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RESUMO

Ostras sao moluscos bivalves reconhecidos como fonte de alimento e renda pela populacao
mundial, especialmente em Santa Catarina. Em decorréncia da polui¢do marinha com residuos
de medicamentos utilizados na aquicultura e em ambiente hospitalar, o habitat das ostras se
tornou seletivo positivamente para bactérias multirresistentes. Devido ao fato de possuirem
mecanismos de filtragdo essenciais para o funcionamento do seu metabolismo, esses bivalves
podem acumular em si diversos microrganismos presentes na dgua. Buscando investigar a
presenca de bactérias resistentes aos antimicrobianos, designadas prioritarias pela
Organizacdo Mundial da Saude e inferir a possivel origem dessa contaminacdo, foram
realizadas seis coletas em diferentes estabelecimentos comerciais de Florianopolis,
totalizando-se 90 ostras. ApoOs o processamento de diferentes partes do bivalve e filtracdo da
agua de lavagem externa da concha, as amostras foram enriquecidas em meio de cultura para
0 crescimento das bactérias em laboratério. Em seguida, os isolados foram submetidos aos
testes de sensibilidade a diversos antimicrobianos por meio da técnica de disco-difuséo e a
testes fenotipicos para a identificacdo de enzimas de resisténcia do tipo ESBL, por meio de
discos combinados com inibidores enzimaticos, e de carbapenemases, atraves do teste Blue
Carba. Além disso, os isolados foram identificados quanto a espécie por meio de
espectrometria de massas (MALDI-TOF). Fizeram-se presentes nesse estudo bactérias da lista
de prioridade critica da OMS para o desenvolvimento de novas drogas, como o Complexo
Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenémicos e Escherichia coli produtora de
ESBL, mas também outras espécies potencialmente causadoras de doencas como Klebsiella
pneumoniae, Citrobacter freundii e Pseudomonas mosselii, com resisténcia a varios dos
antimicrobianos analisados. Os resultados confirmam a hipétese de que as ostras atuam como
reservatorio de bactérias resistentes, indicando a contaminacdo no ambiente marinho e no
manuseio comercial, tornando-se uma fonte de risco aos consumidores pela possibilidade de
infeccdo por microrganismos patogénicos, somado ao fato de que culturalmente sé&o
consumidas cruas.

Palavras-chave: Crassostrea gigas; bivalves; contaminacao; resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

Oysters are bivalve mollusks recognized as a source of food and income by the global
population, especially in Santa Catarina. Due to marine pollution with residues of medications
used in aquaculture and hospital environments, the oyster habitat has become positively
selective for multidrug-resistant bacteria. As a result of having essential filtration mechanisms
for their metabolism, these bivalves can accumulate various microorganisms present in the
water. In order to investigate the presence of antimicrobial-resistant bacteria designated as
priority by the World Health Organization and infer the possible origin of this contamination,
six collections were carried out at different commercial establishments in Floriandpolis,
totalizing 90 oysters. After processing different parts of the bivalve and filtering the external
shell washing water, the samples were enriched in culture medium for bacterial growth in the
laboratory. Subsequently, the isolates were subjected to sensitivity tests to various
antimicrobials using the disk-diffusion technique, and to phenotypic tests for the identification
of ESBL-type resistance enzymes using disks combined with enzyme inhibitors, and
carbapenemases using the Blue Carba test. Additionally, the isolates were identified at the
species level using mass spectrometry (MALDI-TOF). The bacteria included in this study
were those from the WHO critical priority list for the development of new drugs, such as
carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii complex and ESBL-producing Escherichia
coli, as well as other potential disease-causing species such as Klebsiella pneumoniae,
Citrobacter freundii, and Pseudomonas mosselii, with resistance to several of the analyzed
antimicrobials. The results confirm the hypothesis that oysters act as reservoirs of resistant
bacteria, indicating contamination in the marine environment and commercial handling,
becoming a source of risk to consumers due to the possibility of infection by pathogenic

microorganisms, especially considering that they are traditionally consumed raw.

Keywords: Crassostrea gigas; bivalve; contamination; bacterial resistance.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORIA E RELEVANCIA ECONOMICA DA AQUICULTURA E
OSTREICULTURA

A aquicultura é a produgdo de organismos aquéticos, sejam plantas ou animais, em
ambientes semi ou integralmente controlados, os quais podem ser desde tanques e lagos até
mares e rios. Com o objetivo de cultivo para alimentacdo humana, a utilizacdo da agua para
esse propdsito auxilia na mitigagdo das consequéncias de mudancas climéticas causadas pela
agricultura e pecuaria, diminuindo indiretamente a acdo antrépica exacerbada nas florestas.
Este modo de producdo alimenticia se destaca por abracar a sustentabilidade, contando com
um baixo custo de implantacdo para operacdo e tecnologias acessiveis, contudo, capazes de
gerar uma alta produtividade, inclusive em pequenas areas. A aquicultura tem potencial para
aumentar expressivamente a producdo mundial de alimentos, auxiliando na geracéo de renda e
empregos e no combate a fome. O uso do ambiente marinho como fonte de alimentos é datado
da antiguidade, observado em povos do Egito e da China que criavam carpas e tilapias em
suas civilizagGes. Nos dias de hoje, essa préatica estd presente em todo o0 mundo através do
cultivo de peixes, moluscos, crustaceos e algas (SIQUEIRA, 2017).

A colheita de moluscos bivalves selvagens € praticada ha séculos por mulheres de
comunidades costeiras da Africa (FAO, 2022). Atualmente, a utilizacdo de ostras e outros
moluscos como fonte de proteina na alimentacdo faz parte da Revolucdo Azul, a qual
incentiva a producéo de alimentos nos oceanos, usando-se de fazendas marinhas no ambiente
natural (SUSIN, 2018). Segundo a Food and Agriculture Organization (FAQO), a producéo
mundial de animais por meio da aquicultura cresceu 2,7% de 2019 para 2020, totalizando uma
producdo anual de moluscos de 17,7 milhGes de toneladas, cujo maior responsavel pelo
montante é a China. Os principais moluscos produzidos sdo as ostras, vieiras, améijoas e
mexilhdes. Em 2020, a exportagdo de bivalves movimentou 4,3 bilhdes de dolares,
totalizando 2,8% do valor global de exportacdo de produtos aquéticos (FAO, 2022).

O cultivo de ostras (ostreicultura) e de outros moluscos (malacocultura) foi
implantado no estado de Santa Catarina (SC) entre as décadas de 1980 e 1990 pela Empresa
de Pesquisa Agropecudria e Difusdo de Tecnologia (EPAGRI) e pela Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), como alternativa para o declinio da pesca artesanal em detrimento da
pesca industrial (SOUZA; HERZOG; FRIGO, 2003), todavia, apenas em 2011 ocorreu a

regularizacdo do setor no estado através do desenvolvimento dos Planos Locais de
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Desenvolvimento da Maricultura (PDLM) (SUPLICY, 2019). Favorecido por condigdes
geogréficas, o estado catarinense possui areas protegidas, baias e estuarios com &gua de
qualidade para a malacocultura (CARVALHO; CUSTODIO, 2009).

Atualmente, SC é responsavel por 95% da producdo nacional de ostras (EPAGRI,
2022), com seu principal foco na Grande Florianopolis. Entre os anos de 2019 e 2020, foram
produzidas 15.000 toneladas de ostras, as quais movimentaram mais de 92 milhGes de reais
(EPAGRI, 2021). Em bairros tradicionais da cidade, como Ribeirdo da llha e Santo Antonio
de Lisboa, a ostreicultura € uma importante fonte de renda e emprego para os trabalhadores,
que chegam a vender 15 mil duzias do animal por més (SUSIN, 2018). Segundo o Plano
Estratégico da Maricultura Catarinense (2018-2028), a produc¢éo de ostras no estado nao conta
com a utilizacdo de maquinario e é baseada na mao de obra informal (SUPLICY, 2019).

Em Santa Catarina, sdo utilizadas lanternas-bercario de tela para que a semente da
ostra se fixe e cresca, posteriormente, os moluscos devem ser realocados manualmente em
bandejas plasticas para engordarem e retornam as lanternas definitivas de malha para o
crescimento final (FILHO, 2006), como demonstrado na Figura 1. Depois de adultas, as ostras
sdo coletadas e transportadas em caixas plasticas retornaveis para o comércio (SILVA;
SILVA, 2007).

A principal espécie de ostra produzida e comercializada em Santa Catarina é a
Crassostrea gigas, popularmente conhecida como ostra do Pacifico ou ostra japonesa, se trata
de uma espécie exotica no Brasil, nativa do leste asiatico, em paises como Japao, China e
Coreia (PEREIRA; HENRIQUES; FAGUNDES, 1998). As sementes do molusco, que sdo
pequenas larvas, sdo produzidas a partir da reproducdo feita no Laboratério de Moluscos
Marinhos (LMM) da UFSC ou na Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI), e obtidas
destes locais pelos produtores. Outra espécie de ostra produzida em menor escala € a
Crassostrea rhizophorae, a qual é nativa em Santa Catarina e pode ser obtida diretamente do
ambiente natural (SILVA; SILVA, 2007).
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Figura 1: Fluxo de producéo da Ostreicultura

p— Semente de ostra

— Lanternas
3.

— Bandejas
4.

— Ostra adulta

Legenda: 1) Sementes de ostras produzidas no LMM da UFSC destinadas aos produtores; 2) Lanternas nas quais
as sementes crescem por um periodo e retornam apos a engorda nas bandejas; 3) Bandejas onde ocorre a fase de
engordamento das ostras que retornardo para o crescimento nas lanternas; 4) Ostra adulta disponivel para
comércio e consumo.

Fonte: elaborado pela autora
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1.2 BIOLOGIA DAS OSTRAS E SUA IMPORTANCIA COMO ORGANISMOS
SENTINELA DE CONTAMINACAO MICROBIOLOGICA

As ostras sdo moluscos bivalves, possuidores de duas conchas (valvas) e pertencentes
a familia Ostreidae, cuja alimentacdo baseada em plancton e fitoplancton é feita por
suspensivoria, ou seja, elas filtram particulas em suspensdo na agua e tém a capacidade de
absorver diretamente a matéria organica dissolvida no mar. Os bivalves possuem um manto
que recobre a parte interna da concha, separando-a dos Orgdos. Parte da digestdo e da
absorcdo dos nutrientes provindos da alimentacdo ocorre na glandula digestiva volumosa, a
qual é conectada ao estbmago e as paredes intestinais (BRUSCA; MOORE; SHUSTER,
2018).

Moluscos filtradores atuam como bioindicadores de poluicdo de agua
(EVANGELISTA-BARRETO; SOUSA; VIEIRA, 2008), ou seja, sdo organismos utilizados
para avaliagdo da qualidade ambiental (CETESB - COMPANHIA AMBIENTAL DO
ESTADO DE SAO PAULO, 2022). Tais animais também podem ser chamados de
organismos sentinelas por carregarem em si informacGes sobre as modificacbes de um
ambiente, especialmente sobre os aspectos toxicolégicos (FERNANDES et al., 2016). Os
bivalves sdo tidos como os animais marinhos que mais oferecem risco a salde publica
(HENRIQUES et al., 2000), fato justificado por sua capacidade filtrante, a qual, nas ostras, é
de 5 litros de agua por hora. Ostras podem bioacumular 75% das bactérias presentes no
ambiente, no manto e na agua intervalar (BARROS et al., 2005). Portanto, o consumo deste
alimento cru oferece um risco aumentado de transmissdo de microrganismos patogénicos,
dependendo da qualidade da agua (MATTE et al., 1994).

Além da possivel contaminacdo ambiental por meio da agua, o manuseio do alimento
sem condicBes sanitarias e de higiene adequadas também podem aumentar o risco de
transmissdo de doencas causadas por bactérias. Nos Estados Unidos, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Campylobacter spp. e Escherichia coli sdo responsaveis por cerca de 70%
das mortes por doengas transmitidas por alimentos (CDC, 2000).

O despejo de esgoto no mar, sobretudo sem tratamento, afeta a qualidade da agua,
gerando consequéncias ambientais, sociais e de saude publica (LINS; LINS, 2019). Além do
esgoto doméstico, dejetos hospitalares descartados incorretamente que chegam ao ambiente
aquatico criam uma pressao seletiva positiva para bactérias resistentes atraves da presenca de
residuos de antimicrobianos (BARCELOS et al., 2016). Alguns antimicrobianos como as

cefalosporinas, meropenem e ciprofloxacino continuam presentes em efluentes hospitalares
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destinados ao tratamento de esgoto por mais de 40 dias, permanecendo ativos e sofrendo até
10% de degradacdo da sua concentracdo inicial no ambiente aquético (AL-AHMAD;
DASCHNER; KUMMERER, 1999).

Existem trés principais mecanismos responsaveis pela ocorréncia de bactérias
resistentes no ambiente marinho: escoamento costeiro de bactérias terrestres, selecdo de
bactérias resistentes pela presenca de antimicrobianos utilizados em tratamentos humanos e
resisténcia pela utilizacdo de antimicrobianos em producgdes feitas no mar (HATOSY;
MARTINY, 2015). As bactérias naturais do ambiente aquatico, potencialmente patogénicas
para humanos, podem ser Acinetobacter spp., Aeromonas spp., Clostridium botulinum, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus, L. monocytogenes e Pseudomonas spp..
Enquanto exemplos de microrganismos provenientes da poluicdo das dguas sdo da ordem
Enterobacterales, com destaque para Salmonella sp., E. coli e Shigella sp. (JAMES, 2000).

A legislagio CONAMA n° 357, de 17 de maio de 2005, delimita a qualidade
microbioldgica da &gua de cultivo para moluscos bivalves. Tal analise é baseada na
quantificacdo de coliformes pelo fato de serem bactérias entéricas, ou seja, exclusivas do
intestino humano e de animais homeotérmicos. A média da densidade de coliformes
termotolerantes (CT) ndo deve ultrapassar o valor de 43 por 100 mililitros (43 NMP.100mL"
1), numa parcela de 15 amostras de um mesmo local, e o percentual de 90% no pode
ultrapassar 88 NMP por 100 mililitros (SILVA, 2005). E. coli é uma bactéria do grupo dos
coliformes, os quais podem ser divididos em totais ou fecais/termotolerantes. Coliformes
totais sdo bacilos Gram-negativos, geralmente oportunistas, oxidase negativos e
fermentadores de lactose; os principais géneros pertencentes ao grupo sdo: Escherichia,
Klebsiella, Enterobacter e Citrobacter. J& os coliformes fecais ou termotolerantes (CT), além
das caracteristicas gerais de coliformes, fermentam lactose com producdo de gas, o principal
CT utilizado como indicador de contaminacdo ambiental é E. coli, sendo uma bactéria
facilmente detectdvel e quantificAvel e que tem uma relacdo direta com o grau de
contaminacdo. Além de ser capaz de se multiplicar no ambiente aquéatico e sobreviver a
agentes desinfetantes (FUNASA, 2013).

Contudo, o controle e a inspecdo sanitaria dos moluscos bivalves destinados a
comercializacdo sdo feitos com base no Programa Nacional de Controle Higiénico-Sanitario
de Moluscos Bivalves (PNCMB), o qual abrange todas as etapas da producéo,
armazenamento e transporte desses animais (CRIVELLA; FILHO, 2012)

A ocorréncia de bactérias possivelmente patogénicas, especialmente em moluscos

bivalves, ja foi descrita por diversos cientistas ao redor do mundo. Em Floriandpolis, Ramos
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et al., 2012 encontraram E. coli, Vibrio spp. e Staphylococcus coagulase positiva em ostras
Crassostrea gigas coletadas em diversas regides da capital catarinense, e, por mais que 0S
niveis quantitativos encontrados estivessem dentro dos limites estabelecidos pela legislacao,
ha a indicacdo de contaminacdo bacteriologica por coliformes termotolerantes (RAMOS et
al., 2012).

1.3 RESISTENCIA BACTERIANA E SAUDE UNICA

Bactérias possuem uma alta capacidade de adaptacdo em decorréncia da estrutura de
seus genomas, a qual permite trocas de genes entre os individuos através de componentes com
potencial de mobilidade (plasmideos, transposons, bacteriofagos) (AMABIS; MARTHO,
1997). Bactérias multirresistentes apresentam diferentes mecanismos de resisténcia a diversos
antimicrobianos, podem causar infeccbes hospitalares e acabam por gerar morbidade e
mortalidade (SANTOS, 2004).

Por volta de 700 mil pessoas morrem por ano em decorréncia de infec¢bes causadas
por bactérias resistentes aos antimicrobianos (ROCHA, 2019). Em 2018, o Ministério da
Saude langou o Plano Nacional de Prevencdo e Controle de Resisténcia aos Antimicrobianos
no Ambito da SatGde Unica para garantir o tratamento seguro, eficaz, acessivel e feito de
forma responsavel para doengas infecciosas (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Além disso,
a Organizacdo Mundial da Saude publicou no ano de 2017 uma lista de agentes patogénicos
prioritarios para pesquisa e desenvolvimento de novos antibidticos. Essa listagem é
classificada em trés niveis: Prioridade critica: familia Enterobacteriaceae produtoras de
ESBL (beta-lactamase do espectro estendido) e Acinetobacter baumannii resistentes a
carbapenémicos; Prioridade alta: Staphylococcus aureus resistente a meticilina e a
vancomicina; Prioridade média: Streptococcus pneumoniae sem sensibilidade a penicilina,
entre outras (OPAS, 2017).

A adaptacdo bacteriana aos antimicrobianos se da, principalmente, pelo uso
indiscriminado de antibioticos na medicina (SANTOS, 2004) e na produgdo animal (REPIK
et al., 2022), porém a pressdo seletiva que confere vantagens aos microrganismos resistentes
pode acontecer tanto no paciente/hospedeiro quanto no ambiente, além disso, outros agentes
também podem ser selecionadores de resisténcia bacteriana, como, por exemplo, metais
pesados (GUARDABASSI; DALSGAARD, 2002). Apesar disso, a resisténcia bacteriana

também pode ocorrer de maneira natural, onde o microrganismo € intrinsecamente resistente a
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determinados farmacos, tornando-se um fenémeno desafiador para o tratamento efetivo de
doencas infecciosas causadas por bactérias multirresistentes (NIEDERMAN, 2001).

Diferentes classes de antimicrobianos sdo utilizadas para combater determinados
microrganismos, tais substancias podem agir matando ou inibindo o crescimento das
bactérias, através da alteracdo de estruturas ou de funcgdes celulares (GUARDABASSI;
DALSGAARD, 2002), como representado na Tabela 1.

Tabela 1: Antimicrobianos e seus mecanismos de acgéo.

Antimicrobianos Mecanismo de acdo
Beta-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, Inibem a biossintese da parede celular bacteriana
carbapeninas, monobactamas) blogueando a acéo das proteinas ligantes de penicilinas.
Beta-lactdmicos (oxapeninas, sulfoxapeninas) Inibem as enzimas que degradam os beta-lactamicos.
Cloranfenicol; Tetraciclinas; Macrolideos; Inibem a sintese proteica ligando-se a subunidade
Lincosaminas; Estreptograminas; Oxazolidinonas; ribossémica 30S.

Aminoglicosideos (gentamicina, amicacina)

Glicopeptideos Impedem a formacéo correta da parede celular.
Polimixinas Afetam a permeabilidade/rompem a membrana celular
bacteriana.
Rifampicina Inibe a sintese de RNA ligando-se as RNA-polimerases.
Sulfonamidas; Trimetoprim Atuam na via do &cido félico ligando-se & enzima
diidropeterato-sintetase e impedindo a producéo de &cidos
nucleicos.
Quinolonas (ciprofloxacina, norfloxacina); Inibem a sintese de DNA ligando-se as enzimas DNA-ligase
Fluroquinolonas e topoisomerases.
Metronidazol Atua rompendo a molécula de DNA.

Fonte: Adaptado de Guimaraes; Momesso; Pupo, 2010; Chagas, 2011.

Os mecanismos de resisténcia bacteriana podem ser:

a) Alteracdo de permeabilidade da membrana celular externa lipopolissacaridea das
bactérias Gram-negativas, controlada por meio de altera¢fes nas proteinas porinas;

b) Alteracdo do sitio de acdo alvo do antimicrobiano, no qual as bactérias adquirem
genes que codificam novos produtos resistentes ou modificam/inativam o alvo
original;

¢) Bomba de efluxo, que consiste num bombeamento ativo de antimicrobianos para o
meio extracelular;

d) Atividade enzimatica, na qual ocorre a degradacdo dos antimicrobianos atraves de
enzimas especificas (ANVISA, 2007).
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Em conjunto com a OMS e outros parceiros, a FAO busca promover a seguranga
alimentar e a saude sisttmica por meio da prevencdo, deteccdo e controle de doengas
envolvidas no espectro agroalimentar entre plantas, animais e humanos. O conceito One
Health (Satde Unica) alcancou grande evidéncia na pandemia causada pelo novo coronavirus
e visa estratégias colaborativas para melhorar diversos processos envolvidos na cadeia
alimentar mundial. O Centro Conjunto para Doencas Zoonéticas e Resisténcia
Antimicrobiana da FAO coordena a integracdo de atividades de Satide Unica em diferentes
divisbes da FAO (FAO, 2021).

A resisténcia bacteriana associada a ostreicultura torna-se alvo de estudos cientificos
em decorréncia da possibilidade de transmissdo de doencas para humanos, além de estar
envolvida em questdes de preservacdo ambiental e economia de subsisténcia local. Este tema
também se encaixa no espectro da abordagem de Satde Unica, por envolver uma cadeia de
producdo animal para alimentagdo humana. Portanto, este estudo visa identificar a presenca
de bactérias resistentes aos antimicrobianos em ostras acessiveis a populagdo da capital

catarinense.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo Geral

Investigar a presenca de bactérias resistentes aos antimicrobianos em ostras oriundas

de estabelecimentos comerciais de Florianépolis, SC.

1.4.2 Objetivos especificos

- Investigar a presenca de bactérias prioritarias da OMS resistentes aos antimicrobianos em
ostras comercializadas em estabelecimentos atendidos por ostreicultores das Baias Norte e Sul
da Grande Floriandpolis;

- Avaliar a possivel origem da contaminacdo por bactérias resistentes aos antimicrobianos, se
procedente da manipulagdo ou do ambiente aquatico;

- Verificar a atuacdo de ostras como sentinelas da disseminacdo de bactérias prioritarias da

OMS nos seres humanos e no meio ambiente.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Pontos amostrais

Para a andlise da presenca de bactérias resistentes nos bivalves objetos de estudo,
foram coletadas 90 amostras (ostras) de 6  estabelecimentos comerciais
(peixarias/restaurantes/comércio local), sendo 15 de cada ponto amostral, localizados em
diferentes regides da Grande Florianopolis. Os pontos de comércio escolhidos para coleta tém
como fornecedores produtores previamente selecionados devido as suas localidades, sendo
trés deles com atividade nos bairros Caieira da Barra do Sul (2) e Ribeirdo da Ilha (1) e trés
produtores instalados em Santo Antonio de Lisboa, Sambaqui e Praia do Forte.

Os pontos de coleta relacionados aos produtores foram denominados como S1
(peixaria), S2 (peixaria) e S3 (peixaria) e N1 (restaurante), N2 (restaurante) e N3 (comércio
local, “barracdo”), sendo, respectivamente, trés comércios dependentes da matéria oriunda do
Sul da ilha de SC e trés relacionados a producdo do Norte. As ostras foram transportadas em
sacos de autoclave estéreis e dentro de caixas isotérmicas até o laboratorio de Microbiologia
Molecular Aplicada (MiMA), do Departamento de Analises Clinicas da UFSC.

2.1.2 Coleta e processamento das ostras

Para avaliar a contaminacdo por manipulacéo, armazenamento e exposi¢do comercial,
as ostras integras foram lavadas com um litro de solucgdo salina 0,9% estéril. Essa solucdo de
lavagem foi filtrada utilizando um sistema de filtracdo a vacuo. Primeiramente, foi usado um
pré-filtro para retencdo de particulas maiores e, em seguida, foram utilizadas membranas de
filtracdo de 0,45 mm. Ambos foram adicionados em frascos contendo caldo triptico de soja
(TSB) e incubados a 37°C sob agitacdo a 150 rpm por 6h, conforme ilustrado na Figura 2.
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Figura 2: Enriquecimento inicial da agua de lavagem externa das conchas.
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Fonte: elaborado pela autora

Para avaliar a contaminacédo a partir do ambiente aquatico, os bivalves foram abertos
com faca e dissecados com auxilio de pinca e bisturi estéreis para separacdo da glandula
digestiva do resto do corpo. As diferentes partes do animal foram pesadas em tubos Falcon
estéreis e transferidas para frascos de borossilicato estéreis para trituragdo com o dispersor
ULTRA-TURRAX®, juntamente com um volume de caldo triptico de soja (TSB) na
propor¢do de 1:10 do peso das ostras. Apds a homogeneizacdo completa, os frascos foram
incubados a 37°C sob agitagédo a 150 rpm por 6h, conforme ilustrado nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3: Enriquecimento inicial das diferentes partes das ostras.
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Figura 4: Processamento das ostras coletadas em laboratdrio

Legenda: Na primeira imagem, ocorre a dissecacdo das ostras em cabine de seguranca biolégica com materiais
estéreis; na segunda imagem esta representado o processamento das diferentes partes do bivalve com meio de
cultura no dispersor ULTRA-TURRAX®; a Ultima foto mostra os meios de enriquecimento posicionados na

estufa sob agitacéo.
Fonte: elaborado pela autora
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2.1.3 Isolamento e identificagdo das amostras bacterianas

Depois da fase de enriquecimento inicial, 500 pL dos homogeneizados foram
transferidos para seis tubos Falcon de 15 mL contendo 4,5 mL de caldo TSB adicionados
individualmente com cefotaxima 2 pg/mL, ertapenem 0,5 pg/mL, gentamicina 2 pg/mL,
ciprofloxacino 0,5 pg/mL, vancomicina 4 pg/mL e cefoxitina 4 pg/mL, os quais foram
incubados a 37°C por 24 h, como ilustrado na Figura 5. As concentracdes estabelecidas foram
ajustadas com base nos pontos de corte que definem a categoria de resisténcia ou sensivel ao
aumento de exposicdo, conforme o documento do BrCAST 2023 (Brazilian Commitee on
Antimicrobial Suscptibility Testing, http://brcast.org.br/). Para o0s quatro primeiros
antimicrobianos, foram utilizados como referéncia os pontos de corte para a ordem
Enterobacterales, para vancomicina o ponto de corte de Enterococcus spp. e para cefoxitina o

ponto de corte de Staphylococcus aureus.
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Figura 5: Pré-selecdo de bactérias resistentes.
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Fonte: elaborado pela autora

Para a selecdo de bactérias Gram-negativas, aliquotas de 10 uL das culturas contendo
antimicrobianos foram semeadas em placas de Petri com meio de cultura agar MacConkey,
onde foram adicionados os discos de antimicrobianos correspondentes aos utilizados na pré-
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selecdo (ciprofloxacino, gentamicina, ertapenem e cefotaxima). Foi utilizado também &agar
manitol salgado para a selecéo de Staphylococcus aureus com disco de cefoxitina e &gar bile-
esculina para selecdo de Enterococcus spp. com disco de vancomicina, colocadas sob
incubacdo a 37°C por 24 h (CONTE et al., 2021, 2017).

Cada colonia morfologicamente distinta e identificada presuntivamente, que
apresentou resisténcia aos antibioticos testados, foi sub cultivada em &gar triptico de soja
(TSA) e encaminhada ao Laboratorio Central do Estado (LACEN-SC), localizado em
Florianopolis, para identificacdo da espécie por espectrometria de massa MALDI-TOF no
equipamento Vitek MS (bioMérieux S.A., Marcy I'Etoile, Franca). Em seguida, os isolados
foram armazenados em caldo de infusdo cérebro-coragdo (BHI) contendo 15% de glicerol na

temperatura de -80°C para criopreservacdo, conforme ilustrado na Figura 6.

Figura 6: Selecdo e identificacdo dos isolados resistentes a pré-selecéo.
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Fonte: elaborado pela autora
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2.14 Determinagéo do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos foi feito através do método de disco-
difusdo (BAUER et al., 1966), conforme padronizado pelo BrCAST, em agar Mueller-Hinton
com a escala 05 de McFarland medida em solugdo salina 0,9% no
equipamento DensiCHEK™ Plus, os antimicrobianos testados foram: discos combinados de
ceftazidima (CTL) e cefotaxima (CAL) com &cido clavulanico (inibidores de ESBL) e discos
simples de cefepime (CPM), aztreonam (ATM), ceftazidima (CAZ), cefotaxima (CTX)
ciprofloxacino (CIP), tetraciclina (TET), meropenem (MPM), ertapenem (ERT), imipenem
(IPM), gentamicina (GEN), amicacina (AMI), cefoxitina (CFO) e vancomicina (VAN).

As bactérias identificadas que apresentaram resisténcia aos carbapenémicos testados
(MPM, ERT e/ou IPM) foram submetidas ao teste fenotipico para deteccdo de
carbapenemases Blue Carba (PIRES; NOVAIS; PEIXE, 2013). Para isolados da ordem
Enterobacterales que apresentaram resisténcia as cefalosporinas (CPM, CAZ e/ou CTX), a
deteccdo fenotipica de ESBL foi identificada através da diferenca entre os halos de inibicédo
dos discos de CAL e/ou CTL e CAZ e/ou CTX, a qual deve ser maior que 5 mm para que seja

considerada ESBL positiva.

2.2 RESULTADOS

Foram identificados, ao todo, 57 isolados de bactérias, sendo 33 da espécie E. coli e
24 de outras espécies. As amostras de origem desses isolados, suas resisténcias e os resultados
dos testes fenotipicos estdo representados na Tabela 2. A tabela consta com seis colunas, as
duas primeiras discriminam quantos isolados de cada espécie foram identificados no estudo, a
terceira coluna subdivide as amostras de origem desses isolados, se foram de dgua de lavagem
externa de concha ou das partes de ostra. J& as trés Gltimas colunas mostram quantos isolados
de cada espécie obtiveram resultado positivo no teste fenotipico para produgdo de ESBL, bem
como o perfil de resisténcia aos diferentes antimicrobianos testados e, por fim, quantos
isolados apresentaram resultado positivo para o teste fenotipico de identificacdo de enzimas

carbapenemases.



Tabela 2: Bactérias isoladas e suas respectivas amostras de origem, resisténcias e fenétipos.

28

Origem dos I . Blue
Espécie N° de isolados isolados pgsiﬁ\l;o Avaliacdo da resisténcia Caypa
positivo
AG | GD | PD CPM [ ATM | CAZ | CTX | CIP | TET | MPM | ERT | IPM | GEN | AMI | CFO | VAN

Escherichia coli 33 8 15 10 17 12 12 7 11 26 24 0 0 0 19 5 2 - -
Shewanella algae 7 3 0 4 0 - - - 2 5 - - 2 2 - - - - 1
Complexo Acinetobacter baumannii 6 2 1 3 2 - 0 0 - 0 - 2 - 2 0 0 - - 0
Aeromonas hydrophila 2 1 0 1 2 1 1 - - 2 - - - - - - - - -
Pseudomonas mosselii 1 0 1 0 0 1 0 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - - -
Pediococcus pentosaceus 1 0 1 0 - - - - - - - - - - - - - 1 -
Klebsiella pneumoniae 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 - - - - - - - -
Citrobacter freundii 1 1 0 0 1 - - 1 1 1 1 - - - - - 1 - -
Stenetrophomonas maltophilia 1 0 1 0 - - - - - - - - - - - - - - 1
Weissella confusa 1 0 1 0 - - - - - - - - - - - - - 1 -
Laclercia adecarboxylata 1 0 1 0 - - - - - - - - - - - - - - -
Enterococcus faecalis 1 1 0 0 - - - - - - - - - - - - - 0 -
Vibrio alginolyticus 1 1 0 0 - - - 0 - 0 0 0 - - - - - 0 -

Legenda: AG = 4gua de lavagem da concha; GD = glandula digestiva; PD = partes dissecadas; ESBL = beta-lactamases do espectro estendido; CPM = cefepime; ATM =

aztreonam; CAZ = ceftazidima; CTX = cefotaxima; CIP = ciprofloxacino; TET = tetraciclina; MPM = meropenem; ERT = ertapenem; IPM = imipenem; GEN = gentamicina,

AMI = amicacina; CFO = cefoxitina, VAN = vancomicina.

Fonte: elaborado pela autora.
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Os 57 isolados tiveram suas distribui¢es nos pontos de coleta da seguinte maneira:
cinco pertencentes ao ponto N1, dois ao N2 e seis ao N3, j& nos pontos da Baia Sul foram
contabilizados trés isolados no ponto S1, 21 no ponto S2 e 20 no S3. Os isolados listados
como prioritarios pela OMS foram encontrados nos pontos N2, S2 e S3, sendo E. coli
produtora de ESBL e Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos.

Especialmente para os isolados de E. coli, a Figura 2 traz uma comparagdo da
resisténcia entre os diferentes antimicrobianos, bem como os dados de ESBL e MDR

(multirresisténcia).

Figura 7: Resisténcias dos isolados de E.coli, MDR e ESBL.

Resisténcia de 33 isolados de E.coli, MDR e ESBL
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Fonte: elaborado pela autora.

2.3 DISCUSSAO
2.3.1 Enterobacterales
A ordem Enterobacterales engloba diversos géneros bacterianos Gram-negativos

normalmente presentes no trato gastrointestinal dos seres humanos, mas que potencialmente

podem vir a se tornar patogénicos, levando a infecgdes do tipo urinaria e diarreica. Além
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disso, estas bactérias sdo capazes de adquirir resisténcia aos antimicrobianos, incluindo
aqueles utilizados como a Gltima linha de tratamento, como os carbapenémicos (NCID, 2023).

No presente estudo, E. coli foi encontrada em 4 dos 6 pontos de coleta, excluindo-se
das localidades N3 e S1, essa espécie esteve presente em amostras de PD, GD e AG e, apesar
de apresentar diferentes perfis de resisténcia entre os pontos, mais da metade dos isolados
encontrados eram multirresistentes (MDR) e/ou produtores de ESBL, como representado na
Figura 2, destaca-se aqui a predominéancia da resisténcia a CIP, TET e GEN. E. coli produtora
de ESBL esta listada como bactéria prioritaria pela OMS (OPAS, 2017). As enzimas ESBL
tém a capacidade de hidrolisar as penincilinas, cefalosporinas e os monobactamicos, sendo,
em sua maioria, sensiveis a inibidores como o &cido clavulanico (BUSH, 2018). Assim como
apresentado por Pereira et al., 2006, a contaminacdo por E. coli é originaria tanto do ambiente
de criacdo dos bivalves quanto da manipulacdo comercial, indicando uma varia¢do na origem
da resisténcia. A bactéria é responsavel por volta de 50% das infecgdes hospitalares, sendo
extremamente comum em casos de infeccdo urinaria (PALOU et al., 2011) e causadora de
diversos tipos de diarreias (MATOS, 2010). Além disso, até mesmo as cepas comensais, ou
seja, ndo patogénicas, vém se tornando resistentes a diversos antimicrobianos, carreando
genes de resisténcia (DIAS; COELHO; DORIGON, 2015; KOMP LINDGREN;
KARLSSON; HUGHES, 2003).

Em uma amostra de lavagem externa de concha do ponto S3, foi encontrada a espécie
Citrobacter freundii, com resisténcia a CTL, CTX, CAZ, CIP e TET (MDR) e produtora de
ESBL segundo o teste fenotipico realizado. Considerando que os bivalves sdo lavados para
remocdo de limo e sujidades presentes no mar antes de serem colocados a venda no comércio,
tal contaminacdo € potencialmente derivada da manipulacdo humana e de condicdes
inadequadas de armazenamento e exposicdo do alimento (SILVA-JUNIOR et al., 2015), visto
qgue grande parta da matéria organica externa a concha foi previamente removida. Essa
espécie é responsavel por 0,8% das infeccGes causadas por bactérias Gram-negativas e 3-6%
das infecgdes hospitalares causadas por espécies da familia Enterobacteriaceae (LIU et al.,
2016), mesmo sendo uma bactéria natural da microbiota humana, pode causar complicagdes
nos tratos respiratorio, urinario, gastrointestinal e levar a sepse neonatal, especialmente em
pacientes imunocomprometidos (REZAEI et al.,, 2016). C. freundii esta comumente
relacionada a infec¢cBes polimicrobianas e, apesar de ndo ser muito frequente na rotina
hospitalar, se torna majoritariamente relevante nos casos identificados (HUANG et al., 2015).

No mesmo ponto de coleta, em uma amostra de glandula digestiva, foi observada a
presenca de Klebsiella pneumoniae resistente a CTX, CPM, ATM, CAZ, CIP e TET (MDR) e



31

produtora de ESBL. K. pneumoniae é encontrada tanto em hospedeiros humanos e nédo
humanos quanto no ambiente, como no solo e na 4gua (ADEOLU et al., 2016), portanto, sua
presenca em uma amostra de GD de ostra é esperada e justificada e indica origem aquatica, ja
que ndo foi identificada em amostras de lavagem de concha. A questdo mais critica a ser
pontuada sobre este isolado é a sua multirresisténcia detectada no ambiente aquatico,
indicando uma contaminacgdo da gua por dejetos hospitalares que continham tais bactérias ou
pelo despejo de antimicrobianos residuais que criam pressdes seletivas a favor da resisténcia
no mar (AL-AHMAD; DASCHNER; KUMMERER, 1999; BARCELOS et al., 2016). K.
pneumoniae pode ser responsavel por pneumonias graves, meningites, abcessos hepaticos,
infecgBes sanguineas e urinarias, principalmente em pacientes imunocomprometidos
(PACZOSA; MECSAS, 2016; WEINER et al., 2016).

H& um grupo composto por bactérias da ordem Enterobacterales, e de outras também,
denominado MYSPACE, o qual consta com diferentes espécies/géneros: Citrobacter freundii,
Enterobacter spp., Serratia marcescens, Providencia spp., Morganella morgannii, Yersinia
spp., Aeromonas spp., Hafnia alvei e Pseudomonas aeruginosa (ANVISA, 2020), os quais
sdo produtores de enzimas da classe C das beta-lactamases (AmpC) através de genes
intrinsecos do material genético, ativados pela inducdo com beta-lactamicos (BUSH, 2018). A
enzima AmpC é capaz de degradar penicilinas, cefalosporinas de até terceira geracdo e é
fracamente inibida por agentes bloqueadores de beta-lactamases, como o &cido clavulanico
(JACOBY, 2009). Outras bactérias pertencentes a ordem Enterobacterales como K.
pneumoniae, Proteus mirabilis, Salmonella spp, E. coli e Shigella spp. podem produzir AmpC
por meio de plasmideos, sendo que as duas Ultimas também tém a capacidade de expressar a
enzima oriunda do préprio material genético (ROCHA et al., 2016). Portanto, a observacao de
isolados contendo enzimas ESBL, algumas da classe AmpC, se torna um grande problema
pela possibilidade de transferéncia de plasmideos que conferem tal resisténcia (BLAIR et al.,
2015) no meio ambiente, fendbmeno que seria esperado apenas no ambiente hospitalar.

Leclercia adecarboxylata foi isolada de uma amostra de lavagem de concha do ponto
S3, mas ndo apresentou resisténcia nos testes realizados. A bactéria ja foi documentada em
raros casos como um patdgeno oportunista em pacientes imunocomprometidos
(SPIEGELHAUER et al., 2019) e indica uma contaminacdo provinda da manipulagdo do

alimento no ambiente comercial, ndo estando presente dentro da ostra.

2.3.2 Demais géneros
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A espécie Aeromonas hydrophila teve dois isolados identificados em amostras de
AG e PD no ponto S3, o isolado originado da ostra apresentou resisténcia apenas a CIP,
todavia, o isolado resultante da agua de lavagem mostrou-se resistente a CPM, ATM e CIP.
Tal diferenca pode ser justificada pela origem das bactérias, sendo a primeira proveniente do
ambiente de criagdo do bivalve e a segunda proveniente de contaminagdo na manipulagdo do
alimento. No entanto, assim como no caso do ACB, a identificacdo quanto as espécies do
género Aeromonas ndo é totalmente precisa atravées do MALDI-TOF, o resultado €
extremamente confiavel apenas ao nivel de género. O género Aeromonas € potencialmente
patogénico aos seres humanos, especialmente em pacientes imunocomprometidos, idosos e
criangas e tem a agua como o principal meio de contaminacdo, mas também se faz presente
em alimentos que envolvam agua em sua producao/processamento (TAVARES; CERESER,;
TIMM, 2015), Pereira et al., 2004 encontraram Aeromonas spp. em 86% de 86 amostras de
mexilhdo perna-perna coletadas em estabelecimentos comerciais no Rio de Janeiro,
demonstrando que bivalves sdo um reservatorio e veiculo de contaminagdo para essas
bactérias. Apesar dos isolados ndao serem MDR, a resisténcia intrinseca esperada para a
espécie, segundo o BrCAST, é para ampicilina e amoxicilina, portanto a resisténcia aos
antimicrobianos observada nessas amostras € preocupante.

Pseudomonas mosselii resistente a CPM foi identificada em uma amostra de GD no
ponto N3. A espécie foi descoberta recentemente por Dabboussi et al., 2002 que néo
concluiram um significado clinico para ela, porém McLellan; Partridge, 2009 a descrevem
como um patdégeno em potencial apos relatada em um caso de endocardite. Além disso,
Leneveu-Jenvrin et al., 2013 afirmam que a citotoxicidade e o potencial inflamatério de P.
mosselii de cepas isoladas em ambiente hospitalar é comparavel ao que ja é conhecido sobre
P. aeruginosa, patdgeno oportunista, apesar de sua rara ocorréncia nesse ambiente. Portanto, a
presenca do isolado resistente na ostra reforca, novamente, a contaminacdo do ambiente com
dejetos hospitalares e/ou residuos de antimicrobianos (AL-AHMAD; DASCHNER,;
KUMMERER, 1999; BARCELOS et al., 2016).

Somando-se 0s pontos N3 e S2, em todos os tipos de amostras, foram encontrados
seis isolados do complexo Acinetobacter baumanii (ACB), o qual compreende cinco espécies
do género Acinetobacter associadas a doencas humanas, porém de dificil identificacdo quanto
a especie por testes fenotipicos e bioquimicos (HOWARD et al., 2012). Dos seis isolados
encontrados, um de amostra de PD e outro de AG do ponto S2 apresentaram resisténcia aos
carbapenémicos MPM e IMP, com resultado fenotipico Blue Carba negativo. O ACB é um

patogeno de alta prioridade especialmente nas unidades de terapia intensiva (CHEN et al.,
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2018), a OMS lista Acinetobacter baumanii resistente a carbapenémicos como patégeno de
prioridade critica para desenvolvimento de novos antimicrobianos (OPAS, 2017). Além disso,
isolados do complexo ACB encontrados no Brasil tém como principal mecanismo de
resisténcia aos carbapenémicos a producédo de enzimas do tipo OXA-23, da classe D das beta-
lactamases (ROSSI, 2011), corroborando com o resultado fenotipico de detecgdo de enzimas
do tipo carbapenemases negativo. Por terem sido encontrados dois isolados, um dentro da
ostra e um na agua de lavagem externa, a contaminacdo se mostra presente em todo o
processo de producao do alimento.

Stenotrophomonas maltophilia foi isolada em uma amostra de GD do ponto S3, a
espécie é uma bactéria ubiqua no ambiente que ocasionalmente pode causar infecgdes em
pacientes imunocomprometidos, especialmente aqueles com quadro de fibrose cistica. Além
disso, S. maltophilia € intrinsecamente resistente a carbapenémicos (ERT, MPM, IMP) e a
aminoglicosideos (GEN, AMI) (EUCAST, 2012). O isolado encontrado na ostra apresentou
teste Blue carba positivo, indicando a presenca de enzimas carbapenemases, as quais
hidrolisam carbapenémicos, cefalosporinas, penincilinas e monobactamicos, podendo ou nédo
ser inibidas por acido clavulanico e sendo disseminadas por elementos moveis (carater
endémico) (PHILIPPON et al., 2019).

Nos pontos N1, N3 e S1 foram encontrados sete isolados da espécie Shewanella
algae em amostras de PD e AG, dentre estes, 6 apresentaram halo de inibicdo para CIP, sendo
que 2 deles também apresentaram para ERT e IMP, com 1 resultado Blue carba positivo. A
bactéria € comumente encontrada na dgua e em sedimentos marinhos, em peixes e mariscos,
como também no solo (CECCARELLI et al., 2017), entretanto ja foi relatada em infeccbes
humanas, principalmente de pele, atuando de maneira oportunista e relacionada a atividades
no ambiente marinho e alimentos (JANDA; ABBOTT, 2014). Com relacdo ao mecanismo de
resisténcia aos carbapenémicos, Zago et al., 2020 compararam as beta-lactamases presentes
em S. algae com as do ACB ambientais, encontrando uma grande semelhanca na sequéncia
codificadora e demonstrando uma possivel origem aquatica para a variante cromossémica
presente nessas bactérias.

Weissella confusa foi isolada em uma amostra de GD do ponto S3, apresentando
resisténcia a VAN, a qual é intrinseca da espécie. Essa bactéria é encontrada no trato
gastrointestinal humano com certa frequéncia, mas quando atinge outras regides do corpo,
como pele e sangue, pode se tornar um patégeno oportunista, causando abcessos e endocardite
(KAMBOJ; VASQUEZ; BALADA-LLASAT, 2015). Outra espécie resistente a VAN em
amostra de GD foi isolada no ponto S2, identificada como Pediococcus pentosaceus, a
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bactéria também € intrinsecamente resiste a esse antimicrobiano. P. pentosaceus € um
microrganismo utilizado biotecnologicamente na industria alimenticia, porém ja foi relatado
em casos de endocardite em paciente imunocomprometidos (IWEN et al., 2012). A presenca
dessas duas bactérias dentro da ostra indica uma contaminacdo do ambiente de producéo do
bivalve, ja que elas ndo tém o mar como um habitat natural.

Outras duas espécies do ponto S3 oriundas de lavagem de concha foram identificadas
sem apresentar qualquer resisténcia aos antimicrobianos testados. Vibrio alginolyticus, o qual
é um microrganismo natural do ambiente marinho (MATTE et al., 1994) e tem a sua presenca
esperada na parte externa da ostra mesmo apds 0s processos de limpeza prévios a exposicao
do produto para comércio, € um microrganismo causador de infeccdes de pele, olhos e
ouvidos, principalmente em pacientes que trabalham como manipulacdo de alimentos
marinhos (RODRIGUES; GONCALVES; MELLO; OLIVEIRA; HOFER, 2001).
Enterococcus faecalis, bactéria comensal do trato gastrointestinal, da cavidade oral e da
microbiota vaginal e causadora de inimeras infec¢fes, como as sanguineas, do trato urinério,
endocardite, entre outras (JETT; HUYCKE; GILMORE, 1994), é oriunda de contaminacgéo
por manipulacdo humana, ja que nao foi isolada dentro das ostras.

Além da chance de contaminacdo dos trabalhadores envolvidos na ostreicultura, é
importante de se destacar que a possibilidade de contaminagdo do cliente final se dard por
bactérias potencialmente patogénicas que tém a via oral como a principal porta de entrada no
organismo dos seres humanos, no caso deste estudo, E. coli patogénica e Aeromonas spp
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

3  CONCLUSAO

Através dos testes realizados, conclui-se que as ostras podem atuar como sentinelas
de contaminacdo de bactérias resistentes aos seres humanos, incluindo aquelas em prioridade
mundial. A contaminacdo do bivalve surge tanto do ambiente marinho, através de dejetos
hospitalares e residuos de medicamentos, como da manipulacdo no ambiente comercial,
trazendo um grande risco ao cliente final, principalmente se o consumo for feito sem cocgéo.
Para projecdes futuras, pode ser realizado o sequenciamento das bactérias resistentes a fim de
determinar com precisdo a origem da resisténcia no genoma, como por exemplo plasmidiana
ou cromossdmica, bem como identificar a sequéncia das enzimas degradadoras de

antimicrobianos.
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