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ISOLAMENTO DE Salmonella RESISTENTE A
ANTIMIGROBIANOS EM DUAS REGIOES ESTUARINAS
D0 ESTADO DO CEARA, BRASIL

Isolation of antimicrobial-resistant Salmonella from two
estuarine regions of Ceara State, Brazil
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o de isolar e determinar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de bactérias do género
Salmonella, em 84 amostras de dgua no ambiente estuarino dos rios Acaraii e Jaguaribe, no Estado do Ceard, ambos com atividades de
carcinicultura. As cepas foram testadas quanto a susceptibilidade a dez antimicrobianos: dcido nalidixico, ampicilina, ciprofloxacina,
ceftriazona, cloranfenicol, gentamicina, imipenem, nitrofurantoina, sulfametoxazol e tetraciclina. A Concentragdo Inibitoria Minima
dos antimicrobianos seguiu a técnica de macrodiluicdo em caldo. No campo mediu-se o pH, a temperatura e a salinidade da dgua. Foram
confirmadas 103 cepas de Salmonella, sendo 90 no Rio Acaraii e 13 no Rio Jaguaribe, pertencentes aos sorovares: S. ser. Newport, S.
ser. Saintpaul, S. ser.Panama, S. ser. Rubislaw, S.ser. Albany, S. ser. Anatum, S. ser.Corvallis, S. ser.Madelia. O Rio Acaraii apre-
sentou-se mais contaminado do que o Rio Jaguaribe, com 25% das cepas com resisténcia plasmidial e 75% cromossomica. Esses resul-
tados ressaltam dois problemas de saiide piiblica: a presenga de cepas de Salmonella resistentes a antimicrobianos e a possibilidade de
contaminagdo humana pelo consumo dos crustdceos. Deve-se também considerar o prejuizo econdmico gerado pela limitagdo na comer-
cializagdo do camardo devido a exigéncias quanto a isengdo desses patdgenos nos sistemas produtivos.

Palavras-chaves: Salmonella, bactéria patégena, carcinicultura, poluigdo bacteriologica.

ABSTRACT

Main goal of this study was to isolate and determine the antimicrobial susceptibility of bacteria of the genus Salmonella in 84
water samples from the estuarine environment of Acaraii and Jaguaribe rivers, in Ceard State, both with shrimp farming activities. The
strains were tested for susceptibility to ten antibiotics, namely nalidixic acid, ampicillin, ciprofloxacin, ceftriazona, chloramphenicol,
gentamicin, imipenem, nitrofurantoin, trimethoprim and tetracycline. The Minimum Inhibitory Concentration in antibiotics was
performed following the technique of broth macrodilution. Measurements of pH, temperature and salinity were taken in the field. Out
of 103 confirmed Salmonella strains, 90 and 13 were found int Acaraii and Jaguaribe rivers, respectively, belonging to the serovars: S.
ser.Newport, S.ser. Saintpaul , S. ser. Panama , S. ser . Rubislaw , S.ser . Albany,S. ser. Anatum S. ser. Corvallis , S. ser.Madelia .
Based on these results Acaraii River proved to be more contaminated than Jaguaribe River, with 25% and 75% of strains with plasmi-
dial and chromosomic resistances. These results highlight two problems of public health: the presence of Salmonella strain resistant to
antimicrobials and the possibility of human contamination through consumption of shellfish. Moreover, economic losses must be ac-
counted for as derived from market limitations of farmed shrimp overseas due to requirements concerning the exemption of such patho-
gens in the productive systems.

Keywords: Salmonella, pathogenic bacterium, shrimp farming, bacteriological pollution.
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INTRODUCAO

A transmissdo da Salmonella ao homem, geral-
mente, ocorre através do consumo de 4gua e ali-
mentos contaminados, mas as chances sdao também
elevadas quando se trata de condigdes hospitalares,
ou através do contato com animais infectados entre
veterindrios e trabalhadores de granjas e fazendas de
criacdo de cultivo (Trabulsi, 2008). A severidade da
doenca depende da viruléncia da cepa e das condi-
¢oes do hospedeiro humano (Hofer et al., 1997).

Por ser uma doencga zoonética, a vigiladncia
da salmonelose é descrita em todo o mundo, espe-
cialmente ap6s o aparecimento de cepas multirre-
sistentes a antimicrobianos, o que veio dificultar
seu controle e tratamento. A Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) assinalou um aumento alarmante
de estirpes de Salmonella resistentes aos antimicro-
bianos devido ao seu uso abusivo em cria¢des in-
tensivas (EUROSURVEILLANCE, 1997). Outro
fato que muito contribui para o aparecimento de
cepas resistentes é o uso de drogas antimicrobianas
como fator de crescimento para animais, que as
consomem misturadas as ragdes. Os antibidticos
suprimem a microbiota intestinal normal, rom-
pendo o efeito protetor, aumentando a vantagem
competitiva das salmonelas antibiético - resistentes
favorecendo a ocorréncia da salmonelose (Eley,
1994), o que constitui uma preocupagdo a mais
para os 6rgdos de vigilancia e o controle ambiental
(Pinto, 2000).

A crescente demanda do mercado interna-
cional por camardo, juntamente com o adensamento
das fazendas de criacdo desse crustaceo nos estua-
rios, e a ocorréncia de doengas que comprometem a
produgdo nas areas litoraneas incentivaram o de-
senvolvimento da carcinicultura em &guas inte-
riores (Boaventura et al., 2006). Diante desse pano-
rama, muitas pesquisas sdo realizadas com o
objetivo de minimizar as consequéncias negativas
dessa atividade sobre o ambiente aquatico, bus-
cando na aquicultura uma producado lucrativa e
sustentavel que atenda as necessidades de um meio
ambiente equilibrado.

A escassez de dados quantitativos da maioria
dos paises envolvidos com a aquicultura torna a
avaliacao dos riscos associados com o uso de drogas
quimicas uma tarefa dificil. Assim, as informacoes
disponiveis sobre sua eficacia, metabolizacdo, tempo
de residéncia no tecido dos organismos cultivados e
a acdo sobre o meio ambiente estdo restritas as re-
gides de climas temperados. Tais informagoes,
porém, podem ndo se confirmar em climas tropicais,
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onde a temperatura, o tipo de solo, a 4gua e as espé-
cies de criagdo apresentam diferentes caracteristicas
(Nogueira-Lima et al., 2006).Assim, o objetivo desse
trabalho foi o de isolar cepas de Salmonella de amos-
tras de dois ambientes estuarinos (Norte e Sul do
Estado do Ceara), ambos com atividades de carcini-
cultura, e testd-las quanto a susceptibilidade a anti-
microbianos e, posteriormente, investigar as cepas
resistentes encontradas quanto a origem, se plasmi-
dial ou cromossoémica.

MATERIAL E METODOS

As coletas foram realizadas nos estuarios
dos rios Acarat e Jaguaribe, onde foram escolhidos
os seguintes pontos de amostragem: P1 - controle;
P2 - situado antes da cidade, onde nado ha influ-
éncia antropogénica; P3 - proximo a uma fazenda
de carcinicultura; P4 - préximo a desembocadura
do rio, com a seguinte localizagdo geografica iden-
tificada por meio de um equipamento do Sistema
de Posicionamento Global (GPS) da marca Garmin
IIT Plus: Acaraa - (P1): 02°557°08,8”S; 40°08°45,5”W;
(P2): 02°55°10,1”S; 40°08°45,4"W; (P3): 2°53700,9”S;
40°07°27,2"W); Jaguaribe - (P1): 04°40718,2”S;
37°45°25,3"W,; (P2): 04°34°32,4”S; 37°47°16,3"W;
(P3): 04°33°10,8”S; 37°48723,1”W; (P4): 04°25734,1”S;
37°46°28,3”W (Figura 1).

Foram coletadas 36 e 48 amostras nos estua-
rios Acarau e Jaguaribe, respectivamente, com fre-
quéncia quinzenal, perfazendo um total de 84 amos-
tras, considerando-se a ocorréncia de dois periodos
sazonais: seco e chuvoso.

As amostras foram coletadas em duplicata
com a ajuda de uma garrafa ambar a uma profundi-
dade de 30 cm de profundidade e, em seguida, fil-
tradas em gazes medindo 2,5 m , dobradas e inse-
ridas no interior das cestas de garrafa PET contendo
furos em toda a extensdo. As gazes foram imersas
em 225 mL de Caldo Lactosado (CL) e ao término de
cada coleta foram transportadas em caixas isotér-
micas para o laboratério de microbiologia ambiental
e do pescado no Instituto de Ciéncias do Mar/UFC
para serem processadas e submetidas a analise mi-
crobiolégica. A pesquisa de Salmonella seguiu a me-
todologia citada em Bacteriological Analytical
Manual - BAM (Wallace et al., 2009).

Apo6s a identificacdo das cepas de Salmonella
através da sorologia com o uso de soro polivalente
O:H, estas foram encaminhadas ao laboratdrio de
Enterobactérias da Fundacdo Oswaldo Cruz -
FIOCRUZ no Rio de Janeiro, R] para identificagdo
dos sorovares.
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Figura 1 - Localizagdo dos pontos de coleta nos estuarios dos rios Acarat e Jaguaribe, no Estado do Ceara.

Uma vez confirmadas como de Salmonella, as (30png), Cloranfenicol -CLO (30ng) , Gentamicina -
cepas foram testadas quanto a susceptibilidade a 10 =~ GEN (10 pg), imipenem-I1PM (10 pg), Nitrofurantoina
antimicrobianos de diferentes classes: Acido nalidi- - NIT (300 pg), Sulfametoxazol - SUT (25 pg) e
xico - NAL (30ng), Ampicilina -AMP (10 pug), Tetraciclina - TET (30pg), e de acordo com as normas
Ciprofloxacina - CIP (5 pg), ceftriazona - CRO do documento M2-A8 do National Commitee for
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Clinical Laboratory Standards - (CLSI, 2010). Foram
utilizadas como controle desse experimento cepas de
Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella ser.Anatum
-10C 4279-99.

As cepas submetidas ao teste de antibiograma
que apresentaram perfil de resisténcia a qualquer
antimicrobiano testado foram submetidos a cura
plasmidial através da metodologia citada por
Molina-Aja et al. (2002). A determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos antimi-
crobianos para os quais as cepas se mostraram sensi-
veis foi realizada segundo a técnica de macrodiluigdo
de acordo com a metodologia citada no documento
M7-A6 do National Commitee for Clinical Laboratory
Standards - CLSI (2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperaturas nos dois rios, Acarau e
Jaguaribe, oscilou entre 29°C e 34° C e o pH variou
na faixa de 6,79 - 8,46. Abraham et al. (2004) também
mediram temperatura, pH e salinidade nas dguas de
abastecimento e descarte de fazendas de camardo
controladas por fatores ambientais, tais como ra-
diagdo solar, temperatura relativa do ar e chuvas.
Enquanto os dois primeiros fatores promovem o
aquecimento da dgua durante o dia, provocando a
evaporagdo e um aumento nos valores da salinidade,
as precipitagdes pluviométricas reduzem tempera-
tura, pH e salinidade na dgua.

A maior quantidade de cepas de Salmonella
(48,5%) foi isolada no ponto de coleta P1 (controle)
do Rio Acarat, onde o pH variou de 6,8 a 8,0 e a tem-
peratura apresentou valores entre 30°C e 34° C, o
que pode ter influenciado os resultados, uma vez
que a temperatura ideal para Salmonella esta na faixa
de 35° - 37° C e sua exigéncia é de um pH neutro
proximo a 7,0, segundo Franco & Landgraf (2004).

O Rio Jaguaribe apresentou positividade para
Salmonella nos quatro pontos estudados apesar da
alta concentracao de sal em P4 (desembocadura em
Fortim), fato que se opde as exigéncias de sobrevi-
véncia da bactéria.

A maior incidéncia de Salmonella no ambiente
aquatico ocorreu nos meses com menor pluviosi-
dade (novembro/2006 - janeiro/2007), periodo em
que foram isoladas 60 cepas de Salmonella contra 43
no periodo chuvoso.Essa acertiva confirma os dados
encontrados por Carvalho et al. (2009) nos rios cea-
renses, com maior isolamento de Salmonella no pe-
riodo seco, pois a diminuigdo do volume dos rios e a
concentragdo da matéria organica facilitam a de-
teccdo de bactérias entéricas (Menezes et al., 2006).
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Foram confirmadas como Salmonella 103
cepas, sendo 90 (87,38%) e 13 (12,62% isoladas de
amostras de dgua do estuario dos rios Acarau e
Jaguaribe, respectivamente (Tabela I). O estuario do
Rio Acarat apresenta o maior nimero de fazendas
de criagdo de camarao no litoral oeste do Ceard, em
numero de trinta e duas concentradas em toda a ex-
tensdo do estudrio até a faixa litoranea, sendo que 13
delas em situacdo irregular (Campos, 2003). Foram
observados animais (bovinos e equinos) banhando-
-se nas aguas dos dois rios em todas as cidades ribei-
rinhas visitadas, razdo pela qual nao foi surpreen-
dente a concentracio de salmonelas nos dois
estuarios. A maior quantidade de cepas da bactéria-
-foco encontrada no ponto de controle (P1) contraria
a premissa de que deveria estar isento de qualquer
interferéncia antropogénica por causa da ocorréncia
de fezes de animais em suas margens. Da mesma
maneira, o Ponto P2 (porto dos pescadores), do
mesmo estudrio, foi o segundo lugar em indice de
contaminacdo com Salmonella. Carvalho et al. (2009)
estudando quatro fazendas de carcinicultura no
Ceard, incluindo uma no estudrio do Rio Acarad,
também diagnosticaram esse mesmo ponto como o
mais contaminado dentre os pesquisados. Os dados
da presente pesquisa relacionados a localizagdo dos
pontos de coleta, em ambos os estuarios, sugerem
que a atividade de carcinicultura ndo parece ser o
fator preponderante na contaminagao de Salmonella
nos estudrios, uma vez que, os pontos mais contami-
nados do Rio Acarat estavam situados antes da car-
cinicultura e os do Rio Jaguaribe ao longo delas. A
ocorréncia de salmonelas nos dois rios abastecedores
de fazendas é um fato preocupante, uma vez que a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA
(BRASIL, 2001) impde sua auséncia em 25 g de qual-
quer alimento, incluindo os pescados, em razao de
todas as cepas de Salmonella serem patbgenas ao
homem (Franco & Landgraf, 2004).

Dentre as 103 cepas de Salmonella isoladas fi-
guram: S. ser. Newport (30%), S. ser. Panama (24 %),
S. ser. Saintpaul (17%), S. ser.Anatum (11%) , S.ser.
Rubislaw (6%), S. ser. Madelia (4%), S. subs enterica
(4%) , S. ser. Albany (3%) e S .ser. Corvalis (1%). Os
sorovares S.ser. Newport, S. ser Anatum e S. ser.
Albany sdo comuns nas dguas dos rios aqui investi-
gados, fato também descrito por Parente et al. (2011)
e Carvalho et al. (2009). Esses resultados podem sina-
lizar a ocorréncia desses sorovares na populacdo das
cidades estudadas com consequente eliminacdo
através do esgoto sanitario jogado nas dguas dos rios
investigados. Os sorovares de Salmonella sao larga-
mente distribuidos na natureza e, através de detritos



organicos de origem animal, penetram
no ambiente aqudtico e persistem por
longo tempo, portanto assegurando sua

Tabela II - Perfil de multi-resisténcia das cepas de Salmonella isoladas de amostras
de agua do Rio Jaguaribe, no periodo novembro/2006 - maio/2007, frente aos
antibidticos testados.

transmissdo para novos hospedeiros  Cepa| Espécie | o de Perfil de Sensibilidade
(Winfield & Groisman, 2003) coleta Sensivel Intermediario Resistente
, .
AMP,
0, 7
Poucas cepas (apenas 4%) mos- ¢ |gcerSaintpaul| Pl ClgéII:IM' CRO* NAL,TET,
traram-se resistentes aos antimicrobianos NIT,SUT.CLO
testados, com destaque 6bvio da tetraci- 69 |SserNewport | P2 | AMP,NAL, - SUT, TET
clina por ser um dos antibiéticos mais an- AMP,NIT,
tigos para o tratamento, sendo também 70 | Sser. Albany | P3 ?j%?)%l\d/[?) - NA%ﬁUT'
usado como promotor de crescimento GEN.
para animais aquaticos (Fuzihara, 2001), AMP*NIT,
apesar de ter sido banida como aditivo 72 | Sser. Albany Pa ?:IIJ{TO%I\H/I?’, } TET
alimentar desde 1998 (Rossi, 2005). et
GEN,NAL

Das 103 cepas testadas contra os
antimicrobianos, 90, isoladas das dguas
do Rio Acaraq, foram sensiveis aos anti-
microbianos testados. Esse fato é justifi-
cado por elas terem sido isoladas em pontos
situados antes do desdgue das carciniculturas, sig-
nificando que nao tiveram contacto com essas subs-
tancias quimicas, o que ndo é verdade para aquelas
coletadas nas dguas do Jaguaribe. Na Tabela I pode-
-se observar que de 13 cepas isoladas das aguas
deste rio, 3 (23%) apresentaram resisténcia a mais
de um antimicrobiano e 7,7% foram resistentes a
pelo menos um deles.

Tabela I - Identificagdo das cepas de Salmonella isoladas em amos-
tras de 4gua dos rios Acarat e Jaguaribe, no Estado do Ceara, no
periodo novembro/2006 - maio/2007.

Sorovares Acarau Jaguaribe Total
Salmonella ser.Albany - 3 3
Salmonella ser. Anatum 8 3 11
Salmonella ser.Corvallis 1 - 1
Salmonella ser. Enterica 3 1
Salmonella ser.Madelia 4 -

Salmonella ser.Newport 29 2 31
Salmonella ser.Panama 25 - 25
Salmonella ser.Rubislaw 5 1 6
Salmonella ser.Saintpaul 15 3 18
Total de cepas 90 (87,38 %) | 13 (12,62 %) | 103

Foram observados trés diferentes perfis de
multiresisténcia : AMP- NAL- CLO- NIT-SUT- TET;
NAT, SUT, TET e SUT -TET (Tabela II).O primeiro
foi para o sorovar S.ser. Saintpaul , o segundo para
S.ser. Newport e o terceiro para S.ser Albany, todos
isolados das aguas do Rio Jaguaribe. Além disto uma

*Subpopulagdo

quarta cepa, também de S. ser. Albany foi resistente
a TET. O antimicrobiano presente em todos os perfis
de multiresisténcia foi a tetraciclina. No Brasil é
muito comum o uso de oxitetraciclina (familia das
tetraciclinas) em psiciculturas comerciais para o con-
trole de doencas bacterianas e como medida profila-
tica (Pereira Junior et al., 2006). O fato da constante
resisténcia a TET é preocupante uma vez que, em
casos de surto de célera, a droga de escolha é tetraci-
clina (ou doxaciclina), o que compromete o trata-
mento clinico dos afetados (Campos, 2004). A resis-
téncia apresentada pelos microrganismos aos
antimicrobianos é tida como uma forma de poluigdo
genética, ou seja, a introdugdo de novo material ou a
transferéncia de genes ao ambiente (Paul et al., 1991),
o que forga as bactérias patogénicas a desenvolverem
numerosas estratégias para resistir a acao das drogas
incluindo sua modificacdo, inativacdo ou exclusao
(Grohmann et al., 2003).

Segundo Wang et al. (2008), os antimicro-
bianos oxitetraciclina, tetraciclina e cloranfenicol sdo
largamente utilizados na pratica veterinaria como
aditivos da alimentagdo para promover o cresci-
mento devido ao seu amplo espectro de agdo contra
bactérias e o seu baixo custo. Hatha et al. (2003)
afirmam que os antimicrobianos pertencentes ao
grupo das tetraciclinas sdo amplamente utilizados
para tratar e prevenir enfermidades na aquicultura,
porém tem-se observado maior frequéncia de isola-
mento de bactérias resistentes a essa droga oriundas
do ambiente aquicola.

Carvalho (2012), pesquisando a susceptibili-
dade aos antimicrobianos de cepas de Salmonella iso-
ladas de amostras ambientes, encontrou 16,5% dos
isolados resistentes a tetraciclina, resultado que ficou
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abaixo daqueles determinados neste trabalho.
Pesquisa realizada por Melo et al. (2011) sobre o
perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de cepas
de Vibrio parahaemolyticus, isolados de amostras
frescas e refrigeradas do camarao Litopenaeus van-
namei em supermercados de Natal, Rio Grande do
Norte, também confirma a presenca de cepas resis-
tentes a AMP.

Das quatro cepas (resistente e multi- resis-
tentes) que sofreram a cura plasmidial, apenas
uma delas perdeu o fenétipo de resisténcia, uma
cepa de S. ser. Albany que havia sido resistente so-
mente a TET.

Dentre os grupos de plasmidios mais estu-
dados e amplamente distribuidos na célula estdo os
plasmideos R, que conferem resisténcia a antibi6-
ticos e a varios outros inibidores de crescimento. Nos
dois casos o resultado corresponde a resisténcia mul-
tipla, sendo capazes de autoduplicagdo indepen-
dente de replicagdo cromossomica (Trabulsi &
Alterthum, 2008). Atualmente, os plasmidios de re-
sisténcia sdo considerados um dos principais pro-
blemas na medicina clinica (Madigan et al., 2010).

As cepas de S.ser. Saintpaul , S.ser. Newport e
uma de S.ser. Albany resistentes a AMP, CLO, NAL,
NIT, SUT, TET e a CRO (intermediério) mantiveram
esse mesmo cardter o que leva a suspeita de resis-
téncia relacionada a genes cromossomicos. Este tipo
de resisténcia depende de mutagdo espontanea, um
evento raro, e quase sempre é dirigida a uma s6
droga e a frequéncia dessa transferéncia é relativa-
mente baixa, razdo por que seu impacto clinico é
menor que o da resisténcia plasmidial. Entretanto,
constatou-se que a resisténcia observada nesse es-
tudo estava dirigida a duas ou mais drogas, o que
exarcerba o fato (Alterthum, 2008).

Quando testadas a Concentragdo Inibitéria
Minima (CIM) dos antimicrobianos AMP, CLO,
CRO, NAL, NIT,SUT, TET para as cepas de S ser.
Saintpaul, S. ser.Newport, S.ser.Albany 1 e 2, cons-
tata-se que o maior valor, sem eficiéncia, foi o apre-
sentado para SUT ( > 500 pg/mL ) pelas trés pri-
meiras estirpes. A quarta cepa (S. ser. Albany 2), foi
sensivel a esse antimicrobiano, porém resistiu a
500pg/mL a AMP.

Madukosiri et al. (2009) encontraram valores
inferiores de CIM para TET e AMP (2 pg/mL) em 35
isolados de S. ser. Typhi provenientes de amostras
fecais de pacientes hospitalizados, mas discordam
dos resultados da pesquisa e exigem o monitora-
mento de cepas com perfis de resisténcia. Das quatro
cepas testadas, TET foi o antimicrobiano menos
eficaz e para o qual todas elas exigiram um CIM de
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35 a 40 pg/mL. A resisténcia as tetraciclinas ocorre
por aquisicao de plasmidios de resisténcia. As prote-
inas denominadas Tet ( Tet A, B, C e D) uma vez for-
madas, deslocam-se dos ribossomos para a mem-
brana citoplasmatica, provocando a saida quase
imediata do antimicrobiano da célula o que impede
sua ac¢do (Alterthum, 2008).

Conclui-se que longos periodos de seca, asso-
ciados a falta de infraestrutura das regides estudadas
geram impactos negativos no meio ambiente que
afetam, sobremaneira, a qualidade da agua exigida
para a criacdo do camardo e comprometem sua ex-
ploracdo econémica. Além disso, no Rio Acarad foi
encontrada mais contaminagdo com Salmonella do
que no Rio Jaguaribe (87,38%). A presenca de
Salmonella em rios que abastecem fazendas de carci-
nicultura aponta para dois problemas de satide pu-
blica: presenca de estirpes antibiético - resistentes e a
possivel contaminacao humana através do consumo
de camardo.
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