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RESUMO

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

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

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



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

atencao quanto a propagacédo destas bactérias para 0 ambiente estuarino.

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

publica.



ABSTRACT

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

Among those species of bacteria capable of causing infections in humans stand
strains Escherichia coli and Salmonella spp. The ability of these microorganisms in
causing human gastroenteritis associated with consumption of shellfish raw or lightly
cooked, has increased its importance in food outbreaks becoming an alert to public
health. Based on this, this study aimed to evaluate the presence of Escherichia coli
and Salmonella spp. Two estuaries (cultivation of oysters and extraction) Southern
Lowlands, Bahia and check the profile of antimicrobial susceptibility of isolates. For
this, there were six collections of oysters and water in an area of cultivation and
extracted natural oyster banks. For antimicrobial susceptibility were employed 15
drug six families. The production of B-lactamase enzymes (BLs) was verified by
phenotypic and genotypic tests (blaTEM-1, blaCTX-M and blaSHV). In the cultivation
area the water samples had microbial density coliforms at 35°C (2.85 log MPN /
100ml) and 45°C (2.50 MPN / 100 ml) higher than the oyster samples (35°C - 2.65
log MPN / 100g 45°C - 2.30 log MPN / 100g). For the extraction of oysters density of
coliforms at 35°C was 3.30 log MPN / 100 g at 45°C of 3.15 log MPN / 100 g.
Escherichia coli was isolated in 50% of water samples and 67% of the samples for
extraction of oysters. It was observed the presence of Salmonella in any of the
samples. Strains of Escherichia coli from Torrinhas estuary growing water showed
only antimicrobial resistance intermediate profile (57.14%). Isolates of extraction of
oysters showed antimicrobial resistance of 60% and 20% intermediate resistance
with greater resistance checked to B-lactam (71.42%). Multiresistant profile (40%)
was only observed for Escherichia coli isolated from the extraction of oysters, with
multiple resistance index (MAR) ranging from 0.13 to 0.20. Regarding the type of
antimicrobial resistance, 50% showed resistance mediated by plasmids and 50%
Chromosome, and the strains of the water showed a higher percentage of plasmid
resistance (62.50%). Phenotypically was not observed the production of B-lactamase
enzymes. The presence of blaTEM-1 and blaCTX-M genes was observed at 83.33%

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



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

spread of these bacteria to the estuarine environment.

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

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

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

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

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

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

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

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

Dentre os antimicrobianos mais utilizados na medicina humana estdo os B-
lactamicos, cuja resisténcia esta relacionada a producdo de enzimas capazes de
hidrolisarem o anel B-lactamico, dentre estas enzimas, estdo as B-lactamases de Espectro
Estendido (ESBL) as quais normalmente possuem atividade contra bactérias Gram-
negativas (PONTES et al., 2009), hidrolisando penicilinas e cefalosporinas de terceira
geracdo (BUSH, 2010). Com isso, tem sido cada vez mais frequente o relato de bactérias
resistentes a determinados agentes bactericidas, gerando um problema para a medicina
devido o tratamento ineficaz de infeccbes (MANJUSHA; SARITA, 2013; EVANGELISTA-
BARRETO et al., 2014; IREDELL, BROWN, TAGG, 2016).

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

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

guando ingeridos sem tratamento térmico.
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OBJETIVOS

Geral

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

como tracar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas isoladas.

Objetivos Especificos

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

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

3. Verificar os perfis de resisténcia das estirpes isoladas;

4. Caracterizar a origem da resisténcia antimicrobiana como intrinseca ou adquirida;
5. Detectar a presenca de cepas produtoras de enzimas [3-lactamases (BLs);

6. Verificar a presenca de genes de resisténcia aos antimicrobianos (-lactamicos.



21

CAPITULO 1

Moluscos bivalves como veiculo na disseminacdo de enterobactérias

resistentes
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RESUMO

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

enterobactérias resistentes

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

lazer.

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

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

Enterobacteriaceae

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

livelihood or leisure.

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

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

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

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

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

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

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

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

2. MOLUSCOS BIVALVES

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

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

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

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

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

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

3. DOENCAS VEICULADAS POR ALIMENTOS

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

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

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

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

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

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

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

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

aceitavel para o consumo (FAO, 2014).

4. GRUPO COLIFORME

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

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

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

5. O GENERO Escherichia

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

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

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

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

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

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

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

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

Entre as escolhas terapéuticas para o tratamento de Escherichia coli estdo os
antimicrobianos B-lactamicos e as fluoroquinolonas. O uso indiscriminado e aleatério
desses medicamentos tem acarretado no aumento de resisténcia microbiana, dificultando
o tratamento das infecgdes (ROLAIN, 2013).
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6. O GENERO Salmonella

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

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

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

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

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

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

7. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Na China, Yan et al. (2010) em um estudo realizado com mariscos descreveram
sorotipos de Salmonella resistentes as diversas classes antimicrobianas como -
lactamicos, aminoglicosideos, nitrofuranos, sulfonamidas, quinolonas e fluoroquinolonas,
demonstrando ainda padrées de multirresisténcia de dois até 10 antimicrobianos. Bouchrif
et al. (2009) isolaram diversos sorotipos de Salmonella em Marrocos e observaram
resisténcia a tetraciclina, acido nalidixico, ampicilina e estreptomicina.

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

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

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

antimicrobianos sdo comumente utilizados no tratamento de infeccdées em humanos.

7.1 Antimicrobianos B-lactamicos

Os antimicrobianos da familia B-lactdmico (penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e manobactamicos) apresentam um anel B-lactamico essencial para a
atividade antibacteriana, sendo estes os antimicrobianos mais utilizados na medicina
humana, pela eficicia e seguranca. Dessa forma, frequentemente é observado resisténcia
a esta classe de antimicrobianos, devido a presenca de enzimas [-lactamases, as quais
rompem cataliticamente o anel B-lactamico, formando o &cido peniciléico sem acéo
terapéutica. Antimicrobianos B-lactamicos bactericidas inibem a sintese da parede celular
por meio da interferéncia na sintese de peptideoglicano, constituinte essencial para a
manutencdo da parede celular bacteriana, com isso a parede celular ndo é corretamente
formada, promovendo a lise celular (PONTES et al., 2009).

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

A presenca de serina nos sitios de acdo desempenha importante papel na atividade
de espectro estendido das [-lactamases, porque a enzima associa-se ao anel [3-
lactamico, o qual é atacado pela hidroxila livre ao lado do sitio ativo do residuo de serina,
que resulta na formacgédo de um grupo acil-éster, e entdo a hidrélise libera a enzima ativa e
o antimicrobiano hidrolisado inativo, formando 4gua e acido peniciloico (POIREL; NAAS;
NORDMANN, 2010).

As enzimas do tipo TEM sdao muito importante entre as B-lactamases de espectro
restrito, com atividade hidrolitica contra cefalosporinas de primeira geracdo e muitas

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

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

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

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

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

As enzimas de Espectro Estendido (ESBL) apresentam resisténcia aos 3-lactamicos
de amplo espectro, antimicrobianos que normalmente possuem atividade contra bactérias
Gram-negativas. As ESBL hidrolisam penicilinas, aztreonam e cefalosporinas de terceira

geragao e sao inibidas pelos inibidores de B-lactamases como o acido clavulanico. Séao
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enzimas importantes, pois sua producdo envolve um dos mecanismos de resisténcia que
ameacam a terapia antimicrobiana das infeccdes causadas pelas enterobactérias
(PONTES et al., 2009)

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

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

Este estudo teve como objetivo verificar a presenca de Escherichia coli e Salmonella spp. em ostras de
cultivo e de extrativismo em dois estudrios do Baixo Sul da Bahia e verificar o perfil de suscetibilidade
antimicrobiana. Foram realizadas seis coletas de ostras e 4gua durante o periodo de junho de 2015 a janeiro
de 2016. Para a suscetibilidade antimicrobiana utilizou-se 15 farmacos e a producdo de enzimas B-lactamases
verificada por meio de testes fenotipicos e genotipicos (blaTEM-1, blaCTX-M e blaSHV). No estuério de
Taperoa (extrativismo) as ostras apresentaram densidade microbiana maxima de coliformes a 35°C de 3,30
log NMP/100 g e a 45°C de 3,15 log NMP/100 g. No estuério de Torrinhas a densidade microbiana maxima
de coliformes a 35°C e a 45°C na &gua foi de 2,85 log NMP/100 mL e 2,50 NMP/100 mL, respectivamente e
nas amostras de ostras de 2,65 log NMP/100 g e 2,30 log NMP/100 g, respectivamente, ndo diferindo
estatisticamente entre as amostras. Escherichia coli foi isolada em 50% das amostras de agua e 67% das
amostras de ostras de extrativismo. N&o foi observada a presenca de Salmonella em qualquer das amostras.
Escherichia coli provenientes da dgua do estuério de Torrinhas apresentaram apenas perfil intermediario de
resisténcia antimicrobiana (57,14%), enquanto os isolados das ostras de extrativismo apresentaram
resisténcia antimicrobiana de 60% e 20% de resisténcia intermediaria, com maior resisténcia verificada aos
B-lactamicos (71,42%). Perfil de multiresisténcia (40%) foi observado apenas para Escherichia coli isoladas
das ostras de extrativismo, com indice de multipla resisténcia (MAR) variando de 0,13 a 0,20. Quanto a
origem génica da resisténcia, esta foi equivalente entre plasmidial e cromossdmia (50%), sendo que as cepas
isoladas da agua apresentaram maior percentual de resisténcia plasmidial (62,50%). Fenotipicamente nao foi
observada a produg¢io de enzimas B-lactamases. A presenca dos genes blaTEM-1 e blaCTX-M foi observada

em 83,33% e 8,33% das cepas de Escherichia coli, respectivamente. Nao foi observada a presenca do gene
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blaSHV. A presenca de Escherichia coli contendo genes de resisténcia nos estuarios faz com que os

moluscos bivalves comercializados na regido atuem como veiculo de bactérias resistentes para o ser humano.

Palavras chaves: Escherichia coli, ostras, satde publica, suscetibilidade antimicrobiana.

ABSTRACT:

This study aimed to verify the presence of Escherichia coli and Salmonella spp. in cultivation of oysters and
extraction in two estuaries of Southern Bahia and check the antimicrobial susceptibility. Were carried out six
collections of oysters and water during the period from June 2015 to January 2016. For antimicrobial
susceptibility was used 15 drugs and the production of f-lactamase enzymes verified by phenotypic testing
and genotypic (blaTE-1, blaCTX-M and blaSHV). At estuary Taperoa (extraction) oysters showed
maximum microbial density coliforms at 35°C of 3.30 log NMP/100 g at 45°C of 3.15 log NMP/100 g. At
estuary Torrinhas maximum microbial density coliforms at 35°C and 45°C in the water was 2.85 log
NMP/100 ml and 2.50 NMP/100 ml respectively and samples oyster 2.65 log NMP/100 g and 2.30 log
NMP/100 g, respectively, were not statistically different between the samples. Escherichia coli was isolated
in 50% of water samples and 67% of the samples for extraction of oysters. It was observed the presence of
Salmonella in any of the samples. Escherichia coli from water Torrinhas estuary showed only antimicrobial
resistance intermediate profile (57.14%), while isolates of extractive antimicrobial resistance oysters showed
60% and 20% intermediate resistance with greater resistance observed at - lactams (71.42%). multidrug
resistance profile (40%) was only observed for Escherichia coli isolated from the extraction of oysters, with
multiple resistance index (MAR) ranging from 0.13 to 0.20. The gene source of resistance, this was
equivalent between plasmid and cromossdmia (50%), and the strains of the water showed a higher
percentage of plasmid resistance (62.50%). Phenotypically was not observed the production of B-lactamase
enzymes. The presence of blaTEM-1 and blaCTX-M genes was observed at 83.33% and 8.33% of the strains
of Escherichia coli, respectively. It was observed the presence of blaSHV gene. The Escherichia coli
containing genes resistance in estuaries causes the bivalve molluscs marketed in the region acting as vehicle-

resistant bacteria in humans.

Key words: antimicrobial susceptibility, Escherichia coli, oysters, public health.

Introducéo

Os estuarios sao ambientes com caracteristicas fisicas e quimicas Unicas, capazes de albergar inimeras
espécies aquaticas. Entretanto, vém sofrendo com a degradacdo ambiental ocasionada pela influéncia
antrépica, assim como o lancamento de esgotos doméstico e industrial o que favorece a alteracdo da
microbiota natural do ambiente (SANDE et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2011). A contaminagdo das
aguas influencia de forma direta a qualidade dos recursos pesqueiros e organismos utilizados na alimentacao,

podendo ocasionar surtos alimentares (OLIVEIRA et al., 2010).
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Dentre os produtos da pesca, 0s moluscos bivalves sdo muito apreciados devido sua importancia
nutricional, ou seja, fonte de proteina e minerais. Esses organismos tém despertado a atengdo mundial, ndo
s6 pelo aumento de sua producdo e consumo, mas pelo fato de atuarem como indicadores biol6gicos de
poluigdo de origem fecal nos locais onde séo cultivados devido ao processo de alimentagdo por filtracéo,
acumulando ndo apenas o fitoplancton que compde seu principal alimento, como também metais, pesticidas,
biotoxinas e enterobactérias como Salmonella e Escherichia coli, amplamente relacionadas em surtos
alimentares (SANDE et al., 2010). A ingestdo destes organismos é considerada um risco devido ao habito
cultural de algumas regies consumi-los crus ou levemente cozidos (NASCIMENTO et al., 2011).

Bactérias provenientes de contaminacdo de origem fecal, como os géneros Salmonella e Escherichia
estdo entre os principais microrganismos veiculados pelos moluscos bivalves. Salmonella tem sido envolvida
em diversos surtos gastrointestinais de ocorréncia mundial. Escherichia coli é reconhecida como indicador
de outros patdgenos, de natureza bacteriana, viral ou parasitaria, além de apresentar estirpes patogénicas
como 0157:H7 (MORRISON et al., 2011).

Outro problema ambiental envolvendo o consumo de alimentos crus tem sido o descarte inadequado
de residuos de antimicrobianos. O uso de antimicrobianos humano e veterinério ao serem excretados pelas
fezes e urina ainda apresentam uma parcela significativa da droga em sua forma inalterada e ativa (ZHANG
et al., 2015). Estes residuos ao atingirem os estuarios devido a falta de saneamento basico ou tratamento
adequado da rede de esgoto contribuem para a alteracdo da microbiota autoctone pela disseminacdo de genes
de resisténcia moveis entre as bactérias (MANJUSHA; SARITA, 2013).

A presenca de residuos de antimicrobianos no ambiente tem trazido sérias consequéncias negativas
como acdo sobre organismos ndo-alvo, contaminacdo dos alimentos e abastecimento de agua potavel, bem
como o0 aumento da resisténcia microbiana (ZHANG et al., 2015).

Entre os antimicrobianos mais utilizados na medicina humana estdo os pB-lactamicos, cuja resisténcia
microbiana esta relacionada a producédo de enzimas capazes de hidrolisarem o anel B-lactdmico (PONTES et
al., 2009), como as B-lactamases de Espectro Estendido (ESBL) que hidrolisam penicilinas e cefalosporinas
de terceira geracdo (BUSH, 2010).

Tendo em vista que a presenca de bactérias resistentes de origem fecal em ambientes aquéticos,
principalmente em éareas de colheita de moluscos bivalves, este trabalho teve como objetivo avaliar a
presenca de Escherichia coli e Salmonella spp. em ostras de cultivo e de extrativismo, bem como verificar o

perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados.

Material e Métodos
Descrigdo da &rea e coleta das amostras

O estuério de Taperoéd que abriga o banco natural de ostras se encontra localizado no municipio de
Taperod, Baixo Sul da Bahia e banhado pelo rio das Almas com latitude 13°32'17"S e longitude 39°05'55"W.
Sua populagdo € estimada em 21.091 habitantes e possui uma area de 410.175 kmz2. A cidade € originada de

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


https://pt.wikipedia.org/wiki/Munic%C3%ADpio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bahia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
https://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
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A comunidade de Torrinhas situada no municipio de Cairu, Bahia é banhada por um estuario que
recebe varios bragos de rios tendo como principal o rio Una, a uma latitude de 13°33°54.84”’S e longitude
39°0°29.99”W. Cairu é uma ilha do arquipélago fluvial do rio Una, juntamente com Tinharé e Boipeba,
cercada por manguezais e grande produtora de dendé. Torrinhas é uma comunidade remanescente de
quilombolas, com aproximadamente 106 familias de pescadores e marisqueiras. Sua populacdo é estimada
em 450 habitantes (IBGE, 2010).

Um dos fatores que contribui para a poluicdo das aguas desses estuarios é o fato dos municipios
costeiros ndo disporem de sistema de tratamento de esgoto, lancando seus dejetos domésticos diretamente
nos rios (SANTOS et al., 2015). Isso acarreta na contaminacdo dos organismos aquaticos, principalmente
quando se trata de moluscos bivalves.

Durante o periodo de junho de 2015 a janeiro de 2016 foram realizadas seis coletas de ostras e agua no
estuario de Torrinhas, Baixo Sul, Bahia, das quais as trés primeiras foram bimestralmente e o restante
mensalmente. A agua foi coletada em trés diferentes pontos no entorno do cultivo de ostras, ponto P1
(13°34'39.576"S / 39°1'22.800"W) ap6s o cultivo, sentido pier-cultivo, ponto P2 (13°34'23.196"S /
39°0'41.652"W) na area de cultivo e ponto P3 (13°3423.664"S / 39°1'2.640"W), antes do cultivo, sentido
pier-cultivo (Figura 1). E no estuario de Taperoa (13°32'43.8"S / 39°05'09.1"W) no mesmo periodo sob as
mesmas condicdes, com excecdo da maré, a coleta de ostras de cultivo era realizada com a maré cheia, para
facilitar o acesso até o cultivo, enquanto que para obter as amostras de ostras de extrativismo a coleta era
feita em condigBes de maré vazante. Nas trés primeiras coletas observou-se que a quantidade de chuva foi
maior quando comparadas com as demais.

Para as coletas de agua foram utilizadas garrafas de vidro ambar com capacidade de 1000 mL a uma
profundidade média de 30 cm abaixo da superficie da dgua, no sentido contrario a correnteza. Os parametros
de temperatura, pH e salinidade da agua foram verificados “in loco”, usando sonda multipardmetro portatil
modelo HI 9828. As amostras de ostras foram coletadas diretamente das lanternas do cultivo. Cada
amostragem foi composta por 36 ostras escolhidas aleatoriamente, totalizando a analise de 216 ostras (Figura
2).

Para a amostragem de ostras de extrativismo esta foi composta por 120 ostras escolhidas
aleatoriamente, totalizando a analise de 720 ostras (Figura 3).

Todas as amostras foram acondicionadas em gelo e transportadas até o Laboratdrio de Microbiologia
de Alimentos e Ambiental - LABMAA, no Nducleo de Estudos em Pesca e Aquicultura da Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia, Bahia, Brasil. No laboratério as ostras foram lavadas em agua corrente com
0 auxilio de escovas e abertas assepticamente para a retirada do tecido muscular e liquido intervalvar,
homogeneizadas e retirada as por¢Bes analiticas para a quantificagdo de coliformes totais (35°C) e

termotolerantes (45°C), isolamento de Escherichia coli e Salmonella spp.

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

tubos multiplos com série de cinco tubos (SILVA et al., 2010). Para a analise pesou-se 25 g do musculo e


http://www.bahia.com.br/atracao/rio-una
http://www.bahia.com.br/atracao/ilha-de-tinhar%C3%A9-0
http://www.bahia.com.br/cidades/boipeba-cairu
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liquido intervalvar das ostras e homogeneizadas em 225 mL de solucdo salina 0,85%, correspondendo a
diluicdo 10™. Demais diluicBes foram realizadas até 10™. Aliquotas de 1 mL foram adicionadas em Caldo
Lauril Sulfato Triptose (LST) contendo tubos de Durham invertidos, e incubados por 48h a 35°C. Apds esse
periodo, um inéculo dos tubos positivos foi transferido para tubos contendo caldo Bile Verde Brilhante
(CBVB) e caldo EC e incubados a 35°C por 48h e em banho-maria a 44,5°C por 24h, respectivamente.
Decorrido esse periodo, aliquotas de tubos com EC positivos foram semeados em meio agar Eosina Azul de
Metileno (EMB) e incubados a 35°C por 24h para crescimento diferencial de Escherichia coli e posterior
isolamento para identificagdo bioguimica por meio dos testes IMVIC: Indol, VM (Vermelho de Metila), VP
(Voges-Proskauer) e agar Citrato de Simmons. O mesmo procedimento foi realizado para as amostras de
agua com excecao do volume que foi de 25 mL.

Para a pesquisa de Salmonella spp. foi realizado o pré-enriquecimento das porcdes analiticas de 25 g
ou 25 mL em 225 mL de Caldo Lactosado e incubadas a 35 °C por 24h. Em seguida, aliquotas foram
inoculadas em tubos contendo Caldo Tetrationato e Caldo Rappaport-Vassilidis, incubados durante 24h a 35
°C e a 42 °C, respectivamente. Posteriormente aliquotas foram estriadas em placas de Petri contendo agar
Hektoen (HE), agar Salmonella-Shigella (SS) e agar Verde Brilhante (BVA) (Silva et al., 2010). A
identificacdo bioquimica e a sorologia foram realizadas de acordo com Silva et al. (2010).

Todos os meios de cultura utilizados para isolamento e identificacdo de Escherichia coli e Salmonella

spp. foram das marcas Himedia e Acumedia.

Suscetibilidade antimicrobiana

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi avaliada pela técnica de difusdo de disco em placas,
seguindo a metodologia proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010).

Para o antibiograma, as col6nias de Escherichia coli foram repicadas em meio Triptona Soja Agar
(TSA) (Himedia) inclinado e incubado a 37°C por 24h. Em seguida, uma algada da cultura foi resuspensa em
9 mL de salina 0,85% até que a densidade bacteriana lida em espectrofotdmetro no comprimento de onda de
625 nm se encontrasse no intervalo de 0,08 a 0,10 (10° UFC/mL) (CLSI, 2010). Apés o ajuste, o inéculo foi
espalhado no meio agar Mueller-Hinton (Himedia) e adicionado os discos de antimicrobianos. As placas
foram incubadas a 37°C por 24h e posteriormente, seus halos de inibicdo medidos usando paquimetro digital
(Digimiss®). Os antimicrobianos testados foram: acido nalidixico (30 ug), amoxicilina (10 pg), gentamicina
(10 pg), cefalotina (30 pg), ceftazidime (30 pg), ciprofloxacin (5 pg), cloranfenicol (30 pg), imipenem (10
ug), azetronam (30 pg), sulfazotrim (25 pg), tetraciclina (30 pg), amicacina (30 ug), estreptomicina (10 pg),
cefoxtina (30 pg) e ceftriaxona (30 pg), fabricados pelo Laborclin.

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

multiplicando-se o valor final por 100 para obten¢do dos resultados em percentuais (HIRSCH et al., 2006).
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Cura do plasmideo

As cepas de Escherichia coli submetidas ao teste de suscetibilidade antimicrobiana e que apresentaram
perfil de resisténcia foram submetidas a testes de cura plasmidial de acordo com Molina-Aja et al. (2002).
Como agente de cura foi utilizado o agente mutagénico laranja de acridina (Sigma) na concentracdo de 100
ug/mL. A partir do crescimento bacteriano em meio agar TSA, foi transferido um indculo da cultura para
tubos de ensaio contendo caldo LB (Luria Bertani) suplementado com o agente de cura e incubados a 37°C
por 24h em estufa bacterioldégica. Em seguida, o antibiograma foi repetido para os antimicrobianos que o
microrganismo apresentou resisténcia a fim de verificar se a caracteristica de resisténcia era mediada por

enzimas codificadas em plasmideos ou cromossomos.

Producao de p-lactamases (SLs)

A cepa de Escherichia coli que apresentou resisténcia ao aztreonam, ceftriaxona e ceftazidima foi
submetida ao teste de duplo disco difusdo, contendo cefalosporina de terceira geracdo (ceftriaxona e
ceftazidima) e outro disco disposto a 20 mm de distancia, contendo o inibidor de p-lactamase (amoxicilina +
acido clavilanico) (CLSI, 2010).

Foi realizada a padronizacéo do indculo para 108 UFC/mL em espectrofotdmetro, modelo Spectrum
SP - 1105, com absorvancia de 625 nm da cepa e em seguida a suspensdo foi espalhada usando swab estéril
em placas contendo 17 mL de agar Mueller-Hinton, em seguida foram adicionados os discos de

antimicrobianos e incubadas a 37 °C por 24h.

Caracterizagdo molecular de Escherichia coli e detecc@o de genes codificadores de p-lactamases

Foi realizada a extragdo do DNA total das cepas de Escherichia coli usando kit Wizard Genomic DNA
Purification (Promega®), segundo as recomendacdes do fabricante. A integridade e a quantidade do DNA
foram verificadas por eletroforese em gel de agarose a 0,8% e com o Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen),
respectivamente.

As amplificacGes por PCR foram realizadas com os primers SHV, TEM-1 e CTXGP1 multiplex
(incluindo grupo filogenéticos 1 e 2) designados aos estudos de genes de resisténcia descritos por Ellington
et al. (2007), para deteccdo dos genes blaSHV, blaTEM-1 e blaCTX-M. Para cada reacdo foram utilizados
0S seguintes reagentes e concentragdes: 60 ng de DNA de cada amostra; 1x de tampéo da enzima Taqg DNA
polimerase; 3,7 mM de MgCl,; 0,6 pmol/uL de dNTPs; 0,4 pmol/uL de cada primer; 1U de Taqg DNA
polimerase, com volume final ajustado para 50 ul. com agua ultra pura. Os ciclos de amplificacdes de cada
primer foram realizados no Veriti Thermal Cycler PCR (Appplied Biosystems) seguindo a metodologia das
citagOes supramencionadas. Todos os reagentes utilizados foram do kit (Promega®)

Os produtos amplificados (amplicons) foram visualizados em gel de agarose a 1%, corados com
brometo de etidio, visualizados sobre luz ultravioleta e fotodocumentados. Em seguida, os amplicons foram
purificados utilizando o kit Hlustra® GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare Life
Sciences) para identificacdo nucleotidica utilizando o sequenciador automatico ABI-Prism 3500 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems) da empresa ACTGene Analises Moleculares LTDA. A edicdo e montagem
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foram realizadas no programa Sequencher 4.1.4 (Gene Code Corporation) selecionando sequéncias de boa
qualidade e tamanho maior ou igual a 30 pares de base. Os resultados foram comparados com sequéncias

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

Analise estatistica

Para realizacdo da andlise estatistica os valores das variaveis NMP/g das amostras de ostras e
NMP/mL de &gua foram transformados em Log (x+1). As médias foram submetidas & analise de variancia,
sendo o agrupamento de médias efetuadas pelo teste Scott-Knott (p<0,05), utilizando o programa SISVAR
5.6 (FERREIRA, 2011).

Resultados e Discussdo
Analise microbiolégica da agua e moluscos bivalves

A Tabela 1 mostra os valores da quantificacdo do grupo coliforme, bem como a presenca de
Escherichia coli e Salmonella spp. das amostras de agua e ostras do cultivo. De acordo com a analise
estatistica ndo houve diferenga significativa (p<0,05) da densidade de coliformes a 35°C e a 45°C entre as
amostras de agua e ostras, quando comparadas entre as coletas e entre si, respectivamente.

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

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

Durante o periodo de coletas as médias da temperatura, pH e salinidade da agua do cultivo em
Torrinhas foram de 27,5°C, pH 7,5 e salinidade 20 ppm, respectivamente. De acordo com a Resolugdo n°
357 (BRASIL, 2005), as aguas do cultivo sdo classificadas em aguas salobras, ou seja, salinidade superior a
0,5% e inferior a 30% e pH entre 6,5-8,0.

N&o foram verificadas grandes variages quando analisados os parametros fisico-quimicos da agua,
visto que a baixa variacdo de temperatura da dgua nas areas estudadas é uma caracteristica do ambiente
litoraneo baiano, por se tratar de uma area tropical. Apesar da influéncia de canais de rios nos estuarios, a
influéncia do mar é maior, mantendo a salinidade ao redor de 20 ppm. Em relacdo ao pH, o mesmo se
manteve adequado, ndo comprometendo a atividade de filtracdo das ostras, uma vez que pH abaixo de 6,72
reduz a taxa de filtragcdo e consequentemente a captacéo de alimento (PEREIRA et al., 2001).

Baseado na resolucdo n° 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (BRASIL, 2005), a area de
cultivo se encontra adequada para a atividade de ostreicultura, pois apresenta média geométrica de 41,80

NMP/100 mL para os coliformes a 45°C. Segundo esta resolucdo nas areas de cultivo (classe 1) estas ndo
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deverdo exceder média geométrica de 43 NMP/100 mL de coliformes a 45°C de um minimo de 15 amostras
colhidas no mesmo local, devendo este monitoramento ser realizado anualmente com um minimo de cinco
amostragens.

Escherichia coli (indicador real de contaminacéo fecal) foi isolada em 50% das amostras de agua, com
auséncia nas amostras de ostras, uma possivel justificativa para esse resultado seria o efeito da enzima
lisozima, sintetizadas nos hemacitos e presente na hemolinfa dos moluscos, que atua no rompimento da
parede celular de microrganismos como um mecanismo de defesa contra a invaséo de bactérias entéricas,
principalmente do género Escherichia (BACHERE et al., 2004; BOULANGER et al., 2006) (Tabela 1). As
estirpes podem ficar descaracterizadas, uma vez que hd o rompimento da parede celular e com isso o
extravasamento do contetido celular ndo sendo possivel identificar coldnias tipicas da bactéria em meio de
cultura, mesmo ocorrendo 0 crescimento de microrganismos.

A anélise de moluscos bivalves apresenta melhor seguranga microbiologica quando comparada com a
andlise da &4gua, uma vez que nas ostras, tem-se a interagdo da dgua e 0 molusco por um maior periodo de
tempo e a agua representa a condi¢cdo ambiental no momento da coleta (SANDE et al., 2010).

Foi verificada auséncia da bactéria Salmonella spp. em todas as amostras de agua e ostras do cultivo
(Tabela 1). Este fato esta de acordo com a Resolug¢do n°® 12 de 2001 que preconiza auséncia de Salmonella
em 25 g do alimento (BRASIL, 2001). Uma possivel justificativa é a dificuldade desse microrganismo em
competir com outras bactérias, podendo permanecer em numeros indetectaveis, assim como fatores
ambientais (pH, temperatura e salinidade) que podem limitar o seu crescimento (SANTOS-KOELLN et al.,
2009).

A Tabela 2 apresenta a andlise microbiolégica comparativa das amostras de ostras de cultivo e
extrativismo.

Mesmo havendo diferenca na densidade de coliformes a 35°C e a 45°C entre as amostras de ostras de
cultivo e extrativismo, ndo foi observada diferenca significativa (p<0,05), quando comparadas entre as
coletas e entre si, respectivamente (Tabela 2).

A densidade de coliformes a 45°C nas ostras de extrativismo na 22 e 32 coletas foi maior quando
comparada com a densidade microbiana das ostras provenientes do cultivo e demais coletas. A forte
incidéncia de chuvas nesse periodo pode ter contribuido para o aumento da densidade microbiana de
coliformes na agua, uma vez que as chuvas interferem no indice de qualidade microbiolégica da agua por
carrearem esgotos e residuos solidos para os cursos d’agua (SANDE et al., 2010).

O estuério de Torrinhas anteriormente localizado no municipio de Taperoa e proximo a um emissario
da regido em um estudo realizado por Santos et al. (2015) apresentou indices de Escherichia coli e
Salmonella spp. em amostras de agua e ostras superiores ao encontrado nesse estudo, mostrando que a
mudanga do cultivo para o estuario de Torrinhas foi satisfatorio por se tratar de uma area que sofre menos
influéncia antropica, assegurando a comercializacdo de ostras com menor densidade de enterobactérias e
ausncia de Salmonella spp. o que esta de acordo com a legislagdo (BRASIL, 2001).

A bactéria Escherichia coli foi isolada em 66,66% das amostras de ostras de extrativismo (Tabela 2).

A presenca desse microrganismo apenas nas amostras de ostras de extrativismo é justificada pelo fato da &rea
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onde a mariscagem € realizada se encontrar préxima a centros urbanos maiores. Apesar dos dois estuarios se
cruzarem devido a transicdo de maré cheia para maré vazante, a distancia entre as areas estudadas, de
aproximadamente 6 km, minimiza a influéncia do estuario de Taperoa com o de Torrinhas.

A presencga de bactérias entéricas e a qualidade dos corpos d’agua comprometem a inocuidade dos
alimentos, principalmente quando se trata de moluscos bivalves, devido a preferéncia de consumo “in
natura”, sem que ocorra qualquer tratamento de cocgéo (FARIAS et al., 2010).

De acordo com o Programa Nacional de Controle Higiénico Sanitario de Moluscos Bivalves,
Instrucdo Normativa Interministerial n° 7 (BRASIL, 2012) que estabelece pardmetros da densidade para as
areas de cultivo e comercializacdo, apenas duas amostragens apresentaram classificacdo Il, ou seja, s6 deve
ser destinada a comercializagdo ap6s passar por um processo de depuracgao ou tratamento térmico (Tabela 3).

Salmonella spp. também n&o foi isolada nas amostras de ostras de extrativismo, estando de acordo
com a legislagdo (BRASIL, 2001). A presenca de Salmonella spp. em alimentos é de grande importancia
para a saude publica, por se tratar de um microrganismo patogénico responsavel por quadros de infeccdes
diarréicas, febre tiféide ou até mesmo levar o paciente a 6bito (DE SOUZA et al., 2010).

Apesar da concentracdo de Escherichia coli e auséncia de Samonella spp. nas amostras de agua e de
ostras estar de acordo com os parametros estabelecidos pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2001; BRASIL,
2005; BRASIL, 2012), é importante 0 monitoramento microbiolégico das areas de pesca, principalmente
guando existe extracdo ou cultivo de moluscos bivalves. A caréncia de saneamento basico ou auséncia de
sistema de tratamento de esgotos eficiente em alguns municipios comprometem a inocuidade dos organismos
aquaticos. Nas regides estudadas, a atividade de pesca tem grande importancia para a economia local, com o
trabalho efetivo de pescadores artesanais, que utilizam os recursos da pesca para o sustento de suas familias,
com a retirada de peixes e mariscos, como a lambreta, ostras, caranguejo, siri, e outros, bem como a

producdo em cativeiro de ostras (IBGE, 2010).

Perfil de suscetibilidade antimicrobiana

Foram identificadas fenotipicamente 19 cepas de Escherichia coli, das quais 05 foram isoladas das
ostras de extrativismo e 14 isoladas da dgua. Desse total, 12 estirpes de Escherichia coli apresentaram perfil
de resisténcia ou resisténcia intermediaria a cinco dos antimicrobianos testados. E. coli provenientes da agua
de cultivo apresentaram apenas resisténcia intermediaria, o que ja significa que o microrganismo apresenta
moderada resisténcia antimicrobiana (CLSI, 2010) (Tabela 4).

As cepas de Escherichia coli provenientes da dgua de cultivo do estuario de Torrinhas apresentaram
apenas perfil intermediario de resisténcia antimicrobiana (57,14%), enquanto os isolados das ostras de
extrativismo apresentaram resisténcia antimicrobiana de 60% e 20% para resisténcia intermediaria (Tabela
4).

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

A resisténcia de bactérias da familia Enterobacteriaceae aos antibioticos, especialmente do tipo B-
lactdmicos tem sido cada vez mais frequente devido a mobilizacdo de genes que codificam enzimas
eficientes modificando sitios de acdo dos farmacos. A forte pressdo de selecdo faz com que elementos
genéticos moveis determinem em grande parte a epidemiologia da resisténcia aos antibidticos modernos.
Desta forma, a resisténcia aos antibioticos esta mais acessivel para 0s microrganismos, incluindo Escherichia
coli, que é causa importante de sepse (IREDELL et al., 2016).

A resisténcia observada a amoxicilina, antimicrobiano utilizado no tratamento de infec¢fes causadas
por bactérias Gram-negativas € preocupante, uma vez que cepas de Escherichia coli resistentes podem
chegar ao homem por meio da ingestdo de ostras cruas, onde por conjugacdo podem conferir resisténcia a
este farmaco para Escherichia coli comensais do trato intestinal (YANG et al., 2012).

Apesar de o Brasil buscar minimizar o uso abusivo de antimicrobianos, limitando sua utilizagio por
meio de prescricdo médica, os residuos dessas drogas excretados em fezes e urina podem chegar aos corpos
hidricos, em virtude de falhas no tratamento residual de s6lidos que ndo sdo detectados pelas estacbes de
tratamento (CAMPOS et al., 2013).

Com relacdo ao perfil de multirresisténcia, 40% das cepas de Escherichia coli isoladas de ostras de
extrativismo apresentaram resisténcia a mais de um agente antimicrobiano, tendo uma delas apresentado
indice MAR de 0,20, ou seja, resisténcia a trés antimicrobianos. Néo foi verificada multirresisténcia em
Escherichia coli provenientes da dgua (Tabela 5).

Escherichia coli resistente a dois ou mais antimicrobianos pode estar associado a fenbmenos de
pressao seletiva que favorecem a instalagcdo, manutencgdo e propagacao de caracteristicas de resisténcia entre
as populagdes bacterianas no ambiente (BRAHMI et al., 2015). Outra caracteristica marcante e preocupante
da Escherichia coli é a resisténcia cruzada aos B-lactdmicos, a qual ocorre com maior freqiiéncia entre
antimicrobianos pertencentes a uma mesma familia e que age por um mesmo mecanismo de acdo, 0 que
resulta da co-resisténcia, ou seja, da presenca de multiplos mecanismos de resisténcia, caracterizando a
resisténcia a multiplos farmacos (BRAHMI et al., 2015).

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

A presenca de elementos genéticos cromossdmicos apresenta transferéncia com uma frequéncia
relativamente baixa e de menor impacto clinico quando comparada a resisténcia mediada por elementos
maveis, 0s quais contribuem para a disseminacao da resisténcia aos antimicrobianos entre as espécies bacte-
rianas presentes no ambiente aquatico, patogénicas ou ndo (ALTERTHUM; TRABULSI, 2008; BRAHMI et
al., 2015).
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Detecgdo de enzimas f-lactamases (SLs)

A cepa de n° 9 que se mostrou resistente a ceftazidima, aztreonam e a ceftriaxona, quando submetida
ao teste de disco duplo difuséo, contendo uma cefalosporina de terceira geracdo (ceftriaxona e ceftazidima) e
um disco inibidor de B-lactamase (amoxicilina + &cido clavilanico) apresentou resultado negativo para a
producdo de enzimas, assim como na detec¢do de genes para producdo de ESBLs (Tabela 6). A resisténcia a
estes antimicrobianos, B-lactdmicos, pode estar associada a outros mecanismos de resisténcia, como
impermeabilidade de membrana celular e efluxo de drogas (IREDELL et al., 2016) ndo verificados no
presente trabalho.

A contaminacdo de recursos aquaticos, por meio do lancamento de esgotos domésticos, tem
contribuido para a disseminagdo dos mecanismos de resisténcia. Muitos paises descrevem a presenca de
bactérias resistentes e produtoras de ESBL em rios e efluentes, inclusive o Brasil (SILVA; LINCOPAN,
2012; SINGH et al., 2016; IREDELL et al., 2016). Relatos de ESBL em Escherichia coli no ambiente
hospitalar tém sido frequente, especialmente envolvendo enzimas pertencentes ao grupo CTX-M-2 (SILVA;
LINCOPAN, 2012).

Além de todas as implica¢Oes sanitarias e de saude publica na disseminagdo de microrganismos
produtores de enzimas do tipo ESBL, devem-se considerar de forma particular o isolamento de bactérias
resistentes oriundas da cadeia de producdo animal, assim como em organismos aquaticos destinados a
alimentacdo (LI etal., 2007; LALAK et al., 2016; SINGH et al., 2016).

No Brasil, a producdo de ESBL em Enterobacteriaceae é alarmante, uma vez que variantes do tipo
TEM, SHV e CTX-M ja foram descritas como ponto de urgéncia clinica e estdo amplamente disseminadas
no territério brasileiro, retratando-se diversas enzimas em diferentes patdgenos (SILVA; LINCOPAN, 2012;
TAYH et al., 2016).

A presenca do gene blaTEM-1 foi observada em 83,33% dos isolados que apresentaram resisténcia
aos antimicrobianos testados (Tabela 6). Embora esse gene seja responsavel pela expressdo da enzima TEM-
1 de espectro restrito, muta¢fes pontuais podem ocorrer ocasionando alteragdes especificas na sequéncia de
aminodcidos e com isso resultar em uma variedade de enzimas com espectro estendido, 0 que se torna um
problema para a saude publica, por se tratar de enzimas que podem conferir resisténcia a determinados
antimicrobianos, como ceftazdima e cefotaxima (NAAS et al., 2008).

O gene blaCTX-M foi detectado em 8,33% das cepas quando utilizado o primer que identifica
enzimas do grupo filogenético 1 e 2 (Tabela 6). Dallenne et al. (2010) analisando a presenca desse gene em
espécies da familia Enterobacteriaceae relataram a presenca dos mesmos grupos filogenéticos 1 e 2, sendo
gue a maior prevaléncia de ESBLs do tipo CTX-M foi observada para o grupo filogenético 1.

O gene blaTEM-1, quando detectado de forma isolada, pode néo estar necessariamente associado a
producdo de enzimas B-lactamases, porém quando existe uma associagcdo deste gene com o blaCTX-M pode
ser potencializada a expressao dos genes e dessa forma o microrganismo produzir enzimas p-lactamases com
maior expressao (TAYH et al., 2016).

A presenca de E. coli portadoras do gene blaCTX-M isoladas de amostras de fezes de bovinos, suinos

e aves tem sido associado a disseminacao de bactérias produtoras de enzimas p-lactamases de amplo espectro
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para 0s seres humanos a partir de fontes de alimentos de origem animal, assim como a contaminacdo do
ambiente aquético devido o carreamento de matéria organica pelas chuvas. Outra fonte de contaminacdo das
aguas tem sido a pratica de adubacédo de hortalicas com fezes de animais proximo as comunidade ribeirinhas
(HORTON et al., 2011).

Mesmo com auséncia do gene blaSHV nos isolados do presente estudo, a sua pesquisa é importante
por caracterizar resisténcia aos antibioticos da classe p-lactdmicos, prejudicando ou limitando dessa forma o
tratamento de infecgBes que necessitam do uso desses farmacos (SINGH et al., 2016).

Korzeniewka et al. (2013) relataram a presenca de E. coli em esgotos municipais de Olsztyn na
Pol6nia e verificaram a presenca do gene blaCTX-M, blaSHV e blaTEM localizados em plasmideos
demonstrando o risco ao ambiente aquatico e a problemética que ocorre em muitos municipios que é a falta
ou o tratamento inadequado de esgotos, e dessa forma as aguas podem atingir 0s estuarios e contamina-los.
Portanto, o fato de ter isolado genes responsaveis por codificar enzimas B-lactamases na regido do Baixo Sul
da Bahia é preocupante, mesmo com a auséncia do gene blaSHV, pois o resultado demonstra o risco de
consumo de moluscos bivalves na regido, servindo de alerta para a comunidade, uma vez que esse estudo é o
primeiro relato de caso realizado nessa localidade.

Brahmi et al. (2015) detectou a presenca de enzimas CTX-M e TEM em E. coli isoladas de
organismos aquaticos, sugerindo que os microrganismos isolados sdo provenientes de contaminacdo por
residuos de esgotos domésticos ou industriais, fortalecendo a hipdtese de que os ambientes naturais sdo

potentes reservatorios de bactérias multirresistentes e genes associados.

Concluséo

Apesar da quantificacdo de Escherichia coli estar de acordo com a legislagdo brasileira, a detec¢do dos
genes blaCTX-M e blaTEM-1 responsaveis por conferir resisténcia microbiana implica no risco de consumo
de moluscos bivalves, devido a disseminagdo de resisténcia entre as bactérias comensais.

A multiresisténcia antimicrobiana verificada em bactérias isoladas de moluscos bivalves do estuério de
Taperoa serve de alerta para demonstrar & comunidade o perigo que o langcamento de esgotos domésticos do
municipio nas aguas do estuario representa para a salde publica, uma vez que 0s microrganismos podem
colonizar o trato intestinal do homem e dificultar a terapia de infec¢des alimentares.

A presenca de E. coli resistente a diferentes farmacos reforca a necessidade de saneamento bésico na
regido, assim como a importancia de consumir moluscos bivalves ap6s passarem por processo de depuragdo

ou tratamento térmico afim de eliminar a carga microbiana e o risco de infec¢Bes alimentares.
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Figura 1. Mapa de localizacéo dos pontos de coleta nos estuarios de Taperoa e Torrinhas.
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Fonte: Cardoso (2015)
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Figura 2. Cultivo de ostra localizado no municipio de Cairu, localidade Torrinhas.

Fonte: Cardoso (2015)
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Tabela 1. Média do NUmero Mais Provavel (log NMP/100 mL ou g) de coliformes a 35°C e a 45°C,
presenca de Escherichia coli e Salmonella spp. das amostras de gua e ostras no estuario de Torrinhas, Baixo

Sul, Bahia, durante o periodo de junho de 2015 a janeiro de 2016.

Agua Ostras de cultivo
Coleta Coliformes E. coli Coliformes E. coli Salmonella
35°C 45°C 35°C 45°C Agua Ostra

1° <2,25aA <2,25 Aa - 2,65 aA 2,30 aA - - -
2° 2,62 aA 2,41 aA P 2,65 aA <2,25aA - - -
3° 2,53 aA 2,27 aA - <2,25aA <2,25aA - - -
40 <2,25aA <2,25aA - 2,30 aA <2,25aA - - -
50 2,38 aA 2,84 aA P <2,25aA <2,25aA - - -
6° 2,85 aA 2,44 aA P 2,30 aA <2,25aA - - -

CV.% 0,00 7,65

*Valores seguidos pela mesma letra mindscula em cada coluna e mesma letra maitscula em uma linha, ndo diferem
estatisticamente, segundo teste de Scott-Knott (p<0,05).** “-” auséncia e “P” presenga. C.V (coeficiente de variagdo).

Tabela 2. Nimero Mais Provavel (log NMP/100 mL) de coliformes a 35°C e a 45°C presenca de Escherichia
coli e Salmonella spp. das amostras de ostras no estuario do rio Una, Torrinhas, e estuario de Taperoa no rio
das Almas, Baixo Sul, Bahia, durante o periodo de junho de 2015 a janeiro de 2016.

Ostras cultivo Ostras de extrativismo
Coleta 35°C 45°C E. Salmonella 35°C 45°C E.coli  Salmonella
coli

1° 2,65 aA 2,30 aA - - 2,89 aA 2,30 aA P -

20 2,65aA <2,25aA - - 3,30 aA 3,15aA P -

3° <2,25aA <2,25aA - - 3,15aA 2,89 aA P -

40 2,30aA <2,25aA - - 2,30 aA <2,25aA - -

50 <2,25aA <2,25aA - - 2,30 aA <2,25 aA - -

6° 2,30aA <2,25aA - - 2,30 aA 2,30 aA P -
CV.% 0,00 18,63

*Valores seguidos pela mesma letra minGscula em cada coluna e mesma letra maitscula em uma linha, ndo diferem

estatisticamente, segundo teste de Scott-Knott (p<0,05).** “-” auséncia e “P” presenca. C.V (coeficiente de variagdo).

Tabela 3. Categorias para retirada de moluscos bivalves de acordo com o Programa Nacional de Controle

Higiénicossanitario de Moluscos Bivalves (Brasil, 2012).

N° de amostras (%)

Categorias oC OE
| Liberada (< 230 NMP/100 g) 100 (6) 66,67 (4)
Il Liberada sob condigdo (> 230NMP/100 g e < 46.000 NMP/100 g) 0 33,33 (2)
I11 Retirada suspensa (> 46.000 NMP/100 g) 0 0

OC (ostra de cultivo); OE (ostra de extrativismo).
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Tabela 4. Percentual de resisténcia de Escherichia coli isoladas de amostras de dgua e ostras nos estuarios de

Torrinhas e Taperoa, Baixo Sul da Bahia, durante o periodo de junho de 2015 a janeiro de 2016.

Escherichia coli

Antimicrobianos Ostra (5) Agua (14)

S | R S | R
Aminoglicosideos
- Amicacina 100 0 0 100 0 0
- Gentamicina 100 0 0 100 0 0
- Estreptomicina 100 0 0 100 0 0
B-lactdmicos
- Amoxicilina 40 20 40 71,43 28,57 0
- Aztreonam 80 0 20 100 0 0
- Cefalotina 80 0 20 71,43 28,57 0
- Ceftazidima 80 0 20 0 0 0
- Cefoxtina 100 0 0 100 0 0
- Ceftriaxona 80 0 20 0 0 0
_ Imipenem 100 0 0 100 0 0
Fenois
Cloranfenicol 100 0 0 100 0 0
Quinolonas
- Ac. nalidixico 100 0 0 100 0 0
Ciprofloxacin 100 0 0 100 0 0
Sulfonamidas
- Sulfazotrim 100 0 0 100 0 0
Tetraciclinas
- Tetraciclina 100 0 0 100 0 0

Sensivel (S); Intermediério (I); Resistente (R).

Tabela 5. Perfil de multirresisténcia e resisténcia plasmidial das cepas de Escherichia coli isoladas de
amostras de 4gua e moluscos bivalves em dois estuarios do Baixo Sul, durante o periodo de junho de 2015 a
janeiro de 2016.

Origem N° Resisténcia anterior MAR Resisténcia plasmidial
1 CFL - CFL
2 AMO - AMO

3 AMO - AMO
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4 AMO - AMO
Agua 5 CFL - CFL
6 AMO - -
7 CFL - -
8 CFL - -
9 AZT, CRO, CAZ 0,20 -
Moluscos 10 AMO, CFL 0,13 -
Bivalves 11 AMO - -
12 AMO - AMO

N° (nimero de cepas), indice MAR (indice de Multipla Resisténcia Antimicrobiana); AMO (Amoxicilina); CFL
(Cefalotina); CAZ (Ceftazidima); CRO (Ceftriaxona), AMT (Aztreonam).

Tabela 6. Producdo fenotipica de p-lactamases e detec¢do de genes de resisténcia em cepas de Escherichia
coli isoladas de amostras de agua e moluscos bivalves em dois estuarios do Baixo Sul, Bahia, durante o

periodo de junho de 2015 a janeiro de 2016.

Producédo de Genes de Resisténcia
Origem N° B-lactamases TEM-1 CTX-M  SHV
1 - + - -
2 - + - -
3 - + - -
Agua 4 i * i i
5 - + - -
6 - + - -
7 - + - -
8 - + - -
9 - - - -
Moluscos bivalves 10 i * i i
11 - + + -
12 - - - -

(+) positivo; (-) negativo.
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CONSIDERACOES FINAIS

v Faz-se necessario o monitoramento continuo de areas ambientais quanto a veicula¢do de
bactérias multiresistentes, uma vez que estas podem trocar informagdes genéticas com a microbiota natural
da 4gua e veiculadas ao homem por meio da ingestdo de moluscos bivalves.

v Os moluscos bivalves necessitam passar por uma etapa de depuragdo antes da
comercializacdo visando minimizar o risco biologico de bactérias resistentes, uma vez que a maioria dos
municipios brasileiros ndo dispde de sistema de tratamento de esgotos eficiente.

v Espera-se demonstrar a importancia da implantacéo de sistemas de saneamento e tratamento
adequado de esgotos no municipio, uma vez que o descarte continuo de residuos de antimicrobianos em
ambientes aquaticos prejudica a microbiota residente, além de causar riscos a salde dos ribeirinhos que
residem as margens dos estuarios e consumidores de moluscos bivalves produzidos na regido, como por

exemplo, no tratamentos de infecgdes ineficazes.
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ANEXO

» Normas Revista Semina: Ciéncias Agrarias

Diretrizes para Autores

Normas Editoriais para Publicacéo

ATENCAO AUTORES:

Recomendamos que o0s autores consultem atentamente as diretrizes, pois ndo serdo aceitos trabalhos que néo

estejam rigorosamente de acordo com as normas.

A partir de 19/02/2015, a Taxa de Submissdo de novos artigos sera de 100,00. Em caso de rejeicdo do

artigo, esta taxa ndo sera devolvida.
Normas editoriais para publicacdo na Semina: Ciéncias Agrarias, UEL.

Os artigos poderdo ser submetidos em portugués ou inglés, mas somente serdo publicados em inglés. Os

artigos submetidos em portugués, apds o aceite, deverao ser obrigatoriamente traduzidos para o inglés.

Os artigos enviados para a revista até dezembro/2013 que estdo em tramitacdo poderdo ser publicados em

portugués, entretanto, se traduzidos para o inglés terdo prioridade na publicagéo.

Todos os artigos, ap0s o aceite deverdo estar acompanhados (como documento suplementar) do comprovante

de traducéo ou correcdo de um dos seguintes tradutores:
American Journal Experts

Editage

Elsevier

http://www.proof-reading-service.com
http://www.academic-editing-services.com/

http://www.publicase.com.br/formulario.asp


http://www.journalexperts.com/en/translation
http://www.editage.com.br/manuscriptediting/index.html
http://webshop.elsevier.com/languageservices/
http://www.proof-reading-service.com/
http://www.academic-editing-services.com/
http://www.publicase.com.br/formulario.asp
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http://www.stta.com.br/

O autor principal dever4 anexar no sistema o documento comprobatério dessa correcdo na péagina de

submissdo em “Docs. Sup.”
OBSERVACOES:

1) Os manuscritos originais submetidos a avaliagdo sdo inicialmente apreciados pelo Comité Editorial da
Semina: Ciéncias Agrarias. Nessa analise, sdo avaliados os requisitos de qualidade para publicacdo na
revista, como: escopo; adequacdo as normas da revista; qualidade da redacdo; fundamentacdo teorica;
atualizacdo da revisdo da literatura; coeréncia e precisdo da metodologia; contribuicdo dos resultados;
discussdo dos dados observados; apresentacdo das tabelas e figuras; originalidade e consisténcia das
conclusdes. Se o numero de trabalhos com manuscrito ultrapassar a capacidade de analise e de publicagdo da
Semina: Ciéncias Agrarias, ¢é feita uma comparacao entre as submissdes, e sdo encaminhados para assessoria
Ad hoc, os trabalhos considerados com maior potencial de contribuicdo para o avango do conhecimento
cientifico. Os trabalhos ndo aprovados nesses critérios sdo arquivados e os demais sdo submetidos a andlise
de pelo menos dois assessores cientificos, especialistas da area técnica do artigo, sem a identificacdo do(s)

autor(es). Os autores cujos artigos forem arquivados, ndo terdo direito a devolugdo da taxa de submiss&o.

2) Quando for o caso, deve ser informado que o projeto de pesquisa que originou o artigo foi executado
obedecendo as normas técnicas de bioseguranca e ética sob a aprovacdo da comissdo de ética envolvendo

seres humanos e/ou comisséo de ética no uso de animais (nome da Comissdo, Institui¢do e n® do Processo).
NAO SERAO ACEITOS MANUSCRITOS EM QUE:
a) O arquivo do artigo anexado do trabalho contenha os nomes dos autores e respectiva afiliacdo;

b) N&o tenha sido realizado o cadastro completo de todos os autores nos metadados de submisséo; Exemplo:

Nome completo; Instituicio/Afiliacdo; Pais; Resumo da Biografia/Titulagdo/fungéo

c¢) N&o tenha sido incluido no campo COMENTARIOS PARA O EDITOR, um texto que aponte a

relevancia do trabalho (importancia e diferencial em relacdo a trabalhos ja existentes), em até 10 linhas;

d) Né&o estejam acompanhados de documento comprobatério da taxa de submissdo, em documento

suplementar “Docs. Sup.” no ato da submissio;

e) Nao estejam acompanhados dos seguintes documentos suplementares: graficos, figuras, fotos e outros,
EM VERSAO ORIGINAL. (Formato JPEG; TIFF; EXCEL)

f) N&o constem no artigo original: titulo, resumo e palavras-chave em portugués e inglés, tabelas e figuras.


http://www.publicase.com.br/formulario.asp
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Categorias dos Trabalhos

a) Artigos cientificos: no maximo 20 paginas incluindo figuras, tabelas e referéncias bibliogréaficas;

b) Comunicacgdes cientificas: no maximo 12 paginas, com referéncias bibliogréaficas limitadas a 16 citacdes e

no maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e uma figura;

b) Relatos de casos: No méximo 10 paginas, com referéncias bibliograficas limitadas a 12 citacbes e no

maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e uma figura;

c) Artigos de revisdo: no maximo 25 péaginas incluindo figuras, tabelas e referéncias bibliograficas.

Apresentacdo dos Trabalhos

Os originais completos dos artigos, comunicagdes, relatos de casos e revisfes podem ser escritos em
portugués ou inglés no editor de texto Word for Windows, em papel A4, com numeragdo de linhas por
pagina, espacamento 1,5, fonte Times New Roman, tamanho 11 normal, com margens esquerda e direita de 2
cm e superior e inferior de 2 cm, respeitando-se 0 nimero de péginas, devidamente numeradas no canto

superior direito, de acordo com a categoria do trabalho.

Figuras (desenhos, gréficos e fotografias) e Tabelas serdo numeradas em algarismos ardbicos e devem ser
incluidas no final do trabalho, imediatamente apé6s as referéncias bibliogréficas, com suas respectivas
chamadas no texto. Alem disso, as figuras devem apresentar boa qualidade e deverdo ser anexadas nos seus
formatos originais (JPEG, TIF, etc) em “Docs Supl.” na pagina de submissdo. Nao serdo aceitas figuras e
tabelas fora das seguintes especificacOes: Figuras e tabelas deverdo ser apresentadas nas larguras de 8 ou 16
cm com altura maxima de 22 cm, lembrando que se houver a necessidade de dimensdes maiores, N0 processo

de editoracdo havera reducdo para as referidas dimensoes.

Observacdo: Para as tabelas e figuras em qualquer que seja a ilustracdo, o titulo deve figurar na parte
superior da mesma, seguida de seu nimero de ordem de ocorréncia em algarismo arabico, ponto e o

respectivo titulo.

Indicar a fonte consultada abaixo da tabela ou figura (elemento obrigatério). Utilizar fonte menor (Times

New Roman 10).

Citar a autoria da fonte somente quando as tabelas ou figuras ndo forem do autor.

Ex: Fonte: IBGE (2014), ou Source: IBGE (2014).

Preparagcdo dos manuscritos
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Artigo cientifico:

Deve relatar resultados de pesquisa original das reas afins, com a seguinte organizagdo dos tépicos: Titulo;
Titulo em inglés; Resumo com Palavras-chave (no maximo seis palavras, em ordem alfabética); Abstract
com Key words (no méximo seis palavras, em ordem alfabética); Introdugdo; Material e Métodos;
Resultados e Discussdo com as conclusdes no final da discussdo ou Resultados; Discussdo e Conclusdes
separadamente; Agradecimentos; Fornecedores, quando houver e Referéncias Bibliograficas. Os tdpicos
devem ser destacados em negrito, sem numeracdo, quando houver a necessidade de subitens dentro dos
topicos, 0s mesmos devem ser destacados em italico e se houver dentro do subitem mais divisdes, essas
devem receber nimeros ardbicos. (Ex. Material e Métodos... Areas de estudo...1. Area rural..2. Area
urbana).

O trabalho submetido ndo pode ter sido publicado em outra revista com 0 mesmo contetdo, exceto na forma

de resumo em Eventos Cientificos, Nota Prévia ou Formato Reduzido.
A apresentacdo do trabalho deve obedecer a seguinte ordem:
1.Titulo do trabalho: acompanhado de sua tradugdo para o inglés.

2.Resumo e Palavras-chave: Deve ser incluido um resumo informativo com um minimo de 200 e um
méaximo de 400 palavras, na mesma lingua que o artigo foi escrito, acompanhado de sua traducéo para o

inglés (Abstract e Key words).

3.Introducdo: Devera ser concisa e conter revisdo estritamente necessaria & introdugdo do tema e suporte

para a metodologia e discusséo.

4.Material e Métodos: Podera ser apresentado de forma descritiva continua ou com subitens, de forma a
permitir ao leitor a compreensdo e reproducdo da metodologia citada com auxilio ou ndo de citacdes

bibliograficas.

5. Resultados e Discussdo: Devem ser apresentados de forma clara, com auxilio de tabelas, gréaficos e
figuras, de modo a ndo deixar davidas ao leitor, quanto a autenticidade dos resultados e pontos de vistas
discutidos.

6. Conclusdes: Devem ser claras e de acordo com 0s objetivos propostos no trabalho.

7. Agradecimentos: As pessoas, instituicdes e empresas que contribuiram na realizacéo do trabalho deverdo

ser mencionadas no final do texto, antes do item Referéncias Bibliograficas.

Observac0es:
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Notas: Notas referentes ao corpo do artigo devem ser indicadas com um simbolo sobrescrito, imediatamente

depois da frase a que diz respeito, como notas de rodapé no final da pagina.

Figuras: Quando indispensaveis figuras poderdo ser aceitas e deverdo ser assinaladas no texto pelo seu
ndmero de ordem em algarismos arabicos. Se as ilustragdes enviadas ja foram publicadas, mencionar a fonte

e a permissao para reproducao.

Tabelas: As tabelas deverdo ser acompanhadas de cabecalho que permita compreender o significado dos

dados reunidos, sem necessidade de referéncia ao texto.

Grandezas, unidades e simbolos:

a) Os manuscritos devem obedecer aos critérios estabelecidos nos Codigos Internacionais de cada area.
b) Utilizar o Sistema Internacional de Unidades em todo texto.

c) Utilizar o formato poténcia negativa para notar e inter-relacionar unidades, e.g.: kg ha™. Néo inter-

relacione unidades usando a barra vertical, e.g.: kg/ha.

d) Utilizar um espaco simples entre as unidades, g L™, e ndo g.L™ ou gL™.

e) Usar o sistema horario de 24 h, com quatro digitos para horas e minutos: 09h00, 18h30.
8. CitacOes dos autores no texto

Devera seguir o sistema de chamada alfabética seguidas do ano de publicacdo de acordo com 0s seguintes

exemplos:

a) Os resultados de Dubey (2001) confirmaram que .....

b) De acordo com Santos et al. (1999), o efeito do nitrogénio.....

c) Beloti et al. (1999b) avaliaram a qualidade microbioldgica.....

d) [...] e inibir o teste de formac&o de sincicio (BRUCK et al., 1992).

e) [...Jcomprometendo a qualidade de seus derivados (AFONSO; VIANNI, 1995).
Citacbes com dois autores

CitacBGes onde sdo mencionados dois autores, separar por ponto e virgula quando estiverem citados dentro

dos parénteses.
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Ex: (PINHEIRO; CAVALCANTI, 2000).

Quando os autores estiverem incluidos na sentenca, utilizar o (e)

Ex: Pinheiro e Cavalcanti (2000).

CitacGes com mais de dois autores

Indicar o primeiro autor seguido da expresséo et al.

Dentro do paréntese, separar por ponto e virgula quando houver mais de uma referéncia.
Ex: (RUSSO et al., 2000) ou Russo et al. (2000); (RUSSO et al., 2000; FELIX et al., 2008).

Para citagdes de diversos documentos de um mesmo autor, publicados no mesmo ano, utilizar o acréscimo de

letras minusculas, ordenados alfabeticamente ap6s a data e sem espacejamento.
Ex: (SILVA, 1999a, 1999b).

As citacGes indiretas de diversos documentos de um mesmo autor, publicados em anos diferentes, separar as

datas por virgula.
Ex: (ANDRADE, 1999, 2000, 2002).

Para citacGes indiretas de varios documentos de diversos autores, mencionados simultaneamente, devem

figurar em ordem alfabética, separados por ponto e virgula.
Ex: (BACARAT, 2008; RODRIGUES, 2003).

2. Referéncias: As referéncias, redigidas segundo a norma NBR 6023, ago. 2000, e reformulagéo
namero 14.724 de 2011 da ABNT, deverao ser listadas na ordem alfabética no final do artigo. Todos
0s autores participantes dos trabalhos deverdo ser relacionados, independentemente do nimero de
participantes. A exatiddo e adequacdo das referéncias a trabalhos que tenham sido consultados e
mencionados no texto do artigo, bem como opinibes, conceitos e afirmacbes sdo da inteira

responsabilidade dos autores.

Outras informacgdes importantes

1. A publicagdo dos trabalhos depende de pareceres favordveis da assessoria cientifica "Ad hoc" e da

aprovacdo do Comité Editorial da Semina: Ciéncias Agrarias, UEL.
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2. Néo serdo fornecidas separatas aos autores, uma vez que os fasciculos estardo disponiveis no endereco

eletronico da revista (http://www.uel.br/revistas/uel).

4. Transferéncia de direitos autorais: Os autores concordam com a transferéncia dos direitos de publicagdo
do referido artigo para a revista. A reprodugdo de artigos somente é permitida com a citacdo da fonte e é

proibido o uso comercial das informagdes.

5. As questdes e problemas ndo previstos na presente norma serdo dirimidos pelo Comité Editorial da area

para a qual foi submetido o artigo para publicacéo.

6. Numero de autores: Nao ha limitacdo para nimero de autores, mas deverdo fazer parte como co-autores
aquelas pessoas que efetivamente participaram do trabalho. Pessoas que tiveram uma pequena participacao
no artigo deverdo ser citadas no toépico de Agradecimentos, bem como instituicbes que concederam bolsas e

recursos financeiros.
Condicdes para submisséo

Como parte do processo de submisséo, os autores devem verificar a conformidade da submisséo em relagédo
a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo estiverem de acordo com as hormas serao rejeitadas

e aos autores informados da decisao.

1. Os autores devem informar que a contribuicdo é original e inédita, e ndo estd sendo avaliada para
publicagdo por outra revista; caso contrario, deve-se justificar em "Comentérios ao Editor".

2. Devem informar ainda que o material estd corretamente formatado e que os Documentos
Suplementares estdo anexados, ESTANDO CIENTE que a formatagdo incorreta importard na
SUSPENSAO do processo de avaliacido SEM AVALIACAO DE MERITO.

3. Devem ser preenchidos dados de autoria de todos os autores no campo Metadados durante o

processo de submissao.
Utilize o botéo "incluir autor"
1. No passo seguinte preencher os metadados em inglés.

Para inclui-los, ap6s salvar os dados de submissdo em portugués, clicar em "editar metadados"” no topo da
pagina - alterar o idioma para o inglés e inserir: titulo em inglés, abstract e key words. Salvar e ir para o

passo seguinte.

1. A identificacdo de autoria do trabalho deve ser removida do arquivo e da opc¢do Propriedades no
Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista, caso submetido para avaliacdo por pares

(ex.: artigos), conforme instrucdes disponiveis em Assegurando a Avalia¢do Cega por Pares.
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2. Os arquivos para submissédo devem estar em formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF (desde
gue ndo ultrapassem 2MB)

O texto deve estar em folha A4, com linhas numeradas, espaco 1,5; fonte Time New roman de tamanho 11;

1. Atestar que foram seguidas todas as normas éticas, em caso de pesquisa com seres vivos, estando de
posse dos documentos comprobatérios de aprovacdo pela comissdo de ética envolvendo seres
humanos e/ou comisséao de ética no uso de animais caso sejam solicitados.

2. Efetuar o pagamento da Taxa de Submissdo de artigos e anexar o comprovante como documento

suplementar “Docs. Sup.”

Declaragdo de Direito Autoral

Os Direitos Autorais para artigos publicados nesta revista sdo de direito do autor. Em virtude de a
aparecerem nesta revista de acesso publico, os artigos sdo de uso gratuito, com atribuigfes proprias, em

aplicacOes educacionais e ndo-comerciais.

A revista se reserva o direito de efetuar, nos originais, alteracbes de ordem normativa, ortografica e
gramatical, com vistas a manter o padrao culto da lingua e a credibilidade do veiculo. Respeitara, no entanto,

o estilo de escrever dos autores.

Alterac0es, correcfes ou sugestes de ordem conceitual serdo encaminhadas aos autores, quando necessario.

As opinides emitidas pelos autores dos artigos séo de sua exclusiva responsabilidade.

Politica de Privacidade

Os nomes e endere¢os informados nesta revista serdo usados exclusivamente para os servicos prestados por

esta publicagéo, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou a terceiros.
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