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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi estudar as caracteristicas microbioldgicas de moluscos bivalves
criados em duas areas altamente turisticas da Regido dos Lagos do estado do Rio de Janeiro:
Arraial do Cabo e Armacdo dos Buzios. Durante 7 meses, entre outubro 2016 e abril 2017
foram realizadas 13 campanhas de coleta de moluscos bivalves e de amostras de agua de
esgoto das areas de estudo e de dados ambientais, que nos permitiram associar as
caracteristicas microbioldgicas reveladas as caracteristicas do ambiente de cultivo e do seu
entorno. Os moluscos bivalves prelevados foram diluidos conforme a metodologia UNI-EN-
ISO 6887-3:2003. A enumeracdo de Escherichia coli B-galactosidase positiva foi realizada
conforme o protocolo UNI-EN-ISO 16649-3, técnica equivalente ao protocolo UNI-EN-ISO
16649-2 preconizada pelo Governo Brasileiro. A partir das amostras de moluscos bivalves e de
agua, foi realizada a pesquisa de Enterobacteriaceae através de enriquecimento e
plagueamento em meio agar MacConkey; para Vibrio spp. por enriquecimento seletivo e
plagueamento em meio agar TCBS, para Salmonella spp. pelo uso do enriquecimento seletivo
em caldo Rappaport-Vassiliadis e plagueamento em agar HEA. Foi realizada a andlise de
susceptibilidade aos antibiéticos AMP, CFL, CFO, CIP, CLO, SUT, GEN, TET, TOB, FLF, e NOR
baseado na técnica de Kirby-Bauer em 294 bactérias isoladas. Os testes foram realizados em
uma amostra das cepas bacterianas isoladas nas primeiras 10 coletas e em todas as cepas
bacterianas isoladas nas coletas 11,12 e 13, para estudar os efeitos de eventos chuvosos sobre
a microbiota dos moluscos bivalves. Foi realizada a pesquisa de genes de resisténcia a
antibioticos: GYR-A, GYR-B, INTEGRON-INTEGRASE, AAC (6’) Ib, QNR-A, B, C,D e S, e BLA-CMY.
Os produtos de PCR obtidos foram sequenciados. Os resultados evidenciaram um ambiente
com poluicdo principalmente de origem humana e urbana, a associacao entre clima chuvoso
e elevadas concentragdes de Escherichia coli B-galactosidase positivas, a diferenca altamente
significativa entre o comportamento das Enterobacteriaceae e das Vibrionaceae isoladas
(p=0,0001), uma elevada prevaléncia de resisténcia a antibiéticos de uso humano e a baixa
correspondéncia entre resisténcia fenotipica e presenca de genes especificos. Este elemento
sugere que as bactérias isoladas possuem outros sistemas de resisténcia a antibiodticos, além
dos mecanismos especificos estudados. O sequenciamento evidenciou a diversidade entre a

sequéncia de genes de integrase isolados em bactérias provenientes do mesmo lugar e, ao



contrdrio, a similaridade entre sequéncias isoladas de moluscos oriundos das duas dareas

pesquisadas.

PALAVRAS-CHAVE: Seguranca alimentar, Analise ambiental, Escherichia coli, Resisténcia a

antibidticos, Biologia molecular



ABSTRACT

This research aimed to assess the microbiological features of species of shellfish bred in two
highly touristic areas in the “Regido dos Lagos” in the State of Rio de Janeiro (South-eastern
Brazil): Arraial dos Cabos and Armacdo dos Buzios. During seven months, between October
2016, and April 2017, 13 campaigns were performed to collect samples of shellfish,
wastewaters, and environmental information from the study areas. These data aimed to
associate the microbiological features of the shellfish samples, and the characteristics of the
surrounding environment. Shellfish samples were prepared and diluted according to the
protocol UNI-EN-ISO 6887-3:2003. B-galactosidase positive Escherichia coli were counted
according to the protocol UNI-EN-ISO 16649-3, correspondent to the protocol UNI-EN-ISO
16649-2 preconized by the Brazilian Government. The search for Enterobacteriaceae was
performed through enrichment and plating in MacConkey agar plates. Vibrio spp. was
researched by selective enrichment in 3% NaCl Alcaline Peptonated water and plating in TCBS
Agar. Salmonella was researched by selective enrichment in Rappaort-Vassiliadis broth and
plating in HEA Agar. The analysis to the susceptibility to antibiotics was performed on 294
samples of bacteria among those that had been isolated using the antibiotics AMP, CFL, CFO,
CIP, CLO, SUT, GEN, TET, TOB, FLF, and NOR according to the standard Kirby-Bauer protocol.
The antibiotic resistance tests were performed in a sample of the strains isolated in the first
ten sampling campaigns and in all the strains isolated during the sampling campaigns 11, 12,
and 13, in order to assess the effects of raining days on shellfish microbiota. The genetic
research of the genes of resistance to antibiotics GYR-A, GYR-B, INTEGRON-INTEGRASE,
AAC(6’)Ib, QNR-A, B, C, D and S, and BLA-CMY was performed. PCR products were sequenced.
The results highlighted the main antibiotic pollution was associated with human antibiotics
and urban environment. The results also pointed out the association between rainy weather
and high B-galactosidase positive Escherichia coli, the significative difference between the
behavior of Enterobacteria, and Vibrionaceae (p=0.0001), a high prevalence of resistance to
antibiotics of human use, and the low correspondence between phenotypic resistance, and
the presence of specific genes. This last element suggests the isolated bacteria may have other
methods of resistance to antibiotics besides the specific mechanisms that have been studied

more in depth. Sequencing highlighted the diversity among integrase genes isolated from



bacteria from the same place, and, on the contrary, the similarity between sequences derived

from bacteria isolated in shellfish from the two different studied areas.

KEYWORDS: Food safety, environmental analysis, Escherichia coli, Resistance to antibiotics,

Molecular Biology
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1 INTRODUCAO

1.1 DELIMITACAO DO TEMA DO TRABALHO

Os moluscos bivalves estdo entre os animais de interesse zootécnicos mais simples que
existem cuja criacdo é desenvolvida no mundo ha mais tempo. A Unido Europeia representa
uma grande produtora e importadora de moluscos bivalves, principalmente na Espanha, com
a producdo de “vongoli” (Ruditapes semidecussatus), na Franca com as ostras (Ostrea edulis)
e outras espécies, e na ltalia com a producdo de vérias espécies exportadas na Europa inteira.
No Brasil, a criacdo destes animais se desenvolveu a partir da década de 1980 no estado de
Santa Catarina, que permanece como o maior produtor deste tipo de animais (SUPLICY et al.,
2015). Ao longo dos anos, a producdo foi se expandindo, sendo realizada atualmente na

maioria dos estados da faixa litoranea do pais.

Os moluscos bivalves sdo invertebrados filtradores, que através de suas branquias seguram
material organico microscépico em suspensao e desta forma facilmente entram em contato
com bactérias ou outros microrganismos potencialmente patogénicos para os consumidores

(FAYER; DUBEY; LINDSAY, 2004; AUSTIN, 2010; DOS SANTOS; VIEIRA, 2013).

A seguranga sanitdria dos moluscos bivalves é geralmente avaliada considerando,
principalmente, os riscos associados com a presenca de bactérias de origem fecal,
considerados como “bactérias indicadoras” da possivel presenca de outros patégenos de
interesse sanitario (LEE; YOUNGER, 2002; CODEX ALIMENTARIUS, 2003, 2014; CEFAS, 2010).
Porém, a representatividade deste tipo de bactérias para definir a qualidade higiénica dos
moluscos bivalves pode ser colocada em duvida, considerando que a cinética de retencdo e
liberagdo das bactérias indicadoras nao corresponde, por exemplo, aquela de virus, como da
hepatite A e o Norovirus (OLIVEIRA et al., 2011; SOUZA SOBRAL et al., 2013; SUFFREDINI et al.,
2014).

O Brasil, como membro da Organiza¢cao Mundial do Comércio, se alinhou as orientacdes desta
instituicdo e definiu em sua Instrugcdo Normativa Interministerial 7/2012, que a seguranca dos

moluscos bivalves fosse definida a partir da avaliagdo da concentracao de Escherichia coli
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beta-galactosidase positivos, coerentemente com as indicagdes do Codex Alimentarius e da

Unido Europeia (EC, 2007a; BRASIL, 2012; CODEX ALIMENTARIUS, 2014).

Porém, da existéncia de um “corpus” legislativo nacional referente a seguranca de moluscos
bivalves, fora do estado de Santa Catarina (GARBOSSA et al., 2014; SOUZA et al., 2014; SUPLICY
et al., 2015), existe um monitoramento sistematico limitado das condicbes de seguranca dos
moluscos bivalves produzidos e comercializados. Os Unicos estados que realizam
monitoramento sistematico da qualidade microbioldgica de moluscos bivalves sdo Santa
Catarina, Sdo Paulo e Sergipe. No estado do Rio de Janeiro é realizado o monitoramento da
gualidade microbioldgica da producdo de vieiras (Nodipecten nodosus), e ostras do mangue
(C. brasiliensis e C. rhizophorae) em Angra dos Reis, no Sul do estado. A falta de
monitoramento em todas as areas de producao expde os consumidores a riscos consideraveis

de saude e dificulta a exportacdo destes produtos para outros paises (SOUZA et al., 2014).

Entre os estados da Federacdo onde existe producdo de moluscos bivalves com fiscalizacao
limitada, esta o estado do Rio de Janeiro. Este estado é de especial importancia ndo tanto pela
sua producdo de moluscos bivalves, que é reduzida em comparag¢ao com o de Santa Catarina,
ou Sdo Paulo, mas sim pela sua relevancia como destino turistico nacional e internacional.
Neste sentido, o monitoramento da qualidade dos “mariscos” produzidos pode servir,
também, como monitoramento das condi¢des gerais de contamina¢ao da dgua marinha de

lugares de interesse turistico (LAFISCA, de MESQUITA, da MOTTA, 2019%).

A seguranca microbioldgica dos moluscos bivalves pode ser considerada ndo somente
avaliando a presenga ou auséncia de determinados microrganismos patogénicos, mas
também, avaliando outras caracteristicas de patogenicidade consideradas relevantes do
ponto de vista do consumo humano. Neste sentido, a resisténcia a antibiéticos das bactérias
isoladas dos moluscos bivalves se apresenta como um problema de grande importancia e

ainda pouco estudado (FERRI et al., 2015).

No estudo das caracteristicas de patogenicidade e de resisténcia a antibidticos de bactérias

isoladas de moluscos é preciso considerar, além da presenca de bactérias potencialmente

1 O artigo “Brazilian legal framework on shellfish safety and its effects on the growth of shellfish farming and
commerce” foi publicado na revista “Reviews in Aquaculture” com DOI provisério: 10.1111/ragq 112353.
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patogénicas, a existéncia de um microbioma residente constituida por bactérias ambientais.
A maioria destas bactérias ndo é patogénica, mas igualmente pode carregar aqueles genes de
patogenicidade ou de resisténcia a antibidticos, que geralmente sdo associados as bactérias
potencialmente patogénicas, como Vibrio, E. coli, ou Salmonella (TRABAL FERNANDEZ et al.,
2014; LE ROUX; WEGNER; POLZ, 2016; MEISTERHANS et al., 2016). Especialmente as bactérias
do género Vibrio devem ser destacadas. Varias espécies deste género sao patogénicas para
seres humanos (Vibrio cholerae é o mais conhecido, mas também V. parahaemolyticus, V.
vulnificus, ou V. alginolyticus) (LUX; LEE; LOVE, 2014), mas outras sdao patogénicas para
invertebrados marinhos, como V. fluvialis (TALL et al., 2003), V. brasiliensis, V. navarrensis, V.

neptunis ou V. diazotrophicus (COSTA et al., 2015).

1.2 OBJETIVOS DA PESQUISA

1.2.1 OBJETIVO GERAL:

Estudar sobre a dindmica da contaminacdao de moluscos bivalves (vieiras, mexilhGes e ostras)
produzidos na Regido dos Lagos do estado de Rio de Janeiro por bactérias pertencentes a
familia das Enterobacteriaceae (considerados como bactérias “transientes”, que ndo fazem
parte da microbiota normal dos moluscos bivalves) e das Vibrionaceae (considerados como
bactérias “residentes” que pertencem ao microbioma marinho e dos moluscos bivalves), em
Arraial do Cabo e Armacgao dos Buzios. As espécies estudadas foram Nodipecten nodosus

(vieira), Perna perna (mexilhdo), e Ostrea edulis (ostra).

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Estudar o quantitativo da contaminacao por Escherichia coli beta-galactosidase positivos nas
diferentes espécies de moluscos bivalves produzidos nos locais de estudo;

Avaliar os perfis de resisténcia a antibidticos das bactérias entéricas e ambientais isoladas de
moluscos bivalves e de dgua de esgoto;

Avaliar as correlagGes existentes entre parametros ambientais (uso do solo, correntezas

marinhas e clima, entre outros) e resisténcia a antibidticos;
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Avaliar da dindmica de transferéncia de genes de resisténcia a antibidticos entre bactérias
entéricas e bactérias ambientais;

Avaliar da presenga de genes de resisténcia a antibidticos de interesse de saude humana e

publica.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 REVISAO DE LITERATURA

2.1.1 BIOLOGIA E AQUICULTURA DOS MOLUSCOS BIVALVES

No Brasil sdo criados trés tipos de moluscos bivalves: o mexilhdo (Perna perna), as vieiras
(Euvola ziczac e Argopecten nodosus) e as ostras (Ostrea edulis, Crassostrea rizophorae e C.
gigas (RUPP; NETO; GUZENSKI, 2008; PEREIRA FIGUEREDO, 2012). Além destas espécies
existem outras que possuem relevancia econémica no Brasil, como os berbigdes ou “vongoli”
(Anomalocardia brasiliana) e o sururu (Mylitella falcata ou M. guyanensis). Estas Ultimas
espécies geralmente ndo sdo criadas, mas extraidas de bancos naturais (BOEHS et al., 2010).
O manual de atuacdo da Instrucdo Normativa 7/2012 elenca as espécies de interesse

comercial presentes no Brasil (CGSAP/DEMOC/SEMOC/MPA, 2013):

Com o nome de “mexilhdo” podem ser indicadas as espécies: Perna perna, Mytella falcata, M.

guyanensis, M. edulis platensis, Brachiodontes solisianus e B. darwinianus.

Com o nome de “ostra” podem ser indicadas as espécies: Crassostrea gigas, C. rhizoporae, C.

brasiliana (e Ostrea edulis, ndo incluida no texto citado, mas presente no Brasil).
Com o nome de “vieira” podem ser indicadas as espécies: Nodipecten nodosus e Euvola ziczac.

Com o nome de “berbigdo” indicam-se as espécies Trachycardium muricatum e

Anomalocardia brasiliana.

Os bivalves sao invertebrados pertencentes ao Philum Mollusca, classe Bivalvia (NARCHI;
GALVAO-BUENO, 1997). Os bivalves sdo caracterizados por possuirem a concha (tipica de
todos os membros do Philum) dividida em duas valvas separadas e conectadas entre si por
uma articulacdo e um ligamento. A fungao do ligamento é de manter as valvas juntas e
abertas, se contrapondo, assim, a atividade dos musculos adutores (em algumas espécies

pode ser sé um, como na familia Pectenidae) que fecham as valvas para proteger o animal de
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eventos adversos, como predadores ou da exposicdo ao ar para as espécies que vivem no

espaco intertidal (NARCHI; GALVAO-BUENO, 1997).

Os moluscos bivalves sao filtradores (ROBERTSON, 2007; ESMERINI; GENNARI; PENA, 2010),
gue se alimentam gerando um fluxo de dgua dentro do corpo: a dgua entra na cavidade palial,
passa através de um sistema de branquias (chamadas também “ctenidios”) realizando as
trocas gasosas e a retencdo de particulas sélidas em suspensdo na dgua que é, entdo, filtrada
(NARCHI; GALVAO-BUENO, 1997). Seguida a etapa de filtracdo, a dgua é eliminada através de
um sifao exalante. Os ctenidios sao cobertos com muco e possuem na sua superficie um
sistema de cilios que dirige as particulas filtradas e retidas para sua borda ventral e dali,
através de um sulco ciliar marginal até os palpos labiais, onde estas sdo triadas pelo tamanho
(NARCHI; GALVAO-BUENO, 1997). As particulas de tamanho menor s3o enviadas para a boca,
e aquelas de tamanho maior sdo eliminadas do molusco na forma de “pseudofezes”. Os
moluscos bivalves atuam como “microfiltradores”. O tamanho das particulas que eles
conseguem reter na boca (0,46 um) é muito semelhante ao tamanho das bactérias marinhas
(EVAN WARD; SHUMWAY, 2004). Os mesmos autores relatam que o tamanho das particulas
filtradas ndo é o Unico elemento que facilita a ingestdo. A presenca de compostos glicidicos
superficiais, a carga elétrica dos detritos ou sua capacidade de movimentacdo ativa permitem
aumentar a eficiéncia da triagem para eliminar os compostos inorganicos e reter os alimentos.
Uma vez na boca, as particulas passam por um canal alimentar composto por um estomago
circundado por uma glandula digestdria (conhecida anteriormente como “hepato-pancreas”).
Sucessivamente ao estdmago, se encontra uma projecdao chamada saco do estilete. Esta
projecdo participa da digestdao enzimatica e mecanica do alimento, secretando um bastao
gelatinoso (estilete) que em movimento rotatdério reduz o tamanho das particulas alimentares
ingeridas. Ao rodar o bastdo do estilete estas particulas sdo consumidas, liberando as enzimas
gue participam da digestdo do alimento. Depois da passagem pelo estdbmago e pelo saco do
estilete, o alimento atravessa o intestino onde havera a adsorcao dos nutrientes. A por¢do de
alimento n3o digerida serd depois definitivamente eliminada com as fezes (NARCHI; GALVAO-

BUENO, 1997).

A reproducdo dos moluscos bivalves marinhos é geralmente externa. Os gametas sao
liberados no mar e ao se unirem formam uma larva (veliger) nadante. Sucessivamente ao

estado de veliger se desenvolve o estado de “pediveliger” quando as larvas aderem a alguma
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estrutura fixa, como por exemplo uma boia, um costdo rochoso ou o fundo de um navio. Este
estado de pediveliger é extremamente importante para a criacdo de moluscos bivalves,
porgue é neste estagio que os animais podem ser coletados, separados e pode ser iniciada a

criagdo (HICKMAN ET AL., 2013).

As espécies de bivalves de maior relevancia para o mercado nacional sdo os mexilhdes (Perna
perna), com 15.990 toneladas produzidas em 2011, as ostras (Ostrea edulis, Crassostrea
rizophorae e C. gigas), com 2.538,4 toneladas produzidas em 2011 e as vieiras (Euvola ziczac
e Argopecten nodosus), com 13.4 toneladas produzidas em 2011 (RUPP; NETO; GUZENSKI,
2008; PEREIRA FIGUEREDO, 2012). No Brasil, o principal produtor de moluscos bivalves é o
estado de Santa Catarina, que iniciou a producdo em 1987 e, atualmente, produz 19.082
toneladas de moluscos entre as quatro maiores espécies: Perna perna, Crassostrea gigas, C.
rhizophorae e Nodipecten nodosus (MIOTTO, 2012; SUPLICY et al.,, 2015). CriagOes
significativas de ostra do mangue (C. brasiliensis e C. rhizophorae) sdo, também, presentes no
sul do estado de S3o Paulo, na regido de Cananéia?, na regido de angra dos Reis no estado do
Rio de Janeiro e, em forma limitada ou experimental, no Ceara, Bahia, Pernambuco, Sergipe,

Espirito Santo e Parand (LOURENCO et al., 2006; COSTA SOBRINHO et al., 2014).

Na regido Nordeste do pais (principalmente no estado do Piaui) existem estudos sobre a
producao de outras espécies nativas: as ostras do mangue (C. rhizophorae), os sururus
(Mytella spp.) e os mariscos (Anomalocardia brasiliana, Iphigenia brasiliana e Tagelus
plebeius). As ostras do mangue sdo criadas “a francesa” em canais de drenagem de criagdes
de camardes, colocando os moluscos em cima de mesas fixas. Sururus e mariscos ndo sao
criados, sdo coletados de regiGes de aguas rasas durante a maré baixa (ALVES LEGAT et al.,

2008).

As trés espécies de maior interesse comercial sdo criadas de forma semelhante, em cultivos
suspensos. Existem trés tipos de cultivos suspensos que se aplicam em areas com
caracteristicas ambientais diferentes no Brasil: o sistema suspenso-fixo de tipo varal e os

sistemas suspensos flutuantes: espinheis (long-lines) e balsas.

O sistema suspenso fixo de tipo varal é utilizado em regides de baixa profundeza e mar calmo.

Sao utilizadas estruturas feitas de estacas de bambu fincadas no fundo arenoso e de outras

2 http://www.pesca.sp.gov.br/reltec2.htm
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fixadas paralelamente a superficie da agua e que servem de suporte para colocar as lanternas

onde sao colocados os moluscos bivalves.

Os sistemas suspensos flutuantes sdo utilizados, geralmente, em locais com profundidades
maiores de trés metros. Os sistemas flutuantes sdo de dois tipos: os espinheis que sdo cordas
amarradas a boias flutuantes as quais se amarram as lanternas para a producdo de vieiras e
ostras ou as “meias” para a producdo de mexilhdes (daqui o nome inglés de “long line”, ou
seja, corda comprida) e as balsas que sdo plataformas flutuantes de madeira, que além de
servir de suporte para lanternas e meias, também funcionam como estruturas de apoio para
a manipulacdo e triagem dos moluscos durante a criacdo (ALVES LEGAT et al., 2008;
OSTRENSKY; BORGHETTI; SOTO, 2008; GALLON; NASCIMENTO; PFITSCHER, 2011; AQUINI;
MAGALH, 2013).

A origem das “sementes” de moluscos bivalves utilizadas nas criacdes é diferente: as espécies
nativas (P. perna, C. rhizophorae e N. nodosus) sdo geralmente obtidas de coletores artificiais
colocados no mar, proximos as areas de cultivo. As ostras do Pacifico ou japonesas (C. gigas)
sdo adquiridas de criatdrios especificos, como o laboratdrio de cultivo de Moluscos Marinhos

da Universidade Federal de Santa Catarina.3

O conhecimento da origem dos juvenis de moluscos bivalves utilizados nas criacdes é um
elemento muito importante. Estudos realizados acerca do efeito do lugar de origem sobre a
composi¢cdao do microbioma de espécies de moluscos bivalves comprovam que o microbioma
destes animais depende fortemente do lugar de sua origem. Uma mudanga drdstica da
localizagdo geografica destes animais pode alterar o microbioma originario e desenvolver uma
reacao de estresse que pode causar mortalidades elevadas. O deslocamento pode, também,
permitir a difusdo e transmissao de espécies microbianas ou parasitdrias de interesse sanitario
para os préprios moluscos bivalves. Por esta razdo, a OIE preconiza o monitoramento
constante da presenca ou auséncia de doencas de notificacdo obrigatdria e autoriza a
movimentac¢do de animais sé entre dreas com o mesmo nivel sanitdrio (ALMAGRO-MORENO;

TAYLOR, 2013).

3 http://www.fazendamarinha.com.br/situacaoepespectivadaostreoculturasc.htm
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2.1.2 A ECOLOGIA DA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

A resisténcia aos antibidticos (ABR) evoluiu nos ultimos 20 anos de forma tal a ser considerada,
atualmente, uma ameaca global para os sistemas de saldde publica. A ABR é uma “guerra”
entre dois exércitos: de um lado existem produtos quimicos destinados a eliminar os
microrganismos, do outro, existe a capacidade das bactérias de adquirir resisténcias, o que
acontece com muito mais rapidez daquela que os seres humanos tém para produzir novos
farmacos. Infeccdes causadas por cepas bacterianas resistentes a antibidticos sdo associadas
a reducdo da qualidade da vida, aumento da probabilidade de infeccdo de outros érgaos e
tecidos, aumento da taxa de cronicizacdo das doencas bacterianas e de desenvolvimento de
infecgcOes secundarias causadas por outras bactérias oportunistas, que se tornaram, também,
resistentes aos antibidticos (FERRI et al., 2015). O risco representado pela resisténcia a
antibidticos é tdo alto que no relatério do férum econdmico global sobre os riscos globais de
2014, este problema é considerado a par do terrorismo, ou do aquecimento global*. Neste
sentido, um papel crucial é representado pela cadeia de producdo de produtos de origem
animal e pelos residuos de antibidticos presentes dentro deles. Nos animais € comum a
utilizacdo de antibioticos de forma desregulada, principalmente no Brasil, onde é facil adquirir
os remédios sem receita veterinaria. A utilizacdo de antibidticos nos animais de producdo
zootécnica é feita, de um lado com fins terapéuticos, do outro, com fungao de profilaxia, ou
seja, antes do aparecimento dos sintomas clinicos da doenga; ou com a fung¢ao de promotores
de crescimento, modulando o microbiota presente no intestino, em prol de espécies de
bactérias mais “funcionais” a produgao. Estes ultimos dois usos dos antibiéticos sdo realizados
administrando os produtos na agua fornecida aos animais, ou na ragao e, frequentemente,
expdem os animais e as bactérias a dosagens sub-terapéuticas, incrementando, assim, a
possibilidade de desenvolvimento de ABR. Para limitar esta exposicdao aos antibidticos, a
Unido Europeia imp6s, desde 2006, a proibicao ao uso de antibidticos de importancia humana

para fins ndo terapéuticos em rac¢des para animais de producdo zootécnica®.

A pressao seletiva exercida pelos antibidticos sobre as bactérias atua de forma classicamente

darwiniana, selecionando as cepas que possuem ou que tenham adquirido, de alguma forma,

* http://www.weforum.org/reports/ global-risks-2014-report
> http://europa.eu/rapid/ press-release_IP-05—-1687_en.htm
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a capacidade de resistir a este tipo de substancias (DAVIES; DAVIES, 2010). Os antibidticos sdo
utilizados pelos seres humanos com a funcdo de eliminar células de espécies bacterianas
patogénicas, mas os seus mecanismos de funcionamento nado sdo totalmente especificos e,

portanto, podem exercer uma forte pressao seletiva sobre espécies bacterianas ambientais.

As bactérias ambientais sdo aquelas que ndo tém um relacionamento evolutivo direto com a
espécie humana, e ndo sdo patdgenos humanos diretos (diferentemente de espécies como o
Mycobacterium tuberculosis cuja evolucao acompanha os seres humanos ha milhares de anos
e pelas quais os seres humanos representam o Unico hospedeiro, ou o hospedeiro de elei¢do)
(DAVIES; DAVIES, 2010; GIBBSON, 2013). Por esta razdo, as bactérias ambientais ndo foram
submetidas a pressao seletiva dada pelo uso de terapias antibiéticas direcionadas. A maioria
das bactérias ambientais, principalmente aquelas que vivem no solo, tem a capacidade de
produzir substancias antibidticas com a funcdo de inibir o crescimento de outras espécies de
bactérias competidoras, ou de servir como moléculas de sinalizacgdo ou regulatodrias,
especialmente nas baixas concentra¢cGes que geralmente sdo encontradas no ambiente
natural (BERGLUND, 2015). Em alguns casos, moléculas de resisténcia aos antibioticos sdo
produzidas para servir de “detoxificacdo” dos proprios antibidticos produzidos pela célula
bacteriana, e este tipo de resisténcia intrinseca aos antibidticos desenvolveu-se muito antes
do inicio da pressao seletiva exercida pelo uso de antibidticos para fins terapéuticos (DAVIES;
DAVIES, 2010). Neste sentido, alguns estudos ressaltam o efeito hormético de baixas doses de
antibiotico para as bactérias no ambiente: em baixas concentragGes possuem efeito benéfico,
enquanto em doses maiores seriam letais para as proprias bactérias (MARTINEZ, 2009b;
ALLEN et al., 2010). Da mesma forma, baixas concentra¢bes de antibidticos estimulam o
desenvolvimento da “resposta SOS” nas bactérias que, por sua vez, reduz a susceptibilidade
aos efeitos dos antibidticos (BERGLUND, 2015). A mesma “resposta SOS” de reac¢do a
estimulos estressantes nas bactérias estimula a expressdo do gene da integrase, que facilita a
captacao e a inclusdo no genoma bacteriano de cassetes genéticos. Alguns antibidticos, como
os beta-lactamicos, os quinolons ou o trimetoprim estimulam a induc¢do da resposta SOS nas
bactérias (BERGLUND, 2015), e reduzem a repressdo da transcricdo de genes obtidos por
transferéncia horizontal (LOPATKIN et al., 2017), facilitando, assim, o compartilhamento de

genes entre individuos diferentes.
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No caso da resisténcia “adquirida” aos antibidticos, derivada da pressao seletiva causada pelo
uso terapéutico de antibidticos (ARNOLD; WILLIAMS; BENNETT, 2016), ao contrdrio,
desenvolve, como explicado anteriormente, ou através de mutacdes ou de transferéncia
horizontal de genes de resisténcia que, frequentemente, sdo codificados por elementos
maveis, como os plasmideos (HALL; BROCKHURST; HARRISON, 2017; STEVENSON et al., 2017).
Neste segundo caso, que é o mais comum e o de mais rdpida ocorréncia, é necessaria a
presenca de espécies de bactérias que sejam “doadoras” dos genes de resisténcia, e outras
gue sdo as “receptoras”. Neste sentido, as bactérias comensais ou patégenas oportunistas
desenvolvem uma funcdo crucial de ponte (ou de porta de acesso) entre as bactérias

ambientais doadoras de genes e as bactérias patogénicas receptoras.

Os genes associados a resisténcia a antibidticos estdo geralmente presentes em elementos
genéticos moveis do genoma bacteriano (resistoma, mobiloma...) e podem facilmente ser
transferidos entre bactérias de grupos taxonOmicos altamente diferentes. Como estes
elementos genéticos mdveis ndo transferem elementos genéticos vitais para as bactérias, sua
presenca nas populacoes bacterianas estudadas é altamente varidvel e o fluxo genético é
altamente dependente da ecologia do ambiente onde as bactérias se encontram e da
presenca de agentes estressantes para as bactérias, como poluentes quimicos, residuos dos
proprios antibidticos, ou sanitizantes (WELLINGTON et al.,, 2013). Os mesmos autores
chamam atencgado sobre a transferéncia horizontal de genes preferencial entre bactérias que
ocupam o mesmo nicho ecoldgico e que estejam, portanto, mais préximas fisicamente entre
Si.

A transferéncia horizontal de genes de resisténcia pode acontecer de trés formas diferentes:

por conjugacao, por transformacao e por transducao.

A conjugacdo é o método que tem a maior importancia para a transferéncia horizontal de
genes de resisténcia, e pode ser realizada entre espécies bacterianas diferentes, assim como
entre células bacterianas e eucaridticas. Os principais elementos genéticos que podem ser
transferidos desta forma s3ao os plasmideos e os elementos integrativos conjugativos

(BERGLUND, 2015; LOPATKIN; SYSOEVA; YOU, 2016).

A transformacdo, ou seja, a captacao de fragmentos de genes livremente presentes no

ambiente pode parecer um método de limitada importancia para a difusdao de genes, mas
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alguns estudos recentes citados por Berglund (2015) demonstram que, apesar da hostilidade
do ambiente externo as células bacterianas para a sobrevivéncia e integridade do DNA, esta é
uma forma significativa de transferéncia de genes de resisténcia em dgua marinha, onde por
exemplo, a sobrevivéncia de bactérias entéricas é reduzida (HUGHES, 2008; BERGLUND,
2015).

A transducdo, ou seja, a transferéncia horizontal de genes através de fagos é outra forma de
transferéncia horizontal de genes de resisténcia que foi subestimada até pouco tempo atras.
Os fagos representam eficientes disseminadores de genes de resisténcia em virtude do
tamanho reduzido, da elevada capacidade de transmissdo dos genes e elevada replicacdo e
pela protecao que exercem sobre o DNA transportado através de suas estruturas fisicas. Além
disso, a especificidade de hospedeiros que podem ser atacados por determinados tipos de
fagos associados a transferéncia de pacotes de resisténcia a antibidticos pode limitar sua

eficiéncia e competéncia como difusores (LOPATKIN; SYSOEVA; YOU, 2016).

Os integrons representam outro importante sistema de transmissdo de genes de resisténcia a
antibidticos no ambiente (BERGLUND, 2015). Os integrons sdo plataformas de agrupamentos
genéticos capazes de capturar e expressar cassetetes de genes que podem codificar
determinantes de resisténcia a antibidticos (BERGLUND, 2015). Entre os elementos que
compdem os integrons, vale ressaltar a fun¢do das integrases, que tém a fungao de inserir
novas por¢des aos integrons, servindo como portas de acesso para os elementos genéticos
dentro dointegron. Os genes que induzem a expressao da integrase sao ativados pela resposta
SOS que, por sua vez, é ativada por eventos estressantes para a bactéria, como a exposi¢do a
antibioticos (especialmente trimetoprim, beta-lactdmicos ou quinolons), ou compostos
guimicos como os detergentes (WELLINGTON et al., 2013; BERGLUND, 2015). Os integrons sao
divididos em dois grupos: os integrons cromossdmicos e os integrons moveis, geralmente
associados a plasmideos. Estes ultimos representam uma grande fonte de variabilidade
genética para as bactérias e de adaptabilidade, ja que podem utilizar cassetetes genéticas
presentes em muitas espécies diferentes de bactérias (metagenoma bacteriano) e disseminar

genes de resisténcia a antibidticos entre bactérias diferentes.

Do ponto de vista ecoldgico podem ser definidos trés ambientes com diferentes niveis de
exposicdo a estresse causado por antibidticos e independentes entre si: o primeiro nivel é

representado pela inteira microbiosfera, ambiente com moderada exposicdo a pressao
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seletiva causada por exposicdo a antibidticos, e onde os determinantes de resisténcia
inerentes as espécies bacterianas exercem fung¢des de regulacdo, ou de comunicacdo entre
individuos diferentes, mas diferentes da prdpria resisténcia a antibidticos (MARTINEZ et al.,

2009a).

O segundo nivel é representado por habitat onde existe um contato frequente entre bactérias
ambientais e bactérias de origem humana. Exemplo deste tipo de ambiente podem ser as
estacles de tratamento de esgoto, os canais de esgoto, ou os solos tratados com adubo
derivado de fezes de animais tratados com antibioticos (MARTINEZ, 2009b). O solo tratado
com fezes contendo residuos de antibidticos também possui concentracdes mais elevadas do
proprio antibidtico do que a dgua e por tempos maiores. Considerando que a thg requer a
contemporanea presenca de espécies bacterianas doadoras de genes (neste caso as espécies
ambientais) e de receptoras (as bactérias humanas), estes ambientes sdo um ponto chave
para a transferéncia da resisténcia, por via horizontal, as bactérias de origem humana

(MARTINEZ, 2009b).

O terceiro nivel é representado pelos individuos humanos ou animais submetidos a
tratamentos com antibidticos. Neste caso, devido a elevada pressao de sele¢do exercida pelas
substancias antibidticas, a aquisicao da resisténcia se deve, na maioria das vezes, a mutacao
de cepas bacterianas (STEVENSON et al., 2017). Do ponto de vista veterinario, o excesso de
utilizacdo de antibidticos na pratica médica veterinaria, ou, ainda pior, a facilidade de compra
e uso sem orienta¢do veterinaria sao elementos de grande importancia que influenciam
fortemente a selegdo para bactérias resistentes a antibiéticos de um lado, e pela perpetuagao
da transmissdo por via horizontal e vertical de genes de resisténcia do outro. Esta situacdo
parece ser extremamente comum em paises “em via de desenvolvimento”, que alguns artigos
culpam por selecionar bactérias resistentes a antibidticos de uso veterindrio que,
eventualmente, se disseminam globalmente (BERGLUND, 2015; FONDI et al., 2016). Entre os
antibidticos de uso veterinario mais frequentemente utilizados sem controle algum de venda
é a tetraciclina. Além da utilizagdo terapéutica dos antibidticos, em medicina veterinaria existe
também a utiliza¢do profilatica ou probidtica dos antibidticos, respectivamente, para prevenir
o acontecimento de casos de doencga na populacdo animal, consequentemente, a estresses,

ou para selecionar a microbiota bacteriana intestinal em prol de espécies bacterianas que
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possam estimular um maior ganho de peso e deposicao de gordura e proteina nos animais de

producdo zootécnica, especialmente peixes, suinos e aves (BERGLUND, 2015).

Para poder entender melhor a resisténcia aos antibidticos dentro das populacdes de bactérias,
é preciso mudar um pouco o enfoque da nossa andlise e considerar, independentemente, as

bactérias e os genes de resisténcia que elas carregam.

Para que um gene de resisténcia consiga “evoluir” e se estabelecer em uma bactéria
potencialmente patogénica para seres humanos a partir de bactérias ambientais, este gene
deve passar através de duas grandes restricdes: a primeira é que o gene deve ser capaz de se
transferir e se fixar a nivel cromossémico em bactérias patogénicas humanas, a segunda é que
estas bactérias onde o gene se transfere devem ser capazes de resistir aos estresses causados
por antibiéticos (MARTINEZ, 2009a; STEVENSON et al., 2017). A importancia da capacidade de
fixacdo em bactérias de interesse médico humano é comprovada pelo fato de que em
bactérias isoladas de animais silvestres e selvagens sdo encontrados genes de resisténcia a
antibidticos diferentes daqueles descritos em casos clinicos humanos ou até veterinarios
(ARNOLD; WILLIAMS; BENNETT, 2016). E interessante observar que a primeira condicdo (a
fixacdo em bactérias patogénicas para humanos) depende, por sua vez, de quatro elementos:
1) a coexisténcia do gene com bactérias (vetores) patogénicas para os seres humanos; 2) o
recrutamento destes genes por sistemas de transferéncia (fagos, plasmideos) que sejam
compativeis com a bactéria patogénica receptora, quando podem existir limitagdes neste
sentido causadas, por exemplo, pela exclusdo reciproca de plasmideos, ou pela escolha de
hospedeiros susceptiveis pelos fagos; 3) o custo energético representado pela introdugao do
gene pela bactéria deve ser compensado pelo ganho competitivo compensatério
representado pela expressao do gene (MARTINEZ, 2009b) e, por fim, 4) o “efeito do fundador”
pelo qual o primeiro gene adquirido por transferéncia horizontal é aquele que mais
possivelmente serd mantido e transferido, a menos que ndo mude a pressao seletiva exercida
por antibidticos sobre o ambiente bacteriano em questdo (MARTINEZ et al., 2009a). O custo
energético pela manutengao do gene de resisténcia é um elemento crucial. Em ambientes
onde ndo existe uma estimulacdo continua com antibiéticos, o custo energético de
manutencdo de genes de resisténcia pode ndao ser compensatério para as bactérias. Este
conceito é a base da tentativa de remocao de genes de resisténcia a antibidticos, geralmente

aplicada, por exemplo, na Unido Europeia, proibindo o uso de antibidticos e favorecendo,
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assim, bactérias que ndo possuam este tipo de genes (FERRI et al., 2015; VITTECOQ et al.,
2016).

Ha situacdes em que os genes de resisténcia a antibidticos podem ser cosselecionados e
alocados em unidades genéticas juntamente com outros elementos que conferem vantagem
ecoldgica em ambientes especificos. Entre estes elementos podem ser citados a resisténcia a
metais pesados, biocidas ou sanitizantes (PLANTE; CENTRON; ROY, 2003; MARTINEZ et al.,
2009a; VITTECOQ et al., 2016). Em outros casos, o aumento da resisténcia é associado a um
aumento da patogenicidade das bactérias (DA SILVA; MENDONCA, 2012), mas esta associa¢do
ndo é absolutamente fixa e depende do mecanismo de resisténcia que é ativado e, também,
do ambiente onde a bactéria existe (DA SILVA; MENDONCA, 2012). Desta forma, fica visivel
como os genes de resisténcia a antibidticos, uma vez estabilizados dentro de uma populacao
bacteriana (ou em uma meta-populacdo bacteriana em um ecossistema) podem ser replicados
autonomamente e independentemente das bactérias que inicialmente os introduziram no
ambiente, mesmo em auséncia do estimulo seletor representado pela presenca dos préprios
antibidticos, como é possivel observar nos diferentes estudos que analisam a resisténcia a
antibidticos em populagdes de bactérias isoladas de animais selvagens, em ambientes onde
ndo existe presenca ou influéncia de atividades humanas (MARTINEZ, 2009a). A replicacdo dos
genes de resisténcia independente de seus vetores (nesta altura, as bactérias acabam sendo
consideradas como simples caixas contentoras dos genes de interesse) permite, também, seu
espalhamento através de ambientes diferentes, através da thg, principalmente através de
agua (doce ou marinha) ou do comércio internacional de bens, especialmente de alimentos

(MARTINEZ, 2009b; FONDI et al., 2016).

Considerando a ubiquidade dos genes que conferem resisténcia a antibidticos entre
hospedeiros bacterianos diferentes, a presenca de uma bactéria resistente a algum antibidtico
no ambiente n3ao pode ser traduzida, simplesmente como uma prova da presen¢a de uma
contaminacgao por antibidticos ou por seus genes de resisténcia. O que pode servir de indicio
neste sentido é a prevaléncia da resisténcia a antibidticos dentro da meta-populagao

bacteriana de um determinado ambiente (MARTINEZ, 2009b).

Em sua ampla revisdo, Wellington et al. (2013) descrevem amplamente as rotas de contatos
entre os seres humanos, antibidticos, genes de resisténcia a antibidticos ou bactérias

resistentes a antibidticos presentes no ambiente. A maioria destes caminhos sdo envolvidos
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com a cadeia alimentar e os alimentos. Os principais sdo: vegetais que foram adubados com
adubos organicos produzidos a partir de fezes de animais tratados com antibiéticos; produtos
de origem animal derivados de animais que acumularam residuos de antibidticos; peixes e
produtos da pesca expostos intencionalmente (aquacultura) ou ndo (criacdo extensiva, pesca,
ou criacdo de moluscos bivalves) a residuos de antibidticos; agua potavel obtida a partir de
fontes contaminadas com residuos; e dguas marinhas costeiras contaminadas utilizadas para
fins recreativos, ou para criacdo de moluscos bivalves. Nesta pesquisa iremos aprofundar
diretamente a presenca de bactérias resistentes a antibidticos nos moluscos bivalves

destinados ao consumo alimentar humano.

O elemento principal para a recirculacdo de residuos de antibidticos e de bactérias resistentes
(ou de seus genes) no ambiente, sdo os sistemas de tratamento do esgoto, devido a elevada
concentracdo de bactérias e a presenca de residuos de antibidticos ainda ativos (WELLINGTON
et al., 2013). A 4gua marinha também representa um ambiente muito importante de difusdo
de resisténcia a antibidticos que chegam da terra firme, principalmente através de esgotos
ndo tratados e se difundem entre as bactérias marinhas até a grandes distancias,
considerando o efeito das correntezas (HATOSY; MARTINY, 2015). Como mencionado
anteriormente, o tratamento de peixes e camardes com antibidticos em criacdo intensiva
também é uma forma de poluicdo das aguas doces ou marinhas, com residuos desses
farmacos (MIRANDA et al., 2013; WANG et al., 2015; VITTECOQ et al., 2016). Neste sentido,
os moluscos bivalves representam um ponto de grande interesse para o monitoramento da
presenca de bactérias resistentes a antibidticos, por serem filtradores, imdveis, possuir um
microbioma bem estruturado e ser facilmente objeto de amostragem e estudo (MARTINEZ-

URTAZA et al., 2004; MIRANDA et al., 2013; WANG et al., 2015; HU; CHEN, 2016).

Um outro elemento relevante para a difusdo no ambiente da resisténcia aos antibidticos sdo
os animais silvestres, especialmente aqueles que, como as gaivotas, os gambds, ou os animais
silvestres sinantrdpicos entram facilmente em contato com os animais domésticos, suas fezes,
ou suas carcac¢as (WELLINGTON et al., 2013; VITTECOQ et al., 2016). Assim, a fragmentacao
do ambiente natural facilita o contato entre animais silvestres e seres humanos e seus dejetos.
No ambiente marinho, os peixes que se alimentam do lixo jogado dos navios ou dos dejetos
liberados no mar, também podem participar da disseminacao da resisténcia aos antibidticos

ou das bactérias que a codificam (ARNOLD; WILLIAMS; BENNETT, 2016).
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2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 LOCAL DE ESTUDO E ANALISE AMBIENTAL

A pesquisa foi realizada em duas fazendas marinhas localizadas nos municipios de Arraial do
Cabo (22958'3.2" S; 4290'25.2" W) (A), e de Armacdo dos Buzios (22244'19.7" S; 41956'52.1"
W) (B), respectivamente. Em Armacgdo dos Buzios foram coletadas amostras de dgua salobra
derivada de uma area de pantano drenante em proximidade do ponto de coleta de moluscos
(22945'30.2" S, 41957'15.7" W). A fazenda em Arraial do Cabo se encontrava dentro da
Reserva Extrativista Marinha de Arraial do Cabo. A coleta dos moluscos bivalves, para fins
cientificos, foi autorizada pelo Ministério do Ambiente através das autorizagdes 54941-1 e

54941-2 de 4 de agosto, 2016 (em anexo).

As espécies de moluscos coletadas foram respectivamente: mexilhGes (Perna perna), ostras
(Crassostrea gigas), e vieiras (Nodipecten nodosus), na fazenda A; mexilhdes (Perna perna) e,

vieiras (Nodipecten nodosus), na fazenda B.

Junto com cada amostragem de moluscos bivalves foi realizada a analise de dados ambientais:
temperatura do ar, temperatura da agua, oxigénio dissolvido, porcentagem de saturacdo do
oxigénio, pH da agua, condutividade (mS/cm), utilizando um medidor multi-paramétrico de
qualidade da agua HORIBA U-52 (Horiba Instruments Brazil, Ltda, Sao Paulo, Brazil). A
velocidade e a diregao da corrente, a diregao e intensidade do vento no dia da amostragem
foram estimados e, sucessivamente, confirmadas através do site da NOAA Environmental
Research Division’s Data Access Protocol-ERDAPP ©. A turbidez no ponto de coleta foi medida

com um disco de Secchi.

A analise ambiental da bacia hidrografica e das areas mais proximas ao local de cultivo foram
inicialmente estudadas de forma tedrica, coerentemente com as orientacdes do CEFAS
britanico (CEFAS, 2014), utilizando o software GOOGLE EARTH PRO (Google LLC), entre
Setembro de 2016 e Junho de 2017.

§ http://coastwatch.pfeg.noaa.gov/erddap



http://coastwatch.pfeg.noaa.gov/erddap
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Foi realizado um mapa de uso do solo da bacia hidrografica da regido dos Lagos utilizando o
software livre QUANTUM GIS’. As informacdes geograficas foram definidas usando o Sistema

Geodésico WGS 84.
Os dados vetoriais para a producdo do mapa derivaram de trés fontes principais:

Mapa do Brasil do site do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e estatistica):

ftp://geoftp.ibge.gov.br/organizacao do territorio/malhas territoriais/malhas municipais/

municipio 2015/Brasil/BR/.

“Shape” da area de Protecdo Ambiental Rio S3o Jodo/Mico Ledo Dourado, do site do ICMBio:

http://www.icmbio.gov.br/portal/unidadesdeconservacao/biomas-brasileiros/mata-

atlantica/unidades-de-conservacao-mata-atlantica/2169-apa-da-bacia-do-rio-sao-joaomico-

leao-dourado
Mapa de uso do solo do estado do Rio de Janeiro no site do INEA:

http://www.inea.rj.gov.br/Portal/MegaDropDown/EstudosePublicacoes/Publicacoes/index.

htm&lang

Os dados oceanograficos da Regido dos Lagos e do Cabo de Sdo Tomé foram obtidos de
estudos bibliograficos especificos (CALADO et al., 2010; AMARAL RAMOS, 2011; PALOCZY et
al., 2014; BATISTA et al., 2017).

A partir destes dados, foi feita uma andlise do territério na bacia inteira de captagdo para
confirmar os dados sobre o uso do solo (urbano, pastagem, cobertura agricola, selva, por
exemplo) e a localizacdo e tipificacdo das fontes de contaminagdo, tanto dispersas (drenagem
de areas de pasto) ou pontuais (descargas de esgotos domésticos ou industriais urbanos por
exemplo) (CEFAS, 2010, 2014). Junto com os maricultores foram obtidas informacdes sobre
os fluxos turisticos, a criacdo dos moluscos bivalves e o comércio dos produtos. A andlise do
territorio foi realizada junto com cada campanha de coleta de moluscos bivalves entre

outubro de 2016 e maio de 2017.

7 https://www.qgis.org/pt BR/site/



ftp://geoftp.ibge.gov.br/organizacao_do_territorio/malhas_territoriais/malhas_municipais/municipio_2015/Brasil/BR/
ftp://geoftp.ibge.gov.br/organizacao_do_territorio/malhas_territoriais/malhas_municipais/municipio_2015/Brasil/BR/
http://www.icmbio.gov.br/portal/unidadesdeconservacao/biomas-brasileiros/mata-atlantica/unidades-de-conservacao-mata-atlantica/2169-apa-da-bacia-do-rio-sao-joaomico-leao-dourado
http://www.icmbio.gov.br/portal/unidadesdeconservacao/biomas-brasileiros/mata-atlantica/unidades-de-conservacao-mata-atlantica/2169-apa-da-bacia-do-rio-sao-joaomico-leao-dourado
http://www.icmbio.gov.br/portal/unidadesdeconservacao/biomas-brasileiros/mata-atlantica/unidades-de-conservacao-mata-atlantica/2169-apa-da-bacia-do-rio-sao-joaomico-leao-dourado
http://www.inea.rj.gov.br/Portal/MegaDropDown/EstudosePublicacoes/Publicacoes/index.htm&lang
http://www.inea.rj.gov.br/Portal/MegaDropDown/EstudosePublicacoes/Publicacoes/index.htm&lang
https://www.qgis.org/pt_BR/site/
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Informacdes sobre a densidade da populacao na regido de estudo foram obtidas a partir dos

dados do censo da populagdo de 2010 realizado pelo IBGE2.

Informacdes sobre precipitacdes de chuva derivaram do Instituto Brasileiro de Meteorologia

(INMET)®.

2.2.2 COLETA E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

Entre o dia 12 de outubro de 2016 e o dia 27 de abril de 2017 foram realizadas 13 coletas de
amostras nas duas localidades. A frequéncia das coletas foi, aproximativamente, a cada duas
semanas, para garantir a independéncia de cada resultado dos anteriores (LAING; SPENCER,
2006; CEFAS, 2014; FAO/WHO, 2018). Esta escala de frequéncia de amostragem foi alterada
no final das coletas: a 112 amostragem evidenciou uma elevada concentracdo de E. coli e por
isso, a sucessiva, 122 foi realizada so trés dias depois para confirmar a contaminacgdo e avaliar
a velocidade de depuracdo natural dos moluscos bivalves. A 132 coleta foi realizada um més
depois da anterior para avaliar exclusivamente a persisténcia de cepas de E. coli, durante um
periodo prolongado (entre a 122 e a 132 coleta ndo ocorreram periodos significativos de

chuva).

As amostras de moluscos bivalves e de d4gua foram armazenadas em temperatura de + 4-8°C,
em contentores isotérmicos adicionados com conservador biolégico e foram transportados
no mesmo dia da coleta até os laboratdrios de Microbiologia do Laboratério de Sanidade
Animal da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), na cidade de
Campos dos Goytacazes (RJ). A duracao do transporte foi entre 3 e 5 horas. Ao chegar no
laboratério, as amostras foram mantidas em temperaturas de + 4-82C e processadas em até
12 horas depois da chegada. Os moluscos mortos (ndo respondentes a concussido), no
momento da chegada no laboratério, eram descartados. Uma nova triagem da vitalidade dos
moluscos era realizada antes do inicio do processamento. Ostras e vieiras, por possuirem
valvas assimétricas foram transportadas e armazenadas com a valva cOncava virada para

baixo, para permitir a manutenc¢ao da dgua naturalmente presente dentro dos moluscos.

8 https://censo02010.ibge.gov.br/
9 http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=home2/index



https://censo2010.ibge.gov.br/
http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=home2/index
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2.2.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS

2.2.3.1 DILUICAO DAS AMOSTRAS

Os moluscos bivalves foram preparados e diluidos conforme a norma UNI EN ISO 6887-3:2003

(SO, 2003).

De cada amostra foram escolhidos pelo menos seis individuos de moluscos bivalves vivos
(concha fechada ou reacdo positiva a percussdao com fechamento das valvas) e integros, com
um peso total da amostra processada de 75 a 100 gramas. No caso das vieiras, cujo tamanho
era maior, foram prelevadas amostras de 200 gramas de corpo dos moluscos. Os moluscos
foram lavados e esfregados sob a torneira de jato de dgua potavel e secos com o uso de papel
toalha. Os moluscos bivalves foram abertos utilizando uma faca especifica sanitizada com
alcool e com a lamina esterilizada por passagem no bico de Bunsen. O corpo dos moluscos era
retirado junto com o liquido intervalvar e colocado em uma vasilha de vidro esterilizada. Uma
vez alcangado o peso da amostra, era adicionada solugdo fisioldgica em razdo de 1/1 p/p e as
amostras eram homogeneizadas com um liquidificador estéril. Sucessivamente, a partir desta
diluicdo foi realizada uma diluicdo 1/5 p/p para obter finalmente as amostras diluidas 1/10
que seriam utilizadas para as analises. Sucessivas diluicbes decimais eram realizadas,
colocando 1 mL da solu¢do 1/10 em 9 mL de solugao fisioldgica (diluicdo 1/100 da amostra) e
1 mL da solugdo 1/100 em 9 mL de solucdo fisioldgica para obter a diluigdo 1/1000 (ISO, 2003;
CEFAS, 2014; PHE MICROBIOLOGY SERVICES, 2014).

2.2.3.2 ENUMERAGAO DE ESCHERICHIA COLI B-GALACTOSIDADE POSITIVAS DE AMOSTRAS DE
MOLUSCOS BIVALVES

A enumeracao de E. coli B-galactosidase positivas foi realizada conforme o protocolo UNI EN
ISO 16649-3, técnica equivalente ao protocolo UNI EN ISO 16649-2, técnica oficial preconizada
pelo Codex Alimentarius, pela Unido Europeia e pelo Governo Brasileiro (MOOIJMAN et al.,
2007; BRASIL, 2012; CODEX ALIMENTARIUS, 2014; EU, 2015). O meio utilizado para o

plagueamento das amostras foi o 5 tryptone bile X-glucuronide dgar (TBX Agar) (OXOID). A
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contagem do numero de coldnias nas amostras foi realizada em duplicata. Os produtores
foram informados através de laudos técnicos assinados pelo responsavel do projeto, Prof.
Olney, de todos os resultados das analises realizadas, indicando, também, a oportunidade de
suspender a coleta dos moluscos bivalves, caso a concentracdo de E. coli fosse superior a
classificacdo estabelecida pelo Governo Brasileiro, que permite o consumo direto dos

moluscos bivalves (BRASIL, 2012).

2.2.3.3 ISOLAMENTO DE ENTEROBACTERIACEAE DE AMOSTRAS DE MOLUSCOS BIVALVES E
AGUA

Para isolar as bactérias entéricas das amostras de dgua e de moluscos, 1 mL da solugdo 1/10
de molusco bivalve e liquido intervalvar foi colocada em tubos com 9 mL de agua peptonada
0,5% de NaCl (OXOID Inc.). O isolamento destas bactérias da agua foi realizado colocando 1
mL de dgua em tubos com 9 mL de agua peptonada 0,5% de NaCl (OXOID Inc.). As amostras
de dgua e de moluscos eram incubadas em estufa por 18 a 24 horas a 372C. Com a alca de
platina foi coletada uma pequena porcao da superficie do caldo incubado e espalhada em
duplicada em placas de Petri, contendo 20 mL de Agar Mac Conkey (OXOID Inc.). As placas
foram incubadas por 18 a 24 horas a 372C. De cada par de placas de Mc Conkey foram isoladas
10 col6nias e transferidas para purificagdo em novas placas de Agar Mac Conkey. As placas
purificadas foram identificadas bioquimicamente em nivel de familia por meios bioquimicos
(Gram, oxidase, catalase, inoculacdo em Agar TSI) e armazenadas em duplicata em freezer a -
802C em meio “skim milk” (20% peso/peso de pé de leite desnatado em agua deionizada

fervido por 10 minutos a 1002C).

2.2.3.4 ISOLAMENTO DE SALMONELLA SPP. DE AMOSTRAS DE AGUA E MOLUSCOS BIVALVES

Para isolar bactérias do género Salmonella, 1 mL da solu¢do de amostra diluida 1/10 foi
colocado em 9 mL de dgua peptonada e incubado por 24 horas a 37 2C., 0,1 mL desta agua
peptonada foram transferidos em 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis e incubados por 24
horas a 422C. Com uma alca de platina foi prelevada uma pequena por¢ao da superficie do

caldo apds a incubacao e foi espalhada em uma placa de meio agar Hektoen, especifico para
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Salmonella e incubado por 24 horas a 372C. Col6nias tipicas de Salmonella foram separadas,
purificadas por passagem em placas de Hektoen, dgar MacConkey e agar nutriente.
Sucessivamente, a partir das amostras puras armazenadas em tubos de dgar nutriente, estas
foram testadas quimicamente (Gram, oxidase, catalase, crescimento em tubos de agar TSI) e,
sucessivamente, identificadas em equipamento VITEK 2 (BioMérieux, Mercy I'Etoile, Franca),

seguindo as instrucdes do fabricante.

2.2.3.5 ISOLAMENTO DE VIBRIONACEAE DE AMOSTRAS DE AGUA E MOLUSCOS BIVALVES

Para isolar bactérias do género Vibrio 0,1 mL da solucdo, 10% de molusco bivalve e liquido
intervalvar foram colocados em tubos com 10 mL de dgua peptonada alcalina (3% NaCl, pH
8,4-8,6). As amostras foram incubadas a 372C overnight. Com a alca de platina foi coletada
uma pequena por¢do da superficie do caldo incubado e espalhada em duplicada em placas de
Petri, contendo 20 mL de Agar Tiossulfate Citrate Bile Sucrose (TCBS) (OXOID Inc.) e incubados
em estufa a 372C, entre 18 e 24 horas. De cada par de placas de Petri com Agar TCBS foram
isoladas 10 coldnias casuais que foram repicadas em Agar nutriente 3% NaCl para purificacdo.
As coloOnias purificadas foram testadas bioquimicamente para obter uma identificacdo da
familia (teste de Gram, catalase, oxidase, crescimento em Agar TSl a 1% NaCl) e estocadas em

duplicata em Agar estoque tamponado 1% NacCl.

2.2.4 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS E IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS

Trés cepas de Enterobacteriaceae e trés cepas de Vibrionaceae escolhidas aleatoriamente de
cada amostra de molusco bivalve e 4gua, de cada ponto de coleta e de cada dia de
amostragem, foram submetidas a teste de resisténcias a antibiéticos. Todas as amostras de
Vibrio spp. e Enterobacteriaceae das coletas 11, 12, e 13 foram testadas. As classes de
antibidticos utilizadas foram representativas dos produtos mais frequentemente utilizados
em medicina humana e veterinaria. A resisténcia aos antibidticos foi testada com o método
de Kirby-Bauer. As Enterobacteriaceae foram testadas em agar Mueller Hinton 0,5% NacCl e as

Vibrionaceae foram testadas em agar Mueller Hinton 1% NaCl. Os antibidticos testados foram:
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Amoxicilina e acido Clavulanico (AMC, 20/10 pg), Ampicilina (AMP, 10 pg), Cefalotina (CFL, 30
ug), Cefoxitina (CFO, 30 pg), Ciprofloxacina (antibiético de uso humano) (CIP, 5 ug),
Cloranfenicol (antibiético de uso humano) (CLO, 30 ug), Cotrimoxazol (SUT, 25 ug),
Gentamicina (GEN, 10 ug), Tetraciclina (TET, 30 pg), Tobramicina (TOB, 10 pg), Florfenicol
(antibiotico da mesma classe do cloranfenicol, mas utilizado prevalentemente na clinica
veterindria) (FLO-FLF, 30 ug) e Norfloxacina (antibiético da mesma classe da ciprofloxacina,
mas utilizado em medicina veterinaria, principalmente em bovinos) (NOR, 10 pg). Todos os
antibidticos foram produzidos pela CEFAR Inc. (Sdo Paulo-SP). O diametro do halo de inibicao
do crescimento foi aferido entre 12 e 24 horas depois da inoculagdo, utilizando um
paquimetro digital (Mitutoyo, Brasil) e medido em milimetros. A sensibilidade foi definida
utilizando os pontos de corte definidos pela BrCast-EUCAST (EUCAST, 2016a; BRCAST, 2017).
Escolheu-se avaliar os resultados dos antibiogramas pelos padrdes Europeus, considerando,
principalmente, a intencdo do Brasil de exportar moluscos bivalves para a Europa e ndo para
os Estados Unidos da América, que possuem outros padrdes de avaliacdo da resisténcia

antimicrobiana (CLSI, 2011, 2019).

Depois da execucdo do teste de resisténcia a antibidticos, as bactérias testadas foram
identificadas em equipamento VITEK 2 (BioMérieux, Mercy I’Etoile, Franca), seguindo as

instrucGes do fabricante.

2.2.5 BIOLOGIA MOLECULAR

ApOs a realizagdo dos testes de resisténcia a antibiodticos, todas as col6nias bacterianas das
coletas 11, 12 e 13 foram analisadas geneticamente para a pesquisa de genes associados a

resisténcia a antibidticos.

2.2.6 EXTRACAO DO DNA

A extracdao do DNA das bactérias foi realizada por fervura, prelevando uma por¢ao da coldnia
bacteriana pura com uma alga e colocando em um tubo Eppendorf de 200 plL contendo 50 pL

de 4gua deionizada milli-Q. Os tubos foram vortexados, centrifugados (5 segundos em
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aceleracdo até 7.000 RPM) e colocados em termociclador programado com ciclo Unico de 992C
por 10 minutos. Os tubos foram, depois, centrifugados e armazenados em temperatura de -

82C por até 5 dias.

2.2.7 REALIZACAO DAS PCR

A PCR foi realizada procurando os seguintes genes de resisténcia, conforme descrito em
(PRIBUL et al., 2016). Os primers foram validados utilizando a ferramenta BLAST contra bancos
de dados disponiveis na rede. Nado foi realizada a pesquisa de genes de resisténcia aos

antibidticos cloranfenicol, florfenicol e tetraciclina que foram testados fenotipicamente.

Quadro 1: Sequéncia dos primers a serem utilizados para o estudo de resisténcia a quinolonas
e fluorquinolonas em bactérias gram-negativas (GONI-URRIZA et al., 2002; YANEZ et al., 2003;
PEIRANO et al., 2006; CAVACO et al., 2009; JACOBY et al., 2009; KIM et al., 2009) (Park et al.,
2006; Pitout et al., 2008).

PRIMERS SEQUENCIA DO PRIMER (5'-3’) GENE ALVO AMPLICON REFERENCIA
QNRA-F ATTTCTCACGCCAGGATTTG

qnrA 516pb Jacoby et al. (2009)
QNRA-R GATCGGCAAAGGTTAGGTCA
QNRB-F GATCGTGAAAGCCAGAAAGG

qnrB 469pb Jacoby et al. (2009)
QNRB-R ACGATGCCTGGTAGTTGTCC
QNRC-F GGGTTGTACATTTATTGAATCG

qnrC 307pb Kim et al. (2009)
QNRC-R CACCTACCCATTTATTTTCA
QNRD-F CGAGATCAATTTACGGGGAATA

gnrD 582pb Cavaco et al. (2009)
QNRD-R AACAAGCTGAAGCGCCTG
QNRS-F ACGACATTCGTCAACTGCAA

gnrs 417pb Jacoby et al. (2009)
QNRS-R TAAATTGGCACCCTGTAGGC




AAC(6’)-1B-F

AAC(6’)-1B-R

INTEGRASE-F

INTEGRASE-R

INTEGRON-3

INTEGRON-5

ASALGYR-AF

ASALGYR-AR

GYR-B-3F

GYR-B-14R

TATGAGTGGCTAAATCGAT

CCCGCTTTCTCGTAGCA

CCTCCCGCACGATGATC

TCCACGCATCGTCAGGC

AAGCAGACTTGACCTGA

GGCATCCAAGCAGCAAG

TCCTATCTTGATTACGCCATG

CATGCCATACCTACCGCGAT

TCCGGCGGTCTGCACGGCGT

TTGTCCGGGTTGTACTCGTC

aac(6’)-1b

Integrase

Integron(regido variavel)

Gyrase A

Gyrase B

482pb

250pb

Variavel

441 pb

1100 pb
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Park et al. (2006)

Peirano et al. (2006)

Peirano et al. (2006)

Goiii-Urizza et al.

(2002)

Yafiez et al. (2003)

As PCR foram realizadas utilizando kits de Master Mix “ThermoScientific MasterMix 2X”, com

as dosagens descritas no Quadro 2:

Quadro 2: Dosagem dos componentes utilizados para a realizagdao das PCR, utilizando o
MasterMix: ThermoScientific MasterMix 2X.

PCR E CONTROLE + BRANCO CONTROLE -
MASTER MIX ‘ 12,5 L 12,5 uL 12,5 uL
AGUA ‘ 0pL 2L 10,5 pL
PRIMERS FE R ‘ 1+1 pL 0ulL 1+1 pL
DNA ‘ 10,5 pL 10,5 pL 0pL

Os protocolos de realizacdo das PCR foram conforme descritos no Quadro 3, a seguir:

GYRAEGYRB QNRA-B-C-D-S AAC(6’)IB INTEGRASE INTEGRON
DESNATURAGAO INICIAL ‘ 4’ @94°C 6’@94 °C 2’@94 °C 10@94°C 5 @94°C
DESNATURAGAO ‘ 1'@94°C 45”@94 °C 45"@94 °C 1'@94 °C 1'@94 °C
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ANELAMENTO ‘ 30"@61 °C 45”@53 °C 45”@55 °C 30"@55°C 1'@54°C
EXTENSAO ‘ 1'@72°C 1'@72°C 45"@72°C 1'@72°C 5@72°C
EXTENSAO FINAL ‘ 10@72 °C 7@72°C 30"@ 72°C 10'@72°C 10'@72°C
NUMERO DE CICLOS ‘ 30 30 34 35 35

Quadro 3: Protocolos de realizacdo das PCR para a pesquisa dos genes de resisténcia a
antibidticos utilizados, utilizando o MasterMix ThermoScientific MasterMix 2X.

Sucessivamente, junto com o “ThermoScientific MasterMix 2X”, foi utilizado, também, o
MasterMix “Quiagen TopTaq MasterMix 2x”. As dosagens utilizadas para a preparacdo das

PCR foram como descritas no quadro 4, a seguir:

Quadro 4: Dosagem dos componentes utilizados para a realizacdo das PCR, utilizando o
MasterMix: Quiagen TopTaq MasterMix 2X.

PCR E CONTROLE + BRANCO CONTROLE -

MASTER MIX ‘ 12,5 uL 12,5 uL 12,5 uL
AGUA ‘ 7,5 ul 7,5 ul 10,0 uL

PRIMERS FE R ‘ 1,25+1,25 L 0 uL 1,25+1,25 L
DNA ‘ 2,5 uL 2,5 uL 0pL

O uso do MasterMix Quiagen TopTaq MasterMix 2X permitiu otimizar os protocolos de PCR,
utilizando um programa comum (Quadro 5) para a pesquisa de genes de resisténcia
diferentes. O protocolo utilizado permitiu realizar, ao mesmo tempo, a PCR para os genes:
GYR-A, GYR-B, AAC (6’) Ib, QNR-D e INTEGRASE. Os demais genes foram analisados, utilizando

o MasterMix ThermoScientific MasterMix 2X, individualmente.

Quadro 5: Protocolo de realizagdo das PCR para a pesquisa dos genes de resisténcia a
antibidticos utilizados, utilizando o MasterMix Quiagen TopTaq MasterMix 2X.

PROGRAMA TOPTAQ-4

DESNATURAGCAO INICIAL ‘ 3'@942C
DESNATURACAO ‘ 30" @942C
ANELAMENTO ‘ 45" @55 °C
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EXTENSAO ‘ 1’@72 °C
EXTENSAO FINAL ‘ 10@72 °C

NUMERO DE CICLOS ‘ 30

Os controles positivos foram fornecidos pelo Laboratério de Enterobactérias do Instituto

Oswaldo Cruz de Manguinhos (Rio de Janeiro, RJ) (Quadro 6):

GENE IDENTIFICAGAO DA CEPA BACTERIANA
AAC(6’)IB 10C 1618/12
INTEGRASE I0C 2555/14
GYR-A 10C 7992/16
GYR-B, PAR-C 10C 7892/16
QNR-B 10C 6744/12
QNR-S I0C 711/12
QNR-D I0C 1212/12

Quadro 6: Identificacdo das cepas de Salmonella enteritidis, utilizadas como controle positivo
para a pesquisa de genes de resisténcia a antibidticos.

2.2.8 SEQUENCIAMENTO DOS AMPLICONS DOS GENES DE RESISTENCIA

O sequenciamento dos genes de resisténcia a antibiéticos foi realizado no laboratério de

genética veterinaria da UFMG, em Belo Horizonte (MG).

Para realizar o sequenciamento, foi extraido o DNA das bactérias que possuiam os genes de
resisténcia e dos controles positivos descritos anteriormente, utilizando o kit PREP-MAN
ULTRA (Applied Biosystems), conforme instrugdes do fabricante no LSA da UENF. Os DNAs
extraidos foram quantificados, utilizando o NANODROP e foram transportados em
temperatura controlada até o laboratério de genética veterinaria da escola de Medicina

Veterinaria da UFMG, em Belo Horizonte (MG) (LGEV-EV/UFMG).

No LGEV-EV/UFMG, foram realizadas, novamente, as PCR conforme descrito anteriormente e
os produtos de PCR foram submetidos a sequenciamento, utilizando o kit Thermofisher BIG

DYE Mix.
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A reacdo de sequenciamento foi realizada conforme descrito no Quadro 7:

Quadro 7: Dosagem dos componentes da reacdo de sequenciamento conforme protocolos
seguidos no LGEV-EV/UFMG.

COMPONENETES VOLUME TOTAL20pL  CONTROLE (PGEM)
BIG DYE MIX 1,0 uL lul

TAMPAO DE SEQUENIAMENTO 5X 3,5puL 3,5uL

PRIMERS 2,0 uL 4,0 uL

PRODUTO DE PCR 2,0 uL 2,0 pL

AGUA MILLI Q AUTOCLAVADA 11,5 pL 9,5 uL

As condicOes da reacdo foram conforme descritas no Quadro 8:

Quadro 8: Condicdes da reacao de sequenciamento

TEMPERATURA  TEMPO NUMERO DE CICLOS

96 °C 1 1x
96 °C 10”
TM DO PRIMER 5” 25 x
60 °C 4
60 °C 5’
1x
49C INFINITO

O sequenciamento foi sucessivamente realizado em sequenciador automatico 3500 da

Applied Biosystem, conforme instrugdes do fabricante.

Os resultados do sequenciamento foram analisados utilizando o programa MEGA X (Molecular

Evolutionary Genetic Analysis®°.

0 www.megasoftware.net



http://www.megasoftware.net/
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2.2.6 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A andlise estatistica objetivou avaliar principalmente a significdncia da associacdo entre
parametros ambientais e o perfil de resisténcia a antibidticos das bactérias isoladas de dgua

de esgoto e moluscos bivalves. Os parametros ambientais avaliados foram:

O efeito do lugar de coleta: comparacdo entre bactérias isoladas de mexilhGes entre os pontos
de coleta de Arraial do Cabo e Armacao dos Buzios.

O efeito da espécie de molusco bivalve: comparacdo entre bactérias isoladas das diferentes
espécies de moluscos bivalves produzidas em Arraial do Cabo.

O efeito do nivel de contaminacdo por E. coli sobre a resisténcia a antibidticos nas bactérias
isoladas dos moluscos bivalves. Para esta analise, realizou-se uma analise a posteriori, através
de um teste pair-wise, dividindo as concentracdes de E. coli em trés classes distintas. A classe
1 incluiu todas as amostras de moluscos bivalves cuja contaminacdo por E. coli estava abaixo
do nivel de deteccdo da técnica utilizada. A classe 2 incluiu as amostras cuja contaminacdo era
detectavel, porém abaixo do limite de classificacdo “liberada” perante a legislacdo brasileira
(BRASIL, 2012). A classe 3 incluiu todas as amostras cuja contaminagdo era acima de 230 UFC
E. coli/100 gramas de polpa e agua intervalvar.

O efeito da taxonomia e do grupo ecoldgico ao qual as bactérias pertenciam. Neste sentido,
bactérias da familia das Enterobacteriaceae foram consideradas como derivantes de dgua de
esgoto contaminada com material fecal de animais terrestres e seres humanos; as bactérias
das Vibrionaceae foram consideradas como espécies proprias do bioma marinho e do

microbioma dos moluscos bivalves (PRUZZO; GALLO; CANESI, 2005; VEZZULLI et al., 2017).

A analise permutacional da variancia (PERMANOVA) permitiu comparar a resisténcia aos
antibiodticos entre os seguintes fatores fixos: 1) a classe das bactérias (Enterobacteriaceae, ou
Vibrionaceae), 2) o lugar de coleta: Arraial do Cabo, ou Buzios, 3) a espécie de molusco bivalve:
mexilhdo, vieira, ou ostra e 4) o nivel de contaminacdo por E.coli (UFC E. coli/100 gramas de
polpa e agua intervalvar). Os valores de P foram obtidos através de testes de permutacao
(9999) e quando foram encontrados resultados significativos (p<0,05), foram realizadas

comparagdes post-hoc através do método pair-wise.

A associacao entre o perfil de resisténcia a antibidticos e a classe de bactérias, ou o lugar de

coleta foi avaliado utilizando um sistema de escala multidimensional ndo métrica (hMDS).
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Todas as anadlises multivariadas foram realizadas transformando todos os dados em varidveis
binomiais de presenga ou auséncia, utilizando o coeficiente de similaridade de Jaccard,
utilizando o software PRIMER 6''. Para identificar quais perfis de resisténcia a antibidticos
eram principalmente responsaveis para as diferencas entre as classes de bactérias em cada

grupo de amostras foi realizado o procedimento SIMPER.

1 www.primer-e.com/



http://www.primer-e.com/

46

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 ANALISE DO AMBIENTE E DO USO DO SOLO DA BACIA HIDROGRAFICA DA REGIAO DOS
LAGOS

A Figura 1 apresenta o uso do solo na bacia hidrografica da area que foi objeto de estudo.

Mapa de uso e cobertura do solo da Regiao dos Lagos e da Bacia do Rio
Sao Joao
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Figura 1: Uso e cobertura do solo na bacia hidrografica da regido dos Lagos

A regido dos Lagos é dividida entre 7 municipios: Araruama, Armac¢do de Buzios, Arraial do
Cabo, Cabo Frio, Iguaba Grande, Sdo Pedro da Aldeia, e Saquarema. A d4gua doce presente na
regido deriva da drea montanhosa presente na por¢do mais distante do mar e é composta,
principalmente, de dois rios: o rio Sdo Jodo e o rio Una. O Rio S3o Jodo deriva da represa de
Juturnaiba e atravessa principalmente areas de uso agricola, de pastagem (ocupadas por
bovinos de corte) e pequenas cidades, antes de chegar ao mar. O rio Una nasce perto da
cidade de Sao Vicente de Paula e é conectado ao rio S3ao Jodo através do Canal das Pedras

(canal artificial). Devido a presenca das montanhas e da cobertura com mata atlantica de seus
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encostos, o clima na area do interior da Regido dos Lagos e da regido praiana pode ser muito

diferente.

A Lagoa de Araruama é uma lagoa hipersalina que se encontra entre os municipios de
Araruama, lguaba Grande, Sdo Pedro da Aldeia, Cabo Frio, e Arraial do Cabo (BIDEGAIN DA
SILVEIRA PRIMO; FONTANELLE BIZERRIL, 2002). Recebe agua doce de vdrios pequenos rios e
riachos que, antes de alcancar a lagoa, atravessam vilarejos e pequenas cidades, recebendo
um significativo aporto de dguas de esgoto ndo tratadas e de descargas. Entre estes rios que
desaguam na lagoa de Araruama, vale a pena ressaltar o rio Mataruna, que atravessa a propria
cidade de Araruama, uma das maiores da regido (112.000 moradores).'? A dgua deste rio
recebe também parte da agua pds-tratamento da estacdo de tratamento de tipo “wetland”
de Araruama (AGUAS DE JUTURNAIBA, 2010), responsavel pelo tratamento dos esgotos da
cidade. A lagoa de Araruama se conecta ao mar através do Canal de Itajuru, que desagua no

mar na cidade de Cabo Frio, apds receber esgotos da regido urbana.

A presenca humana na regido dos Lagos é concentrada na por¢ao mais proxima do mar, ou
em volta da Lagoa de Araruama, conforme os dados apresentados no mapa interativo do IBGE
que apresentam os resultados do censo populacional de 2010'3. A regido possui uma forte
vocacgao turistica, recebendo turismo nacional e internacional principalmente durante os
meses de verdo (entre novembro e marg¢o), mas a presenca turistica é significativa durante os
finais de semana o ano todo. O volume turistico ndo é certo. Os dados sdo contrastantes
devido ao fato de que muitos turistas ndo se acomodam em estruturas receptivas formais, ou

nao é feito sistematicamente o registro de todas as visitas nestas estruturas.

Os dados do IBGE mostram que a gestao do esgoto na regido dos Lagos é de baixa qualidade.
Menos de 40% do esgoto é tratado e ndo existe uma divisdo na descarga entre aguas
“brancas” (aguas de pia, de cozinha, ou de chuveiro) e dguas “pretas” (aguas derivadas do uso
do vaso sanitario com dejetos de fezes e urinas) havendo, portanto, uma mistura entre aguas

com material biolégico humano e residuos de produtos de limpeza e higienizantes.

12 https://www.araruama.rj.gov.br/novo/?pg=dados gerais
13 http://mapasinterativos.ibge.gov.br/atlas ge/brasillporl.html



https://www.araruama.rj.gov.br/novo/?pg=dados_gerais
http://mapasinterativos.ibge.gov.br/atlas_ge/brasil1por1.html
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Na regido dos lagos existem duas estacGes de tratamento dos esgotos (ETEs): a “wetland” de
Araruama (22952’45.36"S; 42221’54.04”W) e a ETE de Armacdo dos Buzios (22246’39.68"S;
41956’31.51"W).

A pluviosidade da regido é baixa (em média, 66 mm de chuva por més) e é concentrada entre

os meses de novembro e margo®®.

2.3.2 ANALISE AMBIENTAL DA REGIAO PROXIMA AO PONTO DE COLETA DE ARRAIAL DO CABO
(A)

A andlise ambiental foi realizada conjuntamente com todas as coletas de moluscos bivalves

entre outubro 2016 e abril 2017.

A andlise ambiental da regido da Praia dos Anjos de Arraial do Cabo apresentou uma elevada
densidade de populacdo humana na regido do centro da cidade de Arraial do Cabo, um porto
turistico, um porto industrial para o transporte de cereais (BATISTA et al., 2017) e uma area
de preservacdo ambiental na parte mais proxima ao ponto de coleta das amostras de
moluscos bivalves (Figuras 2 e 3). O porto turistico era utilizado constantemente por mais de
200 barcos de turismo e pesca. No porto industrial raramente foram observados navios de
transporte de cereais e duas vezes durante o periodo das coletas um submarino militar estava

ancorado a menos de 500 metros da fazenda marinha.

14 http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=clima/graficosClimaticos



http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=clima/graficosClimaticos
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Figura 2: Visdo geral do ponto de coleta das amostras em Arraial do Cabo.
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Figura 3: Localizagao dos pontos de coleta das amostras de moluscos bivalves divididas por
espécies dentro da fazenda marinha que foi objeto de estudo. A imagem ressalta a cobertura
de vegetacdo sem presenca antropica na parte mais préxima aos pontos de coleta.

As correntes marinhas observadas na fazenda marinha foram constantes ao longo de todo o
periodo do experimento, geralmente fracas e provindo de sul-oeste, direcdo na qual se
encontrava a drea mais intensamente antropizada. Um curto video no Youtube®® (autoria
propria) mostra brevemente o ambiente em volta da fazenda marinha de Arraial do Cabo.
Durante a 112 coleta, realizada no dia 20 de marco de 2017, depois de quatro dias de chuva
forte, observamos uma forte corrente de sul-oeste e a presenca de residuos de plastico, lixo
urbano e hidrocarbonetos na agua, na fazenda marinha (Figura 4). Os produtores explicaram
gue devido as fortes chuvas tinha sido aberta uma comporta de um canal que drena a agua
das ruas e os esgotos e que desagua em uma das extremidades da Praia dos Anjos, para evitar
gue a agua transbordasse alagando as ruas. Na 122 coleta, realizada 3 dias depois, a
contaminacdo visivel da agua tinha desaparecido, evidenciando o elevado fluxo de agua na

area objeto de estudo.

15 https://www.youtube.com/watch?v=U6NCBreJNtw



https://www.youtube.com/watch?v=U6NCBreJNtw
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Figura 4: poluicao visivel por residuos de lixo, hidrocarbonetos e particulas plasticas na
fazenda marinha, em Arraial do Cabo, no dia 20 de margo 2017, depois de quatro dias de
chuvas intensas. Foto: Andrea Lafisca.

2.3.3 ANALISE AMBIENTAL DA REGIAO PROXIMA AO PONTO DE COLETA DE ARMACAO DOS
BUZIOS (B)

A andlise ambiental foi realizada em conjunto com a coleta das amostras de moluscos bivalves
e de dgua em Armacao dos Buzios, em proximidade da “Praia Rasa”, entre outubro de 2016 e

abril de 2017.

A regido apresenta uma drea urbana com densidade habitacional entre média e elevada ao
longo da praia. As areas habitadas estdo alternadas com terrenos baldios e areas de restinga,

confirmando os dados apresentados no censo IBGE de 20101°.

16 http://mapasinterativos.ibge.gov.br/grade/default.html



http://mapasinterativos.ibge.gov.br/grade/default.html
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As areas urbanizadas continuam em sentido norte e sul, ao longo da linha costeira por varios
quildmetros. A figura 5 mostra a distribuicdo das areas construidas na regido do entorno do

ponto de coleta. A figura 6 mostra a localizacdo dos pontos de coleta das amostras de

mexilhoes e vieiras dentro do criatdrio analisado.
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Figura 5: Distribuicdo das dreas habitadas do entorno dos pontos de coleta das amostras de
moluscos bivalves e de dgua de esgoto. A area marcada em verde indica o posicionamento da
ETE de Buzios. A linha em cor laranja evidencia o trajeto do canal de drenagem de uma drea
pantanosa onde foram feitas as amostragens de agua de esgoto. Este dreno tem continuidade

na area da marina.
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Pontos de coleta das amostras de moluscos bivalves no municipio de
Armagao dos Buzios-R]
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Figura 6: Localizacdo dos pontos de coleta das amostras de moluscos bivalves divididas por
espécies dentro da fazenda marinha que foi objeto de estudo. A imagem ressalta a presenca
da saida do canal da marinha de Praia Rasa.

Os prédios residenciais mais proximos ao ponto de coleta sao casas particulares de um ou dois
pavimentos utilizados, principalmente, durante o periodo das férias. Algumas moradias sao
utilizadas de forma continuada. A distancia aproximada de 700 metros da fazenda marinha
que produzia moluscos bivalves desdgua um canal que conectava uma pequena marina
(utilizada por pequenas embarcagdes, como jet-ski e pequenos barcos de passeio) ao mar. Aos
dois lados do canal da marina ha casas particulares. Dois videos (autoria propria) apresentam

o percurso de barco ao longo do canal que liga a marina ao mar'’ .

Durante periodos de chuva o canal da marina drena elevadas quantidades de material em
suspensao, mas as constantes correntes marinhas provindo do norte e as diferencas de

temperatura e densidades impedem que a dgua do canal e do mar se misturem, como é visivel

17 https://www.youtube.com/watch?v=zzmH6mJmWFY
https://www.youtube.com/watch?v=pVXMH60Z0dI



https://www.youtube.com/watch?v=zzmH6mJmWFY
https://www.youtube.com/watch?v=pVXMH6oZ0dI
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em um curto video!® (autoria prépria) realizado apds um dia de forte chuva (8% campanha de
coleta) quando, devido a uma falha mecanica do motor do barco nao foi possivel coletar

amostras de moluscos bivalves.

Do outro lado da marina, uma série de canais de dguas rasas conectam a marina a uma area
de pantano impossivel de ser acessada. Estes canais, visiveis no video!® (autoria propria), entre
outros apresentam uma agua andxica com sinais de processos de fermentacao e forte cheiro
de hidrogénio sulfurado. No ponto onde um destes canais encontra a rua asfaltada
(22945'29.8"S; 41957'17.3") foram prelevadas as amostras de dgua, assim como foi descrito
no capitulo dos Materiais e Métodos. A drea de pantano, visivel no mapa da Figura 5, recebe

esgoto diretamente da drea residencial situada entre o pantano e o mar.

A fazenda marinha é localizada a curta distancia (180 metros, aproximadamente, conforme
mensuravel no programa GOOGLE EARTH PRO) de uma ilha, que ndo era habitada no
momento de execucdo das coletas. O video?® (autoria prdpria) apresenta o aspecto da regido

no entorno da fazenda marinha.

A transparéncia da dgua foi sempre baixa, entre 1,0 e 3,0 metros e temperatura constante
entre 33,0 e 34,0 2C. As espécies criadas eram mexilhdes (Perna perna) e uma pequena
guantidade de vieiras (Nodipecten nodosus). As duas espécies recebiam manuseios e cuidados

escassos se apresentando com elevadas incrustagdes e epibiontes.

Quadro 9: sintese das condi¢cdes ambientais observadas durante as coletas.

18 https://www.youtube.com/watch?v=TBRYfHYVmmo
19 https://www.youtube.com/watch?v=lk9cBcvnPsM
20 https://www.youtube.com/watch?v=8MhvOVGXjmw



https://www.youtube.com/watch?v=TBRYfHYVmmo
https://www.youtube.com/watch?v=lk9cBcvnPsM
https://www.youtube.com/watch?v=8Mhv9VGXjmw
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Cole Loc | Espé Cli | Clima Origem Int. Origem | corre | Temp. | Temp. Tran | p | pH mS/c | DO g/l pp | sigm | profu | ORP [E.co
ta Data al cie 2 sul %2peste |ma |48h vento vento | corrente | nte ar agua sp. H{mV |[m mg/l | %DO | TDS |t a-T nd. mV li]

12/10/2 22958'3. | 4290'25. 8, | 127, 99,70 36,

1 016 | A M 2" 2" S S SO 3,0 | SO 0.3 29,0 22,0 70| 4 0| 58,7 6,2 % | 352| 8| 23,9 1,4 | 188,0 5
12/10/2 22958'3. | 4290'25. 7, 96,40 36,

1 016 | A V 2" 2" S S SO 3,0 | SO 0.3 29,0 22,0 7,0| 8| 25,0| 58,9 6,0 % | 353| 9| 24,0 1,5| 352,0 5
12/10/2 22958'3. | 4290'25. 7, - 102,8 36,

1 016 | A 0 1" 2" S S SO 3,0 | SO 0.3 29,0 22,0 7,0| 8| 49,0| 58,4 6,4 0% | 350| 8| 24,0 2,3 | 201,0 5
25/10/2 22958'2. | 4290'26. 8, | 127, 99,70 36,

2 016 | A M 7" 9" C Vv SO 3,0 | SO 0.2 28,2 23,5 82| 4 0| 58,7 6,2 % | 352| 8| 23,9 1,4 | 180,0 5
25/10/2 22958'2. | 4290'26. 8, 96,40 36,

2 016 | A Vv 7" 9" C Vv SO 3,0 | SO 0.2 28,2 23,5 8,2| 1| 25,0| 58,9 6,1 % | 353| 9| 24,0 1,5 | 349,0 5
25/10/2 22958'3. | 4220'25. 7, - 102,8 36,

2 016 | A 0 2" 2" C Vv SO 3,0 | SO 0.2 30,0 23,5 8,2| 1| 49,0| 584 6,4 0% | 352| 8| 24,0 2,3 | 219,0 5
26/10/2 22°044'1 | 41956'5 8, | 116, 109,2 34,

2 016 | B M 9.7" 2.1" C Vv L 3,0 | NE 31,0 27,0 35| 3 0| 59,7 6,5 0% | 358| 5| 208 1,5] 373,0 5
26/10/2 22945'3 | 41957'1

2 016 | B A 0.2" 5.7" C Vv L 30(0 0 31,0 5
08/11/2 22958'2. | 42°0'26. 8, | 110, 100,0 36,

3 016 | A M 8" 2" \Y C NNO 3,0 | SO 1.5 29,0 23,0 65| 5 0| 57,9 6,4 0% | 352| 5| 239 2,0| 185,0| 200
08/11/2 22958'3. | 42°0'25. 8, 95,40 36,

3 016 | A \Y 0" 2" Vv C NNO 3,0 | SO 1.5 29,0 23,0 65| 4| 230 58,9 6,0 %| 353| 8| 229 2,5|349,0| 150
08/11/2 22958'2. | 42°0'26. 7, - 102,8 36,

3 016 | A 0 8" 2" Vv C NNO 3,0 | SO 1.5 29,0 23,0 65| 9| 56,0 ]| 58,5 6,4 0% | 352| 8| 24,0 2,5 219,0 5
08/11/2 22°044'1 | 41956'5 8, | 110, 108,2 34,

3 016 | B M 9.7" 2.1" Vv C L 4,0| N 3.0 32,0 27,0 22| 3 0] 59,8 6,4 0% | 358| 6| 21,8 1,0 | 373,0 5
08/11/2 22045'2 | 41957'1

3 016 | B A 9.8" 7.3" Vv C L 4,0 32,0
21/11/2 220958'2. | 4220'25. 8, | 127, 99,70 36,

4 016 | A M 9" 3" S Vv SO 3,0 | SO 0.3 28,0 22,0 60| 6 0| 58,7 6,2 % | 35,2 8| 23,9 1,4 187,0 5
21/11/2 220958'2. | 4220'25. 8, 96,40 36,

4 016 | A Vv 9" 3" S Vv SO 3,0 | SO 0.3 28,0 22,0 6,0 5| 250 58,9 6,0 % | 35,3 9| 24,0 1,5] 334,0 5
21/11/2 220958'2. | 4220'25. 8, - 102,8 36,

4 016 | A (0] 9" 3" S Vv SO 3,0 | SO 0.3 28,0 22,0 6,0| 5| 49,0| 58,4 6,4 0% | 35,0 8| 24,0 2,3 | 224,0 5
21/11/2 22944'1 | 41956'5 8, | 116, 109,2 34,

4 016 | B M 9.9" 1.8" S Vv L 4,0 N 1.0 31,0 24,0 30| 4 0| 59,7 6,5 0% | 35,8 5| 20,8 1,1 373,0 5
21/11/2 22945'2 | 41957'1

4 016 | B A 9.7" 6.5" S Vv L 3,0 31,0
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19/12/2 229058'1. | 4220'25. 7, - 112,2 35,
5 016 |A | M 6" 3" vV |cC NO 2,0|so 1.5 30,0 26,0| 60| 8| 33,0] 61,4 6,6 0%| 368| 7| 21,7 04| 2160| 50
19/12/2 22958'2. | 4290'26. 8, 95,10 36,
016 | A \Y 6" 2" Vv C NO 2,0 | SO 1.5 30,0 26,0 6,0| 2| 50| 583 5,9 % | 350| 8| 23,9 1,5 335,0 5
19/12/2 22958'2. | 4290'25. 7, 98,50 36,
016 | A 0 9" 3" Vv C NO 2,0 | SO 1.5 30,0 26,0 6,0| 8| 76,0| 58,4 6,1 % | 351| 8| 24,0 4,4 393,0
19/12/2 22944'1 | 41956'5 8, 98,30 36,
016 | B M 9.8" 1.9" S Vv L 30(N 2.0 32,0 27,0 3,0/ 5[ 91,0| 585 6,1 % | 351| 8| 24,0 4,3 399,0 5
19/12/2 22944'1 | 41956'5
016 | B A 9.8" 1.9" S Vv L 3,0 32,0
Nao Ndo -
03/01/2 22958'3. | 4290'25. havia havia 8, | 125, 100,0 36,
017 [ A M 2" 2" S S vento 0,0 | corrente | 0.0 28,0 27,0 6,0| 5 0| 57,9 6,4 0% | 350| 5| 239 2,0 | 185,0 50
Nao Néo
03/01/2 220958'3. | 4220'25. havia havia 8, 95,40 36,
017 [ A Vv 2" 2" S S vento 0,0 | corrente | 0.0 28,0 27,0 6,0| 4| 12,0| 49,9 6,0 % | 351| 8| 245 2,5| 349,0 5
Ndo Ndo
03/01/2 220958'3. | 4220'25. havia havia 7, - 102,8 36,
017 [ A 0 2" 2" S S vento 0,0 | corrente | 0.0 28,0 27,0 6,0 9| 450 | 585 6,4 0% | 352| 8| 24,2 2,5| 219,0 5
Ndo
03/01/2 22044'1 | 41956'5 havia 8, | 110, 108,2 34,
017 | B M 9.1" 2.2" S S vento 0,0|N 1.0 34,0 28,0 2,0| 3 0| 59,8 6,4 0% | 35,5 6| 20,8 1,1 373,0 5
03/01/2 22945'2 | 41957'1
017 | B A 9.5" 6.2" S S 31,0
16/01/2 220958'3. | 4220'25. 8, | 129, 89,30 37,
017 [ A M 4" 0" S C 0 4,00 1.5 27,0 28,0 60| 5 0| 57,4 6,0 % | 3622 6| 24,4 5,1| 430,0| 100
16/01/2 22958'1. | 4220'26. 8, | 133, 89,30 37,
017 [ A Vv 9" 1" S C ) 4,00 1.5 27,0 28,0 60| 6 0| 58,1 5,8 % | 36,2 5| 24,3 4,0 | 432,0 5
16/01/2 220958'2. | 4220'26. 8, | 115, 89,30 37,
017 [ A 0 9" 6" S C ) 4,00 1.5 27,0 28,0 6,0| 5 0| 60,3 5,9 % | 362| 7| 24,4 5,4 | 429,0 5
16/01/2 22945'2 | 42°0'25.
017 | B A 9.5" 0" S C 31,0
07/02/2 22958'1, | 4290'25. 8, | 127, 99,70 36,
017 | A M 0" 7" S S (0] 10| 0 1 26,0 28,0 60| 4 0| 58,7 6,2 % | 35,2 8| 239 1,4 | 185,0 5
07/02/2 22958'2. | 4290'25. 7, 96,40 36,
017 | A \Y 7" 8" S S (0] 10| 0 1 26,0 28,1 6,0 8| 25,0| 58,9 6,0 % | 35,3 9| 24,0 1,5 | 349,0 5
07/02/2 22958'3. | 4290'25. 8, - 102,8 36,
017 [ A (0] 0" 3" S S (6] 100 1 26,0 27,8 60| 1| 49,0| 584 6,4 0% | 35,0 8| 24,0 2,3 | 219,0 5
07/02/2 22944'2 | 41956'5 8, | 116, 109,2 34,
017 (B M 0.3" 2.2" S S L 3,0| N NC 31,0 32,0 20| 4 0| 59,7 6,5 0% | 35,8 5| 20,8 1,1| 373,0 5
07/02/2 22944'2 | 41956'5 8, | 131, 82,20 36,
017 B |V 0.3" 22" S S L 30N NC 31,0 305| 20| 4 0| 60,3 4,9 %| 362| 1| 22,6 4,4 | 124,0 5
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07/02/2 220452 [ 41957'1

8 017 9.4" 6.2" 31,0
20/02/2 22958'3. | 4220"26. 4, 109,4 36,

9 017 2" 9" SE 4,0 | SE 25,0 271| 55| 8| 840| 573| 69 0% | 344| 5| 239 4,6 | 352,0 5
20/02/2 22958'2. | 4290127. 7, - 105,1 36,

9 017 8" 8" SE 4,0 | SE 25,0 272| 55| 8| 300| 574| 66 0% | 344| 6| 240 4,4 | 216,0 5
20/02/2 22958'1. | 4290'25. 8, 115,9 36,

9 017 7" 7" SE 4,0 | SE 25,0 256| 55| 4| 270]| 558| 75 0% | 335| 6| 245 5,2 | 2480 5
20/02/2 22944'2 | 41956'5 7,| 223, 105,3 36,

9 017 0.6" 2.2" SE 4,0 | SE 35,0 334| 2,0/ 9 0| 633| 6,0 0% | 380| 0| 215 1,2| 30,0 5
20/02/2 22944'2 | 41956'5 8,| 115, 103,1 36,

9 017 0.6" 2.2" SE 4,0 | SE 35,0 328| 20| 4 0| 629| 6,0 0% | 37,8| 2| 218 3,8 | 110,0 5
20/02/2 220452 | 41957'1

9 017 9.3" 6.1" 31,0
10/03/2 22058'1. | 4290'25. 8, | 155, 102,5 36,

10 017 7" 4" NE 5,0 | SE 27,0 281| 71| 7 0| 581| 64 0% | 349| 4| 235 2,9 | 424,0 5
10/03/2 220582, | 4290'27. 8, - 109,3 36,

10 017 9" 4" NE 5,0 | SE 27,0 272| 71| 0| 440]| 571| 69 0% | 343| 3| 238 7,0 | 240,0 5
10/03/2 22958'3. | 4290'25. 8, - 115,1 36,

10 017 1" 2" NE 5,0 | SE 27,0 276| 71| 3| 620]| 576| 72 0% | 345| 3| 237 5,1 | 236,0 5
10/03/2 220452 | 41957'1

10 017 9.2" 9.0" L 50N 33,0
10/03/2 220442 | 41956's 7, - 112,2 36,

10 017 0.4" 1.9" L 50N 32,0 320| 20| 8|330]| 61,4| 66 0% | 368| 7| 21,7 0,4 | 216,0 5
20/03/2 22958'0. | 4290'24. 8, 95,10 33,

11 017 6" 9" 0 50(0 25,0 278| 71| 2| 50| 583| 59 %| 350| 8| 239 1,5 | 335,0
20/03/2 220582, | 4290'27. 8, 98,50 34,

11 017 7" 0" 0 50(0 25,0 278| 71| 0| 760 584| 6.1 %| 351| 5| 240| 44]3930
20/03/2 220582 | 4290'25. 8, 98,30 35,

11 017 2" 6" 0 50(0 25,0 279| 71| 1| 910]| 585| 6.1 %| 351| 8| 240| 43]399,0
20/03/2 220452 | 41957'1

11 017 9.4" 6.3" 0 2,0 28,0
20/03/2 22044'1 | 41956'5 7, - 102,1 33,

11 017 9.5" 1.7" 0 2,0 | NE 28,0 287| 30| 8| 940/ 587| 6,3 0% | 352| 4| 233 0,5 | 250,0
23/03/2 220582, | 4290'27. 8, 101,7 37,

12 017 2" 2" NO 1,0 | sO 28,0 284| 65| 0| 160/ 59,3| 6,3 0%| 356| 0| 239| 453180 5
23/03/2 220582 | 4290'25. 8, - 91,20 37,

12 017 9" 3" NO 1,0 | SO 28,0 287| 65| 0| 430]| 59,7| 56 %| 358| 0| 238 2,2 | 226,0 5
23/03/2 220582 | 4290'25. 8, 102,4 37,

12 017 7" 2" NO 1,0 | SO 28,0 284| 65| 3|860]| 593| 63 0% | 356| 0| 239 4,1 397,0 5
23/03/2 22044'1 | 41956'5 8, - 106,8 35,

12 017 6.9" 1.3" L 1,0 | N 29,0 288| 20| 3| 290]| 579| 66 0% | 345| 6| 22,7 0,8 | 247,0 5
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23/03/2 22945'2 | 41957'1

12 017 | B A 9.1" 5.9" S S L 1,0 29,0
27/04/2 22958'3, | 42°0'25, 8,| 133, 89,30 37,

13 017 [ A \ 2" 3" S S 0] 10|0 2 29,0 29,6 60| 5 0] 60,3 5,5 %| 362 7| 244 544320 5
27/04/2 22958'3, | 42°0'25, 8,| 133, 89,30 37,

13 017 [ A M 2" 3" S S 0] 10|0 2 29,0 29,6 60| 5 0] 60,3 5,5 %| 362 7| 244 544320 5
27/04/2 22958'3, | 42°0'25, 8,| 133, 89,30 37,

13 017 | A 0] 2" 3" S S 0] 10|0 2 29,0 29,6 60| 5 0] 60,3 5,5 %| 362 7| 244 544320 5
27/04/2 229442 | 41°56'5 8, | 105, 95,70 37,

13 017 | B M 0,3" 1,8" S S L 20| N 3 31,9 29,9 25| 5 0] 61,2 5,8 %| 367| 2| 23,6 0,5] 173,0 5
27/04/2 229452 | 41°57'1

13 017 | B A 9,5" 6,3" S S L 2,0 31,0

COLETA indica o nimero da coleta; LOCAL indica o local onde foram prelevadas as amostras: A= Arraial do Cabo e B= armac3o dos Buzios; ESPECIE
indica o tipo de substrato que foi analisado: M= mexilhGes, O= ostras, V= vieiras, A= dgua; 2SUL e 20ESTE indicam as coordenadas do ponto de
coleta das amostras; CLIMA indica o clima no dia e lugar da coleta: S= sol, V= variavel, C= chuvoso; CLIMA 48 HORAS indica como era o clima no
lugar de coleta nas ultimas 48 horas: S= sol, V= variavel, C= chuvoso; ORIGEM VENTO indica de qual direcdo provinha o vento no dia e lugar das
coletas: as diregdes sdo expressas como pontos cardeais; INT. VENTO indica a velocidade da corrente, expressa em metros/segundo; ORIGEM
CORRENTE indica de qual diregcdo provinha a corrente marinha no dia e lugar das coletas: as dire¢Ges sdo expressas como pontos cardeais; INT.
CORRENTE indica a velocidade da corrente, expressa em metros/segundo; TEMP. AR e TEMP. AGUA indicam as temperaturas do ar ao nivel da
superficie marinha e da 4gua na profundidade de origem das amostras: os dados sdo expressos em 2C; TRANSP. Indica a transparéncia da agua
expressa em metros; pH indica o pH da agua registrado no dia, ponto e profundidade da coleta; pH/MV representa a relagdo entre o pH da agua
e aimpedéncia; mS/cm representa a condutividade da dgua; DO mg/ml representa a quantidade de oxigénio dissolvido na dgua; % DO representa
a porcentagem de saturacdo do oxigénio dissolvido na dgua; g/l TDS representa o residuo fixo da dgua.; ppt representa a salinidade da agua
expressa em %o; sigma-T representa a densidade da dgua na profundidade da coleta das amostras; PROFUND. Representa a profundidade de
realizacdo das anadlises, expressa em metros; ORP[MV] representa o potencial de 6xido-reducdo da agua; [E. coli] representa a concentragao de
Escherichia coli na amostra analisada expressa como numero de bactérias/100 g de polpa de molusco e liquido intervalvar.
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2.3.4 AMOSTRAS COLETADAS

A partir destas coletas foram isoladas e estocadas 867 cepas bacterianas das familias
Enterobacteriaceae (principalmente E. coli, ou Enterobacter spp.) ou Vibrionaceae
(principalmente Vibrio spp.). As amostras foram identificadas individualmente com um cédigo
alfa-numérico contendo informacGes referentes a origem das amostras: a identificacdo do
numero da campanha de coleta (1 a 13), o lugar de coleta (A por Arraial do Cabo, B por
Armacdo dos Buzios), a matriz da qual foi isolada a cepa bacteriana (A por dagua, M por
mexilhdes, V por vieiras, e O por ostras), a familia de bactérias (V para Vibrionaceae, E por
Enterobacteriaceae) e finalmente um numero para identificar o nimero da amostra
bacteriana. Conforme este esquema, por exemplo, a amostra “11AME10” foi coletada na 112
campanha (11), em Arraial do cabo (A), de amostra de mexilhdes (M), e é a 102 cepa de

Enterobactérias isolada (E10).

N3o foi isolada nenhuma cepa de Salmonella spp. das amostras coletadas.

2.3.5 QUANTIFICACAO DE ESCHERICHIA COLI B-GLUCURONIDASE-POSITIVOS

Foram realizadas 52 contagens de E. coli. Entre estas, 43 apresentaram uma concentragao
menor do que o limite inferior de detec¢do da metodologia utilizada, indicando que os dois
sitios de coleta de amostras possuem um ambiente relativamente estavel e de boa qualidade
para a producdo de moluscos bivalves destinados ao consumo humano. Ndo foram
observadas diferencas significativas de concentracgdo entre as diferentes espécies de moluscos

bivalves testados, nem entre os lugares (p>0,05).

Entre as coletas, a 112, realizada apds quatro dias de chuvas intensas na regido, apresentou
resultados significativamente maiores do que as demais (Quadro 10), com concentra¢des de
até 4.700 UFC E. coli/100 g de polpa de molusco bivalve. A coleta sucessiva, realizada trés dias
depois, novamente mostrou contaminacdo abaixo do limite de deteccdo, indicando uma

rapida depuragao dos moluscos bivalves nos sitios estudados.
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Este dado da rdpida depuracao dos moluscos é de extrema importancia com relacdo a saude
publica e a saude dos consumidores. Para avaliar este dado precisamos considerar diferentes
aspectos, como a espécie de molusco bivalve, a taxa de filtracdo por hora ou por dia das
diferentes espécies, o estado de saude dos animais estudados e a presenca de estresses

ambientais.

A taxa de filtracdo dos moluscos é altamente varidvel, dependendo do tamanho do animal, da
temperatura da agua, e da disponibilidade de fitoplancton (DABROWSKI et al., 2014). Os
mesmos autores, estudando o mexilhdo Mytilus edulis, descrevem uma taxa de filtracdo
compressa entre 0,30 e 2,33 litros/grama de molusco/hora, sendo a taxa de filtragcdo durante
0s meses mais quentes menor do que durante os meses mais frios (o peso médio do corpo de
um mexilhdo é de 5 a 7 gramas). Porém, da taxa de filtracdo ser menor, os autores observaram
uma maior tendéncia a retencdo de E. coli durante os meses mais quentes. Outros autores,
trabalhando sempre com espécies de climas temperados, descrevem entre 8 e 12 litros de
agua marinha por hora de filtracdo. Oliveira et al. (2011) descrevem uma taxa de filtracdo
entre 20 e 100 litros de agua por dia (OLIVEIRA et al., 2011). O aumento da captacdo e da
retencdo de E. coli nos mexilhGes é devido, também, aos habitos alimentares deste grupo de
espécies, pois eles sdo filtradores ndo seletivos, como evidenciado por Srisunont e Babel
(2015) em suas experiéncias sobre a retencdo e eliminagao de nutrientes no mexilhdo verde
Perna viridis (SRISUNONT; BABEL, 2015). Com relagdo a sele¢do das particulas de alimento é
importante ressaltar a ampla revisdo de Evan, Ward e Shumway (2004) sobre as escolhas
alimentares dos moluscos bivalves. Os autores observaram como o mexilhdo Perna perna
consegue capturar e reter particulas de latex de 0,46 um de didametro, ou seja, do tamanho
de uma bactéria e que a mesma preferéncia para particulas alimentares de tamanho reduzido
esta presente também nas ostras Crassostrea gigas. Os autores também observaram como o
tamanho das particulas de sexton nao é o Unico parametro que influencia a retengao. Outros
elementos, como a adesividade superficial das particulas, a carga eletrostatica superficial do
material ingerido, a movimentacao das particulas ingeridas, ou a quantidade de material
organico em suspensdo também afetam a retengdo e ingestdo. Igualmente, em caso de
escassez de nutrientes, os moluscos bivalves preferem se alimentar das particulas que
possuem mais material organico do que inorganico, especialmente de fitoplancton mais do

qgue zooplancton (EVAN WARD; SHUMWAY, 2004). Estas observacbes sdao extremamente
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importantes para definir que é dificil prever a taxa de filtracdo de espécies de moluscos
bivalves, sem considerar todas as variaveis no ambiente que os circunda, e que bactérias de
interesse sanitdrio podem aderir as particulas de material organico ou inorganico e que,
portanto, a seletividade dos moluscos bivalves na alimentacdo afeta significativamente o
microbiota dos moluscos e a presenca de bactérias de interesse sanitario (TRABAL FERNANDEZ
et al., 2014). Assim como é dificil avaliar as taxas de contaminacdo dos moluscos bivalves, é
igualmente complexo definir as taxas de depura¢do dos moluscos, ou seja, a velocidade com
a qual os moluscos eliminam as bactérias que ingeriram com a alimentacdo. Aqui, também,
concorrem muitos fatores associados ao molusco bivalve e ao seu estado de saude. Com
relacdo as varidveis ligadas as bactérias, precisa considerar que as Enterobacteriaceae sao
bactérias que normalmente vivem em um ambiente completamente diferente daquele
marinho, onde se encontram quando sdo filtradas pelos moluscos bivalves. Entre os
elementos que influenciam a sobrevivéncia deste tipo de bactérias no ambiente marinho, a
afinidade com as estruturas do corpo do molusco bivalve (principalmente o intestino), a
capacidade de sobrevivéncia na dgua marinha (em associacdo ou ndo com fitoplancton,
zooplancton, material inorganico, fezes de aves marinhas ou plumas de aguas de esgoto)
(HUGHES, 2008; MORRISON et al., 2011; PERKINS et al., 2014; JOZIC; SOLIC, 2018). Estresses
de temperatura, pH, osmolaridade, presenca de exposi¢cdo direta aos raios UV solares sdo
todos elementos que diminuem a sobrevivéncia das Enterobacteriaceae no ambiente marinho
(ROZEN; BELKIN, 2005; HUGHES, 2008). O efeito da temperatura é ressaltado, também, em
outro estudo sobre a sobrevivéncia de E. coli no ambiente marinho que observa como com
temperaturas de 302C (como aquelas observadas no nosso estudo) esta pode ser menor de
um dia (BLAUSTEIN et al., 2013). Com relacdo a elementos associados ao ambiente, os
principais elementos que afetam a contamina¢dao de moluscos bivalves sdo contaminagdes
sucessivas por bactérias de origem fecal de um lado, e as caracteristicas fisicas e quimicas da
agua do outro. Quanto mais as caracteristicas da 4gua mudam, tanto mais havera estresse
para os moluscos bivalves e menor capacidade de resistir a contaminagdo por bactérias de

espécies diferentes daquelas presentes no microbiota normal.

Os nossos dados mostram que a depuragcdao dos moluscos bivalves e a eliminagdo das
Enterobacteriaceae foram muito rapidas, como evidenciado no Quadro 10. Em 3 dias, apds o

retorno as condicdes ambientais “normais” para os lugares de estudo, houve uma reducao de
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mais de 3 ordens logaritmicos da concentragdo de Escherichia coli. Este dado é de extrema
importancia do ponto de vista sanitario, pois demonstra que em casos de fortes chuvas é
crucial bloquear imediatamente a comercializacdo de moluscos bivalves da regido, e que esta
pode ser retomada uma vez que as condicdes ambientais voltam dentro dos padrdes do local
de coleta. Este resultado é confirmado comparando os resultados microbiolégicos com o clima
nas 48 horas anteriores a data de coleta (quadro 10). Todas as amostras que apresentavam
uma concentracao de E. coli acima dos limites inferiores de detecc¢do da técnica de contagem

utilizada eram associadas ao tempo chuvoso nos dois dias anteriores a data de coleta.

Quadro 10: Concentracdo de E. coli B-glucuronidase positivos em amostras de moluscos
bivalves expressa como UFC/100 gramas de polpa de molusco e dgua inter-valvar.

) A B
NUMERO
Clima no Clima nas Climano  Climanas
DA DATA
M (e} Vi dia da 48 horas M Vi dia da 48 horas
COLETA
coleta anteriores coleta anteriores
1 12/10/2016 5 5 5 S S 5 N

2 25/10/2016 5 5 5 R Vv 5 N R \Y

3 8/11/2016 200 5 150 Vv R 5 N Vv R

4 21/11/2016 5 5 5 S Vv 5 N S \Y

5 19/12/2016 50 400 5 \" R 5 N S Vv

6 3/1/2017 50 5 5 S S 5 N S S

7 16/1/2017 100 5 5 S R N N S R

8 7/2/2017 5 5 5 S S 5 5 S S

9 20/2/2017 5 5 5 S S 5 5 S S

10 10/3/2017 5 5 5 S S 5 N S S

11 20/3/2017 1,800 350 4,700 R R 300 N S R

12 23/3/2017 5 5 5 S S 5 N S S

13 27/4/2017 5 5 5 S S 5 N S s

LEGENDA: A: estacdo de coleta das amostras de Arraial do Cabo; B: estacdao de coleta das
amostras de Armacdo dos Buzios; M: Mexilhdes (Perna perna); O: ostras (Crassostrea gigas);
Vi: vieiras (Nodipecten nodosus); S: dia de sol; R: tempo chuvoso; C: dia nublado; V: dia com
tempo varidavel. N: coleta ndo realizada. As concentra¢Bes bacterianas evidenciadas em
negrito estdao acima do padrao brasileiro de coleta “liberada” conforma instru¢ao Normativa
Interministerial 7/2012 (BRASIL, 2012)
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A andlise da componente principal (PCA) aplicada para evidenciar o efeito das varidveis
ambientais “intensidade do vento”, “temperatura do ar”, “temperatura da agua” e
“transparéncia” ndo evidenciou correlacdo significativa com a concentracdo de E. coli
(p>0,05). De toda forma houve uma correlacdo positiva (p<0,05) com a intensidade do vento,
mantendo fixa a direcdo da corrente. A PCA aplicada ao estudo das outras variaveis ambientais

também ndo evidenciou correlagdes significativas com a concentracao de E. coli.

2.3.6 PERFIL DE RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

Foram realizados 294 testes de resisténcia aos antibioticos, escolhendo aleatoriamente trés
cepas bacterianas de cada uma das duas classes de bactérias para cada amostra de molusco
bivalve e dgua de cada campanha de amostragem. Devido a peculiaridade da concentracdo de
E. coli evidenciados na 112 coleta, todas as bactérias isoladas nas campanhas 11, 12 e 13 foram
testadas individualmente. A andlise dos dados de prevaléncia da resisténcia aos antibidticos
considerou separadamente o comportamento das bactérias perante cada antibiético utilizado

e o comportamento das bactérias perante os antibioticos divididos em classes:

e AMC e AMP: Beta-lactamicos

e CFL e CFO: Cefalosporinas

e CIP e NOR: Quinolons

e FLF e CLO: Clorfenicdis

e SUT: Cotrimoxazol: sulfamidico + Trimetoprim
e GEN e TOB: Aminoglicosideos

e TET: Tetraciclina

O Quadro 11 mostra a distribuicdo da resisténcia multipla entre as bactérias isoladas de
diferentes classes de amostras. A andlise destes dados através do SIMPER evidenciou
diferencas altamente significativas entre os perfis de resisténcia de Enterobacteriaceae e
Vibrionaceae (p=0,0001), mas ndo evidenciou diferencas significativas entre as outras classes
consideradas, como o lugar de coleta, ou a espécie de molusco bivalve analisada. Analisando
o quadro é interessante observar a mudanca na prevaléncia de cepas de bactérias resistentes

a 4 ou mais classes de antibidticos entre a coleta 11 de um lado, e as sucessivas coletas 12 e
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13 do outro. E possivel observar como nas coletas 12 e 13 diminui significativamente a
prevaléncia das cepas altamente resistentes, em compara¢cdo com a coleta 11. Mais em
detalhe, na coleta 11 estao presentes 23 cepas bacterianas resistentes a 4 familias diferentes
de antibidticos. J4 nas sucessivas coletas 12 e 13 o numero de cepas bacterianas deste grupo
cai respectivamente para 1 e 0. Ao contrario, o nimero de cepas bacterianas resistentes a

duas familias tende a crescer: de 16 na coleta 11, a 27, na 12, a 31 na 13.

Quadro 11: andlise da distribuicdo da resisténcia multipla entre diferentes classes de amostras
analisadas.

CLASSE N 0 1 2 3 4 5 6 7
n % n % n % n % n % n % n % n %

GERAL 298 70 2349 49 1644 101 3389 33 11,07 40 1342 4 134 0 0 1 0,34
VIBRIONACEAE 108 12 11,11 12 11,11 21 19,44 27 2500 35 3241 1 093 0 0O O 0,00
ENTEROBACTERIACEAE | 188 57 30,32 37 19,68 79 42,02 6 3,19 5 266 3 160 0 0 1 0,53
OSTRAS 56 12 21,43 8 1429 22 3929 7 1250 6 10,71 1 180 O 0 O 0,00
VIEIRAS 62 7 11,29 9 1452 25 4032 7 11,29 13 2097 1 161 O O O 0,00
MEXILHOES 115 23 20,00 14 12,17 45 3913 17 1478 16 1391 0 000 O O O 0,00
AGua 65 28 43,08 18 27,69 9 13,85 2 3,08 5 769 2 308 0 0 1 1,54
ARRAIAL 169 34 2012 23 1361 65 3846 20 1183 25 1479 2 1,18 0 0 O 0,00
BUZIOS 129 36 2791 26 2016 36 2791 13 1008 15 1163 2 155 0 O 1 0,78
COLETA 10 25 10 40,00 2 8,00 1 4,00 2 800 10 40,00 0O 000 O O O 0,00
COLETA 11 72 11 1528 14 19,44 16 22,22 5 694 23 3194 2 278 0 0 1 1,39
COLETA 12 47 5 1064 11 23,40 27 5745 3 6,38 1 213 0 000 O O O 0,00
COLETA 13 47 9 1915 7 1489 31 659 O 0,00 0 000 0O 000 0 O O 0,00
MEXILHOES ARRAIAL 55 15 27,27 21 38,18 21 38,18 7 12,73 6 1091 0 o000 O O O 0,00
MEXILHOES BUZIOS 60 8 1333 24 40,00 24 4000 10 1667 10 1667 O 000 O O O 0,00
MOLUSCOS BUZIOS 64 8 12,50 27 42,19 27 4219 11 1719 10 1563 O 000 O O O 0,00

LEGENDA: GERAL: conjunto de todas as amostras que foram analisadas; VIBRIONACEAE e
ENTEROBACTERIACEAE: amostras de bactérias da Familia Vibrionaceae e Enterobacteriaceae;
OSTRAS, VIEIRAS e MEXILHOES: cepas bacterianas isoladas de cada uma espécie de molusco
bivalve; AGUA: cepas bacterianas isoladas da 4gua de esgoto em armacdo dos Buzios;
ARRAIAL: conjunto das cepas bacterianas isoladas das diferentes espécies de moluscos
bivalves de Arraial do Cabo; BUZIOS: conjunto das cepas bacterianas isoladas da agua, dos
mexilhdes e das vieiras prelevados em Armacdo dos Buzios; 10-11-12 e 13: conjunto das
bactérias isoladas durante as coletas 10 (10/3/2017), 11 (20/3/2017), 12 (23/3/2017) e 13
(27/4/2017); MEXILHOES ARRAIAL e MEXILHOES BUZIOS cepas bacterianas isoladas de
mexilhdes nos dois lugares diferentes de coleta; MOLUSCOS BUZIOS: cepas bacterianas
isoladas de mexilhdes e vieiras em Buzios.
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A anadlise dos perfis de resisténcia a antibidticos evidenciou 87 diferentes perfis de resisténcia.
Esta diferenca é menor do resultado descrito em um trabalho que utiliza a mesma abordagem
de analise de perfis de resisténcia em cepas de E. coli isoladas de agua marinha, fezes de
gaivotas e esgotos em Portugal (ALVES et al., 2014). Coerentemente, com o descrito no
mesmo artigo, a maioria dos perfis de resisténcia foi observada uma Unica vez. O Quadro 12
apresenta os perfis de resisténcia a antibidticos que se apresentaram mais de uma vez entre
as bactérias isoladas. Observando o quadro, é possivel evidenciar como os perfis de resisténcia
ao maior numero de antibidticos eram concentrados entre as Vibrionaceae e entre as
bactérias isoladas no 119 dia de coleta, justamente quando as concentracdes de E. coli eram
mais altas. Este evento de maior contaminacdo por E. coli representou um ponto de maior

diversidade de perfis de resisténcia aos antibidticos.

Quadro 12: Distribuicdo de perfis fenotipicos repetidos de resisténcia a antibidticos entre
cepas bacterianas isoladas de dgua e moluscos bivalves.

FENOTIPO NUMERO DE  NUMERO DE REPETIGOES DISTRIBUIGCAO DO
RESISTENCIAS FENOTIPO

SENSIVEL A TODOS OS | 0 43 A maioria das cepas

ANTIBIOTICOS pertence a classe “E”. 6 3
cepas pertencem a classe
NG

NOR 1 10 Presente nas classes “V” e
wgn

CFO 1 4 11v, 12v

CFL 1 4 E

AMP 1 4 E

CFL, TOB 2 11 E

CFL, CFO 2 5 5,7,e13E;11V

AMP, CFL 2 2 12v

AMC, NOR 2 3 4BAV

AMC, CFL 2 2 E

CFL, TET, TOB 3 2 11V

CFL, CFO, TET 3 2 11E

AMP, CFL, TET 3 5 11,e 12 E

AMP, CFL, NOR 3 5 \%
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AMP, CFL, TET 3 3 12BME

AMP, CFL, CIP 3 3 11BMV

AMC, CFL, TET 3 4 12AE, e 13AE

AMC, CFL, CFO 3 19 E

AMP, CFO, CLO, TET 4 2 11E

AMP, CFL, CIP, NOR 4 4 Vv

AMP, CFL, CIP, TOB 4 2 11V e 12V
AMP, CFL, CFO, NOR 4 4 Vv

AMC, CFL, CLO, TET 4 2 8BVE

AMC, CFL, CFO, TET 4 25 11E, 12E, e 13E

AMC, CFL, CFO, CIP 4 2 10AOE

AMC, AMP, CFL, CFO 4 6 E

AMP, CFL, CFO, TOB, NOR | 5 2 v

AMP, CFL, CFO, CIP, NOR | 5 5 Y

AMP, CFL, CFO, CIP, TET 5 3 Vv

AMC, AMP, CFL, CLO, TET | 5 2 12AME

AMC, AMP, CFL, CFO, TET | 5 11 11E, 12E, e 13E

AMC, AMP, CFL, CFO, CIP, | 6 2 4BMV

NOR

AMC, AMP, CFL, CFO, CIP, | 7 7 Vv

TOB, NOR

AMC, AMP, CFL, CFO, CIP, | 7 6 11V

GEN, TOB

AMC, AMP, CFL, CFO, CIP, | 8 11 10V, e 11V

GEN, TOB, NOR

LEGENDA: AMC: Amoxicilina e acido Clavulanico, AMP: Ampicilina, CFL: Cefalotina, CFO:
Cefoxitina, CIP: Ciprofloxacina, CLO: Cloranfenicol, SUT: Cotrimoxazol, GEN: Gentamicina, TET:
Tetraciclina, TOB: Tobramicina, FLF: Florfenicol, NOR: Norfloxacina. Na coluna “Distribuicdo
do fenétipo” os numeros representam o nimero da campanha de amostragem como descrito
no quadro 9; as letras “A” e “B” representam as estacdes de amostragem (A: Arraial do Cabo,
B: Armacdo dos Buzios); as letras “E” e “V” representam a classe de bactéria analisada:
Enterobacteriaceae (E) ou Vibrionaceae (V).

O Quadro 13 apresenta a distribuicdo da prevaléncia da resisténcia a cada classe de
antibidticos nos diferentes agrupamentos de amostras que foram avaliados. A analise do
guadro permite evidenciar como existe uma varia¢do significativa na prevaléncia da
resisténcia entre Enterobacteriaceae e Vibrionaceae (tetraciclina, quinolons, aminoglicosideos

e cotrimoxazol), e entre a agua de esgoto e as amostras de moluscos bivalves (beta-
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lactamicos, cefalosporinas, clorfenicol e tetraciclina). Nao foi observada diferenca significativa
na prevaléncia da resisténcia entre bactérias isoladas de moluscos bivalves de espécies
diferentes, nem entre os mexilhGes isolados em Arraial do Cabo e Armagdo dos Buzios.
Diferengas significativas, porém, foram observadas comparando as bactérias isoladas nas
coletas 11, 12 e 13. Na coleta 11 foi observado um aumento da prevaléncia de cepas
bacterianas resistentes a tetraciclina e cotrimoxazol (ambos os genes presentes quase
exclusivamente em Enterobacteriaceae), e um aumento da prevaléncia da resisténcia ao
clorfenicol, que era mais frequente nas bactérias da dgua de esgoto do que nas bactérias
isoladas de moluscos bivalves. Nas duas coletas seguintes, a 12 e a 13, foi possivel observar
uma significativa reducdo da prevaléncia da resisténcia aos quinolons, clorfenicol,
cotrimoxazol, aminoglicosideos e tetraciclina. SO beta-lactamicos e cefalosporinas
mantiveram quase inalterada a prevaléncia da resisténcia. Interessante observar como as
cepas bacterianas resistentes ao clorfenicol sdo presentes com maior frequéncia em agua de
esgoto, e aquelas resistentes ao cotrimoxazol e tetraciclina, em amostras de
Enterobacateriaceae. A prevaléncia da resisténcia as cefalosporinas ndo sofreu modificacoes

significativas e, ao contrario, a prevaléncia da resisténcia aos beta-lactamicos cresceu entre a

112 e 3 122 coleta de amostras.

Quadro 13: prevaléncia da resisténcia a diferentes classes de antibidticos entre as diferentes
classes de amostras estudadas. GERAL: conjunto de todas as amostras que foram analisadas.

CLASSE N AMC + AMP CFL + CFO CIP+NOR  FLF+CLO SUT GEN + TOB TET
n % n % n % n % n % n % n %

GERAL 298 181 60,74 199 66,78 80 2685 4 1,34 10 3,36 56 18,79 10 3,36
VIBRIONACEAE 108 76 7037 87 8056 61 5648 1 093 1 093 53 4907 1 093
ENTEROBACTERIACEAE | 188 104 55,32 111 5904 19 10,11 3 160 9 479 3 1,60 9 4,79
OSTRAS 56 33 5893 41 7321 14 2500 1 1,79 2 357 10 17,86 2 3,57
VIEIRAS 62 46 7419 52 8387 23 37,10 0O 0,00 1 161 15 2419 1 161
MEXILHOES 115 78 6783 81 7043 35 3043 0 0,00 2 1,74 21 1826 2 1,74
AGuUA 65 24 36,92 25 3846 8 1231 3 4,62 5 769 10 1538 5 7,69
ARRAIAL 169 106 62,72 124 7337 51 3018 1 059 5 29 33 1953 5 296
BUZIOS 129 75 58,14 75 58,14 29 22,48 3 2,33 5 38 23 1783 5 3,88
10 25 14 5600 14 5600 12 4800 O 000 O 000 10 4000 O 0,00
11 72 39 5417 51 7083 39 5417 2 2,78 7 972 26 3611 7 9,72
12 47 37 78,72 35 7447 4 8,51 0 o000 O 000 3 6,38 0 0,00
13 47 31 659 37 7872 O 000 O 000 O 000 1 2,13 0 0,00
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MEXILHOES ARRAIAL ‘55 31 5636 35 6364 15 2727 O 000 2 364 8 1455 2 3,64
MEXILHOES BUZIOS ‘60 47 7833 46 7667 20 3333 0 000 O 000 13 2167 0 0,00

MOLUSCOS BUZIOS ‘64 51 7969 50 78,13 21 3281 0 0,00 o0 000 13 2031 0 0,00

LEGENDA: VIBRIONACEAE e ENTEROBACTERIACEAE: amostras de bactérias da Familia
Vibrionaceae e Enterobacteriaceae; OSTRAS, VIEIRAS e MEXILHOES: cepas bacterianas
isoladas de cada uma espécie de molusco bivalve; AGUA: cepas bacterianas isoladas da dgua
de esgoto em Armagao dos Buzios; ARRAIAL: conjunto das cepas bacterianas isoladas das
diferentes espécies de moluscos bivalves de Arraial do Cabo; BUZIOS: conjunto das cepas
bacterianas isoladas da dgua, dos mexilhdes e das vieiras prelevados em Armacdo dos Buzios;
10-11-12 e 13: conjunto das bactérias isoladas durante as coletas 10 (10/3/2017), 11
(20/3/2017), 12 (23/3/2017) e 13 (27/4/2017); MEXILHOES ARRAIAL e MEXILHOES BUZIOS
cepas bacterianas isoladas de mexilhdes nos dois lugares diferentes de coleta; MOLUSCOS
BUZIOS: cepas bacterianas isoladas de mexilh&es e vieiras em Buzios.

Um outro ponto a ser ressaltado é a diferenca na prevaléncia da resisténcia a antibidticos de
uso humano e de uso veterinario. Para esta avaliacdo precisamos comparar a resisténcia aos
guinolons ciprofloxacina (de uso humano) e norfloxacina (de uso veterindrio em bovinos). A
prevaléncia geral da resisténcia a ciprofloxacina é de 23,49%, contra 2,36% da norfloxacina. A
importancia da exposicdo a residuos do antibiotico de uso humano é comprovada observando
a diferenca de prevaléncia da resisténcia entre bactérias isoladas de Arraial do Cabo (onde a
densidade de populacdo é alta) e Armacdo dos Buzios (onde a densidade de populacdo é de
média a baixa), respectivamente 26,04% e 20,16%. Ao contrdrio, a resisténcia a norfloxacina
apresenta uma prevaléncia maior em Armagao dos Buzios do que em Arraial do Cabo (3,10%
e 1,18%). A analise dos dados também mostra o papel da agua como veiculo de bactérias
resistentes a antibidticos de uso veterinario, principalmente para a norfloxacina (as dreas de
pastagem mais proximas do cérrego que foi analisado eram utilizadas para a produgdo de
gado de corte). A comparacgao dos perfis de resisténcia entre as coletas 11, 12 e 13 mostra
como a prevaléncia da resisténcia a ambas as drogas diminui significativamente entre a coleta

11 e as sucessivas (Quadro 14).

Analises semelhantes podem ser realizadas comparando a resisténcia a FLF (antibiético de uso
veterindrio) e CLO (de uso humano). Igualmente a NOR, o FLF é presente com maior
frequéncia nas amostras de agua e naquelas derivadas de Buzios comparadas com aquelas de
Arraial do Cabo. No caso da resisténcia aos dois antibidticos desta classe, de forma semelhante

a quanto observado anteriormente na comparacao entre CIP e NOR, a comparacdo da
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prevaléncia da resisténcia entre as coletas 11, 12 e 13 mostra como a prevaléncia da
resisténcia a ambas as drogas diminui significativamente entre a coleta 11 e as sucessivas
(Quadro 14).

Quadro 14: prevaléncia da resisténcia a ciprofloxacin (CIP), norfloxacin (NOR), clorfenicol
(CLO) e florfenicol (FLF) entre as diferentes classes de amostras estudadas.

CIp NOR cLo FLF

N % N % N % N %
GERAL | 70 23,49 6 201 10 3,36 4 1,34
VIBRIONACEAE | 56 51,85 2 1,85 3 278 1 093
ENTEROBACTERIACEAE | 14 7,45 4 2,13 7 372 3 1,60
OSTRAS | 14 25,00 2 3,57 0 000 1 1,79
VIEIRAS | 21 33,87 0 0,00 2 323 0 0,00
MEXILHOES | 28 2435 0 000 5 435 0 0,00
AGUA | 7 10,77 4 6,15 3 462 3 462
ARRAIAL | 44 26,04 2 1,18 4 237 1 0,59
BUZIOS | 26 20,16 4 3,10 6 465 3 233
11 | 29 40,28 3 4,17 4 556 2 2,78
12| 4 851 O 000 3 638 0 0,00
13| 0 000 O 000 O 000 o0 o0,00
MEXILHOES ARRAIAL | 10 18,18 0 000 4 727 0 0,00
MEXILHOES BUZIOS | 18 30,00 0 0,00 1 167 0 0,00
MOLUSCOS BUZIOS | 19 29,69 O 000 4 625 0 0,00

LEGENDA: GERAL: conjunto de todas as amostras que foram analisadas; VIBRIONACEAE e
ENTEROBACTERIACEAE: amostras de bactérias da Familia Vibrionaceae e Enterobacteriaceae;
OSTRAS, VIEIRAS e MEXILHOES: cepas bacterianas isoladas de cada uma espécie de molusco
bivalve; AGUA: cepas bacterianas isoladas da dgua de esgoto em armacdo dos Buzios;
ARRAIAL: conjunto das cepas bacterianas isoladas das diferentes espécies de moluscos
bivalves de Arraial do Cabo; BUZIOS: conjunto das cepas bacterianas isoladas da agua, dos
mexilhdes e das vieiras prelevados em Armacgao dos Buzios; 11-12 e 13: conjunto das bactérias
isoladas durante as coletas 11 (20/3/2017), 12 (23/3/2017) e 13 (27/4/2017); MEXILHOES
ARRAIAL e MEXILHOES BUZIOS cepas bacterianas isoladas de mexilhdes nos dois lugares
diferentes de coleta; MOLUSCOS BUZIOS: cepas bacterianas isoladas de mexilhdes e vieiras
em Buzios.

Uma analise mais aprofundada das caracteristicas de resisténcia aos antibidticos deve
considerar também as resisténcias intrinsecas de algumas espécies bacterianas aos

antibidticos utilizados. As espécies Enterobacter aerogenes e E. cloacae, por exemplo, sdo
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intrinsecamente resistentes aos antibioéticos AMC, AMP, CFL e CFO (entre aqueles que foram

utilizados na pesquisa) (EUCAST, 2016b).

A analise da resisténcia das cepas destas bactérias encontradas confirma parcialmente estes
dados: das 33 cepas identificadas como Enterobacter spp., a porcentagem de resisténcia a

estes antibidticos foi: AMC: 84,8%; AMP: 21,3%; CFL: 90,9% e CFO: 88,1%.

As mesmas resisténcias intrinsecas sdo descritas para a espécie Citrobacter freundii. A Unica
cepa desta espécie (12AME5) apresentou um comportamento concorde com a espécie,

mostrando resisténcia a AMC, AMP, CFL e CLO.

Diferentemente do quanto esperado, Proteus mirabilis foi identificado uma Unica vez
(12BMV42), mas contrariamente do quanto previsto (EUCAST, 2016b), ndo apresentou
resisténcia (intrinseca) a TET, mas sim a AMP e CFL (que seria esperado se a espécie fosse P.

vulgaris).

Também as cepas de Serratia spp. isoladas se comportaram diferentemente do quanto
esperado. Conforme Eucast (2016b) era esperada uma resisténcia intrinseca para os
antibidticos AMP, AMC, CFL, CFO e TET (S. marcescens). Os cinco espécimes isolados
pertencentes a este género mostraram resisténcia a AMP (S. odorifera), CFL (2 cepas de S.
marcescens) e TET (2 cepas de S. marcescens, 1 de S. odorifera). Nenhuma cepa foi resistente

a CFL ou CFO.

A Unica cepa de Klebsiella spp. que foi encontrada (13BME7) foi resistente a AMC, CFL e CFO.
Conforme Eucast (2016b), K. pneumoniae, e K. oxytoca possuem resisténcia intrinseca a AMP,
mas ndo aos antibidticos testados, sugerindo que esta resisténcia seja devida a mecanismos

diferentes.

Estes resultados de Serratia spp., Proteus spp. e Klebsiella spp. sdo de interesse clinico animal
e humano. Os padrdes de resisténcia a antibidticos descritos por Eucast (2016b) sdo derivados
de andlises de cepas clinicas e ndo ambientais. Cepas diferentes, ambientais e clinicas
possuem comportamento diferente frente aos antimicrobianos, com base no seu conteudo
genético, tanto cromossémico como plasmidial. Uma infec¢do com cepas destas bactérias
derivadas do ambiente marino, portanto, poderia requerer cuidados especiais na escolha dos

antibidticos a serem usados, além dos padrdes clinicos ja utilizados normalmente.
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Com relacdo a resisténcia a antibidticos das bactérias do género Vibrio, a espécie mais
frequentemente encontrada foi V. alginolyticus (14 cepas identificadas nas coletas 11 e 12). A
prevaléncia das resisténcias aos antibidticos nas cepas desta espécie foi: AMC: 64,29%; AMP:
100%,; CFL: 92,86%; CFO: 78,57%; CIP: 92,86%; CLO, SUT e TET, 0%; GEN: 85,71%; TOB: 92,86%;
FLF:7,14% e NOR: 21,43%. Todas as cepas identificadas desta espécie (as oriundas de vieiras,
ou ostras coletadas em Arraial durante a 112 ou a 122 campanha) apresentaram resisténcia
multipla aos antibidticos testados entre 3 e 9 antibidticos diferentes. Outros estudos também
descrevem resisténcias a elevados numeros de antibidticos em bactérias do género Vibrio.
Scarano et al. (2014), analisando cepas de Vibrio isoladas de douradas na Italia (Sparus aurata)
descrevem elevada prevaléncia de cepas resistentes a AMP (40/50 cepas isoladas), amoxicilina
(41/50) (no nosso caso a amoxicilina foi utilizada em conjunto com o acido clavulanico: AMC),

CFO (28/50), e baixa ou nenhuma resisténcia para CLO, FLF, GEN, e TE (SCARANO et al., 2014).

Escudero et al. (2015) descrevem um caso clinico de Ulcera cutanea cronica causada por V.
alginolyticus resistente a CIP, mas resolvida com tratamento por doxycyclina e ceftriaxone

(ESCUDERO et al., 2015).

Zavala-Norzagaray et al. (2015), analisando bactérias do género Vibrio em tartarugas marinhas
no México descrevem a seguinte prevaléncia de resisténcia a alguns dos antibidticos que
foram utilizados na nossa pesquisa: GEN: 38,5%; CIP: 17,9%; SUT: 7,7%; TET: 7,7%, AMP:
87,2%; CLO: 10,3%. Estes resultados confirmam a elevada prevaléncia de cepas resistentes a
AMP, porém, com prevaléncia menor daquela observada na nossa pesquisa (ZAVALA-

NORZAGARAY et al., 2015).

Wang et al. (2015) comparam a resisténcia a antibiéticos de cepas de Vibrio spp. isolados dos
abalones Haliotis diversicolor e da agua marinha. Nos moluscos, os autores observam uma
prevaléncia de cepas resistentes menor do que aquela encontrada na agua: TET: 20%, SUT:
15%; NOR 10%, CLO e GEN <10%, muito diferentes daquela encontrada na nossa pesquisa
(WANG et al., 2015).

Ottaviani et al. (2001) fazem uma analise da resisténcia a antibiéticos em diferentes espécies
de Vibrio spp. derivados de alimentos (entre os quais, moluscos bivalves), e estudam também
a producdao de B-lactamase. Os autores descrevem que entre 31 cepas da espécie V.

alginolyticus, 28 foram resistentes a AMP, 18 a TET, 0 a CLO e CIP, e 2 a SUT. Neste caso, a
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resisténcia a TET foi muito maior do que aquela que observamos na nossa pesquisa, mas
confirmando a elevada prevaléncia de resisténcia a AMP. Os mesmos autores observam nas
cepas de V. alginolyticus uma elevada prevaléncia de cepas produtoras de B-lactamase, maior
do que a observada em outras espécies. A presenca de uma B-lactamase na espécie V.
alginolyticus poderia explicar a elevada prevaléncia de resisténcia a AMP que foi observada

tanto na nossa pesquisa, como nas outras pesquisas consideradas.

Chiou, Li e Chen (2015) descrevem a presenca de uma B-lactamase denominada blacarsi7
intrinseca no cromossomo 2 de V. parahaemolyticus, que também é uma espécie que possui

elevada resisténcia a AMP e outros antibidticos B-lactdmicos (CHIOU; LI; CHEN, 2015).

Jin et al. (2012) descrevem outra B-lactamase (VAK-3) em cepas de Vibrio spp. (JUN et al.,
2012).

Além da presenca de B-lactamases especificas, também, a presenca de bombas de efluxo, ou
mecanismos que alteram a permeabilidade de membrana podem explicar este tipo de

resisténcia aos antibidticos B-lactamicos (MARTINEZ et al., 2009; CHITSAZ; BROWN, 2017).

2.3.7 RELACAO ENTRE OS PERFIS FENOTIPICOS DE RESISTENCIA E AS VARIAVEIS AMBIENTAIS

A andlise PERMANOVA evidenciou comportamentos localmente diferentes com relagdo ao
perfil de resisténcia aos antibidticos. Em Arraial do Cabo houve diferencas significativas entre
as espécies de moluscos bivalves (p=0,04) e, altamente, significativas entre as classes de
bactérias (p=0,001). Em Buzios, houve significancia na interacdao entre os dois elementos:
espécie de moluscos bivalves e classe de bactérias (p=0,002). Esta interacdo, porém, pode ter
sofrido o efeito negativo da grande diferenca do nimero de amostras de mexilhdes e de
vieiras que puderam ser coletados no local. Ainda, em Buzios, também houve significancia na
diferenca do perfil de resisténcia entre moluscos bivalves e dgua de esgoto (p<0,05) e,
também, nesta matriz que foi analisada, houve um comportamento significativamente

diferente entre Vibrionaceae e enterobactérias (p<0,05).

Os graficos nMDS (multidimensional scaling) de andlise do perfil de resisténcia a antibioticos
em Arraial do Cabo e Buzios mostraram uma clara separagao entre Enterobacteriaceae e

Vibrionaceae, em ambas as estacGes de amostragem (Figura 7). A analise da porcentagem de
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similaridade (SIMPER) avaliou a similaridade entre as resisténcias antimicrobianas nas duas
classes de bactérias. Em Arraial do Cabo, a similaridade entre as enterobactérias era 36.48%,
principalmente associada aos antibiodticos TET e CFL. No mesmo lugar, a similaridade entre as

Vibrionaceae era 52,47%, principalmente associada aos antibidticos CFL, AM e CFO.

Em Buzios, foi observada uma mudanca de perfil: a similaridade entre as enterobactérias era
26,41%, associada aos antibidticos TET e CFL (de forma semelhante ao observado em Arraial
do Cabo), enquanto a similaridade entre as Vibrionaceae era de 39,03%, associada aos

antibidticos NOR e CFL.
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Figura 7: Grafico nMDS dos perfis de resisténcia a antibidticos nas diferentes classes de
bactérias encontradas em moluscos bivalves de Arraial do Cabo (grafico a) e de Buzios (grafico
b).

Os resultados dos testes de PERMANOVA realizados para analisar o efeito do local,
comparando os perfis de resisténcia a antibidticos de bactérias isoladas de mexilhdes, em

Buzios e Arraial do Cabo, mostraram resultados significativos na interacdo entre as varidveis:
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local de amostragem, classe de bactéria e concentracdo de E. coli (p<0,05). O teste pair-wise
para esta interacdo dos trés fatores evidenciou significancia na relacdo entre a resisténcia a
antibidticos e as diferentes classes de contaminacdo por E. coli. Este resultado mostra a
associacdo entre altas concentracdes de E. coli (>230 E. coli/100g) e aumento da resisténcia a
antibioticos (p<0,05). Este resultado foi visivel em ambas as classes de bactérias analisadas,
com elevada significancia da diferenca (p<0,001), coerentemente com os resultados obtidos,
estudando a diferenca entre Vibrio e enterobactérias em outras matrizes analisadas nesta
pesquisa. Este resultado nos mexilhdes, em coeréncia com os resultados obtidos com outras
espécies de moluscos bivalves é importante para evidenciar como a espécie Perna perna seja
um modelo de estudo eficaz e altamente disponivel para o estudo dos perfis de resisténcia a

antibiodticos.

O uso de mexilhGes como modelo de estudo da contaminacdo microbiana em moluscos
bivalves é preconizado pela legislacdo Brasileira (CGSAP/DEMOC/SEMOC/MPA, 2013) com
relacdo a quantificacdo de E. coli. Ndo foram encontradas referéncias bibliograficas referentes
ao uso de espécies de mexilhdes tropicais ou de climas temperados (Mytilus edulis ou M.
galloprovincialis sdo as principais) como espécie “modelo” ou espécie “sentinela” para o
estudo das caracteristicas de seu microbiota em comparac¢ao as outras espécies, mas existem
varios estudos que analisam a capacidade de concentracdo de bactérias contaminantes em
diferentes espécies de moluscos bivalves ou invertebrados marinhos e que comparam
espécies de “mexilhdo” com outros tipos de animais. Neste sentido, é importante ressaltar
como as diferentes espécies de moluscos bivalves possuem competéncia varidvel de
concentragdo de bactérias contaminantes (principalmente E. coli) conforme a espécie, o
tamanho, o estado de saude e o nivel de estresse (BURKHARDT; CALCI, 2000; RASGALLA JR;
DE SOUZA BRASIL; SALOMAO, 2007; GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2015; OLALEMI et al.,
2016). Stabili et al. (2013) evidenciam como os mexilhGes mediterraneos (M.
galloprovincialis), quando expostos a dgua de esgoto, acumulam E. coli mais do que outras
espécies de invertebrados marinhos estudados na pesquisa (STABILI; TERLIZZI; CAVALLO,
2013). Ja a CEFAS Britanica fornece indicacGes contrastantes sobre o uso de espécies de
moluscos bivalves como “sentinelas” de contamina¢dao microbiana. Em 2013 indicava que o
“vongoli” o “berbigdo” (Cerastoderma edule) era a espécie que mais acumulava E. coli em

comparac¢dao com mexilhdes ou ostras (KERSHAW et al., 2013). Jd4 mais recentemente, outra
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pesquisa produzida pela mesma instituicdo (TAYLOR et al., 2016) evidencia que sim, os
mexilhdes sdo os maiores bioacumuladores de E. coli entre as espécies de moluscos bivalves

estudadas.

Porém, destes resultados encontrados, é importante ressaltar que ndo existem ainda dados
sobre a capacidade de espécies de moluscos bivalves tropicais de acumulacao de E. coli, nem
analises sobre as caracteristicas comparativas dos microbiomas destas espécies com relacao

a resisténcia a antibidticos.

Quadro 15: PERMANOVA baseada nas similaridades de Jaccard de um grupo de dados
multivariados (12 classes de antibidticos). Andlises de comparacdo das variancias dos perfis
de resisténcia em bactérias isoladas de mexilnGes (Perna perna) entre estacbes de
amostragens diferentes (Buzios e Arraial do Cabo), classes de bactérias diferentes
(Enterobactérias e Vibrionaceae), e classes de contaminagdo por E. coli diferentes (<5
UFC/100g; 5-230 UFC/100 g e >230 UFC/100 g). Os valores em negrito sdo significativos por
p<0,05.

Pseudo-
Source Df SS MS F P(perm) Perms
Stations sampling (SS) 1 1996,5 1996,5 13,764 0,236 999
Classe of bacteria (CB) 1 26069 26069 17,973 0,001 998

E. coli concentration

(EC) 2 8189,1 4094,5 28,229 0,008 998
SSx CB 1 4308,2 4308,2 29,702 0,028 999
SSx EC 2 4019,5 2009,8 13,856 0,189 999
ECXCB 2 7412,2 3706,1 25,551 0,015 997
SSXCBXEC 2 14395 7197,3 4,962 0,001 999
Res 103 1.49E+08 1450,5

Total 114 2.30E+09

Pair-wise test (E. coli concentration)

Groups T P(perm) Perms
<5UFC? 5-230 UFCP 23,744 0,006 998

< 5 UFC?, > 230 UFCP 16,461 0,038 999
5-230 UFC®, > 230 UFC® 0,93517 0,454 970
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A analise da componente principal (Figura 8) evidenciou como as varidveis ambientais
afetaram significativamente os perfis de resisténcia aos antibidticos em ambas as classes de
bactérias estudadas. O modelo que foi construido revelou-se eficiente, ja que a PC1 explicou
68,7% das variacbes, e a PC2, 21,3%. O aumento de varidveis ambientais como as
temperaturas (do ar e da agua), e a direcdo dos ventos e das correntezas marinhas,
aparentemente, influenciaram o perfil de resisténcia das enterobactérias. Por outro lado, a
resisténcia das Vibrionaceae foi afetada pela intensidade dos ventos e das correntezas, da

turbidez da agua e do nivel de contaminagao por E. coli.
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Figura 8: grafico de PCA dos perfis de resisténcia a antibidticos considerando as classes de
bactérias e as varidaveis ambientais, representadas pelas setas.
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Foi realizada a PCR de todas as cepas isoladas nas campanhas 11 e 12. O quadro 14 apresenta

a correlacdo entre fendtipo e gendtipo das cepas nas quais foi detectada a presenca de genes

de resisténcia a antibidticos que foram testados.

Quadro 16: correspondéncia entre resisténcia fenotipica a antibidticos e presenga de genes
de resisténcia a antibidticos especificos.

CEPA IDENTIFICACAO RESISTENCIA FENOTIPICA GENES DE RESISTENCIA
11AVV2 V. alginolyticus AMC, AMP, CFL, CFO, GEN, TOB, NOR GYR-B, INTEGRASE, INTEGRON
11 AVV3 V. alginolyticus AMC, AMP, CFL, CFO, GEN, TOB INTEGRASE, INTEGRON
11 AVV4 V. alginolyticus AMC, AMP, CFL, CFO, GEN, TOB GYR-B, INTEGRASE, INTEGRON
11AVV5 V. alginolyticus AMC, AMP, CFL, CFO, GEN, TOB GYR-B, AAC(6')Ib, INTEGRASE
11AVV6 V. alginolyticus AMC, AMP, CFL, GEN, TOB GYR-B, INTEGRASE
11AVV7 V. alginolyticus AMC, AMP, CFL, CFO, GEN, TOB GYR-B, INTEGRASE
11AMV7 Providentia CFL, CLO, TET GYR-B, INTEGRASE
stuartii
11AMVS8 Providentia CFL, CLO, TET, TOB GYR-A, GYR-B, INTEGRASE
stuartii
11AME1 Escherichia coli AMP, CIP, SUT, TET, NOR INTEGRASE
11AME6 Enterobacter spp.  AMC, CFL, CFO, SUT, TET INTEGRASE
11AME10 | Enterobacter spp.  AMC, CFL, CFO, SUT, TET QNR-D
11A0E2 Escherichia coli AMP, SUT, TET, NOR QNR-D
11A0E3 Escherichia coli AMP, SUT, TET, NOR GYR-A, BLA-CMY, QNR-B,
11A0E7 Escherichia coli CFL, CFO, TET QNR-D
11A0ES8 Escherichia coli CFL, CFO, TET QNR-D
11A0E9 Escherichia coli TET QNR-B, QNR-D, INTEGRASE
11A0E10 | Escherichia coli TET INTEGRASE
11A0E11 | Escherichia coli TET INTEGRASE
11AVE3 Escherichia coli AMC, CFL, CFO, TET, INTEGRASE, INTEGRON
11AVE5 Pseudomonas CFL, TET INTEGRASE
spp.
11AVE6 Pseudomonas CFL, TET GYR-B
spp.
11 BAE3 Escherichia Coli AMP, CFL, CIP, CLO, SUT, TET, TOB, FLF, GYR-B
NOR
11BME1 Escherichia coli NOR GYR-A, GYR-B
11BME2 Escherichia coli Sensivel a todos os antibidticos GYR-A, GYR-B

11BME3

Escherichia coli

TET

INTEGRASE, INTEGRON



11BME5 Enterobacter sp. Sensivel a todos os antibidticos INTEGRASE, INTEGRON

11BME6 Enterobacter spp.  Sensivel a todos os antibidticos INTEGRASE, INTEGRON

11BAV4 Aeromonas AMP, CFL, CFO, CIP, TOB QNR-B, INTEGRASE, 3X INTEGRONS
salmonicida

11A0V2 Shpingomonas AMC, AMP, CFL, CFO, CIP, GEN, TET, AAC(6’lb), INTEGRON
paucimobilis TOB, NOR

11A0V7 Vibrio AMC, AMP, CFL, CFO, CIP, GEN, TOB, AAC(6'lb), INTEGRASE, INTEGRON
alginolyticus FLF, NOR

11A0V10 D. mishino/ K. sed  SUT INTEGRASE, INTEGRON

12A0E3 Enterobacter AMC, AMP, CFL, CFO QNR-D
cloacae

12A0E7 Enterobacter spp.  AMC, CFL, CFO, TET QNR-D

12AVV1 Sphingomonas CIP AAC(6’lb), INTEGRASE
paucimobilis

12AVV5 Vibrio AMP, CFL, CIP, TOB AAC(6'Ib), INTEGRASE
alginolyticus

12A0V8 Vibrio AMP, CIP, GEN GYR-B, AAC(6’Ib), INTEGRASE, INTEGRON
alginolyticus

12AMV6 Bordetella hinzii AMP, CFL, GEN AAC(6'Ib)

12BMV42 | Proteus spp. AMP, CFL INTEGRASE
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LEGENDA: AMC: Amoxicilina e acido Clavulanico, AMP: Ampicilina, CFL: Cefalotina, CFO:
Cefoxitina, CIP: Ciprofloxacina, CLO: Cloranfenicol, SUT: Cotrimoxazol, GEN: Gentamicina, TET:
Tetraciclina, TOB: Tobramicina, FLF: Florfenicol, NOR: Norfloxacina. Na coluna “CEPA” os
ndmeros representam o numero da coleta de amostragem como descrito no quadro 9; as
letras “A” e “B” representam as esta¢des de amostragem (A: Arraial do Cabo, B: Armagao dos
Buzios); as letras “E” e “V” representam a classe de bactéria analisada: Enterobacteriaceae (E)
ou Vibrionaceae (V).

Os resultados das PCR ndo condizem completamente com os perfis de resisténcia aos
antibioticos que foram evidenciados na anadlise fenotipica. Cada gene pesquisado deveria
estar relacionado a resisténcia a especificos grupos de antibidticos: a resisténcia as
cefalosporinas e a outros antibidticos B-lactamicos (Cefotaxime, amoxicilina e acido
Clavulanico, ampicilina) é associada ao gene BLA-CMY (DALLENNE et al., 2010; MATHERS;
PEIRANO; PITOUT, 2015). A resisténcia frente as quinolons e fluorquinolons (Ciprofloxacina,
Norfloxacina) é associada a dois mecanismos diferentes: PMQR (Plasmid Mediated Quinolon
Resistance), associado aos genes QNR-A, QNR-B, QNR-C, QNR-D, QNR-S e AAC (6’) Ib, e QRDR

(Quinolon resistance Determining Region), associado aos genes GYR-A, GYR-B. A resisténcia
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aos aminoglicosideos (Tobramicina, Gentamicina, Streptomicina) é associada ao gene
AAC(6’)Ib, que atua através de uma acetyl-transferase que inativa tanto esta classe de
antibidticos, como as quinolons (JACOBY et al.,, 2009; DALLENNE et al.,, 2010; DA SILVA;
MENDONCA, 2012; MATHERS; PEIRANO; PITOUT, 2015; TOMOVA et al., 2017). A presencga de
genes de resisténcia as outras classes de antibidticos testados ndo foi objetivo das pesquisas

moleculares aqui propostas (cloranfenicol, florfenicol e tetraciclina).

Da mesma forma, muitas cepas que apresentaram resisténcia a varios antibidticos nao
evidenciaram a presenca de nenhum dos genes testados, sugerindo a presenca de outras
formas de inativacdo dos antibidticos diferentes daquelas testadas, como por exemplo,
resisténcia intrinseca de espécies bacterianas a determinados antibidticos, ou sistemas de
bombas de efluxo, muito comuns em bactérias ambientais e em bactérias do género Vibrio

(MARTINEZ et al., 2009)

Entre os genes de resisténcia isolados, vale a pena destacar QNR-D. Este gene foi descrito pela
primeira vez em 2009, por Cavaco et al., em cepas de Salmonella enterica Kentucky e
Bovismorbificans isoladas na China e associado a um forte aumento na resisténcia a CIP
(CAVACO et al., 2009). Sucessivamente, sua presenca foi confirmada principalmente em cepas
de Proteus spp., Morganella spp. e, em um recente artigo de Kraychete et al., Providencia
rettgeri e alcalifaciens (WIMALASENA et al., 2018; KRAYCHETE et al., 2019). Wang et al. (2012)
nao encontram este gene em cepas de E. coli de animais silvestres em jardins zooldgicos
(WANG et al., 2012). Pribul et al. (2016) descrevem a presencga de uma cepa de Salmonella
spp. entre as 129 estudadas positiva para este gene (PRIBUL et al., 2016). Dasgupta et al.
(2017), analisando 187 cepas clinicas de enterobactérias, ao contrdrio, descrevem uma
prevaléncia deste gene (mas ndo explicam em que espécies de enterobactérias foi
encontrado) de 23,5% (DASGUPTA et al., 2017). Buschmann et al. (2012) descrevem a auséncia
deste gene de resisténcia em 48 cepas bacterianas isoladas de salmdes criados em mar e de
agua dos sistemas de criagdo (BUSCHMANN et al., 2012). Kocsis et al. (2013) analisam a
presenca de genes de resisténcia a quinolons em 756 cepas de enterobactérias derivadas de
laboratdrios de diagndstico clinico humano na Itdlia do Nordeste. Os autores descrevem uma
prevaléncia de 5,79% deste gene em cepas de Proteus spp. e de 4,16% entre cepas de

Morganella morganii. Nesta pesquisa, o gene QNR-D ndo é encontrado em nenhuma cepa de
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Escherichia coli, Enterobacter spp., Citrobacter spp., Klebsiella spp., Providencia spp. ou

Serratia spp..

No caso da nossa pesquisa, conseguimos detectar o gene QNR-D em 4 cepas de Escherichia

coli, e 3 cepas de Enterobacter spp..

Outros resultados interessantes foram aqueles associados aos genes da girase: GYR-A e GYR-

B.

Os genes GYR-A e GYR-B, duas subunidades do gene da girase, um gene cromossomial
deputado ao controle do excesso de enrolamento do DNA (GONI-URRIZA et al., 2002). Os
primers que foram utilizados (descritos anteriormente na secdo dos “materiais e métodos”)
foram escolhidos para, sucessivamente, realizar o sequenciamento dos amplicons e uma
analise filogenética e de associacdo entre as caracteristicas fenotipicas das bactérias e as
sequéncias genéticas, sendo que alteragGes pontuais na sequéncia das bases podem afetar a
sequéncia dos aminodcidos e a sensibilidade dos antibidticos, principalmente, quinolons e
fluorquinolons, que tém estas estruturas como alvo (GONI-URRIZA et al., 2002; YANEZ et al.,
2003). Era esperado encontrar estes genes em todas as cepas bacterianas testadas, mas isso
nao aconteceu. Os dois genes foram encontrados s6 em 17 cepas bacterianas testadas e, na
maioria dos casos, as duas subunidades ndo foram encontradas juntas. Conforme os artigos
onde foram descritos os primers utilizados nesta pesquisa, a estrutura destes genes é de
“mediamente” a “altamente” conservada, entre Aeromonas (género alvo das pesquisas que
desenvolveram os primers que foram escolhidos), Vibrio e Enterobactérias. Os primers
também conseguiram detectar os genes-alvo dos controles-positivos utilizados que eram
cepas de Salmonella. Por esta razdo, a falta de detec¢ao destes amplicons nas PCR pode ter
sido associada as falhas técnicas que poderiam ser resolvidas repetindo, mais uma vez, o
processo de PCR nas cepas que foram estudadas. Porém, destes problemas, foi possivel

sequenciar quatro amplicons destes genes: dois de GYR-A e dois de GYR-B.

A analise da distribuicdao dos genes de resisténcia entre as cepas analisadas das coletas 11 e
12 mostra como durante a 112 campanha houve uma maior concentra¢cao de positividades
genéticas: 39 das 88 cepas prelevadas durante a 112 coleta apresentaram algum gene de
resisténcia; 10 das 75 cepas prelevadas na 122 coleta apresentaram algum gene de resisténcia.

Na 112 coleta também foi observada uma maior presenca de varios genes de resisténcia na
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mesma cepa bacteriana (25 das 39 cepas estudadas apresentavam mais de um gene de
resisténcia), em comparacdo a 122 coleta, quando s6 3 das 10 cepas PCR-positivas
apresentavam mais de um gene de resisténcia). Analisando estes resultados, surge, entdo, a
pergunta se poderia haver uma relacdo entre os eventos climaticos, as alteracGes na
concentragdao de bactérias de origem terrestre no microbioma dos moluscos bivalves e a

presenca de genes de resisténcia aos antibioticos.

A forte chuva que foi atribuida como possivel causa das elevadas concentracdes de E. coli
encontradas durante a 112 coleta representou um evento fora do padrdo climatico (e
microbiolédgico) observado ao longo do periodo de realizacdo deste estudo. Além de carregar
elevadas quantidades de bactérias de origem fecal e terrestre, a agua da chuva causou
alteracdes no ambiente fisico e quimico da regido estudada (abaixamento leve da
temperatura e salinidade da agua, presenca de hidrocarbonetos na superficie da agua).
AlteracGes quimico-fisicas do ambiente causam estresses significativos para os moluscos
bivalves (TORRES et al., 2012; FROELICH; OLIVER, 2013; RENAULT, 2015) que, por esta razao,
tém menores capacidades de se defender de alteragGes do seu microbioma (FROELICH;
OLIVER, 2013), ja que o sistema imunitario ndo especifico possuido por estes animais
responde de forma muito semelhante a estresses de tipo fisico, quimico e bioldgico (RENAULT,
2015). Por esta razao, na analise microbioldgica de animais simples como os moluscos bivalves
deve ser levada em consideragao a importancia da analise ambiental conjunta, para entender
as razbes que levam as alteragdes microbioldgicas nos moluscos bivalves tanto devidas a
alteragGes microbiolégicas, como de resposta do molusco bivalve e, também, as alteragdes

ambientais (GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2015, 2016).

Com relacdo a andlise puramente microbiolégica, a transposicdo abrupta do ambiente
terrestre para o ambiente marinho, com certeza, representou um estresse considerdvel para
as bactérias entéricas que foram analisadas (ROZEN; BELKIN, 2005; HUGHES, 2008) que,
possivelmente, estimulou, como resposta, a ativacdo da “resposta SOS” e a consequente
conjugacao dos genes de resisténcia presentes com as bactérias pertencentes ao microbioma
dos moluscos bivalves (no caso deste estudo, as bactérias do género Vibrio) (TREVORS, 2011;
WELLINGTON et al., 2013; BERGLUND, 2015). A sobrevivéncia ao estresse osmodtico também
pode ter contribuido a selecionar, de forma indireta, as cepas bacterianas capazes de resistir

e de se adaptar a outros tipos de estresse (ALVES et al., 2014). Este elemento também pode
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explicar a maior quantidade de genes de resisténcia encontrados nas cepas bacterianas
isoladas durante a 112 campanha de coleta. Outro elemento a considerar é que estes genes
estavam principalmente concentrados nas bactérias do género Vibrio que, ao contrdrio, na
coleta realizada trés dias depois, ja apresentavam menor nimero de bactérias com amplicons

gue correspondiam a genes de resisténcia.

A explicacdo para esta perda de genes de resisténcia pode ser associada ao “custo” metabdlico
pela posse de genes de resisténcia em um ambiente, relativamente estdvel, onde este tipo de
resisténcia ndo represente uma vantagem competitiva significativa (fitness) para as bactérias
(VITTECOQ et al., 2016; HALL; BROCKHURST; HARRISON, 2017; STEVENSON et al., 2017). Hall
et al. (2017) descrevem como os custos associados a presenca de genes de resisténcia sejam
referentes ao aumento de DNA que deve ser sintetizado, copiado e transcrito. Este custo ainda
é aumentado quando ndo existe uma plena compatibilidade entre o DNA “incluido” e os
mecanismos de replicacdo da célula bacteriana (HALL; BROCKHURST; HARRISON, 2017). Por
outro lado, outros autores observaram que a maioria dos genes de resisténcia ndo representa

nenhum custo metabdlico para as bactérias que os possuem (VARELA; MANAIA, 2013).

Com relacdo aos resultados dos sequenciamentos, as analises foram repetidas duas vezes,
mas o sucesso foi limitado. O primeiro sequenciamento dos produtos de PCR oriundos ndo
obteve nenhum resultado. Na segunda tentativa conseguimos sequenciar alguns amplicons
dos controles positivos e de algumas cepas de campo: todos os controles positivos foram
sequenciados, permitindo a confirmagao da identidade dos produtos de PCR através da

comparacdo das sequéncias na plataforma NCBI-BLAST.

Os produtos de PCR do gene da INTEGRASE foram aqueles que mais responderam ao processo
de sequenciamento. A comparagao das sequéncias através do software MEGA X através do
método de maxima similaridade mostrou grande similaridade entre as sequéncias analisadas
e identidade entre as integrases isoladas das bactérias 11AMV91 e 11BME3 (respectivamente,
providencia stuartii isolada de uma amostra de mexilhdes em Arraial do Cabo e E. coliisolada

de mexilhdes em Buzios) (Figura 9).
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Figura 9: Andlise evolutiva através do método da maxima similaridade de comparacao
filogenética entre amplicons para o gene INTEGRASE obtidos de moluscos bivalves. As cepas
de origem dos genes sdo identificadas com numeros, conforme legenda: 65: 11A0OE10; 48:
11AMV91; 68: 11BMES5; 46: 11AVV6; 49: 11AMV92 e 73: cepa controle positivo IOC para o
gene da integrase. Imagem obtida através do programa MEGA X.

A andlise do dendrograma permite observar que, além da similaridade entre genes de
integrase isolados de bactérias oriundas de amostras diferentes, também houve a
variabilidade deste gene entre bactérias isoladas da mesma amostra (os genes 48 e 49 ambos

isolados da mesma amostra de mexilhdes de Arraial do Cabo).
Houve resposta, também, dos amplicons dos genes Gyr-A e Gyr-B.

Foi possivel analisar o sequenciamento do amplicon do gene GYR-A extraido das cepas
11A0E3 (E. coli existente a AMP, SUT, TET e NOR), 11A0E11 (E. coli resistente a TET), 11AVE4
(E. coli resistente a AMC, CFL, TET e CFO) e do controle positivo. As sequéncias foram

comparadas com as coleg¢des publicadas na rede NCBI-BLAST.

O amplicon derivado da cepa 11A0E3 foi 97,66% correspondente a fragmentos do gene GYR-
A derivado do sequenciamento completo do genoma da cepa CAV 1857, ABFQG, U2785, entre
outras de C. freundii. As diferencas entre a cepa estudada e as referéncias no Genebank eram

limitadas as bases que ndao foram legiveis na sequéncia do nosso experimento.
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O amplicon derivado da cepa 11A0E11 foi 97% correspondente a um fragmento do gene GYR-
A derivado do sequenciamento do genoma da cepa CAV1857 de C. freundii, mostrando
diferencas ilustradas na figura 10. As diferencas principais foram localizadas nas bases 107-

109; 111; 151; 153; 156, e 472-473.

Query 70 TGAAGCCGGTTCACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAAAAAAG-GGGCAGGGACTGGAATA 128

FEEEEErrrr et e e e e e rrrd e e
Sbjct 1608443 TGAAGCCGGITCACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACGTATTGGGCAACGACTGGAATA
1608502

Query 129 AAGCCTATAAAAAATCTGCCCGAGACGGTGGKGACGTAATCGGTAAATACCACCCTCATG 188

Frrrrrrrrrreerreerrert e et rrrrr e e e e e e
Sbjct 1608503 AAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCACCCTCATG
1608562

Query 189 GTGATATCGCCGTTTACGACACCATTGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCCTTGCGTTACA 248

FErrrrrrrrrrerrrerrerrrrrrr et e e e e e e e e e
Sbjct 1608563 GTGATATCGCCGTTTACGACACCATTGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCCTTGCGTTACA
1608622

Query 249 TGCTGGTAGATGGTCAGGGTAACTTTGGTTCTGTCGATGGCGACTCCGCAGCGGCGATGC 308

Sbjct 1608623 TGCTGGTAGATGGTCAGGGTAACTTTGGTTCTGTCGATGGCGACTCCGCAGCGGCGATGC
1608682

Query 309 GTTATACGGAAATCCGTATGTCGAAAATCGCCCATGAGCTGATGGCTGACCTGGAAAAAG 368

FErrrrrrrrrrrrrerrrerrrr et r e et e e e e e e e
Sbjct 1608683 GITATACGGAAATCCGTATGTCGAAAATCGCCCATGAGCTGATGGCTGACCTGGAAAAAG
1608742

Query 369 AAACGGTTGATTTCGTCGATAACTACGACGGCACCGAACAAATTCCTGACGTCATGCCGA 428
FErrrrrrrrrrrrrrrr et e e et e e e e et e e e e

Sbjct 1608743 AAACGGITGATTTCGTCGATAACTACGACGGCACCGAACAAATTCCTGACGTCATGCCGA

1608802

Query 429 CCAAAATTCCTAACCTGCTGGTGAACGGTTCGTCCGGTATCGCTTTAGGTATGG 482

Errrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e e e et rrrrrrrn
Sbjct 1608803 CCAAAATTCCTAACCTGCTGGTGAACGGTTCGICCGGTATCGCGGTAGGTATGG 1608856

Figura 10: comparacdo entre a sequéncia do amplicon do gene GYR-A obtido da cepa 11A0E11
(Query) e o gene GYR-A da cepa CAV1857 de Citrobacter freundii (Sbjct). Em negrito sao
evidenciadas as diferencas entre as duas sequéncias.

O amplicon derivado da cepa 11AVE4 foi 94% correspondente a um fragmento do gene GYR-
A derivado do sequenciamento do genoma da cepa FDAARGOS_73 de C. freundii, mostrando
diferencas ilustradas na figura 11. As diferencas entre o amplicon da cepa estudada e a cepa

de referéncia presente no Genebank s3ao devidas quase exclusivamente a defeitos de
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sequenciamento da cepa da nossa pesquisa. A mesma situacdo se repete, comparando o

amplicon da nossa pesquisa com outros genomas.

Query 15 TCCGAKATGGCCTGAAGCCGGTTCACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACKTTTTGGGCA 74

Ferrr reeerrrrrrrrrrrerrrr e e rrr e e e e e
Sbjct 2629797 TCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTTCACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACGTATTGGGCA
2629738

Query 75 ACGACTGGAATAAAGCCTATWAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAAT 134

Frrrrrrrrrrrerrrrrrr trrrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 2629737 ACGACTGGAATAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGIGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAAT

2629678

Query 135 ACCACCCTCATGGTGATATCGCCGTTTACGACACCATTGTTCGTATGGCGCAGCCATTCT 194

FrErrrrrrrrrrerrerr rrrrrrrrrr e te e e e e e e e
Sbjct 2629677 ACCACCCTCATGGTGATACCGCCGTTTACGACACCATTGTTCGTATGGCGCAGCCATTICT
2629618

Query 195 CCTTGCGCTACATGCTGRTGGATGGTCAGGGTAACTTTGGTTCTGTCGATGGCGACTCCG 254

FrErrrrrrrrrrerrer rerrrrr et e e e e e e e e e e
Sbjct 2629617 CCITGCGCTACATGCTGGTGGATGGTCAGGGTAACTTTGGTTCTGTCGATGGCGACTCCG
2629558

Query 255 CWGCGGYKATGCGTTATACGGAAATCCGTATGTCGAAAATCGCCCATGAGCTGATGGCTG 314

Forrrr o rrrrrrrrrrrerrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 2629557 CAGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTATGTCGAAAATCGCCCATGAGCTGATGGCTG

2629498
Query 315 ACCTGGAAWAAGAAACGGTTGATTTCGTCGATAACTACGACGGCRCTGAACAAATTCCTG 374
FErrrrrr rrrrrrrrrrerrrrrrr e e e e e e e terr e

Sbjct 2629497 ACCTGGAAAAAGAAACGGTTGATTTCGTCGATAACTACGACGGCACTGAACAAATTCCTG
2629438

Query 375 ATGTCATGCCGACCMWAMITCSWWACCTGCTGGTGAACGGTWCRWCMRGWATCRCGGTAG 434
FEErrrrrrrrrer i Frrrrrrrerrrerrer 0 b et

Sbjct 2629437 ATGTCATGCCGACCAAAATTCCTAACCTGCTGGTGAACGGTTCGTCCGGTATCGCGGTAG
2629378

Query 435 GTATGGC 441

FEETTT
Sbjct 2629377 GTATGGC 2629371

Figura 11: comparagao entre a sequéncia do amplicon do gene GYR-A obtido da cepa 11AVE4
(Query) e o gene GYR-A da cepa FDAARGOS_73 de Citrobacter freundii (Sbjct). Em negrito sdo
evidenciadas as diferencas entre as duas sequéncias.

A comparacdo das sequéncias por meio do software MEGA X através do método de mdaxima
similaridade (Figura 12) mostrou que as cepas 11A0E3 e 11AVE4 apresentavam um nivel de
similaridade entre si maior do que a cepa 11A0OE11. A similaridade entre as duas primeiras
cepas estd presente, também, nos resultados do antibiograma (Quadro 15), sendo ambas
multirresistentes, enquanto a cepa 11A0E11 apresentava resisténcia exclusivamente a TET.
Mesmo assim, estes resultados ndo sao suficientes para definir relacdes filogenéticas entre as

cepas bacterianas analisadas, pois o gene GYR-A varia dentro de cada género bacteriano e
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deve ser considerada ndo somente a sequéncia de bases, mas a sequéncia dos aminodacidos.
Da mesma forma a correlacdo entre os resultados do antibiograma e a similaridade dos genes
ndo é comprovavel, j3 que as cepas estudadas, apresentavam multirresisténcia, mas a

antibioticos diferentes.

’7 11AQE3

11AVE4

T1AOEN

C+ GYR-A

0.020

Figura 12: Andlise evolutiva através do método da maxima similaridade de comparacdo
filogenética entre amplicons para o gene GYR-A obtidos de moluscos bivalves. As cepas
bacterianas sao indicadas conforme explicado na se¢ao de Materiais e métodos. C+ GYR-A é a
cepa de controle-positivo utilizada nos procedimentos de PCR.

Quadro 17: Identificagdo e perfil de resisténcia a antibidticos das cepas bacterianas das quais
foram extraidos os amplicons do gene GYR-A analisados na pesquisa.

CEPA IDENTIFICAGAO RESISTENCIAS
11AO0E3 ‘ E. coli AMP, SUT, TET, NOR
11A0E11 ‘ E. coli TET

11AVE4 ‘ Identificagdo incerta AMC, CFL, CFO, TET

LEGENDA: AMC: Amoxicilina e acido Clavulanico, AMP: Ampicilina, CFL: Cefalotina, CFO:
Cefoxitina, SUT: Cotrimoxazol, TET: Tetraciclina, NOR: Norfloxacina. Na coluna “CEPA” os
numeros representam o numero da campanha de amostragem como descrito no quadro 9; as
letras “A” e “B” representam as estacGes de amostragem (A: Arraial do Cabo, B: Armacdo dos
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Buzios); as letras “E” e “V” representam a classe de bactéria analisada: Enterobacteriaceae (E)
ou Vibrionaceae (V).
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3 CONCLUSAO

O nosso trabalho teve como objetivo o estudo das caracteristicas microbioldgicas de moluscos
bivalves produzidos nas dreas de grande fluxo turistico de Arraial do Cabo e Armacdo dos
Buzios, no estado do Rio de Janeiro. Os resultados deste estudo demonstraram que estes
produtos sdo criados em um ambiente relativamente estdvel do ponto de vista
microbioldgico, devido a uniformidade dos movimentos oceanograficos e da baixa
pluviosidade. Justamente os periodos de chuvas intensas comprovaram ser altamente criticos
para a sanidade dos moluscos bivalves criados, sendo associados a aumentos significativos da
contaminacdo por Escherichia coli B-glucuronidase positivos. Conforme a classificacdo das
areas de producdo de moluscos bivalves padronizada pela Unido Europeia, portanto, as areas
gue foram estudadas deveriam ser classificadas como de grupo “B”, tendo sido identificados
pontos de contaminacdo difusa e pontual em proximidade das dreas de cultivo e por ter
excedido os padrdes microbiolégicos para consumo humano direto (E.coli < 230/100 g) por
duas vezes ao longo dos seis meses de andlises de classificacdo preliminar. Com tais
observagdes, conclui-se, também, ser necessaria a depuracdo dos lotes de produtos
destinados ao consumo humano antes da comercializagao (CEFAS, 2010; EU, 2017), ainda que
Salmonella spp. ndo tenha sido encontrada em nenhuma amostra analisada (EC, 2007b).
Considerando a associagao encontrada entre as condi¢des ambientais e a contaminagao
microbioldgica, em caso de dias repetidos de chuva, deveriam ser realizadas a depuragdo, a
suspensao da coleta durante pelo menos cinco dias, ou a destinagdao a comercializagdao apds
cocgao dos moluscos bivalves produzidos nas areas estudadas. A metodologia utilizada para a
anadlise da concentracdo de Escherichia coli B-glucuronidase positivos (UNI-EN-ISO 16649-2)
nao foi aquela preconizada pela legislacao brasileira (UNI-EN-ISO 16649-3), coerentemente
com as orienta¢cdes da Unido Europeia e do Codex Alimentarius, mas é considerada
correspondente a metodologia oficial (MOOIJMAN et al., 2007; DUPONT et al., 2009; BRASIL,
2012; EU, 2012; CEFAS, 2014; CODEX ALIMENTARIUS, 2014; DE WITTE et al., 2014; PEREIRA et
al., 2015). A metodologia utilizada mostrou-se eficaz permitindo entregar aos produtores os
resultados das analises em menos de 24 horas apds o inicio dos procedimentos. A redugao do
tempo de entrega dos resultados reduziu o risco de comercializagdo de moluscos bivalves

contaminados com elevadas concentragdes de E. coli.
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As bactérias que foram analisadas para a pesquisa de resisténcia a antibidticos apresentaram
uma prevaléncia de resisténcia significativa a antibioticos (B-lactdamicos e quinolons) que sdo
prevalentemente de uso humano e resisténcia a espécies de antibiético de uso humano de
classes, utilizadas em clinica médica humana e veterinaria (CLO e CIP). A resisténcia a
tetraciclina foi significativamente concentrada em amostras de bactérias entéricas. A
comparagdo dos perfis de resisténcia entre Enterobacteriaceae e Vibrionaceae demonstrou
que estes dois grupos possuem comportamentos diferentes, pertencendo, portanto, a
populacdes diferentes (CORDERO; POLZ, 2014). As bactérias que foram isoladas de mexilhdes
tropicais (Perna perna) tiveram perfis de resisténcia uniformes em comparagdao com as outras
espécies, confirmando que esta espécie, devido a sua dieta ndo seletiva, pode ser utilizada
como espécie sentinela para estudos sobre a microbiologia das espécies produzidas em aguas

tropicais no Brasil.

A andlise genética da presenca de genes de resisténcia a antibidticos ndo forneceu resultados
gue possam ser sobrepostos a andlise fenotipica. Estas discrepancias sdo possivelmente
associaveis a presenca de resisténcia intrinseca das espécies bacterianas estudadas a alguns
antibidticos, ou a presenca de mecanismos de resisténcia aos antibiodticos diferentes daqueles
qgque foram estudados. Entre os mecanismos alternativos podem ser considerados
principalmente as bombas de efluxo (MARTINEZ et al., 2009). De toda forma foi observado
gue as bactérias isoladas durante periodos de chuva apresentavam uma maior quantidade de
genes de resisténcia em comparag¢ao com aquelas isoladas durante dias de clima estdvel. Esta
observagdo sugere que os genes de resisténcia a antibidticos presentes nas bactérias entéricas
de origem terrestre possam ser transferidos as bactérias marinhas que, sucessivamente,
podem se livrar deles por ndo representarem uma vantagem competitiva significativa em um
ambiente estavel como aquele que foi observado, com pouca presencga de estresses quimicos,

fisicos e microbiolégicos para as bactérias.

O sequenciamento dos produtos de PCR obtidos durante as analises permitiu confirmar a
identidade e a fun¢do dos produtos de PCR obtidos, mas devido as dificuldades durante a
execucdo dos procedimentos nao foi permitido definir a filogénese dos genes encontrados,
nao permitindo, portanto, a confirmagdao em nivel genético a hipdtese da transferéncia de
genes de resisténcia a antibidticos de bactérias entéricas “terrestres” as bactérias marinhas

encontradas nos moluscos bivalves.
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Contudo, a partir do conhecimento sobre esta caréncia da pesquisa, os resultados das
experiéncias realizadas evidenciam como os moluscos bivalves produzidos em ambiente
tropical representam uma possivel fonte de contaminagao humana com bactérias resistentes

a antibidticos, sugerindo, portanto, um risco a saude dos consumidores.
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mas deveréa ser lidada ant ite mediante a ap céo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular
Nome: ANDREA LAFISCA CPF: 745.220.601-06

Titulo do Projeto: Caracteristicas microbiolégicas de moluscos bivalves das Familias Mytilidae, Ostreidae e Pectinidae 14 oriundos de malacoculturas

fluminenses

Nome da Instituigéo : UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO CNPJ: 04.809.688/0001-06

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) [Fim (més/ano)
[T _[Coleta de amostras 09/2016 1212017
| 2_[ Anélises genéticas e producéo de artigos 01/2017 03/2018

Observagdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes bioldgicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusao ou & uisa, estdo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.
Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
2 |como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, ande ser4 realizada a atividade, inclusive do érgdo gestor de terra indigena (FUNAL), da
unidade de conservagdo estadual, distrital ou icipal, ou do propri i io, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagéo

federal cujo processo de regularizagdo fundidria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n® 10/2010, no que

1

3 esta Autori né@o ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
| | cientificas ou didéticas no ambito do ensino superior.
4 A autorizagdo para envio ao exterior de material biolégico ndo igl devera ser ida por meio do ico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
| | Licenca para importag&o ou exportagéo de flora e fauna - CITES e néo CITES).
O titular de Imsm;a ou autorizagao e 0s membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instr tos de captura di sempre que possivel,
5 |ao grupo dei itando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
|| de populagdes do grupo taxondmico de em condigéo in situ.
O titular de autorizagéo ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagdo vigente, ou quando da inadequacéo,
6 | omissdo ou falsa de que i a do ato, podera, medi: decisdo tera ou licenga
| _|suspensa ou revggada pelo ICMBio, nos termos da legislacgo brasileira em vigor.
Este documenta nao di o da legi: que dlspde sobre acesso a componente do patnmbmo genético existente no territério nacional, na
7 enazona i iva, ou ao ao pal io genético, para fins de pesquisa cientifica,
|| biopr e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores i gdes em www.mma.gov. br/gen
8 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACADO, o i titular desta i devera a inistragdo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicdes, as condi para reali das coletas e de uso da infra-es da unidade.

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

FT_ Municipio _UF | Descri¢ao do local Tipo |

4] 1RJ | RESERVA EXTRATIVISTA MARINHA ARRAIAL DO CABO | UC Federal |
Atividades X Taxons

[#F] Alividade | Taxons |
1_| Coleta/transporte de il da fauna silvestre in situ | Bivalvia (*Qtde: 300) |

* Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservagdo, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos
[ TMétodo de cap { AQUAICOS) [Coleta manual |

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido corh base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo

de autenticagéo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a ou i deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagdo: 49358558 Iﬂ || I"”'I "IIII’ m
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacao e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Niamero: 54941-1 l Data da Emisséo: 04/08/2016 11:43 I Data para Revalidagao*: 03/09/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss&o.

Dados do titular
Nome: ANDREA LAFISCA CPF: 745.220.601-06

Titulo do Projeto: Caracteristicas microbioldgicas de moluscos bivalves das Familias Mytilidae, Ostreidae e Pectinidae 14 oriundos de malacocuituras

fluminenses

Nome da Instituicéo : UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO CNPJ: 04.809.688/0001-06

Destino do material bioldgico coletado

[#] Nome local desti [ Tipo Destino |
|1_UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO | |

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticag@o abaixo, qualquer cidad&o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagao: 49358558 i“lllllu'l“ WIW
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Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informagéo em Bicdiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 54941-1 I Data da Emissao: 04/08/2016 11:43 l Data para Revalidagao*: 03/09/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss&o.

Dados do titular
Nome: ANDREA LAFISCA JCPF: 745.220.601-06 ‘

Titulo do Projeto: Caracteristicas microbioldgicas de moluscos bivalves das Familias Mytilidae, Ostreidae e Pectinidae 14 oriundos de malacoculturas

fluminenses

Nome da Instituicdo : UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO I CNPJ: 04.809.688/0001-06

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instrugdo Normativa n°® 03/2014, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotacdo. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituigao cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegéo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biolégicas (CCBIO).

Téxon* Qtde. Tipo de amostra . Qtde. Data

= ot

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagéo abaixo, qualquer cidaddo poderé verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagdo: 49358558 |Vl|l|||||||“|ll||”|’
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Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 54941-1 | Data da Emissao: 04/08/2016 11:43 ] Data para Revalidagao*: 03/09/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss&o.

Dados do titular
Nome: ANDREA LAFISCA JCPF: 745.220.601-06

Titulo do Projeto: Caracteristicas microbiolégicas de moluscos bivalves das Familias Mytilidae, Ostreidae e Pectinidae 14 oriundos de malacoculturas

fluminenses

Nome da Instituigdo : UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO CNPJ: 04.809.688/0001-06

* Identificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizagédo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° 03/2014. Através do cdédigo
de autenticagédo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a at icidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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