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SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE Salmonella spp.
ISOLADAS DE MOLUSCOS BIVALVES NO MUNICIPIO DE SAO
FRANCISCO DO CONDE, BAHIA

Autor: Antonio Pedro Frées de Farias

Orientadora: Norma Suely Evangelista Barreto

RESUMO: O uso indiscriminado de antimicrobianos tem contribuido para o aumento
de bactérias resistentes, tornando dificil o tratamento das infec¢des. O objetivo deste
trabalho foi determinar o perfil de resisténcia antimicrobiana de Salmonella isoladas
de moluscos bivalves comercializados em Sao Francisco do Conde, Bahia. Ao todo
foram testadas 17 cepas de Salmonella previamente isoladas de amostras de sururu
in natura e processado, e ostras in natura. Para os testes de suscetibilidade
antimicrobiana foram usados o0s antimicrobianos &cido nalidixico, ampicilina,
cefalotina, ceftazidima, cloranfenicol e sulfazotrim. A resisténcia antimicrobiana foi
observada em 41,2% das cepas de Salmonella, e o indice de multipla resisténcia
antimicrobiana foi de 33,3%. Resisténcia a cefalotina foi observada em 29,4% das
cepas, seguido de ampicilina com 17,6% e o acido nalidixico com 5,9%. Algumas
culturas de Salmonella apresentaram subpopulacbes resistentes a cefalotina e
ampicilina. Todas as cepas foram sensiveis a ceftazidima, cloranfenicol e
sulfazotrim. Nenhum isolado apresentou sensibilidade apds o tratamento com o
agente de cura plasmidial sugerindo que o gene que confere resisténcia pode esta
presente no cromossomo. Os maiores valores da concentracdo inibitéria minima
foram encontrados para os antimicrobianos ampicilina e cefalotina > 500 pg/mL.
Esses resultados mostraram a disseminacdo de culturas de Salmonella spp.
resistentes a antimicrobianos comumente usados como quimioterdpicos pela

populacao e veiculadas por moluscos bivalves.

Palavras-chave: Antimicrobianos; Moluscos; Resisténcia; Salmonella spp.



ANTIMICROBIAN SUSCEPTIBILITY OF Salmonella spp ISOLATED
FROM BIVALVE MOLLUSCS IN THE MUNICIPALITY OF SAO
FRANCISCO DO CONDE, BAHIA

Author: Antonio Pedro Frées de Farias

Advisor: Norma Suely Evangelista Barreto

SUMMARY: The indiscriminate use of antimicrobials has contributed to the rise of
antibiotic-resistant bacteria, becoming harder the treatment of infections. The
objective of this work was to determine the antimicrobial resistance profile of
Salmonella strains isolated from bivalve molluscs commercialized in S&o Francisco
do Conde, Bahia. Seventeen Salmonella strains isolated from in natura and
processed mussels and in natura oysters were tested. For antimicrobial susceptibility
testing were used the following antimicrobials: nalidixic acid, ampicillin, cephalothin,
ceftazidime, chloramphenicol and sulfazotrim. Antimicrobial resistance was observed
in 41,2% of Salmonella strains, and the multiple antibiotic resistance index was
33.3%. Cephalothin resistance was observed in 29,4% of the strains, followed by
ampicillin in 17,6% and nalidixic acid in 5,9%. Some Salmonella strains showed
subpopulations resistant to ampicillin and cephalothin. All strains were susceptible to
ceftazidime, chloramphenicol and sulfazotrim. No isolates showed sensitivity after the
treatment of bacterial cell to plasmid curing agent suggesting that the resistance
gene can be present in the chromosome. The hightest values of the minimum
inhibitory concentration were found to ampicillin and cephalothin >500 pg/mL. These
results show the spread of Salmonella spp. resistant to antimicrobial commonly used

as chemotherapeutic by population and transmitted by bivalve molluscs.

Keywords: Antimicrobials; Molluscs; Resistance; Salmonella spp.
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1. INTRODUCAO

O uso dos corpos hidricos como recipiente para efluentes de origem organica
aumentou consideravelmente devido ao crescimento populacional, acentuando o
declinio das condigbes sanitdrias em diversas comunidades urbanas
(VASCONCELOS et al., 2010).

A contaminacdo dos recursos aquaticos compromete a sanidade dos
organismos ali presentes. Dentre 0s organismos aquaticos destacam-se o0s
moluscos bivalves que por serem filtradores, retém compostos quimicos organicos e
inorganicos, bem como 0s micro-organismos presentes na agua (FARIAS et al.,
2010).

Segundo Leal et al. (2008) a sanidade do ambiente no qual ocorre a producéo
e o extrativismo de diferentes espécies de moluscos bivalves, destinados ao
consumo humano, emerge como um fator fundamental para que estes possam ser
comercializados com total seguranca e isentos de quaisquer micro-organismos
patogénicos para o consumidor.

Muitos surtos alimentares estao associados a ingestao de ostras cultivadas ou
extraidas em aguas contaminadas, principalmente por patégenos de origem entérica
(VIEIRA et al., 2008). A bactéria do género Salmonella é um patdégeno entérico,
pertencendo a familia Enterobacteriaceae e classificada com base em suas
caracteristicas sorologicas (FIGUEREDO, 2008). Espécies de Salmonella tem sido
bastante relatada em surtos alimentares em varios paises, sendo um dos principais
agentes envolvidos em quadros de intoxicacdes (SHINOHARA et al., 2008), além
disso, a sua presenca pode ser agravada caso as estirpes apresentem resisténcia
antimicrobiana.

O uso constante de antimicrobianos no tratamento de infec¢des, bem como a
adicdo na racdo animal sdo coadjuvantes na emergéncia de resisténcia entre cepas
de Salmonella e outras bactérias (CARVALHO et al., 2009), contribuindo para a
perpetuacdo de cepas resistentes e patogénicas (PINTO 2000).

A resisténcia antimicrobiana pode ter origem em genes cromossoémicos,
aquela que ocorre devido a mutacdo espontdnea no material cromossémico, ou

extracromossémicos, que ocorre devido a troca de elementos extracromossomais,
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como os plasmideos entre organismos da mesma espécie ou de espécies diferentes
(MOTA et al., 2005).

A presenca de bactérias resistentes no ambiente pode estar relacionada ao
lancamento de antimicrobianos nos corpos hidricos através de esgotos domeésticos
ou industriais, bem como o0 seu uso na aquicultura. Na agua os antimicrobianos
atuam como agentes seletivos aos micro-organismos mais aptos, sendo que a sua
capacidade de selecdo é proporcional ao tempo de exposicdo (CARNEIRO et al.,
2007). Para Vasconcelos et al. (2010) bactérias resistentes tém tornado a terapia
antimicrobiana uma missdo cada vez mais dificil, devido ao aumento da resisténcia
aos antimicrobianos, podendo elevar a morbidade e a mortalidade de pacientes,

caso sejam tratados incorretamente.

2. JUSTIFICATIVA

O despejo de residuos (quimico e bioldégico) nos corpos hidricos tem
favorecido o aparecimento de bactérias resistentes. A ocorréncia de cepas com perfil
de resisténcia aos agentes antimicrobianos dificulta a escolha terapéutica,
representando um fator agravante no controle da infeccdo humana e animal.

Sabendo do envolvimento da &agua e dos alimentos contaminados na
veiculacdo de bactérias patogénicas e da possibilidade dessas bactérias serem
resistentes, tem-se buscado estudar o perfil da resisténcia antimicrobiana em
algumas bactérias entéricas, como por exemplo, Salmonella, por esta ser um

importante patbgeno humano.
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3. OBJETIVO

3.1.Objetivo Geral

Determinar o perfil de resisténcia antimicrobiana de Salmonella isoladas de

amostras de moluscos bivalves comercializados em Sao Francisco do Conde, Bahia.

3.2.0bjetivos Especificos

e Verificar se as estirpes de Salmonella isoladas de ostras in natura, sururu in
natura e processado apresentam perfil de resisténcia a diferentes agentes
antimicrobianos comumente usados na terapia humana,;

e Verificar se as estirpes apresentam perfil de multirressisténcia;

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do antimicrobiano frente
aos isolados;

e Verificar se a resisténcia antimicrobiana é de origem plasmidial ou

cromossOmica.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Moluscos bivalves e a veiculacdo de doencas

As areas costeiras abrigam uma grande variedade de espécies de animais
gue sao importantes fontes de alimentos para a humanidade (LEAL et al., 2008). No
entanto, a contaminacdo dessas areas pode comprometer a sanidade dos
organismos ali presentes, que posteriormente serdo extraidos para 0 consumo.

A ostra (Crassostrea rhizophorae) e o sururu (Mytella guyanensis) séo
moluscos bivalves amplamente consumidos pela populacdo brasileira, devido
principalmente ao seu elevado valor nutritivo. Estes organismos sao bastante
apreciados como alimento no litoral do pais, como na Bahia. O consumo das ostras
ocorre na maioria das vezes na forma in natura ou com uma leve coccédo
(NASCIMENTO et al., 2011; PEREIRA, 2011).

Os moluscos bivalves adaptam-se facilmente as mais diversas condicfes
ambientais, podendo inclusive se desenvolver em aguas poluidas (SANTOS, 2010).
Como o0s moluscos possuem o0 mecanismo alimentar por filtracdo eles séo
bioacumuladores, refletindo diretamente as condigcbes do ambiente em que vivem
(GALVAO et al., 2006). Dessa forma, esses organismos podem assimilar do
ambiente ndo apenas o fitoplancton, que compde o seu principal alimento, mas
também pesticidas, metais tracos, toxinas e micro-organismos, inclusive
patogénicos. Por essa razdo, os bivalves, tais como ostras e mexilhdes, sao
utilizados mundialmente como indicadores de poluicdo ambiental (BARROSO et al.,
2001).

A ingestdo de moluscos extraidos de dguas contaminadas esta diretamente
relacionada a problemas de salde publica, principalmente quando eles sao
consumidos crus ou parcialmente cozidos, e a qualidade sanitaria do ambiente
aguatico onde eles sdo cultivados e capturados é comprometida (BARROS et al.,
2005). Assim, o consumo de moluscos sem um processo de depuracdo ou
tratamento térmico adequado prévio, pode ser responsavel pela ocorréncia de surtos
de doencas alimentares (GALVAO et al., 2006).
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O consumo de moluscos bivalves proveniente da atividade de extrativismo ou
de cultivo em ambientes contaminados deve ser avaliado, devido aos riscos da
veiculacdo de micro-organismos patogénicos (BARROSO et al., 2001).

As bactérias patogénicas veiculadas pelo consumo de moluscos podem ser
divididas em dois grupos: as bactérias naturais do ecossistema aquatico, como
Vibrio parahaemolyticus e Vibrio cholerae, e as bactérias que séo incluidas nesse
ambiente como consequéncia da contaminacdo por dejetos organicos
(FELDHUSEN, 2000). Os géneros Salmonella, Shigella e Escherichia estado entre as
principais bactérias transmitidas pelo consumo de moluscos contaminados por
dejetos e material fecal (REIS, 2012). As culturas de Salmonella, sdo responsaveis
pelos principais surtos de gastroenterites em humanos (CARVALHO et al., 2009),
sendo considerada uma das principais causadoras de toxinfeccfes alimentares no
mundo (PINTO, 2000).

No Brasil, a verdadeira incidéncia de doencgas transmitidas por frutos do mar
nao € bem conhecida e a maioria dos casos ndo é reportada. Entretanto, existem
evidéncias de que o pescado e seus subprodutos se encontram entre os principais
alimentos associados a surtos alimentares (VIEIRA et al., 2006).

A legislacdo brasileira, por meio da resolu¢do RDC n°® 12 de 2 de janeiro de
2001, determina auséncia de Salmonella spp. em 25 g na carne de moluscos
bivalves cozidos, temperados ou n&o, industrializados resfriados ou congelados
(BRASIL, 2001).

4.2.Salmonella spp.

O género Salmonella foi inicialmente caracterizado em 1885, tendo sua
denominacdo em homenagem ao patologista Daniel Salmon. Esse micro-organismo
pertence a familia Enterobacteriaceae, é amplamente distribuido na natureza, sendo
0 trato gastrointestinal dos seres humanos e de muitos animais o seu principal
habitat (FIGUEREDO, 2008). Essa bactéria se apresenta em forma de bastonetes
curtos (1 a 2 ym) Gram-negativos, moveis (exceto os sorovares Salmonella Pullorum
e Salmonella Gallinarum), sdo bactérias mesdfila, anaerdbia facultativa e néo
formadoras de esporos. Salmonella spp. produzem gas a partir da glicose (com

excecdo da Salmonella sorovar Typhi), utilizam o citrato como Unica fonte de
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carbono, descarboxilam o aminoé&cido lisina, produzem H,S e s&o indol, malonato e
uréia negativas. (FRANCO; LANDGRAF, 2008; SILVA et al., 2010; TORTORA et al.,
2005).

O pH otimo para o seu crescimento é proximo a 7,0, sendo que valores
superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 sdo bactericidas. Esses micro-organismos n&o
toleram altas concentracoes de NaCl, e ndo sédo boas competidoras (PINTO, 2000).

O género Salmonella possui duas espécies: Salmonella enterica, com seis
subespécies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae, indicae); e
Salmonella bongori. Dentro de cada subespécie ha diferentes numeros de
sorovares, sendo atualmente conhecidos mais de 2.500. Os sorovares s&o
caracterizados baseados na aglutinacdo dos antigenos somaticos (O), flagelares (H)
e capsulares (Vi) (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Os antigenos sométicos (O) sao polissacarideos ligados a um complexo
lipidico (lipidio A), formando uma estrutura lipopolissacaridica presente na
membrana externa de bactérias Gram-negativas (ARGOLO FILHO, 2007). Os
acucares que formam a cadeia lateral deste polissacaridio variam na sua estrutura e
no numero de repeticdes. As estruturas antigénicas conferem caracteristicas
imunologicas que sdo usadas para definir os sorogrupos e sorovares de Salmonella
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Em geral, os antigenos flagelares (H) ocorrem em duas fases (fase um e fase
dois), sendo as salmonelas que os apresentam chamadas de bifasicas. Entretanto,
algumas podem apresentar uma sé fase (monofasica) ou nenhuma (iméveis). Em
relacdo ao antigeno capsular (Vi), s6 existe um tipo com caracteristicas antigénicas,
sendo encontrados somente nos sorovares Typhi, Paratyphi C e Dublin. Dos
sorovares comumente isolados, mais de 99% pertencem a Salmonella enterica
subespécie enterica (MEDEIROS, 2006).

Todas as salmonelas sao consideradas bactérias patogénicas em algum grau,
causando salmonelose ou grastroenterite por Salmonella (TORTORA et al., 2005). A
infecgdo por Salmonella pode ocorrer pelo contato direto com as fezes de animais
infectados ou com agua e alimentos contaminados (ARGOLO FILHO, 2007). Alguns
individuos infectados com Salmonella podem se tornar portadores assintomaticos
por meses ou anos, constituindo entdo uma fonte continua de transmissdo
(SHINOHARA et al., 2008).
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As salmoneloses tém se destacado pela sua ocorréncia mundial, constituindo
um importante problema socio-econdbmico em varios paises do mundo,
principalmente nos paises em desenvolvimento, onde Salmonella é o principal
responsavel por surtos de doencas transmitidas por alimentos (ALVES et al.,
2001). A doenca é caracterizada por febre, dor abdominal, nduseas e algumas vezes
vomitos. Os sintomas aparecem de 12 a 36 horas, podendo durar até 72 horas.
Trata-se da manifestagdo mais comum de infec¢cdo por Salmonella e o episodio
geralmente sofre resolucdo em dois a trés dias, ndo necessitando de tratamento
com antimicrobianos (SHINOHARA et al., 2008). No entanto, em alguns pacientes
(criancas, idosos, gestantes e individuos com sistema imunolégico comprometido) a
infeccdo pode ser mais grave e associada a desidratacdo pode ser fatal. Nesses
casos, assim como quando Salmonella provoca infeccdo da corrente sanguinea,
antimicrobianos eficazes s&o essenciais para o tratamento (SANTOS, 2010).

Além das implicacbes em saude publica, onde a Salmonella spp. € um dos
principais patdgenos responsaveis pelas doencas veiculadas por alimentos, sua
presenca assume uma significante importancia, diante da ocorréncia de cepas
resistentes a antimicrobianos, sendo muitas vezes associadas a surtos alimentares
(SANTOS, 2010).

4.3. Antimicrobianos: suscetibilidade, resisténcia e mecanismos de acao

Os antimicrobianos sao essenciais para prevencao, controle e tratamento de
infeccbes bacterianas em homens e animais (RIBEIRO, 2011). Eles sdo compostos
naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento ou causar a morte de fungos
ou bactérias. Os antimicrobianos podem ser bactericidas ou bacteriostaticos. Os
bactericidas provocam a morte bacteriana, enquanto os bacteriostaticos inibem o
crescimento e a reproducdo bacteriana sem provocar sua morte imediata
(GUIMARAES et al., 2010).

Os antimicrobianos de origem natural e seus derivados semi-sintéticos
compreendem a maioria dos antimicrobianos em uso clinico e séao classificados em
B-lactdmicos  (penicilinas, cefalosporinas, carbapeninas, oxapeninas e
monobactamas), tetraciclinas, aminoglicosideos, macrolideos, peptidicos ciclicos

(glicopeptideos, lipodepsipeptideos), estreptograminas, entre outros (lincosamidas,
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cloranfenicol, rifamicinas, etc.). Os antimicrobianos de origem sintética s&o
classificados em sulfonamidas, fluoroquinolonas e oxazolidinonas (GUIMARAES et
al., 2010). Os antimicrobianos utilizados neste estudo, bem como os seus sitios de

acao estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1. Lista de antimicrobianos utilizados na pesquisa relacionando-os as
classes de antimicrobianos e seu sitio de acao.

Classe Antimicrobiano Sitio de Acéo
Anfenicois Cloranfenicol Biossintese de proteinas
Ampicilina o
. _ Biossintese da parede
B-lactamicos Cefalotina
o celular
Ceftazidima
_ o o Biossintese de acidos
Quinolonas Acido nalidixico _
nucleicos
_ _ Biossintese de
Sulfonamidas Sulfazotrim

metabdlitos essenciais

Mesmo com o grande nimero de compostos disponiveis os sitios de acédo dos
antimicrobianos sao limitados. As principais classes de antimicrobianos inibem
quatro alvos principais: biossintese da parede bacteriana, biossintese de proteinas,
biossintese de &cidos nucléicos e metabolismo do &cido félico. Existe um grupo
capaz de afetar a membrana celular, porém estes apresentam uma alta toxicidade o
gue limita seu uso (CEFAR, 2006).

O grupo dos pB-lactdmicos possuem em comum a presenca do anel [3-
lactamico em seu nucleo estrutural, o qual confere atividade bactericida. A
integridade desse anel é imprescindivel a sua atividade, a qual consiste em inativar
um conjunto de transpeptidades que catalizam as ligacdes cruzadas na fase final da
sintese do peptideoglicano bacteriano (LUZ, 2008).

O cloranfenicol € um antimicrobiano de amplo espectro de acao e altamente
efetivo. Por ser lipossoluvel, atravessa a membrana da célula das bactérias, ligando-
se (de modo reversivel) aos ribossomos bacterianos (especialmente a subunidade
50S), impedindo a transferéncia de aminoacidos, e, consequentemente bloqueando

a biossintese protéica pelos micro-organismos (PEZZA et al., 2006).
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As quinolonas e fluoroquinolonas séo farmacos bactericidas muito utilizados
no tratamento de infecgbes do trato urinario e também no tratamento de infecgbes
causadas por micro-organismos resistentes aos agentes antibacterianos mais
usuais. O acido nalidixico € ativo frente as bactérias Gram-negativas e utilizado no
tratamento de infec¢des do trato urinario. Atuam inibindo a atividade da DNA girase
ou Topoisomerase |l (enzima essencial a sobrevivéncia bacteriana). A DNA girase
torna a molécula de DNA bacteriana compacta e biologicamente ativa, e uma
inibicdo dessa producéo leva a uma sintese descontrolada de RNA mensageiro e de
proteinas (GUIMARAES et al., 2010).

As sulfonamidas foram os primeiros agentes quimioterapicos eficazes usados
no ser humano para a profilaxia e a cura de infeccbes bacterianas. Também
conhecidas como sulfas, sdo antimicrobianos sintéticos caracterizados como agente
bacteriostaticos, que atuam bloqueiando uma etapa no metabolismo do acido félico
(GUIMARAES et al., 2010).

O uso constante dos antimicrobianos no tratamento de infec¢des e a adicao
na racao animal promove presséo seletiva na populacdo bacteriana, favorecendo o
aumento da ocorréncia de bactérias patogénicas com perfil de resisténcia aos
antimicrobianos (BACCARO et al., 2002; CARVALHO et al., 2009; PINTO 2000). As
bactérias resistentes a antimicrobianos sdo encontradas em diferentes nichos
ecologicos. O ambiente aquético é considerado importante para a selecdo de
populacdes bacterianas resistentes, assim como para a troca de genes de
resisténcia, por meio de elementos genéticos moveis (CARNEIRO et al., 2007). A
presenca de antimicrobianos no ambiente aquatico favorece a selecdo de bactérias
resistentes que podem se inserir na cadeia alimentar humana por meio do pescado
contaminado promovendo a transferéncia de genes de resisténcia as bactérias da
microbiota natural, ou para aquelas potencialmente patogénicas aos humanos
(PEREIRA, 2011).

As bactérias resistentes apresentam mecanismos que impedem a acao do
composto antimicrobiano ao seu alvo especifico (MOTA et al., 2005). As formas de
aquisicdo de resisténcia pelas bactérias podem ocorrer por alteragbes no
cromossomo (originando o surgimento de genes de resisténcia numa bactéria antes
sensivel), ou pela transferéncia de genes de resisténcia de uma célula para outra
por meio de plasmideos (inser¢cdo na célula receptora com DNA contendo tais

genes), cuja emergéncia geralmente ocorre devido a selegdo de um clone resistente
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desta bactéria. As duas modalidades de resisténcia, mutacdo cromossémica e
plasmidial, também podem estar presentes na mesma bactéria (FIGUEREDO,
2008).

Os genes de resisténcia presentes nos plasmideos podem ser facilmente
trocados entre bactérias de diferentes ambientes, desta forma quando introduzidas
no homem bactérias exdgenas podem transferir seus genes de resisténcia para
bactérias da microbiota natural. Este processo de transferéncia cruzada contribui
para o aumento consideravel do numero de multipla resisténcia bacteriana,
aumentando assim o risco de transferéncia de plasmideos e codificacdo de
resisténcia para micro-organismos patégenos (REBOUCAS, 2008).

A disseminacdo de bactérias multirresistentes representa um importante
aspecto em saude publica, pois dificulta o tratamento de infeccbes em animais e
humanos, principalmente criancas, idosos e imunocomprometidos (MEDEIROS,
2006).

4.3.1. Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

O conhecimento dos mecanismos bioquimicos e genéticos envolvidos na
resisténcia bacteriana é de grande importancia para se entender como a bactéria
pode desenvolver a resisténcia (GUIMARAES et al., 2010). Apesar destes
mecanismos variarem entre 0s grupos bacterianos, a resisténcia aos antimicrobianos

€ causada por alguns fatores basicos:

a) Inativacao ou destruicdo do antimicrobiano:

Enzimas catalisam a degradacdo do antimicrobiano ou modificam grupos
funcionais farmacologicamente importantes presentes em sua estrutura, criando
fungbes inativas para o reconhecimento molecular. As mais importantes séo as -
lactamases, produzida por varios patégenos, que hidrolisam o anel B-lactamico dos
antimicrobianos (RIBEIRO, 2011).

b) Alteracéo do sitio-alvo do antibiotico:
Modificacbes na estrutura dos sitios onde o0s antimicrobianos se ligam,
fazendo com que estes ndo possam exercer sua atividade ou um aumento da

disponibilidade destes sitios dentro da bactéria, tornando as doses usuais de
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antimicrobiano insuficientes para que se ligue a todos os locais disponiveis, 0 que

permite ao micro-organsimo resistir aos efeitos (REBOUCAS, 2008).

¢) Diminuicdo da absorcédo ou aumento do efluxo do antibidtico:

Diminuicdo das concentragBes do antimicrobiano no interior da bactéria, seja
pela capacidade de bombear para o meio externo o agente bacteriano ou pela
dificuldade do antibiético em penetrar no interior do micro-organismo. Os micro-
organismos Gram-negativos podem limitar a penetracéo de certos agentes, incluindo
0s antimicrobianos B-lactamicos, as tetraciclinas e o cloranfenicol, pela alteracéo de
namero e estrutura das porinas presentes na membrana externa (CEFAR, 2006).

5. METODOLOGIA

5.1.Material Biolégico

As 17 cepas de Salmonella spp. utilizadas neste trabalho foram previamente
isoladas de amostras de ostras in natura e sururu in natura e processado extraidos
em Sao Francisco do Conde e que se encontram depositadas no banco de culturas
do Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Ambiental, no Nucleo de Estudos em
Pesca e Aquicultura (NEPA).

5.2.Determinacao da suscetibilidade antimicrobiana

Para a determinacdo da suscetibilidade antimicrobiana foi realizado o
antibiograma, pelo método de difusdo em &agar, de acordo com o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007) (Figura 1).

As cepas de Salmonella spp. foram estriadas em placas de Petri contendo o
agar triptona de soja (TSA) (Himedia) e incubadas a 35°C por 24 horas. Em seguida,
as colbnias foram transferidas para tubos contendo 9 mL de solugéo salina (0,85%),
que, apds homogeneizado, foi comparado ao tubo padrdo 0,5 da escala McFarland

(1,5 x 10® UFC/mL). Para essa comparacdo foi utilizado um espectrofotdmetro,
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modelo Spectrum SP-1105, no comprimento de onda de 625 nm, com limite de
leitura aceitavel de 0,08 a 0,10 de absorbancia. Apés a padronizacdo, as culturas
foram espalhadas uniformemente na superficie das placas contendo agar Mueller-
Hinton (Himedia) com auxilio de um swab estéril. Apds a secagem das placas, 0s
discos contendo concentracdes dos antimicrobianos (Tabela 2) foram colocados na
superficie do &gar com o auxilio de uma pinca estéril. Em seguida, as placas foram
incubadas a 35°C por 18-24 horas. ApOs esse periodo a leitura do diametro dos

halos foi realizada com auxilio de um paquimetro digital (DIGIMESS).

Antibiograma

alca niquel, para Agar TSA

Q Agar TSA (35° C/ 24h)

Transferir colénia com auxilio de alca
niquel, comparando com o tubo padréo 0,5
da escala McFarland

Solugéo salina 0,85 % :
625 nm

l Transferir colénia com auxilio de

Espalhar o in6culo ajustado em placa de
Agar Mueller-Hinton com Swab estéril

. Agar Mueller-Hinton e
_ Antimicrobianos (35°C/18h)
oo

Figura 1. Fluxograma do antibiograma realizado de acordo com as normas do CLSI
(2007).
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Tabela 2. Antimicrobianos e seus respectivos valores dos halos de inibicdo
propostos para as Enterobactérias (LABORCLIN, 2011)

o _ Tamanho do halo de inibi¢do (mm)
Antimicrobiano

Resistente Intermediario Sensivel
Acido nalidixico (10ug) 13 14-18 19
Ampicilina (10ug) 13 14-16 17
Cefalotina (30ug) 14 15-17 18
Ceftazidima (30uQ) 17 18-20 21
Cloranfenicol (30ug) 12 13-17 18
Sulfazotrim (25u0) 10 11-15 16

5.3.Perfil de Multirresisténcia Antimicrobiana (MAR)

O indice de multipla resisténcia antimicrobiana (indice MAR) foi calculado a
partir do nimero de antimicrobianos aos quais as cepas apresentaram resisténcia,
dividido pelo numero total de antimicrobianos testados. O valor final foi multiplicado
por 100 para obtencé&o do resultado em percentual (HIRSCH et al., 2006).

5.4.Cura Plasmidial

As cepas que apresentaram resisténcia antimicrobiana foram submetidas ao
tratamento com um agente de cura plasmidial a fim de verificar a perda da
resisténcia antimicrobiana (Figura 2).

Como agente de cura foi utilizado o laranja de acridina (AO) na concentracao
de 100 pg/mL. As culturas foram crescidas em tubos contendo agar triptona de soja
(TSA) (Himedia) e incubadas a 35°C por 24 horas. Apds o crescimento adicionou-se
5 mL de caldo Luria Bertani (LB) suplementado com AO. Em outro tubo,
acrescentou-se apenas o caldo LB (5 mL) sem AO, como controle. Em seguida,
ambos os tubos foram incubados em estufa bacterioldgica a 35°C por 24 horas. As

cepas crescidas nesses caldos foram novamente submetidas ao teste de



23

suscetibilidade com os antimicrobianos aos quais haviam apresentado resisténcia
anteriormente (MOLINA-AJA et al., 2002).

Cura Plasmidial

TSA
I —* —> 35°C/24H
s
L
ESA CaldoLB+
35°C/24 laranja de
acridina

~ . Espectrofotdmetro
Solucgéo salina

|

Agar Mueller-Hinton e
Antimicrobianos 35°C/24h

Figura 2. Fluxograma mostrando o teste de cura do plasmideo, usando o agente
mutagénico laranja de acridina.

5.5.Determinacado da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacao da CIM foi realizado apenas para as cepas que apresentaram
resisténcia. Para esta andlise foram preparadas solucfes estoques de 100 mL dos
antimicrobianos, composta por determinado antimicrobiano dissolvido em seu
solvente e diluente especifico como descrito no manual do CLSI (2007). Os
antimicrobianos foram adquiridos comercialmente em diversas empresas
farmacéuticas e hospitalares. Primeiramente, as cepas foram cultivadas em meio
Agar TSA (Himedia) por 24 horas a 35°C. Apds o crescimento as coldnias foram
transferidas para tubos contendo 9 mL de solugéo salina (0,85%) e padronizada,

conforme citado no item 5.2. Em seguida, 1 mL da cultura padronizada foi diluida
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novamente em tubo contendo 9 mL de solucao salina (0,85%). Logo apdés, 50 pL da
diluicdo final foi adicionada em tubos de caldo Mueller-Hinton (Himedia) com o
antimicrobiano na concentracdo desejada. Cada antimicrobiano foi testado em
diferentes concentracdes em intervalos de 10 em 10 pg até 500 pg, iniciando numa
concentracdo superior a do disco utilizado no antibiograma. A concentracao inibitoria
minima foi definida como a menor concentracdo do antimicrobiano capaz de inibir o

crescimento bacteriano, observado pela turvacao do meio (Figura 3).

Caldo Mueller-Hinton - Solucho estoque
Antibiético

Tubos com diferentes
Concentragbes
#a/mL

I

.é"x

L& TSA SALINA

35C/24h 0,85% Tubos inoculados
{ 35°C/24h

\~(/‘.

L ol 4 ‘
Espectrofotémetro

Figura 3. Fluxograma para a determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
nas cepas de Salmonella pelo método de diluigdo em caldo.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados relacionados a suscetibilidade antimicrobiana das cepas de

Salmonella spp. estdo apresentados na Tabela 3.



Tabela 3. Sucetibilidade antimicrobiana em culturas de Salmonella spp. isoladas de moluscos bivalves no municipio de S&o
Francisco do Conde, Bahia.

Antimicrobianos

Salmonella spp. Ampicilina Cefalotina Ceftazidima Cloranfenicol  Sulfazotrim A.ci'dc_) Rgsisténg:ia{s_ensibilidade Sensivel a
(10ug) (3009) (300g) (30g) (10ug) Nalidixico |ntefrmedl|ar_|a aum ou to.dpis 0s

(25u9) mais antimicrobianos antibiéticos
A6 sul (1) R S S S S S X -
A6 sul (2) R R S S S S X -
g A8sul(1) S* S S S S S . 0
§ A8 sul (2) S S* s s s S . 0
é A8 sul (3) S* S S S S S ) 0
3 A9sul (1) S S S S S S . 0
A9 sul (3) S S S S S S - 0
Al4 sul (2) S R S S S S X -
. Sup 3 (1) S S S S S S . 0
§ Sup 6 (1) S S S S S S . 0
g sueE S S S S S S . 0
& Sup12(1) S* R S S S S X .
U§) Sup 12 (2) S R S S S S X .
Sup 7 (3) S S S S S S S .
e A6 01 (2) S S S S S S . 0
g % A6 O1 (3) S S S S S S - 0
O % A14012(3) R R S S S S X )

N° total de
3 (17.,6) 5 (29,4) 0(0) 0(0) 0(0) 1(5,9) 7 (41,2) 10 (58,8)

resistentes (%)

R - Resistente; S - Sensivel; Sl - Sensibilidade Intermediaria; S* - Sensivel com subpopulagfes; X - Resisténcia/Sensibilidade intermédiaria a um ou mais
Antimicrobianos; 0 - Sensibilidade a todos os Antimicrobianos.

T4
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Das 17 cepas de Salmonella usadas neste estudo, 07 (41,2%) apresentaram
resisténcia a pelo menos um dos antimicrobianos testados, sendo trés cepas de
sururu in natura, duas cepas de sururu processado e uma cepa de ostra in natura.
Sensibilidade intermediaria foi observada em apenas uma cepa de Salmonella
isolada do sururu processado (Tabela 3).

Todas as cepas analisadas foram sensiveis aos antimicrobianos ceftazidima,
cloranfenicol e sulfazotrim, caracterizando-se como o0s antimicrobianos de maior
eficdcia contra as culturas de Salmonella (Tabela 3). Resultados similares foram
encontrados por Pereira (2011) estudando a qualidade microbiolégica e
suscetibilidade antimicrobiana de E. coli e Salmonella em moluscos bivalves e carne
de siri na Baia do Iguape, Maragogipe, Bahia, onde 100% dos isolados de
Salmonella apresentaram perfis de sensibilidade aos antimicrobianos cloranfenicol,
ceftazidima e sulfazotrim.

Resisténcia a cefalotina foi observada em 29,4% (05/17) das cepas de
Salmonella e em 17,6% (3/17) para a ampicilina. Resistencia intermediaria foi
observada apenas para o acido nalidixico em 5,9% (01/17) dos isolados (Tabela 3).

Os antimicrobianos cefalotina e ampicilina pertencem ao grupo dos [-
lactamicos. Os [-lactamicos constituem a principal classe de antimicrobianos
utiizados na pratica clinica, sendo a producdo de [-lactamases o principal
mecanismo de resisténcia das bactérias Gram-negativas aos [B-lactamicos
(MENEZES et al.,, 2008). As [B-lactamases formam um grupo heterogéneo de
enzimas capazes de hidrolisar o anel B-lactamico dos antimicrobianos, inativando
suas propriedades antibacterianas (LUZ, 2008).

No homem a ampicilina foi usada por um longo periodo no tratamento de
salmoneloses graves. Entretanto, devido ao aumento dos indices de resisténcia e
falha no tratamento terapéutico das infeccBes determinadas por Salmonella, as
drogas utilizadas atualmente sédo cefalosporinas e fluoroquinolonas (MEDEIROS,
2006).

A presenca de cepas resistentes ao &cido nalidixico (quinolona) é
preocupante, pois ela € uma das opc¢des na clinica humana, sendo utlizada no
tratamento das salmoneloses, principalmente em adultos (CARVALHO et al., 2009).
O consumo de moluscos bivalves contaminados por bactérias patogénicas com perfil
de resisténcia para estes antimicrobianos pode trazer riscos potenciais a saude, uma

vez que dificulta a escolha terapéutica, representando um fator agravante no
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controle da infeccdo humana e animal (MEDEIROS, 2006). Nos testes com
ampicilina foi observada a presenca de subpopulacdes resistentes para os isolados
A8sul(1l), A8sul(3) e Supl2(1), bem como para a cefalotina, no isolado A8sul(2).
As subpopulacdes encotradas nos halos de inibicdo sdo de bactérias mutantes, que
normalmente estdo presentes na populagcdo bacteriana devido a mutacbes
espontaneas, visto que o0 seu aparecimento ndo € induzido e sim favorecido pela
pressdo seletiva, o0 que as tornam resistentes a acdo do antimicrobiano
(LABORCLIN, 2011; MOTA et al, 2005). As colonias das subpopulacdes
observadas no presente estudo foram reisoladas e apOs novo antibiograma
constatou-se que as mesmas apresentavam resisténcia aos respectivos
antimicrobianos.

Cepas ambientais resistentes aos antimicrobianos sdo um fator preocupante,
pois sugerem a ocorréncia de despejos de efluentes sem tratamento nos ambientes
aquaticos, principalmente em &reas onde sdo extraidos os moluscos bivalves
(VASCONCELOS et al., 2010).

A grande preocupacdo com 0 crescimento da resisténcia antimicrobiana,
principalmente em bactérias patogénicas veiculadas pelos alimentos, é a
transferéncia de estirpes resistentes para os consumidores, podendo tornar o
tratamento antimicrobiano em toxinfecgdes alimentares ineficaz.

Perfil de monorresisténcia, ou seja, resisténcia a apenas um antimicrobiano,
foi observado em 05 (71,4%) das 07 cepas de Salmonella resistentes, sendo 03
(42,9%) a cefalotina, 01 (14,3%) a ampicilina e 01 (14,3%) ao acido nalidixico
(Tabela 3).

O perfil de mdltipla resisténcia aos antimicrobianos e a resiténcia apés
tratamento com o agente indutor da cura plasmidial nos isolados de Salmonella

estdo repesentados na Tabela 4.



28

Tabela 4. Perfil de multipla resisténcia aos antimicrobianos (MAR) e resisténcia apos
tratamento com laranja de acridina em culturas de Salmonella isoladas de moluscos
bivalves no municipio de Sao Francisco do Conde, Bahia.

Salmonella spp. Antimicrobianos MAR (%) Cura Plasmidial

A6 sul (1) AMP

A6 sul (2) AMP, CFL 33
Sururyin Al4 sul (2) CFL
natura * A8 sul (1) 2° G. AMP
* A8 sul (2) 2° G. CFL
* A8 sul (3) 2° G. AMP
Sup7 (3) NAL
Sururu Supl2 (1) CFL

proces-

sado Sup12 (2) CFL
*Supl2 (1) 2°G. AMP

Osurain A14 012 (3) AMP, CFL 33

AMP - Ampicilina; CFL - Cefalotina; NAL - Acido nalidixico; * - Subpopulagio de segunda geragéo; AO - laranja
de acridina

Multirresisténcia foi observada em 02 (28,6%) cepas de Salmonella, ou seja,
indice MAR de 33,3% em ambas culturas, indicando resisténcia a dois dos seis
antimicrobianos testados (Tabela 4). Perfil de multirresisténcia foi observado nas
cepas isoladas de ostras e sururu in natura (Tabela 4). Estes resultados mostram a
necessidade de realizar um monitoramento da qualidade dos alimentos consumidos
sem coccdo prévia, pois 0 uso indiscriminado de antimicrobianos contribui para a
emergéncia de cepas de Salmonella multirressistentes, o que dificulta o tratamento
de surtos de doencas de origem alimentar (CARVALHO et al., 2009).

De acordo com o perfil de resisténcia das culturas, apés tratamento com o
agente de cura plasmidial laranja de acridina, observou-se que nenhuma delas
apresentou sensibilidade (Tabela 4), sugerindo que o perfil de resisténcia
apresentado pelos isolados pode ser de origem cromossdmica. O corante laranja de
acridina é um composto catidnico que se intercala na molécula de DNA plasmidial
bacteriana, interrompendo a atividade catalitica das Topoisomerases (importante no
processo de replicagdo e superenrolamento plasmidial), inativando o plasmideo
(BARROS, 2010).

Resisténcia antimicrobiana cromossomal também foi descrita em cepas de

Salmonella spp., isoladas de outras fontes de contaminacdo (animal, ambiental,



29

alimentar, humana e de matéria-prima/racbes) no Brasil (FIGUEREDO, 2008;
MEDEIROS, 2006). Essa forma de resisténcia depende da pressdo seletiva
realizada pelo antimicrobiano presente no seu habitat. A presenca do agente
antimicrobiano induz as células bacterianas a buscarem mecanismos de defesa para
minimizar sua eficacia e assegurar a sua sobrevivéncia no ambiente (SANTANA,
2006). Assim, as bactérias sensiveis também podem receber genes cromossémicos
de bactérias ja resistentes, por meio de processos de transferéncias de genes,
transformac&o, conjugacio e transducéo (FIGUEREDO, 2008).

Os isolados que apresentaram subpopulacdes com perfis de resisténcia
Salmonella A8sul(1), Salmonella A8sul(3), e Salmonella Sup12(1) de 2° geracéo, e
a subpopulacado Salmonella A8sul(2) de 2° geracdo, mantiveram essa caracteristica
mesmo apods tratamento com o corante mutagénico. Isso pode estar relacionado ao
fato dessas subpopulacdes também possuirem genes de resisténcia cromossémica,
uma vez que apresentaram reincidéncias apos o tratamento com o agente da cura
(Tabela 4).

A resisténcia aos antimicrobianos de origem cromossémica tem sido
atribuida, ao surgimento e a difusao de clones de amostras mutantes, que devido ao
despejo inadequado de residuos e esgotos, levam a contaminacdo dos ambientes
aquaticos e dos organismos ali presentes (LIMA et al., 2006).

Os valores obtidos da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos
antimicrobianos testados (ampicilina, cefalotina e acido nalidixico), para os quais as
cepas de Salmonella isoladas de moluscos bivalves, se mostraram resistentes, sao
apresentadas na Tabela 5. Os valores dos intervalos da Concentrac@o Inibitoria
Minima (CIM) variaram de 80-90 para o acido nalidixico, de 190-200 a > 500 ug/mL

para a cefalotina e > 500 ug/mL para as cepas resistentes a ampicilina.
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Tabela 5. Concentracdo Inibitoria Minima (ug/mL) das amostras bacterianas
isoladas de ostras e sururu (in natura e processado) provenientes de Sao Francisco
do Conde-BA.

Antimicrobianos (pg/mL)

Amostra
AMP CFL NAL
Salmonella A6 sul (1) >500 - -
Salmonella A6 sul (2) >500 190-200 -
Salmonella A14 012 (3) >500 >500 -
Salmonella A14 sul (2) - 450-500 -
Salmonella Sup 12 (1) - >500 -
Salmonella Sup 12 (2) - >500 -
Salmonella Sup 7 (3) - - 80-90

*Salmonella Sup 12 (1) 2° G. >500 - -
*Salmonella A8 su 1 (1) 2° G. >500 - -
*Salmonella A8 su 1 (2) 2° G. - 450-500 -
*Salmonella A8 su 1 (3) 2° G. >500 - -

* Subpopulagéo; AMP - Ampicilina; CFL - Cefalotina; NAL - Acido nalidixico

Os maiores valores da CIM encontrados foram para os antimicrobianos
ampicilina e cefalotina, acima de 500 pg/mL, que foi a concentracdo maxima testada
neste estudo. Essas concentracfes sdo muito superiores aos pontos de corte
estabelecidos pelo CLSI (2007) para a determinacdo da CIM para Salmonella frente
aos antimicrobianos: AMP, CFL e NAL = 32 pg/mL.

Resultados similares foram relatados por Silva et al. (2012) estudando a
resisténcia antimicrobiana de E. coli e Salmonella isoladas de uma area de extracédo
de moluscos bivalves no estuario de Maragogipe, os quais encontraram CIM
superiores a 500 pug/mL para a ampicilina e cefalotina em culturas de E. coli e
Salmonella spp., respectivamente.

As subpopulagdes de Salmonella A8sul(l), A8sul(3) e supl2(l) de 2°
geracao apresentaram valor de CIM > 500 pg/mL. Ja a subpopulacéo a8sul(2) teve
seu crescimento inibido no intervalo entre 450-500 pg/mL. Resultados semelhantes
foram encontrados por Figuerédo (2008) onde a ampicilina mostrou-se pouco
eficiente em subpopulacdes de Salmonella isoladas de dois estuarios no Estado do

Ceara, com valor de CIM maiores que 500 pg/mL.
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O resultado do CIM indica que as cepas de Salmonella isoladas de moluscos
bivalves extraidos em S&o Francisco do Conde com resisténcia para a ampicilina
apresentam um eficiente mecanismo de resisténcia, visto que elevadas
concentracbes deste antimicrobiano ndo foram suficientes para inibir o seu
crescimento.

A emergéncia de subpopulacdes resistentes sugere que as bactérias
presentes nos moluscos extraidos em sao Francisco do Conde vivem em um
continuo processo de adaptacéo devido a pressao seletiva exercida pelo lancamento
desordenado de residuos e esgotos contendo antimicrobianos e genes de
resisténcia na 4gua, fato que pode acarretar sérias implicagbes ecologicas e de
saude publica, devido a possibilidade de transferéncia de genes de resisténcia a

patdogenos humanos através do consumo de pescado extraidos nesse ambiente.

7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo mostraram a ocorréncia da disseminacao
de cepas de Salmonella spp. isoladas de amostras de moluscos bivalves extraidas
no municipio de Sao Francisco do Conde, resistentes a diversos antimicrobianos,
principalmente aos antimicrobianos ampicilina e cefalotina. Fato que pode acarretar
sérias implicacbes ecolégicas e de saude publica, devido a possibilidade de
transferéncia de genes de resisténcia a patbgenos humanos por meio do consumo
de pescado extraidos na area.

Desta forma, € necessario conscientizar a populagdo dos riscos associados
ao uso indiscriminado de antimicrobianos, tanto na medicina humana quanto na
veterinaria, e do lancamento de residuos contendo antimicrobianos e
guimioterapicos, que promovem pressao seletiva aos micro-organismos favorecendo

a sua disseminagdo no ambiente aquatico.
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