo e obtencao de crédito. A produgdo, na sua grande maioria, ¢ comercializada
in natura no mercado local, regional e somente uma pequena parte € comercializada no
mercado nacional devido as limitacdes impostas pela distdncia (conservagdo) e pela
necessidade de Sistema de Inspecao Federal (HENRIQUES, 2001).

A maricultura implantada no Estado do Rio de Janeiro vem permitindo as
comunidades locais se beneficiarem desta atividade zootécnica de forma auto-sustentada em
sintonia com o ecossistema costeiro. A viabilidade econdmica da atividade vem
proporcionando o ingresso de novos maricultores, beneficiando as geracdes presentes e
criando perspectivas para as geracOes futuras. Estas sociedades passaram a ter um papel
definitivo na determinagdo, planificacio e execugdo de suas prioridades diminuindo, assim, os
conflitos e compatibilizando as alternativas econdomicas (FIPERJ, 2008).
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Os cultivos também vém contribuindo para a fixacdo das populacdes tradicionais em
seus locais de origem, além de terem modificado substancialmente a maneira como essas
populacdes encaram a necessidade da preservacdo do meio ambiente, pois a idéia de cultivar o
mar impde a necessidade de manutencdo deste. Uma vez que os impactos sdo gerados pelo
cultivo, estes serdo absorvidos pelo ambiente, e a ndo observacdo da capacidade de suporte
poder levar ao declinio da produgio e até mesmo a exting¢do da atividade (SODRE, 2001).

Dentro do contexto social, a participacdo familiar na complementagao de renda se da
pelo extrativismo, com a raspagem dos mexilhdes no costio rochoso realizada por mulheres e
criangas, ficando o homem encarregado da pesca e da manutencdo e manejo do cultivo. O
beneficiamento também € realizado por mulheres e criancas, onde basicamente € retirada a
concha, cozida a carne e logo em seguida embalada para a comercializacao.

Um dos principais problemas ambientais relacionados ao cultivo de mexilhdes estd na
preservacdo dos bancos naturais destes organismos nos costdes rochosos, uma vez que as
sementes retiradas dos costdes rochosos ndo sio suficientes para suprir criacdbes comerciais €
possibilitar a expansao da atividade de cultivo de mexilhdes (Perna perna), gerando, assim,
uma pressdo antropica negativa sobre os ecossistemas naturais, tornando-se necessdria a
instalacdo de coletores artificiais de sementes (MARQUES et al., 1998). A retirada das
sementes do costdo torna-se um problema devido o uso de pds 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 poluicdo
visual. Os marisqueiros que dependem da extracio de mexilhdes do costdo para
sobreviverem, que véem ameacgada sua fonte de renda, também acabam se tornando um
entrave na expansao da maricultura, pois eventualmente ndo avaliam esta atividade pela 6tica
do desenvolvimento sustentdvel e do desenvolvimento da comunidade em parceria da
conservagcdo do habitat natural. Para se contornar tal desafio, seriam necessdrias acdes de
educagdo ambiental voltadas para as comunidades envolvidas com a cata e também com o
cultivo do mexilhdao e maior atuagdo do poder publico no tocante a fiscalizagdo mais efetiva,
visando o combate 2 md exploracio das sementes de mexilhdo nos costdes (SODRE, 2001).

Existem trés formas de obteng¢do das sementes: raspagem nos costdes, o uso de
coletores artificiais (estruturas proximas ao cultivo para a fixagcdo natural das larvas) e a
reproducdo em laboratério, que implica manejo de reprodutores, alimentacdo artificial e
criacdo de larvas. Por razdes econdmicas e de preservacdo ambiental, o sistema de fixagdo
artificial € o mais recomendavel. Isto € possivel em virtude do mexilhdo ser uma espécie
nativa, que ocorre naturalmente nas regides costeiras.

Essa expansdo tem representado novas oportunidades de trabalho, pois, embora
prevaleca o envolvimento da mao-de-obra familiar, ocorre também utilizagdo de pessoas
contratadas, como constataram diferentes estudos de campo. Segundo a FAMASC (2002) em
1990 foram produzidas 190 toneladas de mexilhdes sendo que em 2001 a produgdo alcangou
10.667 toneladas.

2.3 Qualidade Microbioldgica dos Mexilhoes

A qualidade dos moluscos bivalves, especialmente ostras e mexilhdes, estd
diretamente relacionada com a qualidade dos ambientes onde sdo cultivados ou extraidos.
Além disto, devido a sua ampla distribui¢do na costa maritima e estudrio, os moluscos estao
por inimeras vezes sujeitos a poluicdo por esgoto, principalmente nas proximidades de
grandes centros urbanos.
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O consumo de moluscos bivalves marinhos € uma prética crescente em todas as
regides litoraneas do Brasil, devido as riquezas dos recursos naturais do ecossistema aquético.
Estes moluscos sdo geralmente consumidos in natura sem prévio cozimento adicionado de
algumas gotas de limao. Este fato torna-se um risco potencial para a saide humana, pois os
moluscos alimentam-se por processo de filtracdo, de particulas e microrganismos em
suspensdo na dgua, permitindo a retenc@o de bactérias, protozodrios e virus patogénicos, além
de metais e outros compostos quimicos toxicos e toxinas provenientes de certos
microrganismos, representando um problema de satide publica quando oriundos de dareas
poluidas ou contaminadas (RIPPEY, 1994; BEIRAO et al., 2000). Tais caracteristicas
acarretam elevada perecibilidade, exigindo cuidado no manuseio e conservagdo, para garantir
qualidade do produto in natura (FERREIRA; MAGALHAES 1992).

Além de representar risco a saide humana pela ingestdo in natura, os mexilhdes
também podem ser responsaveis por lesdes teciduais decorrentes de sua manipulagdo por
individuos desprovidos de equipamentos de seguranca (BEIRAO et al., 2000).

A familia Enterobacteriaceae tem sido utilizada como indicadora da qualidade
sanitaria das dguas de cultivo de moluscos bivalves, sendo a contagem de microrganismos
vidveis em crustidceos e moluscos, animal inteiro ou a carne separada da concha, alcan¢ando
populacdes ente 10° e 10’ UFC/g. Além das enterobactérias, a literatura relata infecgdes por
Vibrio spp. associados a ingestdo ou ferimentos de moluscos bivalves. Estes microrganismos
fazem parte da microbiota natural de estudrios e 4guas marinhas, podendo se acumular nos
tecidos dos bivalves durante sua alimentacao (BRASIL, 2001).

2.4 Género Vibrio

O género Vibrio pertence a familia Vibrionaceae onde estdo agrupadas bactérias
patogénicas para o homem, causando desde gastroenterites autolimitantes até quadros graves
de septicemia, podendo levar os pacientes ao 6bito (GERMANO; GERMANO, 2001). Sao
microrganismos habitantes naturais de ambientes aqudticos presentes em aguas salgada,
salobra e doce, podendo estar presentes em moluscos bivalves e outros crusticeos (BUTT et
al., 20004; GIBOTTI et al., 2000).

Possui cerca de 79 espécies sendo principalmente V. parahaemolyticus, V.
alginolyticu, V. vulnificus e V. cholerae as principais causadoras de gastroenterite no homem
e em alguns casos, septicemia. No entanto, a espécie mais importante é o V. cholerae, uma
vez que este € responsdvel pela célera, uma doenga endémica e epidémica em extensas dreas
do globo terrestre (JAY, 2005).

O género Vibrio € constituido por bastonetes retos ou curvos, Gram-negativos € nao
esporulados. A maioria das cepas produz oxidase, com excecdo de V. metschnikovii e V.
gazogenes, sdo fermentadores de glicose sem producdo gés e catalase positivos (THOMPSON
et al., 2004). Possuem a capacidade de se adaptar de maneira dindmica as mudancgas
ambientais como temperatura, pH, salinidade e concentracdes de nutrientes, utilizando uma
variedade de mecanismos genéticos e fisioldégicos. Um destes mecanismos € denominado de
estado vidvel, mas nao cultivavel (VNC) no qual as bactérias reduzem seu volume celular e
adquirem forma cocoéide. Este fendmeno representa um estado de dorméncia, sobrevivéncia e
persisténcia no meio ambiente. Nesta situacdo o método convencional de cultivo em placas
torna-se pouco adequado, sendo necessdria a utilizacao de técnicas de biologia molecular para
sua deteccdo (LLEO et al., 2001). Vibrio spp. geralmente se apresenta no estado VNC quando
associada a superficie externa de crusticeos planctonicos, mas passa para o estado vidvel no
intestino humano. Este fato, associado as mais altas concentragdes de vibrios nos copépodes
do que na coluna de dgua, faz com que a ingestdo acidental destes microcrusticeos seja
provavelmente responsavel pela manifestacdo da célera (COLWELL et al., 1996).
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A ecologia dos vibrios nos sistemas aquaticos tem sido bem estudada visto que a
distribuicdo das espécies € afetada pela salinidade, disponibilidade de nutrientes e
temperatura, dentre outros parametros (THOMPSON et al., 2004).

Diversas espécies do género Vibrio tém sido reconhecidas como patdogenos de
interesse para o homem e isoladas de varias regides costeiras de clima temperado e tropical. A
capacidade desses microrganismos em causar gastrenterite humana, sob a forma de surtos ou
casos esporadicos associados ao consumo de moluscos in natura ou insuficientemente
cozidos ou condic¢des precdrias de higiene, aumenta sua importincia em saide publica (WHO,

2005).

2.4.1 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 caracteristico aspecto
curvo das células bacterianas. E o responsdvel por causar epidemias e pandemias de clera
desde 1817. As cepas podem ser divididas de acordo com as diferencas na composi¢cao da
parede celular (antigeno somdtico O) que classifica o grupo em mais de 200 sorogrupos
diferentes. Todas as cepas apresentam um antigeno flagelar comum (H). Na década de 30
descobriu-se que as cepas pandémicas eram aglutinadas por um tnico anti-soro, denominado
Ol1. As cepas de V. cholerae O1 podem ser divididas em trés sorogrupos: Inaba, Ogawa e
Hikogima. A identificacdo desses sorogrupos possui importincia para estudos
epidemiolégicos (COLWELL, 1996). As cepas epidémicas do sorovar Ol podem ou ndo
produzir toxinas e dividem-se em biovar cldssico e em biovar El Tor, sendo esta tltima um
bidtipo de V. cholerae altamente hemolitico e o responsdvel pela maioria dos surtos atuais de
colera (BRAVO et. al., 1998).

Até o momento foram registradas sete pandemias de cdlera na histéria, sendo as trés
ultimas causadas por V. cholerae sorogrupo Ol. A sétima pandemia iniciou-se em 1961,
quando o Vibrio cholerae, biotipo El Tor, ultrapassou os limites de uma drea endémica em
Célebes, Indonésia, e estendeu-se a outros paises da Asia Oriental. Reforcada pelos
deslocamentos da populagdo, através dos movimentos migratérios, a pandemia chegou a
Bangladesh no final de 1963, a India em 1964, e & Unido Soviética, Ird e Iraque em 1965 e
1966 (NARCKEVICH et al., 1993). Em 1970, a célera invadiu a Africa Ocidental e se
dispersou rapidamente ao longo da costa e das vias fluviais, onde a doenga é endémica,
especialmente nas zonas costeiras, onde a temperatura, pluviosidade e densidade populacional
contribuem para a sua persisténcia (GLASS et al., 1991). Nos anos seguintes, a célera atingiu
alguns paises industrializados, mas a eficiéncia dos servigcos de saude, do sistema de
vigilancia epidemioldgica e, sobretudo das condicdes de saneamento ambiental ndo
permitiram a sua instalacdo (TOLEDO, 1993).

A colera foi introduzida na América Latina através do litoral peruano, atingindo
posteriormente o Brasil e outros paises da América do Sul. No decorrer de 1991, a cdlera
espalhou-se pelo continente americano, atingindo 14 paises, com 391.734 casos confirmados
e causando 4.002 6bitos; em 1992, 20 paises notificaram 352.300 casos e 2.399 6bitos; em
1993, 20 paises notificaram 204.547 casos e 2.362 dbitos; em 1994, 15 paises notificaram
12.612 casos e 1.229 6ébitos (WHO, 1994).

A introdugdo da célera no Brasil ocorreu pela floresta Amazonica, no Alto Solimdes,
alastrando-se progressivamente pela regido Norte, seguindo o curso do Rio
Solimdes/Amazonas e seus afluentes, principal via de deslocamento de pessoas na regido, e
no ano seguinte para as regides Nordeste e Sudeste através dos principais eixos rodovidrios.
Atualmente o comportamento da célera sugere um padrao endémico, definido pela ocorréncia
regular de casos e flutuagdes ciclicas de maior ou menor gravidade, na dependéncia de
condicdes locais que favorecam a circulagio do Vibrio cholerae (MAGALHAES et al., 1993).
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O reservatério comprovado da célera é o homem. No entanto, a presenca desse
microrganismo no habitat aquético e sua associacdo a quitina de copépodes, zooplanctons e
peixes, podem favorecer a contamina¢do dos moluscos bivalves durante o processo de
filtracdo da agua.

Durante a expansao da sétima pandemia de célera na América Latina e Caribe, o
consumo de ostras e pescados crus foi considerado como de alto risco de transmitir essa
doenca. Produtos crus que entram em contato com dguas contaminadas por fezes humanas
podem ser veiculadores dessa doenca e de outros agentes patogénicos fecais, além da
recontaminacdo de produtos cozidos e da prépria 4gua de consumo ndo tratada (WHO, 1997).

A infecgdo intestinal por Vibrio cholerae resulta na perda de grande quantidade de
agua através das fezes, levando a uma rdpida e progressiva desidratagdo. A toxina colérica
estimula a secre¢do de fluidos ricos em s6dio, bicarbonato e potdssio, em volumes superiores
a capacidade de absor¢do do intestino. Estima-se que a dose infectante para causar a doenca
seja de aproximadamente um bilhdo de células de V. cholerae (SACK et al., 2004).

Sorogrupos ndo O1 do Vibrio cholerae ja foram identificados em todo mundo,
sabendo-se que os mesmos podem ocasionar patologias extra-intestinais, diarréias com
desidratacdo severa semelhante a célera. O Vibrio cholerae O 139 foi o primeiro Vibrio
cholerae nao Ol identificado como responsdvel por considerdvel mortalidade. As
enterotoxinas elaboradas sdo similares para o grupo e ocasionam quadros clinicos muito
semelhantes. A resisténcia do biotipo El Tor é maior, o que lhe dd condi¢des de sobreviver
por mais tempo no meio ambiente, crescer melhor e mais rdpido em meios de cultura, além de
lhe conferir menor suscetibilidade aos agentes quimicos e maior tendéncia a endemizagao
(BLAKE, 1993).

2.4.2 Vibrio parahaemolyticus

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 ingestao de
“shirasu” que sao sardinhas novas, semidessecadas e parcialmente cozidas. (SAKAZAKI et
al., 1963; FUJINO et al., 1974). As gastrenterites por V. parahaemolyticus estdo quase sempre
associadas ao consumo de frutos do mar, particularmente de pratos ao estilo da culindria
japonesa, a 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).

V. parahaemolyticus € um habitante natural do ambiente marinho, especialmente em
climas temperados, com distribuicio mundial. Pode ser encontrado em 4gua de estudrios,
sendo facilmente encontrado em &4guas costeiras, no sedimento, em particulas suspensas,
plancton e uma variedade de peixes e frutos do mar (BUTT et al., 2004).

Algumas cepas de V. parahaemolyticus possuem a capacidade de produzir beta
hemodlise em Agar Wagatsuma (meio bdsico acrescido de eritrocitos humanos e elevada
concentracao de sal - 7%). O teste foi denominado Kanagawa e estd estreitamente relacionado
com a enteropatogenicidade, sendo adotado como parametro fenotipico na identificacdo de
cepas patogénicas e nao-patogé€nicas. Os principais fatores, incriminados como promotores da
hemodlise do fendmeno de Kanagawa sdo as hemolisinas TDH (Thermoestable Direct
Hemolysin — hemolisina termoestavel direta) e TRH (Thermoestable Related Hemolysin —
hemolisina termoestdvel relacionada) consideradas importantes fatores de viruléncia
(PEREIRA et al., 2004a; GONZALEZ et al., 2005). No entanto, estudos recentes indicam que
cepas Kanagawa negativas podem ser capazes de provocar infeccdo gastrentérica em humanos
indicando a possibilidade de existéncia de mais de um fator de viruléncia no desencadeamento
das infeccdes (HONDA et al., 1991; GONZALEZ et al., 2005).
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Foi relatado recentemente que algumas cepas possuem a capacidade de hidrolisar
uréia, sugerido uma forte associacdo com a presenca de TRH. A presenca desses fatores de
viruléncia geralmente ocorre em cepas oriundas de achados clinicos, enquanto naquelas
isoladas de ambiente ou alimentos marinhos sdo apontados resultados negativos ou com
percentuais oscilantes de até 1% no teste de Kanagawa e hidrdlise de uréia (NAKAGUCHI et
al., 2003; GONZALEZ et al., 2005; HEITMANN et al., 2005).

Algumas evidéncias sugerem que cepas de Vibrio parahaemolyticus Kanagawa-
positivas isoladas de ambiente aquatico podem ter como reservatério os sedimentos aquéticos
e a carapaga quitinosa de moluscos e copépodes. Esta caracteristica contribui para a
distribuicdo e ciclo anuais da bactéria no sistema estuarino (WEST, 1989).

Os sintomas causados por infec¢des por V. parahaemolyticus surgem normalmente de
4 a 96 horas apds a ingestdo do alimento contaminado com um elevado nimero de
microrganismos (100 mil a 10 milhdes) e sao tipicos de uma gastrenterite: diarréia, dores
abdominais, nduseas, vomitos, dores na cabeca, calafrios e algumas vezes febre (COOK et al.,
2001; FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Além do seu papel na gastrenterite, V. parahaemolyticus é conhecido como agente
causador de infecgdes extra-intestinais em humanos como septicemia secunddria, infec¢des
oculares, infec¢des do conduto auditivo e de feridas apds a exposicdo ao ambiente marinho
(JAY, 2005).

A literatura relata a presenca de vdrios sorogrupos de V. parahaemolyticus
responsaveis por manifestacoes de gastrenterite, sendo reconhecidas mais de 75 combinacdes
de sorotipos O e K (BHUIYAN et al.,, 2001). Cepas pertencentes ao sorovar O3:K6
ocasionaram o primeiro episédio de pandemia por V. parahaemolyticus ocorrido na histdria,
surgindo abruptamente na India, em 1996, tendo sido disseminadas a oito paises, incluindo
Japao 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 saude publica,
uma vez que cepas de V. parahaemolyticus toxigé€ncias (O3:K6) tém sido isoladas dessas
fontes, apresentando potencial para provocar pandemias.

2.4.3 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 microrganismo foi reconhecido como uma nova
espécie, devido o surgimento de casos de septicemia veiculada por alimentos e infec¢des de
feridas apresentando caracteristicas distintas das outras espécies de Vibrio (CERDA-
CUELLAR et al., 2001).

Vibrio vulnificus é fenotipicamente similar ao V. parahaemolyticus, apresentando
caracteristicas bioquimicas semelhantes como lisina e ornitina descarboxilase positiva e
arginina deidrolase negativa. A diferenciacdo entre estes dois microrganismos € baseada na
capacidade de V. vulnificus fermentar a lactose, o que também o diferencia de outros
membros do género, onde a maioria das cepas é ONPG (B- galactosidase) positivas e
fermentadoras de lactose (TAMPLIN, 2001).

Vibrio vulnificus é habitante natural do ambiente marinho e sua presenca nio estd
associada a polui¢do ou a qualquer outra forma de contaminacdo (STROM; PARANIJPYE,
2000). Por essa razdo, a deteccio e enumeragdo dessa bactéria no ambiente tem sido
prioridade das agéncias responsdveis pela garantia sanitiria dos produtos marinhos
(HARWOOD et al., 2004).

Apresenta distribuicdo cosmopolita ocorrendo principalmente nas regides de clima
tropical e subtropical, onde a temperatura das dguas oscila entre 9 e 31°C. A proliferacio
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desta espécie é maior quando a temperatura da dgua € acima de 18° 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 a sobrevivéncia 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 freqiiéncia das infecgdes por V. vulnificus € maior nos meses de verdo e a variacao
sazonal favorece seu crescimento em ambientes aqudticos onde a temperatura € alta e a
salinidade baixa (HEELAY et al., 2002).

Uma caracteristica marcante de V. vulnificus é seu potencial patogé€nico ao homem
com grande capacidade de invasio e letalidade. E responsdvel por 95% das mortes
relacionadas ao consumo de alimentos marinhos nos Estados Unidos, sendo o consumo de
moluscos bivalves in natura ou parcialmente cozidos a principal causa de gastrenterite
(OLIVER; KAPER, 1997, COOK, 1997). No entanto, este microrganismo nao tem sido
incriminado como agente causal de surtos, sendo responsavel por casos isolados da doenca
(CERDA-CUELLAR, et al., 2000; NASCIMENTO et al., 2001).

As infecgoes de feridas podem ocorrer em individuos sauddveis havendo
contaminacdo de uma lesao prévia com a bactéria, ou em lesdes adquiridas em ambiente de
estudrio (CALIF, et al., 2002; PFEFFER, et al., 2003). Esta bactéria pode entrar no organismo
através de lesdes na epiderme, gerando dor intensa e edema local, podendo em alguns casos
levar a amputacdo do membro afetado ou através da ingestdo de alimentos marinhos crus ou
mal cozidos, ocasionando febre, calafrios, nduseas, hipotensdo, septicemia e morte em cerca
de 50% dos casos (FRANCO; LANDGRAF, 2003; YANO et al., 2004). Este patégeno possui
relevancia na saide de pescadores e manipuladores de mexilhdes, visto que as valvas destes
moluscos podem ocasionar ferimentos durante sua manipulagcdo e os ferimentos podem ser
infectados por este microrganismo, causando uma grave infec¢ao local.

De acordo com Huss et al. (2004), V. vulnificus produz produtos extracelulares como
hemolisina, citolisina, protease, fosfolipase e sideréforos, os quais sdo responsdveis pela
rapida degradagao do tecido muscular durante a infec¢do, atuando como fatores de viruléncia.
As proteases apresentam atividades de elastase e colagenase, que podem ser responséveis pela
extensa necrose de tecido local, observadas durante as infeccdes de feridas. A presenca da
capsula polissacaridica € essencial para provocar o processo infeccioso e confere resisténcia
contra os efeitos bactericidas do soro e fagocitose por mocréfagos (MIYOSHI, et al., 1994;
OLIVER; KAPER, 1997; MORENO; LANDGRAF, 1998). Segundo Horré et al. (1996) a
andlise da composicao da cépsula de cepas de V. vulnificus revelou a existéncia de mais de um
tipo antigénico. Os tipos capsulares 1 e 2 estdo relacionados a cepas isoladas de espécimes
clinicos e os outros tipos de cdpsula foram reconhecidos em amostras de dgua do mar e
animais marinhos.

Diferentemente das demais espécies patogénicas de Vibrio, o V. vulnificus invade e se
multiplica na corrente sanguinea, ocorrendo 6bito em 40 a 60% dos pacientes com disfuncdo
hepatica (FORSYTHE, 2002; FRANCO; LANDGRAF, 2003). Pacientes com sindromes que
levam ao aumento de deposicdo de ferro como cirrose cronica, talassemia major, hepatite,
hemocromatose e consumo de dlcool excessivo também estdo mais suscetiveis a septicemia
por V. vulnificus.

Trés diferentes biotipos de V. vulnificus foram identificados. Aproximadamente 85%
das cepas isoladas de amostras clinicas pertencem ao biotipo 1, enquanto o biotipo 2 provoca
infeccdes em enguias. O biotipo 3 foi identificado recentemente e estd associado com
bacteremia veiculada a alimentos de origem marinha. Estes bidtipos foram estabelecidos
baseados em caracteristicas bioquimicias, como produg¢do de indol, descarboxilacdo da
ornitina e crescimento a 42°C. No entanto, esta classificacdo, originalmente estabelecida em
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1982, tende a ser substituida por sorovares (STROM; PARANIPYE, 2000; CERDA-
CUELLAR, et al., 2001).

Além de estar associado a infec¢des em humanos, Hgi et al. (1998) e DePaola et al.
(1997) relatam a presenca deste microrganismo no intestino de peixes e na dgua do mar.

2.4.4 Vibrio alginolyticus

Vibrio alginolyticus € uma bactérica presente no ambiente marinho e pode ser isolada
a partir de moluscos bivalves. Foi relatada a presenca de V. alginolyticus em surtos
epizodticos em cultivos no Mediterraneo, causando mortalidade do pescado, danos em
moluscos e crustdceos, e importantes perdas econdmicas (BALEBONA et al., 1998;
HORMANSDORFER et al., 2000).

Este microrganismo foi originalmente classificado como bidtipo 2 de V.
parahaemolyticus. Esta bactéria ndo estd associada a casos de gastrenterite e, portanto, tem
sido reconhecida como microrganismo oportunista cujo isolamento € maior a partir de
infec¢des extra - intestinais como nos casos de infec¢des superficiais, otites e conjuntivites em
pacientes expostos ao ambiente marinho contaminado. Embora a infec¢do, na maioria das
vezes, seja autolimitante, individuos imunodeprimidos sdo bastante suscetiveis a esse
patégeno (LOPES, 1993; CHIEN et al., 2002; JAKSIE et al., 2002). Durante periodos de
clima quente, V. alginolyticus pode alcancar concentragdes no mexilhdo suficiente para causar
doenca em humanos (RIPABELLI et al., 2002).

2.4.5 Outras espécies de Vibrio

Vibrio carchariae, espécie isolada de tubardes, € considerado como parte da
microbiota normal, porém pode determinar quadro patoldgico quando o animal estd sob
estresse. A infec¢do humana pode ocorrer resultante de acidente com mordedura por este
animal, o que levanta a possibilidade de que a capacidade de agressdo ocorra em condi¢des
oportunistas. Estudos realizados em algumas espécies de peixes de cultivo o apontam como
agente etioldgico de infeccdes. Trata-se de uma espécie presente em ambientes aquéticos, mas
somente hd alguns anos foi isolada, a partir de uma infeccdo humana extra-intestinal (LEE et
al., 2002). Vibrio carchariae ¢é fenotipicamente similar ao V. alginolyticus, V.
parahaemolyticus e V. vulnificus diferenciando-se destes pela auséncia de hidrdlise de
gelatina a 22°C, motilidade negativa a 36°C e reacdo de ornitina descarboxilase negativa
(LOPES, 1993, YII et al., 1997, NICOLAS et al., 2002).

Infec¢des por Vibrio damsela sdo raros e poucos sao os dados presentes na literatura.
E responsével por produzir infecgdes de feridas ao homem, principalmente ap6s a exposicdo a
dgua do mar (TANG; WONG, 1999; SCOGLIO et al., 2001).

Vibrio cincinnatiensis foi isolado do liquido cefalorraquidiano de um paciente com 70
anos com bacteremia e meningite. No entanto, seu isolamento nao é freqiiente.

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 microrganismo foi isolado de
ferida de um paciente do Havai, da 4gua e sedimentos da baia 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 patégeno entérico capaz de produzur hemolisina extracelular (KOTHARY et
al., 2003). No Brasil, o primeiro caso de infec¢do por V. fluvialis foi descrito por Magalhaes
et al. (1996). Atualmente este microrganismo tem sido associado a casos de diarréia severa
em pacientes imunocomprometidos ou criancas, podendo o quadro evoluir para bacteremia
(LESMANA et al., 2002; HUANG et al., 2005; LAI et al., 2006).
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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 més de idade (MAGALHAES et. al, 1996; CHAKRABORTY et al., 1997).

Vibrio hollisae foi isolado de amostras de fezes de pessoas com diarréia apds a
ingestao de frutos do mar crus. Os sintomas comuns a todos os pacientes foram dor abdominal
e leucocitose. Foram relatados casos raros de infeccdo sistémica produzida por este
microrganismo, sendo a maioria pacientes com imunodeficiéncia. Alguns estudos apontam a
presenca de uma hemolisina semelhante a TDH do V. parahaemolyticus que seria responsavel
pela sua patogenicidade, paralelamente a uma enterotoxina sensivel ao calor (CARNAHAN et
al.., 1994; LESMANA et al., 2002).

Vibrio vulnificus, V. alginolyticus, V. campbellii, V. splendidus, V. damsela, V.
parahameolyticus e V. harveyi t€m sido reportadas como as principais espécies do género
Vibrio que representam risco para o cultivo de camardes (LIGHTNER, 1996). Da mesma
forma, espécies como V. anguillarum, V. tapetis e V. harvey sdo responsaveis por causar
infeccdes em pescado. V. anguillarum € responsavel por causar septicemia hemorrdgica em
peixes. Os peixes infectados apresentam descoloracdo 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% (DENKIN; NELSON, 2004).

2.5 Género Aeromonas

O género Aeromonas € constituido por bacilos Gram-negativos, podendo ou ndo ser
moveis por flagelos polares, ndo esporulados, fermentadores, anaerébios facultativos e que
apresentam reacdo de oxidase, caracteristica que o distingue das Enterobacteriaceae. Apesar
deste género ser conhecido como patdgeno de peixes desde 1894 (KIRKAN et al., 2003) a sua
classificagdo taxondmica s6 foi estabelecida recentemente. Inicialmente o género Aeromonas
era considerado pertencente a familia Vibrionaceae, no entanto, com avango das técnicas
moleculares, surgiu-se a criagdo da familia Aeromonadaceae, da qual o género Aeromonas taz
parte (GRANUM et al., 1998; ABBOT et al., 2003; MATTE, 2004; ®RMEN et al., 2005).
Atualmente sdo reconhecidas 14 espécies de Aeromonas por meio de caracteristicas
bioquimicas e andlise de DNA (@RMEN et al., 2005).

Os microrganismos do género Aeromonas nao sao relacionados a condi¢cdes sanitarias
inadequadas por ndo terem correlacio com microrganismos indicadores de contaminagdo
fecal. Segundo Brasil (2001), a pesquisa de Aeromonas spp. nao € um parametro de qualidade
microbiolégica considerada pela legislacio brasileira, porém diversos estudos tém
demonstrado espécies patogénicas relacionadas a alimentos (VILLARI et al., 2003). As
bactérias do género Aeromonas estdo amplamente distribuidas pelo ambiente aquético, sendo
isolados de peixes, ostras, camardes e mexilhdes. Apesar destes microrganismos terem sido
isolados e identificados primeiramente de dguas marinhas e salobras, a literatura relata o
isolamento de Aeromonas de dgua potdvel destinada ao abastecimento publico (SEM;
RODGERS, 2004; PAVLOV et al., 2004) e dgua mineral engarrafada, evidenciando sua
importancia para a Saide Publica (VILLARI et al., 2003; PIANETTI et al., 2005; VENIERI
et al., 2006). Apesar do predominio em alimentos de origem aquética, ocorre também uma
alta incidéncia de diversas espécies de Aeromonas spp. em alimentos de origem ndo aquética
como vegetais, carne vermelha e de aves representando um alerta para a saide publica no que
se refere a vigilancia sanitdria. Também podem ser isolados de carnes bovinas e suinas, leite
cru, vegetais e saladas (HARF-MONTEL et al., 2004; SZCZUKA; KAZNOWSKI, 2004).

Em humanos, as espécies de Aeromonas sdo responsdveis por gastrenterientes,
caracterizando-se por diarréia aguda, aquosa autolimitada, de curta duragdo, podendo ser
acompanhada de febre, vomitos e dor epigéstrica assemelhando-se a sindrome causada por V.

27



cholerae O1. Manifestacdes extraintestinais como infec¢des cutaneas, hepatobiliares,
urindrias, oculares, endocardites, osteomielites, bacteremias, e celulite ou infec¢do de feridas
em manipuladores de alimentos ou profissionais de sistemas de aqiiicultura tem sido
associada a presenca de Aeromonas. Casos mais graves podem ocorrer em individuos com
comprometimento do sistema imunolégico ou distirbios hepatobiliares. (CASTRO-
ESCARPULLI et al., 2003; SZCZUKA; KAZNOWSKI, 2004). Segundo Kingombe et al.
(2004), apesar do aumento de trabalhos evidenciando este género, poucos relatos de surtos
foram evidenciados, provavelmente devido a inexisténcia de um método simples e rapido
padronizado para sua identificacao.

2.6 Enterobactérias

A familia Enterobacteriaceae € constituida por bastonetes Gram-negativos geralmente
associados a infec¢des intestinais, podendo ser encontrada nos mais diversificados ambientes.
Os membros desta familia sao importantes patdgenos humanos que podem causar desde uma
gastrenterite leve a severa aos mais variados tipos de infeccdo tais como infec¢des do trato
urindrio, pneumonias, meningites e septicemia (MORELLI et al., 2003).

A familia Enterobacteriaceae é composta por géneros como Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Proteus, Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella e
Yersinia.

A presenca de E. coli é relatada particularmente em infeccdes gastrentéricas, tanto em
individuos imunocomprometidos, como individuos sadios apds a ingestdo de alimentos
contaminados, principalmente de moluscos bivalves sem prévia coc¢do. Sua presenca em
alimentos indica contaminacdo de origem fecal, apontando condicdes higi€nicas
insatisfatérias (BRASIL, 2001; FRANCO; LANDGRAF, 2003; VIEIRA et al., 2004). Além
de E. coli a presenga de Enterobacter, Citrobacter, Salmonella e Shigella estdo associados a
quadros gastrentéricos humanos (MORELLI et al., 2003).

O género Salmonella é amplamente distribuido na natureza, sendo o trato intestinal de
passaros e répteis seus principais reservatorios. Podem alcangar o ambiente aquético através
de contaminacdo fecal e entdo, serem detectadas em peixes e produtos pesqueiros. As aves
tém importante papel na transmissao do patdgeno, pois podem ser portadoras assintomdticas,
excretando continuamente salmonelas pelas fezes. As infec¢des causadas por Salmonella spp.
podem decorrer da ingestdo de carnes, principalmente mal cozidas ou cruas, ovos, leite cru e
hortalicas contaminados (GERMANO; GERNMANO, 2003; FRANCO; LANDGRAF, 2003;
VIEIRA et al., 2004). A presenca de Salmonella em alimentos indica inadequadacdo do
produto para o consumo, constituindo um sério problema para a saide publica (ANVISA,
2001).

A transmiss@o das enterobactérias se dd por via fecal-oral, através de alimentos
contaminados por portadores, durante o processo de preparacdo e manipulacdo. A dgua
também pode ser um veiculo de transmissao, podendo ser contaminada no préprio manancial,
por ser tratada inadequadamente ou ainda por contamina¢do na rede de distribui¢do
(BASTOS, 2000).

Os principais sintomas de infec¢do por enterobactérias sdo nduseas, vomitos, colicas
abdominais, diarréia, sudorese e febre (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

A principal causa de doencas diarréicas € a ingestdo de alimentos e/ou aguas
contaminadas por microrganismos patogénicos. A presenca de E. coli em dgua ou alimento
indica contaminacao de origem fecal e um possivel risco a satde.

Em geral, a maioria dos paises, incluindo o Brasil, submetem a liberacdo do consumo
de mexilhdes aos resultados da andlise dos niveis de coliformes fecais e Escherichia coli
presentes no ambiente. No entanto, hd grande diversidade de critérios quanto aos niveis de
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coliformes fecais permitidos tanto na dgua de cultivo quanto na carne do mexilhdo. Em nosso
pais, a ANVISA, através da RDC 12/2001, dispde que os moluscos bivalves resfriados ou
congelados devem ter no maximo 5 x 10 UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) de

coliformes a 45 C/g (5000 UFC/100g). No Meéxico, por outro lado, a legislacdo para
coliformes fecais presentes na carne dos mexilhdes € bem mais restritiva e prevé no maximo
230 UFC/100g. No Canada, a legislagdo referente aos coliformes fecais na carne dos
mexilhdes é ainda mais rigorosa, permitindo apenas 170 UFC/100g.

2.7 Resisténcia Antimicrobiana

Os antibidticos tém desempenhado um importante papel no combate de doencas
humanas e de animais aquéticos cultivados, no entanto, o uso indiscriminado na aqiiicultura
pode acarretar problemas de satde publica, como a possivel toxicidade de algum
antimicrobiano aos manuseadores dos animais, modificagdo da microbiota dos consumidores
e transferéncia da resisténcia a droga a patégenos humanos o que pode dificultar o tratamento
das doencas no homem (VIEIRA et al., 2000).

O uso indiscriminado de antibidticos em populacdes animais tem sido motivo de
preocupacdo na comunidade académica, em virtude do aumento da circulagdo de bactérias
patogénicas resistentes entre animais € humanos (MENDES et al., 2004). Embora o
tratamento com antibidticos seja, talvez, a maneira mais rapida de se obter resposta a uma
doenca bacteriana na aqiiicultura, por outro lado pode acarretar em graves problemas, pois
podem induzir resisténcia quando utilizadas tanto em baixas doses, como também em doses
elevadas.

A resisténcia antimicrobiana pode estar associada a diversos fatores como o
lancamento de esgoto doméstico e industrial, inclusive da area farmacéutica, diretamente no
ecossistema aquadtico, pela deposicao de quimioterdpicos no lixo comum e também pelo uso
indiscriminado de antibidticos, seja pela administracdo de doses subterapéuticas ou sua
utilizacdo como promotores de crescimento em animais de producio (SOTOMAYOR;
BALCAZAR, 2003).

Na década de 90, a maioria dos paises europeus baniu o uso de drogas como a
penicilina e a tetraciclina como promotores de crescimento de animais de producao (gado de
corte e outros), no entanto, paises como os Estados Unidos e muitos paises da América Latina
nio procederam da mesma maneira o que pode estar relacionado aos indimeros problemas
gerados pela resisténcia bacteriana a essas drogas (AARESTRUP, 2000; OMS, 2001).

A resisténcia antimicrobiana frente a determinados antibiéticos € um tipo de adaptacao
microbiana que pode causar doengas veiculadas por alimentos ainda mais graves. Cepas que
eram suscetiveis a praticamente todos os agentes antimicrobianos durante décadas, atualmente
tém se mostrado resistentes ndo somente aos usados na terap€utica cldssica, mas também a
novas drogas. Alguns microrganismos desenvolveram resisténcia a multiplas drogas, sendo
denominados multirresistentes (TAUXE, 2002).

O interesse em realizar o presente estudo partiu da necessidade em caracterizar as
espécies bacterianas associadas aos bivalves incrustados préximos a cabos subaquéticos e
determinar sua importancia em Saudde Publica, devido a exposicdo dos profissionais
envolvidos no processo de manuseio destes cabos, tanto no ambiente subaquitico como na
superficie. A manutencdo dos cabos subaquaticos demanda uma elevada alocacao de recursos
técnicos e financeiros, em funcdo do desgaste do material, devido a fatores bidticos e
abidticos, podendo dentre os fatores bidticos ocorrer o envolvimento de espécies bacterianas
capazes de causar a degradacdo de materiais constituintes dos cabos. Associado a este fato, a
presenca do cabo, como substrato consolidado, leva o surgimento de um novo ecossistema
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devido a incrustragdo por ostras, mexilhdes, algas e outros animais atraindo
conseqiientemente, peixes para a regido. Sendo assim, a atividade pesqueira aumenta nas
regides préoximas a cabos subaqudticos, o que pode representar um problema a saude de
pescadores ao realizarem pesca de arrasto, onde suas redes ficam aprisionadas aos cabos e no
momento de sua retirada pode ocasionar danos ao cabo subaquatico e ao pescador, devido a
presenca de bactérias com potencial patogénico presentes em animais incrustrados nos cabos.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivos:

- Executar o levantamento e a identificacio da microbiota bacteriana a partir de
moluscos bivalves incrustados em costdes rochosos no Arquipélago de Santana — Macaé — RJ,
proximo a cabos subaquaticos;

- Avaliar por meio de métodos tradicionais, o fendtipo de resisténcia aos agentes
antimicrobianos dos isolados bacterianos de mexilhdes;

- Avaliagdo microbiolégica da qualidade da 4gua e as possiveis contaminagdes
decorrentes das atividades pesqueiras e subaqudticas nesta regido e estabelecer posi¢oes
criticas sobre questdes socioecondmicas e ambientais na regiao.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Ponto de Coleta

O ponto de coleta foi estabelecido no Arquipélago de Santana (anexo 01 - figura 0O1),
localizado na Bacia de Campos, Macaé, Estado do Rio de Janeiro a uma distancia de
aproximadamente 10 km da costa. Localiza-se na costa Leste de Macaé nas coordenadas 22°
23’ 45437 S — 41°43° 42.52’W. A ilha de Santana é a maior com aproximadamente 1,29
km? de érea e altura de 156 m no ponto mais alto e, é composto de trés elevacdes. A ilha do
Francés tem uma area aproximada de 0,35 km? e altura méxima em torno de 60 m. O Ilhote
do Sul tem 4rea de 0,12 km? e, altura mdxima também de 60 m. Por ser o Gnico arquipélago
em todo o litoral da regido € avistado a grandes distancias. 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 Francés. Ambas sdo bem protegidas dos ventos e, por isso, mesmo propicias para
banho, apresentando areias claras e dgua transparente ¢ atualmente drea de protecdo ambiental
(BELTRAO, 1995).

3.2 Analise Microbioldgica da Agua do Mar

3.2.1 Amostragem

Foram utilizados potes de plasticos estéreis com capacidade para 1L de d4gua. A coleta
da 4gua foi efetuada em 3 e 13 m de profundidade através de mergulho autébnomo. O
estabelecimento dessas profundidades objetivou avaliar a possivel interferéncia da coluna de
dgua sobre a microbiota. Apds a coleta o material foi mantido sobre refrigeracdo e
transportado imediatamente ao Laboratério de Bacteriologia Veterindria da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, para realizacdo da anélise bacterioldgica.

3.2.2 Processamento das amostras

Para o processamento da andlise microbioldgica da dgua utilizou-se 25 mL da amostra,
a qual foi adicionada em 225 mL de solugdo salina 0,85%. A partir desta primeira diluicdo
10" realizou-se diluicdes seriadas retirando-se uma aliquota de 1 mL da primeira dilui¢do e
colocados em 9 mL de solucdo salina. Este procedimento foi realizado até a obtencdo da
diluicdo 10°.

3.2.2.1 Pesquisa de coliformes totais e termotolerantes

Para a determinac¢do do Nimero Mais Provavel (NMP) de coliformes termotolerantes
a 45°C, utilizou-se a técnica de fermentagdo em tubos multiplos, segundo Feng et al. (2002).
O volume de 1 mL, proveniente de cada uma das dilui¢des previamente obtidas (1071 a 10,
foi inoculado em séries de trés tubos contendo Caldo Lauryl Sulfato — LST (Difco), com
tubos de Durham. Em sequéncia, foram incubados a 35°C por 48 horas. Apds esse periodo, 0s
tubos turvos com produgdo de gds foram considerados positivos e deles foram retiradas
aliquotas, as quais foram transferidas para tubos de caldo Escherichia coli — EC (Difco),
incubados a 45°C por 24 horas. A determinacdo do NMP de coliformes termotolerantes a 45°
C foi efetuada segundo a orientacdo de Garthright (2001). A partir dos tubos que
apresentaram resultados positivos no Caldo EC, indicados pela presenca de gas, foram
retiradas aliquotas para semeadura por estriamento, sobre a superficie do meio dgar Eosina
Azul de Metileno- EMB (Difco) e incubagdo a 37°C, por 24 horas. Apds este periodo, foram
isoladas duas a trés coldnias tipicas de E. coli para o meio Agar Triptona de Soja-TSA
(Difco), cujo crescimento foi empregado para avaliar a produgdo de indol em meio de SIM
(Difco), via metabolismo de utilizagdo da glicose, pela reacio de Vermelho de Metila e
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producdo de acetoina pelo teste de Voges Proskauer (Difco), e capacidade de utilizacdo do
Citrato (Micromed) como fonte tnica de carbono, de acordo com Feng et al. (2002).

3.3 Analise Microbiolégica dos Mexilhoes
3.3.1 Amostragem

Os mexilhdes da espécie Perna perna foram coletados, em 3 diferentes momentos, no
periodo de junho de 2007 a maio de 2008. Em cada coleta, foram extraidos 2 lotes de 25
individuos adultos, apresentando as valvas fechadas e de tamanho utilizado para
comercializacdo (maiores que 6 cm). Os animais foram extraidos diretamente do costdo
rochoso, em profundidades variando de 3 a 4 metros, através de mergulho auténomo. Tal
procedimento foi realizado para evitar a coleta de animais em locais mais rasos, sujeitos a
vazantes de maré e, portanto mais expostos a variagdes de temperatura e incidéncia solar
direta. Em seguida, estes organismos foram acondicionados em sacos de polietileno dentro de
caixa de isopor contendo gelo e transportados imediatamente ao Laboratério de Bacteriologia
Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, para realizacdo da andlise
bacterioldgica. O transporte dos mexilhdes sob resfriamento teve como objetivo evitar a morte
da maioria dos animais e o conseqiiente crescimento de sua microbiota.

3.3.2 Processamento das amostras

Os lotes foram separadas, adotando-se o mesmo procedimento para cada uma. Os
mexilhdes (anexo 01 — figura 02) foram lavados individualmente com auxilio de escova, sob
agua corrente potavel, para a retirada de sujidades. Durante este processo, foram descartados
0s animais que apresentavam valvas abertas. Em capela de fluxo laminar, préximo ao bico de
Bunsen, os mexilhdes foram abertos assepticamente com bisturi estéril. A massa corpdrea € o
liquido intravalvar foram recolhidos em becher, onde foi realizada, com auxilio de pinga e
bisturi esterilizados, a trituracdo das partes sé6lidas a fim de promover homogeneizacdo do
material. Para a pesquisa de Vibrio spp. e Aeromonas spp. foram pesados 25g da amostra e
adicionados a 225 mL de dgua peptonada alcalina (APA) com 1% de NaCl. A partir desta
diluicao (10'1), de cada amostra, foi tomada uma aliquota de 1mL e acrescentada em tubo
contendo 9 mL de APA com 1% de NaCl (dilui¢ao 10'2), e a outro com 9 mL de APA com
3% de NaCl (dilui¢ao 10%), sendo usados como meios de enriquecimento. Em seguida, estes
foram incubados a 37°C por 12 a 24 horas. A pesquisa de Enterobactérias seguiu-se
basicamente a mesma metodologia utilizada para Vibrio spp. diferenciando-se apenas na nao
utilizacdo de NaCl em APA. Apds o crescimento em APA, as amostras foram semeadas em
Agar EMB e MacConkey (FDA, 1995).

3.4 Pesquisa de Microrganismos com Potencial Patogénico

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 a 37°C
por 24 horas. As crescentes concentracdes de NaCl utilizadas em Agar TCBS tiveram como
objetivo tornar este meio mais seletivo, favorecendo crescimento de bactérias com diferentes
graus de halofilia (FDA, 1995). Apés a identificacdo presuntiva das colOnias, estas foram
submetidas a0 método de Gram e a prova do KOH a 3%, onde a formacgdo de gel viscoso
indicou resultado positivo (KONEMAN et al., 2001).

Foram transferidas até 10 coldnias isoladas de cada placa de TCBS (anexo 01 — figura
03), apresentando coloracdao amarela (sacarose positivo) ou verde (sacarose negativo) e
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coldnias amarelas (amido positivo) isoladas do dgar GSP (anexo 01 — figura 04) para tubos
contendo Agar Nutriente (Micromed), LIA (Agar Lisina Ferro-Micromed) e Agar Kligler
(Micromed), todos acrescidos de 1% de NaCl e submetidos a incubagdo a 37°C por 24 horas
para diferenciacdo presuntiva entre muitos Vibrio spp., € enterobactérias. Posteriormente a
diferenciacdo entre estes microrganismos 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 4gar nutriente inclinado contendo 1% de
NaCl. Foi retirada uma aliquota com emprego da alca de platina e foram feitos esfregacos em
fitas PROBAC impregnadas com cloridrato de tetrametil-p-fenilenodiamina. O teste foi
considerado positivo quando do aparecimento de uma coloragdo azul arroxeado em 10
segundos. Essa prova é considerada positiva para os todos os membros da familia
Vibrionaceae e Aeromonadaceae, a excecdo do V. metschnikovii (FDA, 1995; OLIVER;
KAPER, 1997).

3.4.1.1 Identificacao fenotipica dos isolados

3.4.1.2 Fermentacio de acgicares

A fermentacdo de agucares foi testada utilizando-se APA acrescida de 1% de NaCl,
1% do actcar em questdo e 1% do Indicador de Andrade. A producao de 4cido, indicado pela
diminui¢do do pH e conseqiiente mudanca de cor, foi avaliada através da colorag@o rosa apds
24 horas de incubagdo na temperatura de 37°C. Os actcares avaliados foram: glicose, manitol,
lactose, sacarose, arabinose, celobiose, maltose e manose (Micromed). Nos tubos de ensaio
contendo a solug¢do de glicose foram inseridos tubos de Durham para a observacdo da
producdo de gés, a qual caracteriza esta prova como positiva (KONEMAN et al., 2001).

3.4.1.3 Descarboxilacao de lisina e ornitina e dehidrolizacao de arginina

Para a realizacdo das provas de descarboxilagdo de lisina e ornitina e dehidrolizagdo de
arginina, foi utilizada uma base contendo peptona, extrato de levedura, dextrose e purpura de
bromocresol, acrescida de 1% de NaCl, com a qual foram preparadas as solucdes de lisina,
arginina e ornitina (Micromed). As solucdes foram distribuidas em tubos aos quais foi
adicionada uma fina camada de 6leo mineral a superficie do liquido, a fim de promover
ambiente microaer6filo. Como controle, utilizou-se a solu¢do base pura também acrescida de
6leo mineral (KONEMAN et al., 2001).

Apds a inoculagdo dos isolados e incubacdo a 37°C por até 7 dias, a leitura destas
provas foi interpretada como negativa quando a coloragdo do meio apresentava-se amarela
indicando acidez em ocasido da fermentacdo da glicose. Na reacdo positiva, ocorria
fermentacdo do meio para ativacdo das enzimas de descarboxilagdo e posteriormente o meio
virarava para coloracdo violeta, indicando basicidade do meio em fun¢do da descarboxilagao
ou dehidrolisacdo do aminodcido. A base usada como controle sempre apresentou resultado
negativo (KONEMAN et al., 2001).

3.4.1.4 Avaliacao da halofilia

Utilizando-se agulha bacteriolégica os isolados foram inoculados em tubos com dgua
peptonada alcalina com diferentes concentragdes de NaCl (0%, 3%, 6%, 8% e 10%) e
incubados a 37°C por 24 horas. A turvacdo observada no tubo indicou o crescimento
bacteriano, caracterizando o grau de halofilia do isolado testado (FDA, 1995).

3.4.1.5 Sensibilidade ao O/129

Para este procedimento, os isolados foram inoculados em APA com 1% NaCl,
incubados durante 18 horas a 37°C e diluidas na concentracdo do tubo 0,5 da escala de

33



McFarland, equivalente a 1,5 x 10° células/mL.

Uma suspensdo bacteriana (0,5mL) foi distribuida por toda a superficie das placas
contendo meio sélido dgar Miieller Hinton (MH - Micromed) com 1% de NaCl com o auxilio
da al¢a de Drigalski. Em cada placa semeada, foi depositado um disco de 6 mm de diametro
impregnado com O/129 na dosagem de 10ug e outro na dosagem de 150ug, distantes entre si
aproximadamente 4 cm, sendo todas as placas incubadas a 37°C por 12 a 24 horas (anexo 01 —
figura 05). A leitura foi realizada através da observacdo do halo de sensibilidade ou
crescimento bacteriano ao redor do disco de O/129, considerando o isolado como sensivel ou
resistente, respectivamente (JANDA et al., 1998 ).

3.4.1.6 ONPG (orto-nitrofenil beta galactosidase)

Este teste € utilizado para detec¢do da enzima galactosidase, utilizando-se discos de
diferenciacdo de ONPG (Bacto®), recomendados para a detec¢do da presenca desta enzima,
objetivando a identificacdo de microrganismos fermentadores tardios de lactose. A partir do
crescimento em Agar Kliger contendo 1% de NaCl, foi retirada uma alcada de cada cultura e
suspensa em 0,2 mL de solugdo salina (0,85% de NaCl) em tubo de ensaio. Cada tubo recebeu
um disco de ONPG e ap6s incubagdo a 37°C por 24 horas realizou-se a leitura. A reagio
positiva foi caracterizada pela coloragdo amarela na solucdo salina, oriunda da hidrélise do
ONPG, pela liberacao de ortonitrofenol (KONEMAN et al., 2001).

3.4.1.7 Prova de motilidade e producio de indol

Para as provas de motilidade e produg¢do do indol, utilizou-se Agar sulfeto indol
motilidade (SIM - Vetec) acrescido de 1% de NaCl. Apés inoculagdo em picada com auxilio
de al¢ca moldada em agulha, incubou-se a 35° por 24 a 48 horas. A interpretacdo do teste de
motilidade foi realizada através da observagdo do tubo contra a luz sendo possivel visualizar o
tipo de crescimento da coldnia, sendo considerado motilidade negativo o microrganismo
crescido apenas na linha inoculada e positivo o que ultrapassou a mesma. A leitura da
producdo de indol, resultada da degrada¢do metabdlica do aminoécido triptofano, foi realizada
adicionando-se gotas de reativo de Kovacs (para-dimetilaminobenzaldeido em &4lcool) no
tubo. A mudanca de coloragdo do reativo de amarela para vermelha indica a presenca de
indol, sendo a prova considerada positiva (KONEMAN et al., 2001).

3.4.1.8 Prova de Voges-Proskauer (VP) e Vermelho de Metila (VM)

O caldo MR-VP acrescido de 1% de NaCl apresenta na sua composi¢do glicose,
peptona, dgua e fosfato e € utilizado para a leitura da reacdo de VM-VP. A utilizagao da
glicose, apresentando a produgdo de acetilmetilcarbinol, é indicada pela coloracdo rosa na
prova do VP apds a adi¢ao de 0,2 mL de a-naftol a 5% e 0,6 mL de KOH (40%) no caldo
contendo o indculo incubado por 24 a 48 horas a 35°C. A prova do VM ¢ utilizada para a
deteccio de 4cidos mistos. E detectado através da viragem da coloracio do caldo para
vermelho apds a adicdo do reativo vermelho de metila (KONEMAN et al., 2001).

3.4.1.9 Reducio de nitrato

Para avaliacdo da redugdo de nitrato, foi utilizado caldo contendo nitrato de potassio
(KNOs3). A leitura da reducdo do nitrato a nitrito foi realizada adicionando-se em uma lamina,
uma gota do caldo inoculado ap6s 24 horas a 35°C e, uma gota de 4cido sulfanilico e outra de
a-naftilamina, reativos A e B de Griess Ilosway. A coloracdo résea avermelhada indica
presenca de nitrito no caldo e, conseqiientemente prova de reducdo positiva (KONEMAN et
al., 2001)..
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3.4.2 Pesquisa de enterobactérias

As amostras foram repicadas em meios seletivos e diferenciais como dgar Mac Conkey
(MC - Merck) e Eosina Azul de Metileno (EMB - Merck) e submetidas ao método de Gram,
teste da catalase, prova do KOH a 3%, onde a formacdo de gel viscoso indicou resultado
positivo. Posteriormente realizou-se a identificagao presuntiva das coldnias através da prova do
citocromo oxidase, reducdo do nitrato e fermentacdo de glicose com producdo de gas.
Posteriormente, as seguintes provas de identificacdo foram realizadas: comportamento em agar
triplice acucar-ferro (TSI - Merck), motilidade em tubo, produ¢do do indol, fermentacdo de
acucares, hidrdlise, producdo de urease, degradacdo do citrato e do malonato, e outros
diferenciais de acordo com o microrganismo envolvido (KONEMAN et al., 2001).

Para pesquisa de Salmonella spp. foi transferido 1 mL do crescimento em APA apéds 24
horas para 9 mL de Caldo Tetrationato e incubados por 24h a 35°C. Apds este periodo semeou-
se por esgotamento, uma al¢ada do caldo em placas contendo Agar Salmonella-Shigella (SS-
Merck) e incubadas por 24h a 35°C. Apds incubacdo, observa-se o crescimento tipico de
coldnias de Salmonella spp. como coldnias transparentes com o centro negro (KONEMAN et
al., 2001).

3.4.2.1 Comportamento em agar TSI (Trés Acuicares e Ferro)

Prova utilizada para avaliar a fermentagcdo de carboidratos. Esta diferenciacao é feita
atendendo as diferencas na fermentacdo dos hidratos de carbono presentes no meio e a
producdo de sulfeto de hidrogénio (H2S). O TSI contém glicose em pequena concentragao
(0,1%), lactose e sacarose em concentracao superior (1%), o indicador do pH, vermelho de
fenol, para detectar a producao de acidos resultantes da fermentacdo dos hidratos de carbono,
tiossulfato de s6dio, substrato para a producdo de H2S, e sulfato de ferro para a detec¢do
desse produto final. Apds incubagdo podem ser determinadas as atividades fermentativas, a
producdo de gés e a producao de H2S (KONEMAN et al., 2001).

3.4.2.2 Hidrolise de gelatina

A capacidade de hidrolisar gelatina através da enzima gelatinase, foi testada
inoculando uma particula da coldonia em meio gelatina (Micromed) e incubando em estufa
bacterioldgica a 35°C por 24 a 48. Em seguida, os tubos foram levados em geladeira por 15
minutos para realiza¢do da leitura, nos tubos onde a gelatina permaneceu liquefeita mesmo
ap6s o resfriamento, foram considerados positivos (KONEMAN et al.,, 2001;
RHODEHAMEL, 2001).

3.4.2.3 Producao de urease

A enzima urease € detectada quando o microrganismo cresce num meio de uréia (meio
de Christensen) que contém também o indicador de pH, vermelho de fenol. Quando a uréia é
quebrada pela urease, a amonia acumula-se no meio tornando-o alcalino. Este aumento de pH
faz com que o indicador de pH passe de amarelo a rosa, sendo uma reagdo positiva para a
presenca de urease. A auséncia da coloracdo rosa indica uma reacdo negativa (KONEMAN et
al., 2001).

3.4.2.4 Degradacao do citrato

A capacidade do microrganismo utilizar o citrato como Unica fonte de carbono foi
avaliado através da inoculagdo dos isolados no Agar citrato Simmons. Apds incubacio por
24h a 35°C foi observado a coloracao dos tubos, onde a alteracao de verde para azul, indicava
alcaliniza¢do do meio apds a utilizagcdo do citrato (KONEMAN et al., 2001).
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3.4.2.5 Degradaciao do malonato

A capacidade do microrganismo utilizar o malonato como unica fonte de carbono foi
avaliado através da inoculacdo dos isolados em caldo malonato. Apds incubagdo por 24h a
35°C foi observado a coloragdo dos tubos, onde a alteracdo de verde para azul, indicava
alcaliniza¢do do meio apds a utilizagao do malonato (KONEMAN et al., 2001).

3.5. Perfil de Suscetibilidade dos Microrganismos Isolados aos Farmacos de Eleicao

Apés identificagdo, os isolados bacterianos foram submetidos aos testes de
suscetibilidade através da técnica de difusdo em disco. Para o género Vibrio spp. (anexo 01 —
figura 06) foram utilizados os seguintes discos antimicrobianos (SENSIFAR—CEFAR®):
tetraciclina (30 pg), cefoxitina (30 pg), cloranfenicol (30 pg), nitrofurantoina (300 pg),
sulfametoxazol-trimetropin (23,75 ug-1,25 pg), pefloxacina (5 pg) e ampicilina (10 pg). Para
a familia Enterobacteriaceae foram utilizados discos de norfloxacina (10 pg), levofloxacina (5
pg), imipinem (10 pg), ciprofloxacina (5 pg), cefoxitina (30 pg) e sulfametoxazol-
trimetropim (23,75 pg-1,25 pg) (CLSI, 2005).

3.5.1 Inoculo

Os isolados foram inoculados em caldo Miieller Hinton (Micromed) acrescido de 1%
de NaCl, incubados durante 18 horas a 37°C e diluidas na concentracdo do tubo 0,5 da escala
de Mc Farland, equivalente a 1,5 x 10° células/mL.

3.5.2 Difusao em disco

A suspensdo bacteriana (0,5mL) foi distribuida por toda a superficie das placas
contendo meio sélido (dgar Miieller Hinton acrescido de 1% de NaCl) com o auxilio da al¢ca
de Drigalski. Foram avaliadas as concentracdes terapéuticas dos farmacos testados ja
presentes em discos de sensibilidade. Os discos foram depositados sobre a superficie do meio
de cultura, ja contendo o indculo. Apds incubacdo por 18 horas a 37°C, os didmetros
formados na zona de inibicdo ao redor do depdsito dos farmacos, foram observados e
medidos, em milimetros (CLSI, 2005).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise Microbiolégica do Mexilhao

A qualidade higi€nico-sanitaria de produtos de origem animal é o fator principal para
assegurar a produc¢do de um produto de qualidade e in6cuo para a saide humana. Os
moluscos bivalves sdo organismos filtradores que acumulam microrganismos do meio
ambiente e sua seguranca como alimento para o homem estd diretamente relacionada a
qualidade bacterioldgica da dgua em que se desenvolve. Neste sentido, este organismo tem
sido utilizado como excelente parametro da qualidade ambiental. A tabela 01 relata o nimero
de microrganismos isolados em cada coleta.

Tabela 01. Numero de espécies bacterianas isoladas em cada coleta.

Coletas realizadas
Espécies de Bactérias Junho 2007 Fevereiro 2008 Maio 2008

Isoladas (n=24) (n=16) (n=31)
V. alginolyticus 03 03 02
V. anguillarum 01 - 01
V. carchariae - 01 -
V. damsela 05 02 08
V. fluvialis - - 04
V. harveyi 04 03 05
V. hollisae - 01 -
V. parahaemolyticus 02 01 -
V. vulnificus - - 02
Citrobacter diversus 01 - -
Citrobacter freundii 01 - -
Enterobacter aerogens - - 01
Enterobacter cloaclae 01 - -
Escherichia coli 02 02 02
Hafnia alvei - - 02
Proteus vulgaris 02 01 01
Serratia marcenscens 01 01 -
Yersinia enterocolitica 01 01 -
Aeromonas hidrophila - - 03

4.1.1 Pesquisa de Vibrio spp.

A partir das andlises bacterioldgicas das trés coletas efetuadas, foi obtido um total de
51 colonias de Vibrio spp. (Grafico 01) isoladas com prevaléncia da espécie V. damsela
(n=15), seguida de V. harveyi (n=12), V. alginolyticus (n=08), V. fluvialis (n=04), Vibrio spp.
(n=03), V. parahaemolyticus (n=03), V. anguillarum (n=02), V. vulnificus (n=02) e V.
carchariae (n=01). A tabela 01 mostra o nimero de espécies de Vibrio isoladas em cada
coleta.
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Grifico 01. Distribuicdo de espécies de Vibrio isoladas.

V. alginolvticuis
|V anguillarum
0,
2% MV carchariae
V. damsela
@V fluvialis
&7 harvevi

WV hollisae

M V. parahaemolvticus

WV yulnificus

Tabela 02. Nimero de espécies de Vibrio isoladas em cada coleta.

Coletas realizadas
Espécies de Vibrio  Junho 2007  Fevereiro 2008 Maio 2008

Isoladas (n=15) (n=12) (n=24)
V. alginolyticus 03 03 02
V. anguillarum 01 - 01
V. carchariae - 01 -
V. damsela 05 02 08
V. fluvialis - - 04
V. harveyi 04 03 05
V. hollisae - 01 -
V. parahaemolyticus 02 01 -
V. vulnificus - - 02
Vibrio spp. - 01 02

Segundo Baffone et al. (2000), relatos de infeccdo por Vibrio spp. em humanos tém
sido associados com ambientes aqudticos contaminados com essas bactérias, indicando a
importancia de monitoramento sistemdtico das cepas ambientais e a necessidade de definir
seus possiveis potenciais patogénicos e seus significados clinicos. Existem fortes razdes para
a execugdo de um controle constante de moluscos e peixes marinhos devido aos riscos
relacionados a Vibrio spp. e as sindromes clinicas acarretadas (JAKSIE et al., 2002).

O isolamento de V. parahaemolyticus (n=03) assume destacado papel epidemiolégico
devido a ocorréncia de surtos epidémicos ou casos esporadicos, apds a ingestdo de alimentos

marinhos consumidos in natura ou parcialmente submetidos a coccio (CABRERA et al.,
2004), ou por infeccdes através de abrasdes (RODRIGUES et al., 2001).
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O isolamento de V. alginolyticus (n=08) em amostras de mexilhdes in natura reforca a
importancia epidemioldgica associada ao surgimento de diarréia e infecgdes em feridas,
particularmente em individuos que manipulam os mexilhdes (RODRIGUES et al., 2001).

A baixa freqiiéncia de isolamento de V. hollisae (n=01), V. carchariae (n=01) e V.
anguillarum (n=02), importantes patégenos isolados de fontes animais, quando comparados
com os demais microrganismos isolados, reflete provavelmente as condi¢des microbioldgicas
do habitat dos mexilhdes avaliados, tais como pH, salinidade, temperatura e nutrientes da
agua (LEE et al., 2002; YENG; BOOR, 2004).

Ripabelli et al. (1999) ao avaliarem 30 isolados de Vibrio spp. a partir de mexilhdes,
no Mar Adridtico, na Itdlia, encontraram 32,2% de V. alginolyticus (20/30), seguida por
17,7% de V. vulnificus (11/30), 3,2% de V. cincinnatiensis (2/30) e 1,6% de V.
parahaemolyticus, V. fluvialis e V. cholerae nao-O1 detectados em apenas 1 amostra cada.

Rodrigues et al. (2001) avaliaram lesdes cutdneas em 50 pescadores da Praia da
Raposa em decorréncia das praticas pesqueiras e detectaram 21 individuos portadores de
Vibrio spp. Vibrio alginolyticus foi o representante com maior freqii€ncia 66,6%, (14/21)
seguido de Vibrio parahaemolyticus 42,8% (09/21) e de Vibrio cholerae nao O1 9,5%
(02/21). Dos 21 individuos portadores de Vibrio, 5 individuos apresentaram associagdo de
espécie.

No trabalho desenvolvido por Pereira et al. (2007a) foi analisado um total de 50
amostras de moluscos bivalves marinhos (ostras e mexilhdes) permitindo o isolamento de 141
cepas de Vibrio parahaemolyticus.

Além do monitoramento ambiental, deve-se atentar para o aspecto da questdo
relacionada a higiene alimentar. O risco do consumo de moluscos bivalves sem prévio
cozimento pode resultar em infeccdes provocadas por diferentes microrganismos,
particularmente aqueles pertencentes ao género Vibrio, e é agravado pelo fato de que a
acidificagdo deste, pelo habito da adicdo de limdo, ndo parece interferir com a viabilidade da
bactéria (VITELA; ESCARTIN 1993) Outro aspecto altamente relevante refere-se a
manutencdo de ostras e mexilhdes por longos periodos sem refrigeracdo. A temperatura
ambiente favorece a multiplicacdo em grande niimero de microrganismos, particularmente V.
parahaemolyticus, que possui um tempo de geracdo curto, cerca de 10 minutos (OTWELL,
1997). O ideal é que os moluscos bivalves marinhos sejam conservados sob refrigeracdo (4°C)
em ambiente limpo, sanitizado e cozidos por aproximadamente 30 minutos a fim de inativar
possiveis patdgenos bacterianos presentes. Ressalta-se a importancia do cumprimento das
regras bdsicas de higiene que auxiliam no combate a contaminagcdo cruzada ou
recontamina¢do do alimento pronto para consumo.

Pereira et al. (2007b) realizaram a andlise microbioldgica de 43 mexilhdes in natura e
43 pré-cozidos e detectaram Vibrio parahaemolyticus neste tipo de alimento, o que constitui
sérios riscos para a saide do homem. Neste estudo, foram avaliadas 86 amostras, tendo sido
detectadas 12 espécies diferentes de Vibrio. Nas amostras de mexilhdes in natura, as espécies
prevalentemente isoladas foram Vibrio alginolyticus 19% (26/86), V. cholerae nao-O1 17%
(23/43), V. parahaemolyticus 8% (11/43), V. carchariae 6% (8/43), V. vulnificus 4,4%
(6/43) e V. damsela 4,4% (6/43). A partir dos mexilhdes pré-cozidos foi verificado o
isolamento de V. cholerae nao-O1 17,3% (9/43), V. vulnificus 15,4% (8/43), V. fluvialis
13,5% (7/43), V. parahaemolyticus 11,5% (6/43), V. alginolyticus 9,6% (5/43) e V. furnisii
9,6% (5/43).

No presente estudo, a espécie Vibrio fluvialis também foi isolada (n=04) e dada a sua
capacidade em ocasionar surtos esporddicos de gastrenterite apds consumo de moluscos in
natura (OLIVER; KAPER, 1997), pode representar risco aos proprios moradores da regido,
através do extrativismo para consumo proprio, ou ainda para o comércio destes animais como
uma alternativa de subsisténcia. Vibrio fluvialis tem sido isolado em moluscos pesquisados
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em regides costeiras do Brasil. Barboni (2003) isolou 24 cepas de V. fluvialis ao avaliar 107
moluscos bivalves provenientes da Bahia de Todos os Santos, na Bahia, entre os anos de 2000
a 2002.

A presenca de V. vulnificus nas amostras de mexilhdes avaliadas (n=02) representa um
importante achado microbioldgico, visto que esta espécie possui elevado potencial patogénico
para o homem podendo causar desde manifestacOes gastrentéricas, infec¢des extra-intestinais,
até septicemia em individuos suscetiveis, em particular criancas, idosos e portadores de
doencas cronico-degenerativas (NASCIMENTO et al., 2001). Nascimento et al. (2001)
avaliaram a freqiiéncia de V. vulnificus em organismos marinhos e identificaram cepas de
Vibrio vulnificus a partir de 20 amostras de camardo comercializado na feira de pescado do
Mucuripe, Fortaleza. Dos 29 isolados, sete (35%) foram confirmadas como Vibrio vulnificus,
significando alta percentagem de amostras contaminadas.

Destaca-se ainda que estudos ecoldgicos evidenciam a influéncia de fatores ambientais
sobre a ocorréncia de Vibrio spp. no ambiente aquatico e sua associacdo com casos humanos
(KOELLE et al.,, 2005). Recentemente foram descritos casos de infeccdo cutdnea e
gastrenterite causados por Vibrio vulnificus, apés o desastre natural na passagem do furacdo
Katrina (MMWR, 2005). Essa caracteristica revela a importancia do monitoramento
microbiolégico do ecossistema marinho a fim de prevenir casos de infec¢ao humana.

Apesar dos microrganismos da familia Vibrionaceae e Aeromonadaceae serem
considerados microrganismos com potencial patogénico a legislacdo brasileira ndo possui
nenhum parametro que regule a presenca de V. vulnificus e outras espécies de Vibrio em
alimentos de origem marinha determinando condi¢Ges de auséncia aceitdveis. A legislagcdao
brasileira apenas condena a presenca de V. cholerae e Salmonella spp. limitando a presenca
de V. parahaemolyticus em 10° UFC/g de alimento de origem marinha pronto para ser
consumido. Em outros paises prevé a auséncia de V. vulnificus em alimentos e um limite
aceitavel de V. parahaemolyticus entre 10* - 10° UFC/g de alimento (European Comission
Health, 2001).

4.1.1.1 Perfil de suscetibilidade de Vibrio spp. isolados de mexilhoes Perna perna

Em 51 isolados de Vibrio spp. avaliados foi detectado 100% de sensibilidade a
tetraciclina, cloranfenicol, nitrofurantoina, pefloxacina, sulfametoxazol+trimetoprim e
cefoxitina. No entanto, em relacdo a ampicilina ndo foi detectada sensibilidade, onde todos os
isolados demonstraram resisténcia ao fairmaco testado. Este fato pode estar relacionado com a
troca de material genético entre bactérias presentes no ambiente aqudtico, em virtude das
correntes marinhas.

Nossos resultados corroboram com Rodrigues et al. (2001) que avaliaram o perfil de
suscetibilidade de 25 isolados de Vibrio spp. e detectaram 100% de sensibilidade ao
cloranfenicol, 92% de sensibilidade ao sulfametoxazol-trimetoprim e tetraciclina e 100% de
resisténcia aos beta-lactamicos.

Apesar da resisténcia antimicrobiana em Vibrio spp. ter sido detectada apenas a
ampicilina, a presenca de cepas de Vibrio spp. resistentes a antibidticos na aqiiicultura vem
sendo relatada. Segundo Moriarty (1999), nas Filipinas uma enfermidade provocada por
vibrios em 1996 no pescado provocou uma das maiores perdas econdmicas da industria no
pais. Os vibrios isolados mostraram-se resistentes ao cloranfenicol, furazolidonas,
oxitetraciclinas e estreptomicinas.

Moriarty (2003) relata que a resisténcia antimicrobiana em fazendas de aqiiicultura
tem ocorrido na Asia e na América Latina, devido o uso de antibiéticos como as
fluoroquinolonas em larga quantidade na prevencdo de infecgdes por Vibrio spp. O uso
indiscriminado de antimicrobianos pode apresentar um impacto potencial para a satde
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humana uma vez que as bactérias presentes nos dejetos da fazenda podem se tornar resistentes
e contaminar as dguas costeiras.

Segundo Sotomayor; Balcdzar (2003) a tendéncia atual € restringir ou reduzir o uso de
antibidticos devido ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana, problemas ecoldgicos,
restri¢des a importagdes pela presenca de residuos nos tecidos de mariscos e possiveis danos a
saude publica.

De acordo com dados presentes na literatura, apesar da elevada sensibilidade
encontrada ao cloranfenicol em isolados de Vibrio spp. provenientes de fazendas de
aqiicultura deve-se ressaltar a intolerancia de residuos de cloranfenicol nos alimentos pela
comunidade européia, sendo a sua deteccao considerada uma violacao da lei, uma vez que a
sua aplicacdo veterindria € ilegitima, apesar de ndo ser possivel fazer a distincdo do
antibidtico que pode estar naturalmente presente no ambiente (contaminagcdo pelo uso em
humano), daquele utilizado em animais (HANEKAMP, 2003). Da mesma forma, hé proibi¢ao
de uso de nitrofuraniceos (furazolidona, nitrofurazona, nitrofurantoina e prenfuran) na
aqiicultura em todo mundo, sendo rejeitado e incinerado todo lote com residuo, estando o
pais produtor sujeito a graves penalidades (KENNEDY et al., 2004).

4.1.2 Pesquisa de Aeromonas spp.

As bactérias pertencentes ao género Aeromonas estdo amplamente distribuidas no
ambiente aqudtico, sendo atualmente, reconhecidas como organismos emergentes
(CONWAY; ROPER, 2000; JOSEPH; CARNHAHAN, 2000).

No presente estudo foram detectadas 03 colonias de Aeromonas hidrophila, referente a
coleta do més de maio de 2008. Estes microrganismos foram identificados apenas em nivel de
género devido as dificuldades encontradas para sua identificacdo. A literatura relata que as
caracteristicas bioquimicas deste género podem variar de acordo com a fonte de isolamento e
com as caracteristicas geogréficas, favorecendo uma variabilidade de resultado, dificultando,
portanto a classificacio exata da espécie isolada (JOSEPH; CARNAHAN, 2000).

Segundo Rall et al. (1998), Aeromonas spp. ndo tem sido isolada com freqiiéncia de
mexilhdes. A reduzida incidéncia desta bactéria no presente estudo pode ser um reflexo do
habitat dos mexilhdes estudados. No entanto, resultados discordantes sdao demonstrados por
Almeida; Nunes (1995) que relatam a presenca de Aeromonas spp. associada a doencgas em
trutas e mexilhdes criados em sistemas de aqiiicultura. Da mesma forma, Pereira et al.
(2004b) ao avaliarem 86 amostras de mexilhdes Perna perna detectaram a presenca de
Aeromonas em 74 (86%) das amostras. O fato de se isolar Aeromonas spp. a partir de
moluscos sugere-se que o habitat dos mexilhdes naquele dado momento constituia uma
importante fonte de microrganismos deste género.

A capacidade de bactérias pertencentes a este género causarem infec¢des em diferentes
espécies animais ja estd bem estabelecida e documentada na literatura. No entanto, seu
potencial em causar doencas no homem, vem sendo estudada nas dltimas décadas, mas sé
recentemente, um maior numero de casos clinicos tem sido confirmados e associados a este
microrganismo (VILA et al., 2002; CLARK; CHENOWETH, 2003).

Apesar do nimero reduzido de coldnias de Aeromonas spp. existe a necessidade de se
ampliar o conhecimento sobre este microrganismo, a fim de elucidar sua real importancia para
os campos da microbiologia e vigilancia sanitdria (VILLARI et al., 2003). A exposicao de
criangas, idosos e imunodeprimidos ao risco de infec¢do deve ser considerada como um
problema de satide publica, o qual necessita de prevencdo sanitdria e epidemioldgica
(PAVLOV et al., 2004).
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4.1.3 Pesquisa de enterobactérias

A partir das andlises bacterioldgicas das trés coletas efetuadas, foi obtido um total de
20 coldnias de enterobactérias (grafico 02) representadas por Escherichia coli (n=006), Proteus
vulgaris (n=04), Hafnia alvei (n=02), Serratia marcenscens (n=02), Yersinia enterocolitica
(n=02), Citrobacter diversus (n=01), Citrobacter freundii (n=01), Enterobacter cloaclae
(n=01) e Enterobacter aerogens (n=01). A tabela 02 mostra o nimero de espécies de
enterobactérias isoladas em cada coleta.

Griéfico 02. Distribui¢do de enterobactérias isoladas.

1% 5%

5%

W Citrobacter freundii

W Enterobacter aerogens

W Enterobacter cloaclae

W Escherichia coli

W Hafinia alvei

W Proteus vulgaris
Serratia marcenscens

Yersinia enterocolitica

11%

Tabela 03. Nimero de espécies de enterobactérias isoladas em cada coleta.

Microrganismos Numero de Microrganismo Isolado
Isolados 1* Coleta 2% Coleta 3% Coleta
Citrobacter diversus 01 - -
Citrobacter freundii 01 - -
Enterobacter aerogens - - 01
Enterobacter cloaclae 01 - -
Escherichia coli 02 02 02
Hafnia alvei - - 02
Proteus vulgaris 02 01 01
Serratia marcenscens 01 01 -
Yersinia enterocolitica 01 01 -

Dentre os agentes bacterianos amplamente distribuidos no ecossistema aquatico,
destaca-se a familia Enterobacteriaceae, cuja presenca neste ambiente pode ser reconhecida
através de sua deteccdo em moluscos bivalves, os quais tém sido utilizados como indicadores
da qualidade sanitdria das dguas de cultivo ou da dgua do mar (LEHANE; RAWLIN 2000;
HUBER et al., 2004).

A qualidade bacteriolégica dos moluscos bivalves é controlada pela presenca de
bactérias que indicam especificamente a existéncia de contaminagdo fecal. Com a presenca
destes indicadores hd a real possibilidade de microrganismos patogé€nicos com perigo
potencial a sadde publica (SILVA et al., 2001; VIEIRA et al., 2004).
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O meio urbano dd origem a vdrias impurezas, tais como poluentes atmosféricos
carreados pela chuva, poeira e lixo, erosdo do solo, uso de fertilizantes em jardins, além de
ligacdes clandestinas de esgotos as galerias pluviais que favorecem a presenca de
microrganismos patégenos. Esses poluentes caem em corpos d’dgua que, por sua vez, podem
poluir criadouros nativos de moluscos ou seu habitat natural. Como esses animais sao
filtradores e bioacumuladores de microrganismos, sua microbiota estd diretamente
relacionada ao ambiente do qual eles se originam (ZAMARIOLI et al., 1997).

Os locais de lancamento de esgotos em lagoas, rios e dreas costeiras geralmente
utilizadas como dreas recreacionais ou para aqiiicultura, constituem um potencial risco a
saude devido a maior oportunidade de se encontrar bactérias patogénicas veiculadas por meio
do esgoto doméstico (QUENTIN, 1999). Este risco ambiental é potencializado quando cepas
de enterobactérias com resisténcia a determinados antibidticos sdo transmitidos diretamente
aos individuos e a outras bactérias, inclusive aquelas patogénicas causando riscos a saude de
banhistas ou pescadores que entram em contato com dguas marinhas contendo estes
microrganismos (HARWOOD, 2000). Além destes fatores, a ingestdo de moluscos crus ou
mal cozidos representa um risco a saide do consumidor, uma vez que estes moluscos vivem
geralmente em estudrios e em dreas costeiras passiveis de polui¢do. A presenca dos
coliformes em moluscos indica que o alimento apresenta uma contaminacdo microbiana de
origem fecal e, portanto, estd em condicOes sanitdrias insatisfatorias, podendo causar quadros
de gastrenterite (SILVA et al., 2004).

Escherichia coli ¢ um dos patégenos de maior importancia quando se deseja constatar
contaminagdo por esgotos. Trata-se de um microrganismo presente na microbiota intestinal de
humanos e animais de sangue quente sendo, portanto normalmente encontrado nas fezes
(DIXIT et al., 2004).

Fernandez-Delgado et al. (2007) relata a presenga de Escherichia coli, Morganella
morganii € Klebsiella pneumoniae isolados a partir de ostras na regido costeira da Nigéria.
Além destes microrganismos o autor destaca a presenca de Proteus mirabilis, o qual tem sido
amplamente distribuido no ambiente, podendo contaminar a dgua e o solo. No ambiente
marinho, P. mirabilis tem sido isolado de tecidos e fluidos de ostras, representando um risco
potencial a saide publica. Vieira et al. (2008) relatam o isolamento de Escherichia coli a
partir de ostras cultivadas no rio Pacoti, Ceara.

Henriques (2001) identificou coldnias de Shigella sp., Escherichia coli, Vibrio sp. e
Salmonella sp. a partir de mexilhdes proveniente de bancos naturais da Baixada Santista. Os
resultados apontaram uma maior infestacdo no tecido mole dos animais do que na dgua do
mar, demonstrando que os mexilhdes sdo eficientes bioindicadores bacterioldgicos.

O elevado isolamento de enterobactérias em mexilhdes no Arquipélago de Santana
ressalta a importincia de um monitoramento ambiental. A presenca de embarcacdes de
suporte as plataformas petroliferas nesta regido e de aves marinhas liberando dejetos
organicos na dgua do mar, bem como a lixiviagdo promovida pelas chuvas nas encostas do
arquipélago podem explicar a presenga destes microrganismos.

4.1.3.1 Pesquisa de Salmonella

A Salmonella é uma bactéria patogénica tanto ao homem quanto aos animais. Habita o
trato intestinal de animais sendo, portanto eliminada através das fezes. Desta forma, pode
contaminar a agua, superficies, alimentos e conseqiientemente os consumidores de alimentos
(GERMANQO, 2001; VIEIRA et al., 2004). Segundo a RDC n° 12 do Ministério da Saudde, a
presenca de Salmonella em 25 g da amostra indica a inadequac¢@o do produto para o consumo,
constituindo um sério problema para a saide publica (ANVISA, 2001). No presente estudo
nao foi detectado a presenga de Salmonella spp. em nenhuma das coletas realizadas. Estes
resultados corroboram com trabalho desenvolvido por Henriques et al. (2006) que ao
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avaliarem 50 mexilhdes coletados da Ilha de Urubuquecaba, estado de Sao Paulo, ndo
detectaram a presenca de Salmonella em nenhum dos mexilhdes coletados. Da mesma forma
Castro et al. (2003) ndo detectaram a presenca de Salmonella ao avaliar 100 amostras de
pescado. Feldhusen (2000) relata a baixa incidéncia de salmonelose em humanos causadas
pelo consumo de crusticeos, peixes € moluscos na Europa e América do Norte quando
comparados com outros alimentos. Segundo Germano et al. (1993) os resultados negativos
para este microrganismo pode estar associado a sua estreita sobrevida na dgua do mar. A
veiculacdo hidrica deste microrganismo € restrita a poucos relatos e a falta de saneamento. No
entanto, a literatura relata casos de salmonelose associados ao consumo de organismos de
origem marinha e vegetais crus (HUSS et al., 2000; SILVA et al., 2000). Lipp; Rose (1997)
alertam para o risco que este patégeno representa para individuos imunocomprometidos e
salientam a importancia da coc¢do de alimentos marinhos para a eliminacdo deste patégeno,
visto este microrganismos ser resistente a baixas temperaturas.

4.1.3.2 Perfil de suscetibilidade de enterobactérias isoladas de mexilhées Perna perna

Em 20 isolados de enterobactérias avaliados foi detectado 100% de sensibilidade a
levofloxacina e ciprofloxacina, 95% de sensibilidade ao imipinem e a norfloxacina e 90% de
sensibilidade a cefoxitina e ao sulfametoxazol-trimetropim.

Vieira et al. (2008) avaliaram o perfil de suscetibilidade de 25 isolados de Escherichia
coli provenientes do liquido intravalvar de ostras e detectaram os seguintes percentuais de
sensibilidade: 92% de sensibilidade a ciprofloxacina, 84% a nitrofurantoina, 76% ao
sulfametoxazol-trimetropim, 40% a tetraciclina e 32% a ampicilina.

Cardonha et al. (2004) em trés praias de Natal detectou cepas de E. coli, isoladas da
dgua do mar sensiveis a ciprofloxacina e imipinem. Da mesma forma Vasconcelos (2005), ao
avaliar o perfil de suscetibilidade de microrganismos presentes em duas praias de Fortaleza,
isolou cepas de E. coli que também foram 100% sensiveis a estes antimicrobianos. Barros et
al. (2005) também relatam a sensibilidade de enterobactérias isoladas de ostras no Ceard ao
avaliar a suscetibilidade a tetracilina e cloranfenicol.

4.2 Pesquisa de Coliformes Totais e Termotolerantes da Agua do Mar

A pesquisa do grupo dos coliformes termotolerantes € tradicionalmente empregada,
sobretudo em saudde publica, como indicador das condi¢Ges higi€nico-sanitdrias de uma
amostra. A presenca deste € um indicativo de contaminacdo fecal (WEBSTER et al., 2004).
De um total de seis amostras analisadas ndo foram detectadas a presenca de coliformes totais
e termotolerantes em nenhuma das amostras. Este resultado possivelmente esté relacionado ao
fato do local de coleta ser distante da costa e estar sobre area de protecdo ambiental. As
condi¢cdes sanitdrias dos mexilhdes sdo altamente correlacionadas com os niveis de
contamina¢do da dgua onde eles sdo encontrados. A poluicdo dos ambientes marinhos tem
comprometido a qualidade e a seguranga de vdrios produtos alimenticios obtidos de mares
cujas dguas estdo contaminadas (FURLAN, 2004).

Furlan (2004) detectou coliformes totais e termotolerantes ao avaliar a d4gua de cultivo
de mexilhoes no litoral de Sdo Paulo. Da mesma forma Galvao et al. (2004) detectaram
coliformes totais e termotolerantes na dgua de cultivo de mexilhdes em Ubatuba — SP,
demonstrando a importancia da dindmica populacional humana sobre este parametro.
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4 CONCLUSOES

- A associacdo entre humanos, ambientes aquaticos € microrganismos aponta para a
importidncia de um monitoramento ambiental responsdvel, através de uma sistemdtica de
controle das cepas circulantes e seus possiveis potenciais patogénicos e significados clinicos.
O baixo percentual de microrganismos isolados de mexilhdes no Arquipélago de Santana
pode ser justificado por ser um local de mar aberto, afastado da costa e sobre a influéncia de
correntes maritimas, e ainda pouco impactado pela acdo humana.

- Ao avaliarmos o perfil de contaminacdo microbiana encontrado no Arquipélago de
Santana € possivel inferir que a instalacdo de cultivos de mexilhdes em dreas abrigadas mais
afastadas da costa e com uma maior profundidade pode se constituir num ambiente propicio a
maricultura.

- Dentre os microrganismos isolados no presente trabalho, aqueles que apresentam
maior importancia para a saude publica, dada sua patogenicidade para populacdo humana, sdo
V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. vulnificus e Aeromonas hydrophila.

- Vibrio alginolyticus foi a espécie mais prevalente isolada a partir de mexilhdes. Este
patégeno possui importancia relacionada ao manuseio dos mexilhdes, uma vez que as valvas
destes moluscos podem ocasionar ferimentos durante sua manipulagdo, acarretando
problemas aos maricultores e catadores de mexilhdes.

- Foi identificadas espécies de Vibrio, que embora apresente baixa patogenicidade para
humanos sdo de grande importancia econdmica para a aqiiicultura por sua alta patogenicidade
para pescados e moluscos, como Vibrio anguillarum, V. harveyi.

- Os resultados obtidos no presente trabalho apontam para o risco relacionado ao
consumo de mexilhdes sem prévio cozimento, o que pode resultar em infec¢io humana
caracterizada por manifestagdes gastrintestinais.

- Apesar da baixa incidéncia de isolados do género Aeromona é importante ressaltar
que este microrganismo constitui riscos para o homem, pois esta bactéria estd associada ao

surgimento de gastrenterites sob a forma de surtos e também outras infec¢gdes extraintestinais.

- Os isolados de Vibrio spp se apresentaram sensiveis aos antimicrobianos testados,
com exceg¢do da penicilina onde detectou-se 100% de resisténcia.
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Anexo 01

Figura 01: Arquipélago de Santana — Ilhote Sul

Figura 02: Mexilhdo Perna perna
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Figura 03: Agar TCBS
Lac: lactose

Figura 04: Agar GSP

62



Figura 05: O129 - S: sensivel, R: resistente.

Figura 06: Perfil de Suscetibilidade de Vibrio spp.
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Anexo 02

Quadro de Identificacao de Vibrio spp. e Aeromonas hidrophila

z :
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-+ -+ -+ |-+ |-+ |+ |+ |-+++ |+ ]+ -]RIS V. alginolyticus (n=8)
-+ | - -+ |+ ]+ + |+ |-+ | -]+ |+ |+ |- |-++ - |+ |+ | —-|R|S| V.parahemolyticus (n=3)
- - - -]+ ]+ |-+ |+ -]+ |-+ +|-|-|-—++|+]+]|-1S]|S V.damsela (n=15)
-+ | -+ + |+ ]+ -+ - -+t |+ -|--+ -] +]+]|-|R|S V.fluvialis (n=4)
-+ | -+ - |+ |NAINA| + | + | =]+ |-+ |+ | +|=-|-++| - |+ ]|+ | -]S]|S V. carchariae (n=1)
-+ |+ |+ |-+ N+ |+ ]|+ |+ ||+ ]|+ ]| +]|-|-|-—4| +| -+ |+ | R |R|Aeromonas hidrophila (n=3)
-+ | -+ + | +|NNA| + | + |+ |- =]+ |+ ]| -|=|-++| + | -]+ +]S]|S V.anguillarum (n=2)
-+ | -+ -+ ]+ |+ |- -]+ +|-|-|-+-]+|+]+]|-|R|S V.harveyi (n=12)

e T O T T I S B A (o I (A S S B S V.wulnificus (n=2)
-+ | -+ -+ ]+ |-+ -+ |-+ +|-|-|]-—]-|+]+]|-|R|S Vibrio spp. (n=3)

NA: nio avaliado;
(+): positivo;

(-): negativo;

(R): resistente;
(S): sensivel.
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