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"Somos assim: sonhamos 0 voo, mas tememos a altura.

Para voar é preciso ter coragem para enfrentar o terror do vazio.
Porque é s6 no vazio que 0 Voo acontece.

O vazio € o espaco da liberdade, a auséncia de certezas.

Mas € isso 0 que tememos: 0 ndo ter certezas.

Por isso trocamos o voo por gaiolas.

As gaiolas sdo o lugar onde as certezas moram.”

Fiédor Dostoiévski, em Os Irmdos Karamazov



RESUMO

LAVEZZO, L. C. Caracterizacdo das espécies de vibrios isoladas em amostras de 4gua do mar,
pléancton e bivalves da zona litorédnea do estado de S&o Paulo. 2015. 104 f. Tese (Doutorado em
Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2015.

Os micro-organismos séo essenciais para 0 meio ambiente e contribuem para a estabilidade
dos ecossistemas. Sabe-se que as bactérias do género Vibrio sdo autéctones do ecossistema marinho,
e, embora a diversidade e a patogenicidade estejam sendo descritas para diversas espécies, 0S
problemas de salde publica séo devidos, geralmente, a Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus e V.
vulnificus. A proposta deste estudo foi caracterizar ao nivel molecular as espécies de Vibrio isoladas
de amostras de agua do mar, plancton e bivalves, coletadas no Canal de Sdo Sebastido (n=78),
Baixada Santista (n=37) e Ubatuba (n=17), analisar a susceptibilidade destes vibrios aos antibioticos
e 0s principais genes associados a viruléncia (ctxA, tcpA, stn/sto, tdh, trh), além de relacionar os
resultados obtidos com as diferencas espaciais e as atividades antropogénicas existentes nos locais
estudados. Pelo antibiograma, foi possivel observar sensibilidade a ciprofloxaxina (100%), ao
meropenem (100%), ao acido nalidixico (99,2%), a tetraciclina (99,2%), e ao cloranfenicol (97,7%),
resisténcia a ampicilina (62,4%) e a cefalotina (52,6%), aléem de uma alta porcentagem de multipla
resisténcia (64,7% em Ubatuba, 48,6% na Baixada Santista e 43% no Canal de S8o Sebastido) aos
antimicrobianos. Os vibrios foram analisados quanto a presenca de cinco genes associados a
viruléncia e quatro (3,0%) isolados de dgua do mar da Baixada Santista foram positivos para o gene
de viruléncia stn/sto, sendo trés (PF620, PF623-1 e PF623-2) da espécie V. parahaemolyticus e um
(PF482), V. alginolyticus. Pelos resultados obtidos por meio da Andlise de Sequéncia Multilocus
(MLSA), com os genes pyrH, recA e rpoA, foi possivel identificar quatro espécies de vibrios em
Ubatuba, um ambiente aquético com atividade antropica minima (Vibrio alginolyticus, V. fluvialis, V.
campbellii e V. harveyi); onze espécies de vibrios no Canal de S8o Sebastido, area com moderado
impacto humano (V. fluvialis, V. alginolyticus, V. campbellii, V. rotiferianus, V. harveyi, V.
diabolicus, V. atypicus, V. coralliilyticus, V. maritimus, V. parahaemolyticus e V. tubiashii); e, onze
espécies na Baixada Santista, area com alta atividade antropica (V. alginolyticus, V.
parahaemolyticus, V. rotiferianus, V. campbellii, V. harveyi, V. communis, V. maritimus, V. fluvialis,

V. fortis, V. natriegens e V. navarrensis).

Palavras-chave: Vibrio. Ecossistemas marinhos. Estado de Séo Paulo. Antibiograma. Genes associados a
viruléncia. MLSA.



ABSTRACT

LAVEZZO, L. C. Characterization of vibrio species isolated from seawater, plankton and bivalves
samples from the Sdo Paulo State coastal zone. 2015. 104 p. Ph. D. thesis (Biotecnology) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Microorganisms are vital to the environment and play an important role in the stability of
ecosystems. Bacteria of the genus Vibrio are autochthones of marine ecosystems and, although the
diversity and pathogenicity have been described for several species, public health problems are
generally due to Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, and V. vulnificus. The purpose of this study
was to characterize at the molecular level Vibrio species isolated from seawater, plankton and
bivalves samples collected from Canal de S&o Sebastido (n=78), Baixada Santista (n=37) and
Ubatuba (n=17), to analyze their antimicrobial susceptibility, the major virulence-associated genes
(ctxA, tcpA, stn/sto, tdh, trh) and to bring these results into relation with the different levels of
anthropogenic activity of the studied sites. The antimicrobial susceptibility tests showed sensitivity to
ciprofloxacin  (100%), meropenem (100%), nalidixic acid (99.2%), tetracycline (99.2%),
chloramphenicol (97.7%), resistance to ampicillin (62.4%) and cephalothin (52.6%), and a significant
percentage of multidrug resistance (64.7% in Ubatuba, 48.6% in Baixada Santista, and 43% in Canal
de Séo Sebastido). Five virulence-associated genes were examined and four (3.0%) seawater isolates
collected from Baixada Santista proved positive for stn/sto, three of them were identified as V.
parahaemolyticus (PF620, PF623-1 and PF623-2) and one, as V. alginolyticus (PF482). MLSA
allowed the identification of four Vibrio species from Ubatuba, an environment of the coastal region
with low anthropogenic activities: V. alginolyticus (n=7), V. fluvialis (n=5), V. campbellii (n=3), and
V. harveyi (n=2). In Canal de S8o Sebastido, an area with medium anthropogenic activities, eleven
species were identified: V. fluvialis (n=30), V. alginolyticus (n=24), V. campbellii (n=8), V.
rotiferianus (n=5), V. harveyi (n=4), V. diabolicus (n=2), V. atypicus (n=1), V .coralliilyticus (n=1),
V. maritimus (n=1), V. parahaemolyticus (n=1), and V. tubiashii (n=1). In Baixada Santista, an area
with high anthropogenic activities, the eleven identified species were: V. alginolyticus (n=11), V.
parahaemolyticus (n=8), V. rotiferianus (n=4), V. campbellii (n=3), V. harveyi (n=3), V. communis
(n=2), V. maritimus (n=2), V. fluvialis (n=1), V. fortis (n=1), V. natriegens (n=1), and V. navarrensis
(n=1).

Keywords: Vibrio. Marine ecosystems. State of S&o Paulo. Antibiogram. Virulence-associated
genes. MLSA.
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1 INTRODUCAO

Os micro-organismos séo essenciais para 0 meio ambiente, contribuem para a estabilidade dos
ecossistemas, fazem a ciclagem de compostos quimicos, incluindo a degradacdo de poluentes
(STALEY, 1998). Dentre os micro-organismos marinhos, as bactérias do género Vibrio fazem parte
da microbiota autdctone do ecossistema marinho e estuarino, permanecendo tanto no sedimento
como na coluna d’agua, sendo comumente isolados de peixes e crustaceos, Ou associados com
plantas, vivendo como simbiontes ou patdgenos (DUMONTET et al., 2000).

Essas bactérias sdo capazes de degradar hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (RAMAIAH
et al., 2000) e tém um papel importante na reciclagem de quitina no ambiente aquéatico (HUQ;
COLWELL, 1994). Algumas espécies sdo patogénicas, capazes de causar lesdes em organismos
marinhos e infeccBes e gastroenterites em humanos através da exposicdo de feridas em &gua ou pelo
consumo de agua ou frutos do mar crus ou mal cozidos, sendo que as principais espécies diretamente
implicadas em surtos de veiculacdo hidrica e alimentar, segundo a Organizacdo Internacional de
Alimentos e Agricultura das Nacbes Unidas (FAO) sdo V. cholerae, V. parahaemolyticus e V.
vulnificus.

Diante da importancia das bactérias no ambiente marinho, o grupo de pesquisa do Laboratorio
de Ecologia Microbiana Molecular do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo, liderado pela Professora Dra Irma Nelly G. Rivera, vem desenvolvendo trabalhos com vibrios,
desde 2005, na regido costeira do Estado de Séo Paulo.

No ambito desta linha de pesquisa, 0 presente estudo procurou caracterizar as espécies de
vibrios isoladas de amostras de 4gua do mar, plancton e bivalves da Baixada Santista, Canal de Séo
Sebastido e Ubatuba, ecossistemas com diferentes niveis de impacto antropogénico. O conhecimento
da dindmica e diversidade de vibrios devera trazer beneficios econdmicos e estratégicos relacionados
com a identificacdo de micro-organismos potencialmente exploraveis em processos biotecnologicos,
como na decomposicdo de quitina e degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos (COLWELL, 1997;
SOUZA-SALES, 2009), além do prognostico e prevencdo de doengas emergentes em seres humanos e

em animais, em vigilancia epidemiolégica e em estudos de microbiologia alimentar.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O género Vibrio

A mais impressionante caracteristica da Terra é a existéncia de vida, e a mais impressionante
caracteristica da vida é sua diversidade (CALIMAN, 2005; CHAPIN, 1997). Esta diversidade
bioldgica, ou biodiversidade, é definida como o conjunto de diferencas genéticas, taxonémicas e
ecologicas que transcende a escala de genes a ecossistemas (LOREAU et al., 2002; SCHULZE;
MOONEY, 1994). Dos grandes ambientes presentes no planeta Terra, 0S oceanos e mares
representam um dos mais importantes, ocupando 71% da superficie terrestre e exercendo uma forte
influéncia no ecossistema global (FIGUEIRA; CUNHA, 1998), sendo um dos ambientes mais ricos
em diversidade procariotica (WHITMAN et al., 1998).

Dentre os micro-organismos marinhos, a familia Vibrionaceae conta com oito géneros:
Vibrio, Aliivibrio, Catenococcus, Enterovibrio, Grimontia, Echinimonas, Photobacterium e
Salinivibrio (NEDASHKOVSKAYA et al, 2013; THOMPSON et al, 2006, 2007), com
caracteristicas morfologicas e fisioldgicas distintas (KRIEG; HOLT, 1984).

O género Vibrio compreende 118 espécies (TALL et al., 2013), que pertencem ao grupo das
Gamaproteobactérias, sdo Gram-negativos, usualmente maveis, mesofilicos, quimiorganotroficos e
fermentadores facultativos (FUHRMAN; HAGSTROM, 2008). Os vibrios podem ter diferentes
nichos ecoldgicos, mas em geral séo tipicos de ambientes estuarinos e/ou marinhos, permanecendo
tanto no sedimento como na coluna d’agua, sendo comumente isolados de peixes e crustaceos, ou
associados com plantas, vivendo como simbiontes ou patégenos (DUMONTET et al., 2000). A
maioria das espécies do género Vibrio necessita de NaCl (2-3%) para crescer e suas concentraces
aumentam durante as estacGes quentes do ano (COLWELL et al., 1977, 2006; URAKAWA;
RIVERA, 2006).

Os vibrios sdo capazes de degradar hidrocarbonetos arométicos policiclicos (RAMAIAH et
al., 2000) e as espécies Vibrio furnissi (KEYANI; ROSEMAN, 1999), V. harveyi (SVITIL et al.,
1997), V. parahaemolyticus (HIRONO et al., 1998), V. proteolyticus (ITOI et al., 2007), V.
alginolyticus (SUGINTA, 2007) e V. cholerae (MEIBOM et al., 2004), por produzirem a enzima
quitinase, tém um papel importante na reciclagem de quitina no ambiente aquatico, degradando a
carapaca de copepodes, cujo exoesqueleto € revestido de quitina (HUQ; COLWELL, 1994).


http://www.bacterio.net/vibrio.html
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Além disso, a sobrevivéncia e persisténcia dos vibrios no ambiente aquatico tornam-se
favorecidas por possuirem a capacidade de ativar, em resposta a estresses ambientais, um estado de
dorméncia denominado “viavel, mas ndo cultivavel” (VBNC) (COLWELL, 1996). As células que
entram no estado de VBNC néo sdo capazes de formar colénias em meio de cultura convencional,
apresentam reducdo do tamanho e no transporte de nutrientes, entretanto, a biossintese continua e
retomam o crescimento em condi¢des ambientais favoraveis (COLWELL, 2000).

Algumas espécies sdo patogénicas para organismos marinhos, como camardes
(JIRAVANISHPAISAL et al., 1994), peixes (SAEED, 1995), ostras e lagostas (DIGGLES et al.,
2000), representadas principalmente por Vibrio alginolyticus, V. campbellii, V. cholerae, V. fluvialis,
V. furnissii, V. harveyi, V. parahaemolyticus, e V. vulnificus, e 12 espécies podem causar doencgas em
humanos, incluindo infeccdo em feridas, septicemia, gastroenterite (AUSTIN 2010; DALSGAARD,
1998; PAILLARD et al. 2004; THOMPSON et al. 2004a). E, embora a diversidade e a
patogenicidade estejam sendo descritas para diversas espécies de Vibrio spp., os problemas de saude
publica sdo devidos, geralmente, as espécies V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus (FAO,
2005).

2.1.1 Vibrio cholerae

Vibrio cholerae é uma espécie composta por bacilos mdveis por meio de flagelo polar, ndo
formadores de esporos, de metabolismo oxidativo e fermentativo (FARUQUE, 1998;
MEKALANOS, 1985). Tais bacilos séo classificados em sorogrupos, de acordo com as diferencas na
composicdo da parede celular, especificamente no antigeno soméatico O. Embora existam 206
sorogrupos, somente 0s sorogrupos O1 e 0139 sdo responsaveis por epidemias de colera (LI, 2003;
RIVERA et al, 2001), sendo que os demais sorogrupos estdo raramente associados com casos
esporadicos de gastroenterite (FAO, 2005) e sdo frequentemente isolados do ecossistema aquatico
(HOFER; RODRIGUES, 1986; OCTAVIA, et al., 2013; RIVERA et al., 2008).

A doenca diarreica colera, consequéncia da infeccdo por V. cholerae patogénico, envolve a
participacdo dos genes associados a viruléncia. A toxina colérica (CT), responsavel pela inducéo da
diarreia, € uma proteina formada por uma subunidade A e cinco subunidades B, que s&o codificadas
pelos genes ctxA e ctxB (MEKALANOS, 1985; SHI et al., 1998). O pilus TCP é necessario para a
ligagdo da bactéria @ mucosa do intestino humano (KAUFMAN; TAYLOR, 1994; TAYLOR et al.,
1987), alem de promover a agregacao de bactérias, para colonizar de forma mais eficaz o epitélio
intestinal (KIRN et al., 2000). Todos os genes relacionados a biogénese do pilus TCP residem em
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uma ilha de patogenicidade, correspondendo ao genoma de um fago filamentoso, designado VPI, que
pode ser adquirido pelo V. cholerae via transferéncia horizontal de genes, no ambiente aquatico
(DAVIS; WALDOR, 2003). Além disso, algumas linhagens de V. cholerae ndo aglutindvel (NAG)
sdo capazes de causar uma gastroenterite similar a célera, sendo a enterotoxina termo-estavel ST o
fator de viruléncia detectado quase que exclusivamente no grupo ndo-Ol1 (ARITA et al., 1986;
OGAWA et al., 1990; PAL et al., 1992; VICENTE et al., 1997).

2.1.2 Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus é uma bactéria comum do ambiente estuarino incluindo &gua,
sedimentos, particulas suspensas, plancton, peixes e moluscos, porém raramente encontrada em agua
doce. Possui o formato de bastonete curvo, mével por meio de flagelo polar, sendo um anaerdbio
facultativo e ndo esporulante (SAKAZAKI et al., 1968).

Esta bactéria esta associada com surtos epidémicos apds o consumo de pescados e moluscos
in natura, cujos sintomas incluem dores abdominais, diarreia, nduseas, com menos frequéncia, dores
de cabeca e febre, e, em raras ocasides, a infeccdo pode resultar em septicemia (FAO, 2003). A
patogenicidade de V. parahaemolyticus esta relacionada com a producdo de enzimas hemoliticas
citotoxicas, a hemolisina termoestavel direta (TDH) e a hemolisina termoestavel relativa (TRH),
codificadas pelos genes tdh e trh, respectivamente (LOZANO-LEON et al., 2003).

A deteccdo da producdo de TDH entre cepas patogénicas e ndo-patogénicas ocorre através da reacao
de beta hemdlise nos eritrécitos humanos em teste fenotipico designado teste de Kanagawa
(GONZALEZ et al., 2005; HONDA et al., 1987; RODRIGUES, 2009). O fenbmeno Kanagawa é
produzido por 95% dos isolados clinicos, enquanto menos de 2% dos isolados ambientais 0s
produzem (RISTORI et al., 2007). Magalh&es e colaboradores (1991) observaram a producédo de uma
hemolisina diferente da TDH em cepas Kanagawa negativas causadoras de doencas, e essa

hemolisina foi denominada de hemolisina termoestavel relativa (TRH).

2.1.3 Vibrio vulnificus

Vibrio vulnificus é uma bactéria movel, em formato de bacilo encurvado com um Unico

flagelo polar. Distingue-se dos outros membros do género por sua capacidade de fermentar a lactose.
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Pode ser encontrada na forma isolada ou em associacdo com sedimentos, areia, peixe, bivalves ou
zooplancton (DEPAOLA et al, 1994; OLIVER et al, 1983).

Esta bactéria pode causar septicemia primaria, infeccGes e gastroenterites em humanos
através da exposicdo de feridas em agua ou pelo consumo de frutos do mar crus ou mal cozidos
(STROM; PARANJPYE, 2000). Depois da infeccdo, as celulas bacterianas se fixam nas células
epiteliais intestinais através do pili, e entdo produzem uma hemolisina que acelera a invasdo do
patdégeno pela corrente sanguinea. Muitos estudos ja foram realizados a fim de caracterizar os
mecanismos utilizados pelo V. vulnificus para causar septicemias fulminantes e infectar feridas. Os
fatores associados a viruléncia relatados incluem uma céapsula polissacaridica (CPS), uma citolisina,
uma protease/elastase e uma fosfolipase, que podem ser encontradas em quase todas as estirpes
clinicas e ambientais (FAO, 2005; GULIG et al., 2005; SIMPSON et al., 1987; YOSHIDA et al.,
1985).

2.1.4 Outras especies do género Vibrio

Vibrio fluvialis € um bacilo encontrado em ambientes marinhos e estuarinos, tanto no
sedimento como na coluna d’agua, capaz de causar infecgdes como gastrenterite e diarreia, por meio
do consumo de frutos do mar crus ou mal cozidos (FARMER I11; JANDA, 2005). No entanto, casos
extraintestinais ja foram descritos, como sepse, quando a bactéria invade a circulagcdo sanguinea
gracas a diarreia persistente, causando febre, hipotensdo e vomitos (TACKET et al.,1982); feridas
cutaneas, que entram em contato com a agua ou animais contaminados (FARMER III; JANDA,
2005); e, em casos mais raros, encefalite (HUANG; HSU, 2005) e otite severa (RODRIGUEZ et al.,
2005).

Vibrio alginolyticus é uma espécie halofilica, ubiquitaria no ambiente marinho, e tem sido
reportada como um micro-organismo oportunista, causador de infec¢fes extraintestinais como otites
e conjuntivites (CHIEN et al.,, 2002; PEREIRA, 2007), esta associada a doengas em animais
marinhos, causando escurecimento e ulceragdes nos tecidos de peixes e camardes (BALEBONA et
al., 1998) e por causar branqueamento e morte de corais (KUSHMARO et al., 1996).

Vibrio harveyi é uma bactéria luminescente, distribuida em ambientes aquéticos, que tem sido
associada a doengas em diversos organismos, provocando lesdes em tecidos de peixes e ostras

(SHIVU; RAJEEVA et al., 2007) e conhecida por ser o agente patogénico responsavel pelas mais
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altas taxas de mortalidade na industria do camardo cultivado no mundo inteiro (AUSTIN et al., 2003;
LIU etal., 1996).

2.2 Antibidticos e resisténcia bacteriana

De acordo com o0 seu mecanismo de acdo, os antibioticos sdo classificados em
bacteriostaticos, quando inibem o crescimento e a reproducdo bacteriana, ou bactericidas, quando
induzem alteracbes incompativeis com a sobrevida bacteriana (TAVARES, 1996). O efeito
bactericida pode decorrer de varios mecanismos, que envolvem essencialmente alteracdes na sintese
de parede celular e proteica, na replicacdo do DNA, no metabolismo do é&cido folico e na
permeabilidade da membrana externa das bactérias (PAGES, 2004).

A resisténcia bacteriana aos antibidticos pode ocorrer por meio de modificacGes na estrutura
dos sitios onde os antibidticos se ligam, fazendo com que estes ndo possam exercer sua atividade ou
um aumento da disponibilidade destes sitios dentro da bactéria, tornando as doses usuais de
antibidtico insuficientes para que se ligue a todos estes locais disponiveis; diminuicdo da
concentra¢do do antibidtico no interior da bactéria, seja pela capacidade de bombear para 0 meio
externo o agente antibacteriano ou pela dificuldade do antibi6tico em penetrar no interior do micro-
organismo e, pela habilidade em inativar os antibiéticos por meio de hidrélise ou por modificacédo de
sua estrutura quimica (CEFAR, 2006; MARTINEZ, 2008; TAVARES, 1996).

Os antibioticos tém desempenhado um importante papel no combate a doencas humanas e de
animais aquaticos cultivados (CHYTHANYA et al., 1999; COSTA et al., 2008). A resisténcia aos
antibidticos pode ser produzida por caracteristicas inerentes as células, sendo geralmente determinada
por genes cromossdmicos. Por outro lado, algumas estirpes podem sofrer mutacOes, receber
plasmideos ou transposons e, desse modo, adquirir uma resisténcia que caracterizard a linhagens
delas originadas (BARBOSA; TORRES, 1998).

O fenbmeno de resisténcia microbiana a antibioticos foi acelerado, principalmente, pelo seu
uso indiscriminado (BRUNDTLAND, 2000) e, em consequéncia, observa-se 0 aumento no nimero
de cepas com multipla resisténcia a agentes antimicrobianos, os quais podem ser transportados para
ambientes aquaticos, caracterizando um problema de satde publica (FAO/WHO, 2006). Cada vez
mais bactérias patogénicas tém apresentado resisténcia a um ou diversos antibioticos (LEVY, 2001).
Estudos realizados com Vibrio tém demonstrado resisténcia multipla aos antibidticos, principalmente
em isolados clinicos de V. cholerae na Africa e na india (MANDOMANDO et al., 2007; OKEKE et
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al., 2007; ROYCHOUWDHURY et al., 2008) e em isolados provenientes de agua e frutos do mar
(AL-OTHRUBI et al., 2014; FERRINI et al., 2008; ROQUE et al., 2001; SAHILAH et al., 2014).

2.3 ldentificacdo de Vibrio

Com relacéo a taxonomia dos vibrios, até os anos 1990, ela foi baseada principalmente em
caracteristicas morfoldgicas e no comportamento bioquimico e fisioldgico das bactérias (TALL et al.,
2013). Tradicionalmente, o isolamento e a identificacdo do género Vibrio, envolve um pré-
enriquecimento, semeadura em meio seletivo, seguido de caracterizacdo bioquimica e sorologica. O
isolamento realizado em meio seletivo como o &gar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS) é
comumente utilizado, havendo a formacéo de coldnias verdes ou amarelas (devido a fermentacdo da
sacarose) ou com o CHROMagar Vibrio, que permite a diferenciacdo de V. cholerae, V.
parahaemolyticus e V. alginolyticus, através da coloracdo das colbnias, sendo elas azul turquesa,
malva, e incolor respectivamente (PROBAC). Para a triagem répida de vibrios, o Bacteriological
Analytical Manual (BAM) (FDA, 1995) recomenda o uso de seis provas bioquimicas, entretanto
existem kits comerciais de identificacdo bioquimica que utilizam um maior nimero de provas, como
0 API 20E.

As metodologias baseadas em biologia molecular, como a reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR), tém facilitado a identificacdo rapida de espécies de Vibrio, sorogrupos O1 e 0139 de V.
cholerae e a deteccdo de genes associados a viruléncia (CHUN et al., 2001; FIELDS et al.,1992;
LIPP et al., 2003; MARKMAN, 2008; RIVERA et al., 2003; SOUZA, 2007). J4, a identificacdo do
género pode ser realizada através de sequéncias génicas do 16S rRNA, um gene universal,
conservado estrutural e funcionalmente, para o qual se dispde de uma extensa base de dados,
podendo ser aplicado a organismos ndo cultivaveis e que foi proposto como marcador filogenético
molecular por Carl Woese no inicio da década de 1970 (GEVERS, et al., 2005; OLIVEIRA, 2010;
OLSEN; WOESE, 1993; ROHWER, et al., 2002 ). A maioria das técnicas moleculares aplicadas a
estudos microbianos baseia-se nas diferencas de composicdo dos genes ribossomais. Em bacteérias, o
gene 16S ribossomal é o mais utilizado, sendo considerado uma das mais importantes moleculas para
0 estudo de filogenia e ecologia microbianas (LOUWS et al., 1999).

A metodologia MLSA (Analise de Sequéncias Multilocus), consiste no sequenciamento e
analise de fragmentos de 3 a 7 genes, essenciais para 0 metabolismo celular (genes housekeeping)
(MAIDEN et al., 1998), e que conjuntamente oferecerdo informacdes capazes de distinguir espécies
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bacterianas intimamente relacionadas (ZEIGLER, 2003). Resultados obtidos com MLSA estdo
disponiveis em uma base de dados de acesso publico (PUbMLST), atualizada constantemente atraves
de recursos computacionais, evitando-se, desta forma, erros ou falta de informagdes sobre as
linhagens (THOMPSON; OLIVEIRA, 2006). Esta metodologia tem sido aplicada em estudos com
Borrelia (RICHTER et al., 2006), Ensifer (MARTENS et al., 2007), Pseudomonas (YOUNG; PARK,
2007), micobactérias (MIGNARD; FLANDROIS, 2008), Bradyrhizobium (MENNA et al., 2009),
Paenibacillus (HOSHINO et al., 2009), Streptomyces (RONG et al., 2009), Aeromonas
(MARTINEZ-MURCIA et al., 2011) e Vibrionaceae (GOARANT et al., 2006; RAMESHKUMAR et
al., 2008; THOMPSON et al., 2008; URBANCZYK et al., 2007), ampliando a descri¢cdo de novas
especies, principalmente de isolados de origem ambiental, tais como, Vibrio artabrorum, V.
atlanticus (DIEGUEZ et al., 2011), V. caribbeanicus (HOFFMANN et al., 2011b), V. stylophorae
(SHEU et al., 2011), V. alfacsensis (GOMEZ-GIL et al., 2012), V. xiamenensis (GAO et al., 2012) e
V. zhanjiangensis (JIN et al., 2012).

Sabe-se que a familia Vibrionaceae apresenta pares de espécies altamente relacionadas, como
por exemplo, V. cholerae - V. mimicus e V. fluvialis - V. furnissii, além dos membros do “Vibrio core
group”’, formado por seis espécies (V. harveyi, V. campbellii, V. rotiferianus, V. parahaemolyticus, V.
alginolyticus e V. natriegens), que apresentam similaridade de 70% por hibridizacgdo DNA-DNA
(THOMPSON et al., 2005) e de > 97,6% pelo gene 16S rRNA (CANO-GOMEZ et al., 2011;
DORSCH et al., 1992; URAKAWA et al., 1997).

Considerando o alto nivel de similaridade do gene 16S rRNA entre as espécies do género
Vibrio, outros genes tém sido propostos como marcadores para a diferenciacdo e, principalmente,
para a descricdo de novas espécies. Chakraborty et al. (2006) desenvolveram um método de
identificacdo baseado no gene toxR, Thompson et al. (2004a) no gene recA, Nhung et al. (2007) no
gene dnaJ, e Kwok et al. (2002) desenharam iniciadores tendo como alvo o gene hsp60.

A anélise de genes constitutivos (genes housekeeping), como o pyrH, recA, rpoA e rpoD,
tornou-se uma alternativa extremamente vidvel para estudos de taxonomia e filogenia bacteriana
(GEVERS et al., 2005; PASCUAL et al., 2010; THOMPSON et al., 2007). O gene pyrH codifica a
uridilato quinase, enzima essencial ao metabolismo de nucleotideos e que pode estar envolvida com a
divisdo celular (LANDAIS et al., 2009); o gene recA € necessario para o0 sistema de reparo do
material genético bacteriano; o gene rpoA codifica a subunidade alfa da RNA polimerase
(responsavel pela transcri¢do génica e utilizado para a identificacdo do género Vibrio) (DALMASSO

et al., 2009); o gene rpoD o fator sigma 70 da RNA polimerase, responsavel pela transcri¢do celular e
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tem sido empregado em estudos dos géneros Acinetobacter, Pseudomonas e Aeromonas (SOLER et
al., 2004; YAMAMOTO et al., 2000).

Entretanto, um unico gene que diferencie perfeitamente todas as espécies ainda ndo foi
identificado, uma vez que nenhum gene é completamente resistente a transferéncia horizontal, ou as
mutacdes (THOMPSON et al., 2004b). Diante disso, Thompson e colaboradores (2004b), com base
na sequéncia concatenada dos genes de 16S rRNA, recA e rpoA, sugeriram que a familia
Vibrionaceae fosse dividida em quatro familias: Vibrionaceae (apenas com o género Vibrio),
Enterovibrionaceae (compreendendo os géneros Enterovibrio e Grimontia), Photobacteriaceae
(género Photobacterium) e Salinivibrionaceae (género Salinivibrio), de forma a facilitar estudos
futuros de vibrios. J4, Urbanczyk et al., (2007) sequenciaram 5 genes (recA, rpoA, pyrH, 16S rRNA
e gyrB) e através da sequéncia concatenada, sugeriram a criacdo do género Aliivibrio para
“acomodar” V. fischeri e espécies relacionadas. Ademais, a combinacdo de varios loci trara a
identificacdo mais robusta, além de oferecer uma alternativa pratica para a hibridizacgdo DNA-DNA e
16S rRNA aplicados na taxonomia corrente de vibrios (THOMPSON et al., 2006).

2.4 Ambiente costeiro

A zona costeira brasileira se estende da foz do rio Oiapoque (04°52°45°°N) a foz do rio Chui
(33°45°10”S), ocupando aproximadamente trés milhdes de km?, sob jurisdicdo brasileira. Constitui
uma regido de transicdo ecoldgica, desempenhando importante papel no desenvolvimento e
reproducdo de varias espécies e nas trocas genéticas que ocorrem entre 0s ecossistemas terrestres e
marinhos (MMA, 2008).

Alem disso, registra expressiva sobreposicdo territorial com os biomas Amazonia e Mata
Atlantica, bem como, em menor escala, com a Caatinga, Cerrado e Pampa, 0 que a caracteriza ndo
como uma unidade ecoldgica, mas como um complexo de ecossistemas contiguos formadores de
ambientes de alta complexidade ecoldgica e de extrema relevancia para a sustentacdo da vida no mar
(MMA, 2008). Representa, portanto, uma regido extremamente promissora e pouco explorada, tanto
em diversidade genética como metabolica, constituindo assim uma inestimavel fonte para o
descobrimento de novos micro-organismos importantes para 0 avango biotecnolégico e para o
desenvolvimento sustentavel (COLWELL, 1997; RIVERA et al., 2008).

Os ambientes marinhos e costeiros propiciam oportunidades para atividades econémicas,

responsaveis por cerca de 70% do PIB nacional, tais como, a pesca, agricultura, atividade portuéria,
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petrolifera, aquicultura, carcinicultura. Entretanto, tais atividades, associadas ao crescimento
populacional desordenado, ocasionaram mudancgas ambientais significativas, que podem interferir
negativamente na qualidade do ambiente, com consequéncias diretas na qualidade de vida das
populacdes residentes nestas areas (MMA, 2008; RIVERA et al., 2007, 2008).

O impacto econdmico global da contaminacdo do ambiente marinho, do consumo de frutos do
mar ou seu uso recreacional, em termos de enfermidades humanas, saude debilitada e perda de
qualidade de vida, pode ser de aproximadamente US$ 13 bilhGes, uma vez que o litoral brasileiro
recebe mais de 3.000 toneladas de poluentes liquidos por dia, constituidos principalmente de
efluentes industriais e esgotos domésticos (MMA, 2008). A maioria das doencas emergentes nao é
ocasionada por novos micro-organismos, mas por agentes ja conhecidos, infectando hospedeiros
novos ou ndo-usuais. Um surto é favorecido por mudancas nas condi¢des ambientais, que tanto
podem aumentar a prevaléncia de uma doenca existente, quanto favorecer uma nova doenca,
entretanto € sempre dificil identificar uma causa especifica. Duas condi¢es, variabilidade climatica e
atividade antropogénica crbnica, parecem ter envolvimento em epidemias, pela diminuicdo da
resisténcia do hospedeiro e pelo favorecimento na transmissdo de determinados patdgenos
(HARVELL et al., 1999).

2.4.1 Ambiente costeiro do Estado de Sao Paulo

No Estado de S&o Paulo, a Zona Costeira apresenta uma extensdo de 700 km e uma area de
cerca de 27.000 kmz, incluindo 36 municipios e abrigando a maior parte da Mata Atlantica existente
no Estado (CETESB, 2008). Considera-se ainda que estes ambientes contenham elevado grau de
fragilidade ambiental devido as suas caracteristicas proprias, tais como, propriedades litoldgicas,
hidrogréaficas, geomorfoldgicas, climéaticas e biogeogréficas. Neste contexto, se insere a regido
litordnea do Estado de S&o Paulo, na qual a atividade turistica, associada a sua susceptibilidade
ambiental, gera um alto grau de alteracdo causada pelas atividades antrOpicas, que muitas vezes
ultrapassam a capacidade de suporte desse ambiente (SOUZA; CUNHA, 2011). O Canal de Séo
Sebastido, o municipio de Ubatuba e a Baixada Santista sdo importantes regides, tanto do ponto de
vista econdmico, quanto de diversidade bioldgica, e apresentam caracteristicas fisicas, quimicas e

bioldgicas distintas entre si, merecendo, portanto, ser estudados.
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2.4.1.1 Canal de Sdo Sebastidao

O Canal de Séo Sebastido é uma passagem marinha com extensdo de 25 Km, localizado no
litoral norte do estado de Sdo Paulo, entre 0 municipio de S&o Sebastido e a llha de So Sebastido
(SILVA, 2001). Trata-se de uma regido com atividades pesqueiras, areas de lazer, abriga o terminal
petrolifero Almirante Barroso (TEBAR), o Porto de Sdo Sebastido, e é o local onde desembocam trés
emissarios submarinos de esgotos municipais (MENDES, 2007).

A égua do mar do Canal de S&o Sebastido é caracterizada por apresentar uma mistura em
proporcdes variaveis das Aguas Costeiras, que apresenta temperatura oscilando entre 20 e 28 °C e
salinidade entre 34,0 e 35,0%, Aguas Tropicais com altos valores de temperatura e salinidade (T>20
°C e $>36,4 %), e pelas aguas frias das Aguas Centrais do Atlantico Sul, que apresentam temperatura
e salinidade relativamente baixas (T<20 °C e S <36,4 %) (SILVA 2001).

2.4.1.2 Baixada Santista

O complexo estuarino de Santos estd localizado na porcdo central do litoral paulista,
englobando as Baias de Santos e S&o Vicente e delimitado nas suas extremidades pela Serra de
Mongagua e pela llha de Santo Amaro (FUKUMOTO, 2003). Possui como fontes de contaminacdo o
Porto de Santos, o Pélo Industrial de Cubatéo, lixGes e o emissario de Santos, que despeja 0 esgoto
doméstico o qual é responsavel pela emissdo de alta carga de nutrientes, surfactantes e metais
pesados (ABESSA et al., 2005; MARTINS, 2005; MEDEIRQOS, 2000).

A circulacdo de &gua na baia de Santos e areas adjacentes é bastante complexa, com
contribuicdes de marés e ventos. Pela Plataforma Continental Sudeste do Brasil, abriga as massas de
Agua Costeira, com os menores valores de salinidade e altos indices de nutrientes, Agua Tropical,
com alta temperatura e salinidade (T > 20 °C, S >36 %) e baixas concentracdes de nutrientes e Agua
Central do Atlantico Sul, com baixos indices de temperatura e salinidade e alta concentracdo de
nutrientes (BRAGA; NIENCHESKI, 2006; CASTRO et al., 2006).

2.4.1.3 Ubatuba — Saco da Ribeira

No municipio de Ubatuba, esté localizado o Saco da Ribeira, ladeado pelas praias de Enseada
e Lazaro, que apresenta grande concentracdo de estabelecimentos voltados para o turismo e atividade
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nautica e € o local do Unico posto de abastecimento de combustiveis flutuante do litoral norte
(CETESB, 2008).

A regido é caracterizada por um regime oligo a mesotréfico, sendo a produtividade primaria
limitada pela escassez de nutrientes inorganicos (BRAGA; MULLER, 1998). No verdo, a presenca
da Agua Central do Atlantico Sul promove incremento de nutrientes na zona eufética, ocorrendo
blooms esporadicos de organismos planctonicos. O aumento da ocorréncia de chuvas e tempestades
promove entrada de matéria suspensa, sedimento e matéria organica de origem continental, que
também contribuem para 0 aumento da produtividade da regido durante os meses de primavera-verao
(GAETA et al., 1999; MAHIQUES, 1995).
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3 OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral

Caracterizar ao nivel molecular as espécies do género Vibrio isoladas de amostras de agua do
mar, plancton e bivalves, coletadas na Baixada Santista, Canal de Sao Sebastido e Ubatuba, analisar a
susceptibilidade destes vibrios aos antibidticos e os genes associados a viruléncia, além de relacionar
0s resultados obtidos com as diferencgas espaciais e as atividades antropogénicas existentes nos locais

estudados.

3.2- Objetivos especificos

¢ Identificar fenotipicamente os isolados utilizando o Sistema de Identificacdo Bioquimica API 20E;
o Avaliar a susceptibilidade dos diferentes isolados aos agentes antimicrobianos;

¢ Identificar os isolados potencialmente patogénicos, pela Reacdo em Cadeia da Polimerase, com 0
uso dos seguintes genes associados a viruléncia: ctxA, tcpA, stn/sto, tdh, trh;

e Caracterizar os isolados atraves da técnica de MLSA,;

¢ Relacionar as espécies de vibrios, susceptibilidade aos antibidticos e genes associados a viruléncia
com o impacto antropogénico existente nas 3 regides estudadas (Baixada Santista, Canal de S&o
Sebastido e Ubatuba).
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4 MATERIAIS E METODOS

Para este estudo, foram selecionados 132 Vibrio spp., isolados de amostras de agua do mar,
plancton e bivalves, coletados em trés regides do litoral do Estado de S&o Paulo. Todos os isolados
fazem parte da colecdo de cultura do Laboratorio de Ecologia Microbiana Molecular do Instituto de

Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo.

4.1 Coleta das amostras

4.1.1 Descricao da area de estudo, periodo de amostragem e pontos de coleta

A qualidade microbiolégica das amostras de dgua do mar do Canal de Séo Sebastido, Ubatuba
e Baixada Santista foi verificada por Burbano-Rosero (2011), utilizando indicadores de contaminacéo
fecal com o objetivo de caracterizar os trés ambientes quanto ao nivel de impacto antropogénico
presente em cada regido. As amostras de agua coletadas do Canal de Sdo Sebastido e de Ubatuba
apresentaram contagens de coliformes termotolerantes, E. coli, e enterococos intestinais abaixo dos
valores estabelecidos na Resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n°
274/2000, e, ao comparar com os dados da CETESB, mostrou que as praias proximas aos pontos de
coletas permaneceram proprias para atividades de recreacdo primaria (CETESB, 2008). Ja nas
amostras de agua coletadas na Baixada Santista, os valores encontrados para os indicadores de
contaminagdo fecal ficaram acima dos estabelecidos, além da classificacdo anual “Ruim” para a
balneabilidade pela CETESB. Desta forma, por serem ambientes com diferentes caracteristicas em
relacdo ao nivel de impacto antropogénico, o Canal de Sdo Sebastido, Ubatuba e Baixada Santista
foram os locais selecionados para a coleta das amostras.

No Canal de Sao Sebastido, as amostras foram coletadas mensalmente, no periodo de outubro
de 2005 a janeiro de 2007, em dois pontos: Ponto 1 - localizado em frente a Praia do Segredo
(Latitude 23° 49’ 50” S, Longitude 45° 25’ 20” W), Ponto 2 - na regido norte da Praia de
Baraquecaba (Latitude 23° 49’ 56 S, Longitude 45° 25° 51” W) (Figura 1).

Em Ubatuba, as amostras foram coletadas entre os meses de fevereiro a maio de 2006, em
dois pontos: Ponto 1 - localizado na Latitude 23° 30' 02" S, Longitude 45° 07° 07 W, Ponto 2 - na
Latitude 23° 30” 41 S, Longitude 45° 06° 04” W (Figura 1).
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Na Baixada Santista as coletas de amostras foram realizadas entre os meses de fevereiro a
junho de 2006 em trés pontos de coleta: Ponto 1 - localizado na entrada da cidade de S&o Vicente
(Latitude 23° 59’ 56 S, Longitude 46° 22° 26 W), Ponto 2 - na Boca da Barra, depois da Ilha das
Palmas (Latitude 24° 02’ 25” S, Longitude 46° 19 20” W) e Ponto 3 - préximo a Marina Asturias
(Latitude 23° 59’ 50” S, Longitude 46° 17° 99” W) (Figura 1).

Figura 1- Mapa do Estado de S&o Paulo com os locais de coleta das amostras: Canal de Sdo Sebastido,
Ubatuba e Baixada Santista.
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4.2 Recuperacdo e identificacdo bioguimica

Os isolados foram submetidos a recuperacdo para verificar sua pureza e viabilidade nos meios
de cultura TCBS (OXOID) e CHROMagar Vibrio (PROBAC). A identificagdo bioquimica foi
realizada através do Sistema de Identificacdo Bioquimica APl 20E (Bio-Merieux), de acordo com as
instrucdes do fabricante.
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4.3 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Para determinar o perfil de susceptibilidade aos diferentes antibioticos, empregou-se o teste de
disco-difusdo (BENSON, 1998) seguindo os critérios do “Clinical Laboratory Standards Institute -
CLSI”, para Vibrio cholerae, com o meio de cultura Mueller-Hinton contendo 2% de NaCl e o
protocolo recomendado para Enterobactérias utilizando: &cido nalidixico 30 ug (NAL), ampicilina 10
ug (AMP), cefalotina 30 pg (CFL), cefepima 30 ug (CPM), cefotaxima 30 pg (CTX), cefoxitina 30
ug (CFO), ciprofloxacina 5 pg (CIP), cloranfenicol 30 pg (CLO), estreptomicina 10 pg (EST),
gentamicina 10 pg (GEN), meropenem 10 pg (MER), tetraciclina 30 ug (TET) e trimetoprima 5 pg
(TRI) (CLSI, 2009).

4.4 Caracterizacdo molecular

4.4.1 Extragdo de DNA

A extracdo de DNA gendmico foi realizada utilizando o Kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega) de acordo com as instru¢des do fabricante.

A concentracdo e a pureza do DNA obtido foram determinadas através de eletroforese em gel
de agarose a 1% em tampdo TAE 1X (Tris-acetato 0,04 mM; EDTA 0,001 M, pH 8,0) e em
espectrofotometro (NanoDrop® ND 1000) (SAMBROOK, et al., 1989).

4.4.2 Caracterizacdo dos genes associados a viruléncia

Com o uso da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), utilizando iniciadores especificos
(Quadro 1), foram verificados os principais genes associados a viruléncia: genes que codificam a
toxina colérica (ctxA), fator de colonizacdo (tcpA) Classico e El Tor (patogenicidade de V. cholerae
O1 toxigénico), enterotoxina termoestavel de V. cholerae ndo aglutindvel — NAG (stn/sto),
hemolisina termoestéavel direta (tdh) e a hemolisina termoestavel relativa (trh).

O fragmento amplificado foi visualizado por eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) com o
marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), e os géis corados em solucdo de

brometo de etidio (0,5 pg/mL) e observados no fotodocumentador Gel Doc XR (Bio Rad).
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Quadro 1 — Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacdes de PCR para 0s genes
associados a viruléncia.

Gene Sequéncia (5'-3") ;‘griigmsg) Referéncia

94F: CGGGCAGATTCTAGACCTCCTG
ceA 641R: CGATGATCTTGGAGCATTCCCAC >64 FIELDS et al., 1092

72F: CACGATAAGAAAACCGGTCAAGAG

tcpA 477TR: CGAAAGCACCTTCTTTCACGTTG Cé"l"STSgO 4(&53%0 RIVERA et al., 2001
647R: TTACCAAATGCAACGCCGAATG :
dh L-tdh: GTAAAGGTGTCTGACTTTTTGAC 269 NISHIBUCHI; KAPER,
R-tdh: TGGAATAGAACCTTCATCTTCACC 1990
h L-trh: TTGGCTTCGATATTTTCAGTATCT 500 HONDA: 11DA. 1993

R-trh: CATAACAAACATATGCCCATTTCCG

stn/stol: TCGCATTTAGCCAAACAGTAGAAA
str/sto stn/sto2: GCTGGATTGCAACATATTTCGC 172 RIVERA etal., 2001

4.4.3 Sequenciamento do gene 16S rRNA e genes housekeeping

4.4.3.1 Amplificacdo do gene 16S rRNA

Nas reacOes de PCR, foram utilizados os seguintes reagentes: 5 pL de solugdo tampédo 10X
(Invitrogen), 1,5 uL de MgCl, a 50 mM (Invitrogen), 1,25 uL de solu¢do mix de dNTPs a 10 mM
(Invitrogen), 0,75 uL de cada solugdo dos iniciadores 27F e 1401R (Tabela 3) a 20 uM (Invitrogen),
0,4 puL da enzima Taq polimerase (Invitrogen), 39,35 uL de agua ultra pura e 1,0 uL. de DNA (50
ng/uL), em um volume final de 50 uL. Como controle positivo, foi incluido o DNA de E.coli ATCC
25922 e agua ultra pura como controle negativo.

A reacdo de amplificagdo foi realizada em termociclador (Mastercycler ep Gradient S —
Eppendorf) com as seguintes condigOes de amplificagcdo: desnaturacéo inicial a 94 °C por 2 minutos,
seguindo-se 30 ciclos de amplificagdo (94 °C por 1 minuto/ 55 °C por 1 minuto/ 72 °C por 3
minutos) e uma extenséo final a 72 °C por 10 minutos.

O fragmento de DNA amplificado foi visualizado por eletroforese em gel de agarose 1,0%

(p/v), juntamente com os marcadores de peso molecular Lambda DNA/Hind 111 (Promega) e 1 Kb
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Plus DNA Ladder (Invitrogen). Os géis foram corados em solu¢do de brometo de etidio (0,5 ug/mL)

e observados no fotodocumentador Gel Doc XR (Bio Rad).

4.4.3.2 Purificacdo e sequenciamento do gene 16S rRNA

Os produtos das reacdes de 16S rRNA dos isolados foram purificados com o Kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Apoés a purificagao, 1,0 pL da reagdo de PCR purificada,
juntamente com os marcadores de peso molecular Lambda DNA/Hind 11l (Promega) e 1 Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen) foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose (Invitrogen)
1,0% (p/v), em tampédo TAE 1X a 75 V por 90 minutos. O gel foi corado em solucéo de brometo de
etidio (0,5 ug/mL) ¢ observado no fotodocumentador Gel Doc XR (Bio Rad). Posteriormente, 0
produto de PCR foi enviado ao Centro de Estudos do Genoma Humano — USP para a realizacdo do
sequenciamento parcial do gene utilizando os iniciadores 27F, 530F, 782R, 1401R (Quadro 2) no
sequenciador ABI 3730 DNA Analyser.

4.4.3.3 Amplificacdo dos genes housekeeping: pyrH, recA, rpoA e rpoD (MLSA)

Nas reacOes de PCR dos genes pyrH, recA, rpoA, e rpoD, utilizando os iniciadores pyrH-04-F
e pyrH-02-R; recA-01-F e recA-02-R; rpoA-01-F e rpoA-03-R; rpoD-70-F e rpoD-70-R
respectivamente (Tabela 3), foram utilizados os seguintes reagentes: 5 uL de solugdo tampao 10X
(Invitrogen), 1,5 uL de MgCl, a 50 mM (Invitrogen), 5,0 uL de solugdo mix de dNTPs a 2 mM
(Invitrogen), 1,25 uL de cada solucdo dos iniciadores a 20 uM (Invitrogen), 0,5 uL. da enzima Taq
polimerase (Invitrogen), 34,5 uL de agua ultra pura e 1,0 uL de DNA (50 ng/uL), em um volume
final de 50 pL.

As condigdes de amplificacdo dos genes pyrH, rpoA, e recA, foram: 95 °C por 5 minutos/ 3
ciclos (95 °C por 1 minuto/ 55 °C por 2 minutos e 15 segundos/ 72 °C por 1 minuto e 15 segundos) /
30 ciclos (95 °C por 35 segundos/ 55 °C por 1 minuto e 15 segundos / 72 °C por 1 minuto e 15
segundos) / 72 °C por 7 minutos, realizadas no termociclador Mastercycler ep Gradient S

(Eppendorf). Para o gene recA a temperatura de anelamento foi de 46 °C. As condigdes de
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amplificacdo do gene rpoD foram: 94 °C por 5 minutos/ 30 ciclos (94 °C por 1 minuto/ 59 °C por 45

segundos/ 72 °C por 2 minutos)/ 72 °C por 10 minutos, realizadas no termociclador Mastercycler ep
Gradient S (Eppendorf). Como controle positivo, foi incluido o DNA de E. coli ATCC 25922 e 4gua

ultra pura como controle negativo.

Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de agarose

1,0% (p/v), utilizando o marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), e os géis

corados em solugdo de brometo de etidio (0,5 pg/mL), e, observados no fotodocumentador Gel Doc

XR (Bio Rad).

4.4.3.4 Purificagéo e sequenciamento dos genes pyrH, recA, rpoA e rpoD (MLSA)

Os produtos de PCR foram purificados conforme descrito no item 3.3.3.2, e submetidos ao

sequenciamento dos genes pyrH, recA, rpoA e rpoD, utilizando os mesmos iniciadores usados na

amplificacdo de cada gene. O sequenciamento foi realizado no Centro de Estudos do Genoma
Humano — USP no sequenciador ABI 3730 DNA Analyser.

Quadro 2 — Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagdes de PCR dos genes16S rRNA,
pyrH, recA, rpoA e rpoD.

Gene Iniciador Sequencia (5'-3") Referéncia
16S rRNA 27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG I(;:BE‘ 1122;
530F CAGCAGCCGCGGTAATAC NUBEL ety al. 1996
782R ACCAGGGTATCTAATCCTGT VOSSBRINCF( et al
y 14H0%)Iz - CGGTGTGTACAAGACCC 1993 b
pyr pyrH-04- ATGASNACBAAYCCWAAACC
pyrH-02-R GTRAABGCNGMYARRTCCA mgm:gg 2 Z: ;882
recA recA-01-F TGARAARCARTTYGGTAAAGG THOMPSON et aI.’ 2008
recA-02-R TCRCCNTTRTAGCTRTACC THOMPSON et aI.’ 2008
rpoA rpoA-01-F ATGCAGGGTTCTGTDACAG THOMPSON et aI.’ 2008
rpoA-03-R GHGGCCARTTTTCHARRCGC THOMPSON et aI.’ 2008
rpoD rpoD-70-F | ACGACTGACCCGGTACGCATGTAYATGMGNGARATGGGNACNGT LE ROUX et al EOOS
rpoD-70-R ATAGAAATAACCAGACGTAAGTTNGCYTCNACCATYTCYTTYT "

LE ROUX et al., 2005
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4.4.4 Analises dos resultados

4.4.4.1 Anélises das sequéncias obtidas pelo sequenciamento parcial do gene 16S rRNA e dos genes

housekeeping

As sequéncias nucleotidicas obtidas pelo sequenciamento dos genes 16S rRNA, pyrH, recA,
rpoA e rpoD tiveram seus cromatogramas analisados e editados no programa BioEdit Sequence
Alignment Editor (7.0.9.0) e Bionumerics 5.10. Apds a edicdo, as sequéncias obtidas pelo
sequenciamento do gene 16S rRNA, foram comparadas com as sequéncias disponibilizadas no RDP
(Ribosomal Database Project — rdp.cme.msu.edu). As sequéncias obtidas pelo sequenciamento dos
genes pyrH, recA, rpoA e rpoD foram comparadas com as sequéncias presentes no banco de dados
GenBank (National Center for Biotechnology Information — NCBI). Arvores filogenéticas foram
construidas individualmente para cada gene estudado, com a insercao de sequéncias de cepas ATCC
(American Type Culture Collection), utilizando-se o programa MEGA 5.05 e o método de Neighbor-
joining com bootstrap de 1000 repeti¢bes. A similaridade (Pairwise similarity) entre os isolados e as
sequéncias referéncias foi calculada pelo programa MEGA 5.05. A cepa Methanocaldococcus
vulcanis M7; CP001787 foi utilizada como grupo externo na constru¢do de todas as &rvores

filogenéticas.
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5 RESULTADOS

5.1 Reisolamento e identificacdo bioguimica

Todos os isolados foram reisolados em TCBS e, destes, 69 (52,3%) apresentaram colonia
amarela com o centro laranja, 35 (26,5%) col6nia de cor verde e 28 (21,2%) colbnia de cor amarela.
Quando semeados no CHROMagar Vibrio, 79 (59,8%) apresentaram coldnia de cor branca, 29
(21,9%) de cor malva, 12 (9,1%) de cor azul e 12 (9,1%) ndo cresceram neste meio.

O TCBS é um meio seletivo usado para o isolamento e cultivo de Vibrio spp., com col6nias
caracteristicas de coloragdo amarela, verde ou verde-azulada; porém outros micro-organismos
marinhos também podem crescer neste meio (THOMPSON, 2004).

O CHROMagar Vibrio (PROBAC; Paris, Franca) utiliza tecnologia cromogénica para
permitir o isolamento e deteccdo de vibrios resultando em col6nias que podem ser diferenciadas pela
coloracdo caracteristica de cada espécie: V. vulnificus e V. cholerae (verde azulado a azul turquesa),
V. parahaemolyticus (malva) e V. alginolyticus (branca/incolor), fornecendo, assim, uma maior
quantidade de informacdes sobre os isolados a serem estudados.

Dos 132 isolados submetidos ao Sistema de Identificacdo Bioquimica API 20E, que consiste
em 21 testes bioquimicos, foi possivel identificar 112 como género Vibrio, e de acordo ao teste, 5
espécies foram sugeridas (Quadro 3 e Figura 2).

No processo de identificacdo dos testes biogquimicos, usando Sistema de Identificacdo
Bioquimica API 20E, o resultado pode ser determinado e catalogado em onze Perfis de Identificacéo:
Excelente Identificacdo (EI), Muito Boa Identificacio (MBI), Boa Identificacdo (BI), Boa
Identificacdo do Género (BIG), Identificacdo Aceitavel (I1A), Identificacdo Aceitavel do Género
(IAG), Identificagdo Presuntiva (IP), Fraca Discriminagdo (FD), Perfil Duvidoso (PD), Perfil
Inaceitavel (PI) e Galeria ndo Identificavel (GNI). De acordo com esses critérios, decidiu-se agrupar
em quatro perfis para avaliar a resposta de acordo aos 21 substratos utilizados. Assim, 50,7% dos
isolados apresentaram o perfil “fraca discriminacdo” ou o “perfil duvidoso”, sendo necessarios testes

moleculares para a identificacdo da especie de uma forma mais acurada (Quadro 4).
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Figura 2- Comportamento bioquimico do isolado PF601, identificado como V. fluvialis (Boa Identificacdo)
usando o Sistema de Identificacdo Bioquimica APl 20E

Quadro 3 — Espécies sugeridas de Vibrio spp. utilizando o Sistema de Identificagdo Bioquimica API 20E

Nivel NuUmero de isolados (n)

Género: Vibrio 112 84,8%
Espécie: V fluvialis 49 37.2%
V.alginolyticus 46 34,8%
V.parahaemolyticus 9 6,8%
V.vulnificus 6 4,5%

V.mimicus 2 1,5%

Outras 20 15,2%

Total 132 100%

Quadro 4- Perfil do Sistema de Identificacdo Bioguimica API 20E dos isolados de Vibrio spp. por amostra e

local de coleta

Local Amostra | NUmero de isolados | Perfil 1 | Perfil 2 Perfil 3 Perfil 4
Agua do mar 7 1 3 3
Ubatuba Bivalve 5 17 3 2
Plancton 5 4 1
Agua do mar 28 17 11
Baixada Santista Bivalve 3 37 3
Plancton 6 2 4
Agua do mar 30 4 5 7 14
Canal de S&o Sebastido Bivalve 20 78 10 9
Plancton 28 18 11
Total 132 4 (3,0%) | 6 (4,5%) | 67 (50,7%) |55 (41,6%6)

Legenda: Perfil 1- EI (Excelente Identificacdo) ou MBI (Muito Boa ldentificacdo); Perfil 2- Bl (Boa Identificagdo) ou 1A
(Identificacdo Aceitavel); Perfil 3- FD (Fraca Discriminacdo) ou PD (Perfil Duvidoso); Perfil 4- PI (Perfil Inaceitavel).
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5.2 Sequenciamento do gene 16S rRNA: determinacdo do género Vibrio

Para a confirmagéo do género Vibrio, os 132 isolados foram submetidos ao sequenciamento
parcial do gene 16S rRNA (aproximadamente 1200 nucleotideos), e as sequéncias obtidas foram
comparadas com aquelas disponibilizadas no RDP (Ribossomal Database Project).

As sequéncias obtidas pelo sequenciamento parcial do gene 16S rRNA dos 78 isolados do
Canal de S&o Sebastido, 37 isolados da Baixada Santista e 17 isolados de Ubatuba foram
comparadas com as sequéncias disponibilizadas no RDP (Ribossomal Database Project) e foram

classificados como sendo do género Vibrio (Figuras 3, 4 e 5).

Figura 3- Arvore filogenética baseada na comparagio das sequéncias do gene 16S rRNA de Vibrio spp.
isolados de Ubatuba com as sequéncias disponiveis no RDP.
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PF 263
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PF 604
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I Vibrio diabolicus HE800; NR_036811
Vibrio natriegens ATCC 14048T; X74714
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PF 599
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PF 53
PF 597
PF 611
- Vibrio campbellii ATCC 25920; AF426824
Vibrio fluvialis NCTC 11327T; X76335
PF51
o8 | PF 61
PF 62
86| PF 66
PF 68
Vibrio furnissii ATCC 35016T; X74704

Methanocaldococcus vulcanius M7, complete genome; CP001787

Nota: Valores de bootstrap <70 foram removidos da figura.
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Figura 4- Arvore filogenética baseada na comparagio das sequéncias do gene 16S rRNA de Vibrio spp.
isolados da Baixada Santista com as sequéncias disponiveis no RDP.
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Figura 5- Arvore filogenética baseada na comparagio das sequéncias do gene 16S rRNA de Vibrio spp.
isolados do Canal de S&o Sebastido com as sequéncias disponiveis no RDP.
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5.3 Analise de susceptibilidade aos antimicrobianos

5.3.1 Padronizacao da metodologia para a determinacao da concentragao do inéculo e do meio de
cultura apropriado para vibrios

Antes de iniciar os experimentos, decidiu-se realizar testes preliminares para a determinacéo
do meio apropriado para o antibiograma, da concentracao do inoculo a ser utilizado, e da temperatura
de incubacdo, baseando-se em duas consideracdes:

1- Durante a coleta de amostras, entre 2005 e 2007, foram observados diversos valores de salinidade
nas regides costeiras estudadas: no Canal de S&o Sebastido variou de 34 a 35%., na Baixada Santista,
de 155 a 31,8% e, em Ubatuba, de 26,4 a 31,7% (BURBANO-ROSERO et al., 2011), e a
temperatura das amostras de agua do mar “in situ” variando de 15,2 °C até 31,9 ° C.

2- Trabalhos realizados por Ottaviani e colaboradores (2001) mostraram que o teste de disco-difuséo,
utilizando-se agar Mueller-Hinton com concentrac@es variando de 1 a 4% de NaCl, proporcionou
melhores resultados, sem mostrar diferencas na susceptibilidade aos antibioticos.

O teste piloto foi realizado utilizando o meio Mueller-Hinton contendo concentracGes de
cloreto de sodio (NaCl) de 2, 3 e 4%, a duas temperaturas: 28 °C e 35 °C, e um indculo da cultura
bacteriana superior ao recomendado (absorbancia de 0,08 a 0,13), devido ao ndo crescimento dessas
culturas durante os ensaios iniciais seguindo o protocolo padréo do CLSI.

Para a definicdo dos parametros testados, foram avaliados 64 isolados, que permitiram a
escolha do meio de cultura Mueller-Hinton contendo 2% de NaCl, a temperatura para o crescimento
de 28 °C, e a suspensdo bacteriana com a absorbancia de 1,0 [medida em aparelho espectrofotdmetro
NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific)].

5.3.2 Teste de disco-difusao

Apbs a padronizacdo do teste de susceptibilidade aos antibioticos em vibrios, definiu-se o uso
de agar Mueller-Hinton com 2% de NaCl, partindo-se de uma suspensdo bacteriana com uma
absorbancia de 1,0. Os resultados da resisténcia aos treze antibioticos empregados estdo apresentados
de acordo a origem dos isolados e tipo de amostra (Quadro 5).

Na Baixada Santista, os 37 Vibrio spp. foram 100% sensiveis a cefotaxima, ao meropenem, a
tetraciclina e ao cloranfenicol, 97,3% ao acido nalidixico, a ciprofloxaxina, a cefepima e a

trimetoprima. Dois (5,4%) isolados (PF397 e PF697) foram sensiveis a todos 0s antibidticos testados.
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Foi observada a resisténcia a nove dos 13 antibidticos testados (Quadro 6): ampicilina (64,9%),
cefalotina (35,1%), estreptomicina (21,6%), cefoxitina (16,2%), gentamicina (10,8%), ao acido
nalidixico, cefepima, ciprofloxaxina e trimetoprima (2,7%). Dezoito (48,6%) isolados foram
resistentes a dois ou mais antibioticos (Quadro 9).

Os dezessete isolados de Ubatuba foram 100% sensiveis a cefepima, ao meropenem, ao acido
nalidixico, a ciprofloxaxina, a estreptomicina, a gentamicina, a tetraciclina, ao cloranfenicol, e a
trimetoprima. Foi observada a resisténcia a 4 antibioticos (Quadro 7): ampicilina (82,3%), cefalotina
(76,4%), cefoxitina (17,6%) e cefotaxima (5,8%), e onze (64,7%) isolados apresentaram
multirresisténcia (Quadro 9).

Dos isolados do Canal de Séo Sebastido, foram submetidos ao teste 78 isolados, sendo 100%
sensiveis ao acido nalidixico, a ciprofloxaxina e ao meropenem, 98,7% a tetraciclina, 96,2% ao
cloranfenicol e a cefotaxima, 94,9% a estreptomicina, & gentamicina e a trimetoprima. Nove (11,4%)
isolados (PF100-1, PF138, PF140-2, PF448, PF555, PSS18, PSS181, PSS434 e PSS492) foram
sensiveis a todos os antibioticos testados. Observou-se a resisténcia a 10 antibioticos dos 13 testados
(Quadro 8): ampicilina (58,2%), cefalotina (55,7%), cefoxitina (6,3%), cefepima, estreptomicina,
gentamicina e trimetoprima (5%), cefotaxima e cloranfenicol (3,8%), tetraciclina (1,3%). Os isolados
foram agrupados em perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos (Quadro 9), sendo possivel

verificar que 34 (43,6%.) foram resistentes a dois ou mais antibioticos.

Quadro 5- Resisténcia aos antibidticos de Vibrio spp. por amostra e local de coleta

Antibioticos
NGmero | apmp | cro | cTx | cPM | MER | cFL [ NAL | cip | EST | GEN | TET | cLO | TRI
Local Amostra de
isolados | R R R R R R R R R R R R
Agua do mar 7 7 5
Ubatuba Bivalve 5 5 2 1 4
Plancton 5 2 1 4
Agua do mar 28 17 5 1 9 1 1 7 3
Baixada -
Santista Bivalve 3 3 1
Plancton 6 4 1 3 1 1
Canal de Agua do mar 30 15 2 2 14 3 3
S0 Bivalve 20 14 1 1 12 1 1 1
Sebastiao [ o) cton 28 15 | 3 2 1 17 3
Total 132 82 14 4 5 0 69 1 1 12 8 1 3

Legenda: AMP: ampicilina, CFO: cefoxitina, CTX: cefotaxima, CPM: cefepima, MER: meropenem, CFL: cefalotina,
NAL: acido nalidixico, CIP: ciprofloxaxina, EST: estreptomicina, GEN: gentamicina, TET: tetraciclina, CLO:
cloranfenicol e TRI: trimetoprima. R: resistentes.
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Quadro 6: Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos para os isolados de vibrios da Baixada Santista

Isolados |Ampicilina|Cefoxitina| Cefotaxima | Cefepima | Meropenem |Cefalotina N:Iicl:::r?co Ciprofloxaxina|Estreptomicina| Gentamicina| Tetraciclina| Cloranfenicol | Trimetroprima
PF 167 S S I I 5 5 5 S S | 5 5 5
PF 354 R I | 5 5 I 5 | 5 5 5 5 5
PF 356 (1) R ] | 5 5 I R R | 5 5 5 I
PF 356 (2) R ) | 5 5 I 5 | | 5 5 5 I
PF 383 ] ] ! R 5 5 5 | I | 5 5 5
PF 397 s s s s s s s s s s s s s
PF 462 ] ] S I 5 R 5 S S 5 5 5 5
PF 469 5 5 5 5 S 5 s s R s S 5 R
PF 472 R 1 I 1 s R s I R 1 s s 1
PF 482 R R 1 5 S 1 s 1 1 s S 5 s
PF 483 1 R s s s s s I I s s s s
PF 484 R 1 5 5 S 1 s s 5 s S 5 1
PF 486 R R I s s R s I s s s s s
PF 488 R 5 5 5 S 5 s s 5 s S 5 1
PF 495 R I S 5 5 R 5 5 | I I 5 I
PF 534 (1) R I | 5 5 I 5 | 5 5 5 5 5
PF534(2) R I | 5 5 5 5 | | 5 5 5 5
PF534(3) R I | 5 5 R 5 | | 5 I 5 5
PF 620 R I S 5 5 I 5 5 | 5 I 5 I
PF623 (1) R 1 S S s R S I s S s s I
PF 623 (2) R S s S 5 R s ! s S 5 5 !
PF 635 s s s s s s s s R s s s s
PF 639 5 5 s s S s s s R s S 5 s
PF 643 R s s s s s s s R 1 s s 1
PF 657 R 5 5 5 S R s 1 R s S 5 1
PF 662 R R s 1 s 1 s s I s s s s
PF 663 R 5 s 5 5 R s 5 1 5 5 5 I
PF 664 (1) R s 1 1 s 1 s s 1 s s s s
PF664(2) R 1 1 5 I R 5 5 1 I 5 5 5
PF 669 R I | I 5 R 5 | | R 5 5 I
PF 687 I R | 5 5 I 5 5 S 5 5 5 I
PF 688 R S S 5 I I 5 | R R 5 5 I
PF 689 (1) 5 1 5 s 5 R 5 5 R 5 5 5 5
PF 689 (2) s s s s s s s s s R s s s
PF 689 (3) 5 5 5 5 5 5 5 5 s R s 5 5
PF 697 s s s s s s s s s s s s s
PF 699 R R 5 5 5 R 5 5 5 5 5 5 5

Legenda: S — susceptivel; | — intermediério; R — resistente

Quadro 7: Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos para os isolados de vibrios de Ubatuba

Acido
1SOLADOS | Ampicilina | Cefoxitina | Cefotaxima | Cefepima | Meropenem | Cefalotina Nalidix Ciprofl i Estreptomicil Gentamici Tetraciclina | Cloranfenicol | Trimetroprima
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Quadro 9- Perfis de susceptibilidade de Vibrio spp. por amostra e local de coleta
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Legenda: AMP: ampicilina; CFL: cefalotina; CFO: cefoxitina; CPM: cefepima. EST: estreptomicina; GEN: gentamicina;

NAL.: acido nalixidilico; TRI: trimetoprima. A: agua do mar; P: plancton; B: bivalves.

5.4 Deteccao dos genes associados a viruléncia: ctxA, tcpA, tdh, trh e stn/sto

Todos os isolados de Vibrio spp. foram submetidos a PCR utilizando iniciadores especificos

para cada gene responsavel pela viruléncia, ndo se evidenciando a presenca de ctxA, tcpA, tdh, trh.

Entretanto, 4 isolados de 4&gua do mar da Baixada Santista foram positivos para stn/sto (Figura 6).
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Figura 6- Amplificacdo do gene de stn/sto com 172 pb
M 1 2 3 4 (+)(-)
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=
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Legenda: M - marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), 1- PF482, 2- PF620, 3-
PF623-1, 4- PF623-2, (+) controle positivo e (-) controle negativo da reacéo.

5.5 Analise dos sequenciamentos dos genes pyrH, recA, rpoA e rpoD

5.5.1 Canal de Sao Sebastido

Os 78 isolados do Canal de Sdo Sebastido foram submetidos ao sequenciamento dos genes
pyrH, recA, rpoA e rpoD.

A arvore filogenética gerada para os dados do gene pyrH (aproximadamente 500
nucleotideos), apresentou 28 isolados agrupando-se com V. fluvialis, 22 com V. alginolyticus, 9 com
V. campbellii, 5 com V. diabolicus, 4 com V. rotiferianus e 4 com V. harveyi (Figura 7). Observou-se,
também, pela matriz de similaridade do programa Mega 5.05, que os menores valores de similaridade
foram encontrados nos isolados PF79 (que apresentou semelhanca de 85,8% com o V. tubiashii),
PSS372 (91,3% similar com V. maritimus), PSS422 (92,4% similar com V. atypicus), PSS380
(94,9% similar com V. rotiferianus) e no isolado PF107 (96,2% similar com V. fluvialis). O isolado
PSS250 teve semelhanca de 97,5% com o V. coralliilyticus, PF147 foi 99% similar com V.

parahaemolyticus e PF578 foi 99,5% similar com V. neocaledonicus.
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Figura 7- Arvore filogenética baseada na comparagéo das sequéncias do gene pyrH de Vibrio spp. isolados do
Canal de S&o Sebastido com as sequéncias disponiveis no NCBI.
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Através da andlise das sequéncias do gene recA (aproximadamente 700 nucleotideos), foi
possivel observar que 31 isolados agruparam-se com V. fluvialis, 23 com V. alginolyticus, 8 com V.
harveyi e 7 com V. campbellii (Figura 8). Pela matriz de similaridade do programa Mega 5.05, o
isolado PSS250 teve semelhanca de 81,8% com o V. fortis, a semelhanca do PF79 com V.
alginolyticus foi de 87,3% e de 85,5% com o V. tubiashii e com V. fortis.

As sequéncias do gene rpoA (aproximadamente 800 nucleotideos) dos isolados foram
comparadas com as sequéncias disponibilizadas no GenBank do NCBI. Pela construgdo da arvore
filogenética, 30 isolados agruparam-se com V. fluvialis, 24 com V. alginolyticus, 7 com V.
campbellii, 5 com V. rotiferianus, 4 com V. harveyi e 2 com V. diabolicus (Figura 9). Com relacdo a
este gene, observou-se, através da matriz de similaridade do programa Mega 5.05, que os isolados
PF79 e PSS422 apresentaram semelhancas de 97,7% e 94,2% com o V. tubiashii, respectivamente e
que PSS372 foi 94,6% similar com V. maritimus.

Utilizando o gene rpoD (aproximadamente 800 nucleotideos), os isolados foram sequenciados
e comparados com as sequéncias disponibilizadas no GenBank do NCBI. Pela construcdo da arvore
filogenética, 31 isolados agruparam-se com V. fluvialis, 23 com V. alginolyticus, 9 com V.
campbellii, 4 com V. rotiferianus e 4 com V. harveyi (Figura 10). Por meio da andlise deste gene,
observou-se pela matriz de similaridade do programa Mega 5.05, que os menores valores de
similaridade foram encontrados no isolado PF79, que apresentou semelhanca de 76% com V.
coralliilyticus e de 74% com V. orientalis e do PSS422 que foi 81,0% similar com V. coralliilyticus e
80,0% com o V. orientalis, em PF149 e PF159 a similaridade ao V. alginolyticus foi de 89,6% e 89%
respectivamente, e PF107 foi 93,4% similar com V. fluvialis.
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Figura 8- Arvore filogenética baseada na comparacéo das sequéncias do gene recA de Vibrio spp. isolados do
Canal de S&o Sebastido com as sequéncias disponiveis no NCBI.
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Figura 9- Arvore filogenética baseada na comparagio das sequéncias do gene rpoA de Vibrio spp. isolados do
Canal de S&o Sebastido com as sequéncias disponiveis no NCBI.
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Figura 10- Arvore filogenética baseada na comparacio das sequéncias do gene
do Canal de S&o Sebastido com as sequéncias disponiveis no NCBI.

78[ PF84
PF134
PF329
100 IpF335
PF104
PF336
[ PFa49
PF544
PF455
PF578
4l pFas3
PF320
[P F323
PF322
PF324
PF326-2

PF326-1
PF576
PF577
- PF555

PSS405
j‘:?ssus
PSS134

Lvibrio alginolyticus LMG 11213; JQ015345.1
PF149

Vibrio parahaemolyticus ATCC 43996; JQ015347.1
801 PF448

PSS339

PSS399

PF414

ibrio harveyi ATCC 43516; JQ015330.1

Vibrio campbellii CAIM 780; FM202516.1

PSS434

PSS299

PSS436

b —PSS298
Lpssaie
PSS380

%

Vibrio rotiferianus CAIM 577T; FM202525.1
PSS372
L—Vibrio maritimus JCM 19240, whole genome shotgun sequence; BBMT01000002.1

fortis Dalian14 , whole genome shotgun sequence; JFFR01000028 .1
PF79
PSS422

Vibrio orientalis CECT 629; HF542105.1

Vibrio tubiashii ATCC 19109; CP009354.1

PSS250

100 Lyiprio coralliilyticus ATCC BAA-450, whole genome shotgun sequence; ACZNO1000013.1

Vibrio furnissii CIP 102972, whole genome shotgun sequence; ACZP01000010.1
PF107

00 PF127-1

PSS492

[Vibrio fluvialis 539 Vfluvialis_scaffold4s, whole genome shotgun sequence; JQHX01000045.1
PSS183
"lpssao
PSS18
PSS16
PF144
uprus-l
o' PF146-2
PF143-2
7 ‘|{7PF14371
PF145
PF100-1
f PSS505
PSS506
PF100-2
LLPFIZTZ
PSS488
PF101
9 J PF111-1
lorinrz
PF138
{ PSS485
— PF156

EPF114
PSS186

PF140
Epssus
77l pssaga

vulcanius M7, complete genome; CPO01787.1

Nota: Valores de bootstrap <70 foram removidos da figura.

52

rpoD de Vibrio spp. isolados
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Os resultados obtidos pelos sequenciamentos dos genes pyrH, recA, rpoA e rpoD foram
comparados e algumas divergéncias foram notadas (Quadro 10): 1- o isolado PF79 agrupou-se com
V. tubiashii pelos genes pyrH e rpoA, com V. fortis pelo gene recA e teve semelhanca de 76% com V.
coralliilyticus e de 74% com V. orientalis pelo gene rpoD; 2- PF324 agrupou-se com V. alginolyticus
pelos genes recA, rpoA e rpoD e com V. diabolicus pelo gene pyrH; 3- Vibrio neocaledonicus so esta
na base de dados do gene pyrH, e por isso PF578 agrupou-se com esta espécie, ja pelos genes recA,
rpoA e rpoD agrupou-se com V. alginolyticus; 4- os isolados PF149 e PF159 agruparam-se com V.
diabolicus pelos genes pyrH, recA e rpoA e com V. alginolyticus pelo rpoD, PF422 agrupou-se com
V. atypicus pelos genes pyrH, recA e rpoA e com V. orientalis pelo rpoD, uma vez que V. diabolicus
e V. atypicus ndo estdo na base de dados do gene rpoD; 5- PSS118 agrupou-se com V. alginolyticus
pelos genes recA, rpoA e rpoD, e com V.fluvialis pelo pyrH; 6- PSS505 agrupou-se com V. fluvialis
pelos genes recA, rpoA e rpoD, e com V. alginolyticus pelo pyrH; 7- PSS250 agrupou-se com V.
coralliilyticus pelos genes pyrH, rpoA e rpoD e com V. fortis pelo recA; 8- PSS299 agrupou-se com

V. campbellii pelos genes pyrH e rpoD e com V. rotiferianus pelos genes recA e rpoA.



Quadro 10: Sequenciamento dos genes pyrH, recA, rpoA e rpoD dos isolados do Canal de Sdo Sebastido

ISOLADOS pyrH recA poA poD

PF 79 Vibrio tubiashii Vibrio Vibrio tubiashii Vibrio

PF 84 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 100 (1) Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PF 100 (2) Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PF 101 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PF 104 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 107 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PF 111 (1) Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PF 111 (2) Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PF 114 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PF 127 (1) Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PF 127 (2) Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PF 134 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 138 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PF 140 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluviafis Vibrio fluvialis
PF 143 (1) Vibrio diabolicus Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PF 143 (2) Vibrio diabolicus Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PF 144 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PF 145 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PF 146 (1) Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluviafis Vibrio fluvialis
PF 146 (2) Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluviafis Vibrio fluvialis
PF 147 Vibrio parahaemolyticus | Vibrio parahaemolyticus | Vibrio parahaemolyticus | Vibrio parahaemolyticus
PF 149 Vibrio diabolicus Vibrio diabolicus Vibrio diabolicus Vibrio alginolyticus
PF 154 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 156 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PF 159 Vibrio diabolicus Vibrio diabolicus Vibrio diabolicus Vibrio alginolyticus
PF 320 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 322 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 323 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 324 Vibrio diabolicus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 326 (1) Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 326 (2) Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 329 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 335 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 336 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 412 Vibrio campbellii Vibrio campbellii Vibrio campbedlii Vibrio campbedlii
PF 414 Vibrio harveyi Vibrio harveyi Vibrio harveyi Vibrio harveyi
PF 445 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 448 Vibrio harveyi Vibrio harveyi Vibrio harveyi Vibrio harveyi
PF 449 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 453 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 544 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 555 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 576 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF577 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 578 Vibrio neocaledonicus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
PF 582 Vibrio rotiferianus Vibrio rotiferianus Vibrio rotiferianus Vibrio rotiferianus
PS5 16 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
P55 18 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PS5 118 Vibrio fluvialis V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus
PS5 126 Vibrio campbellii Vibrio campbellii Vibrio campbellii Vibrio campbellii
PS5 134 V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus
PS5 163 Vibrio campbellii Vibrio campbellii Vibrio campbedlii Vibrio campbedlii
PSS 181 Vibrio campbellii Vibrio campbellii Vibrio campbedlii Vibrio campbedlii
PSS 183 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PSS 186 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PSS 250 Vibrio coralliilyticus Vibrio fortis Vibrio corallilyticus Vibrio coraffiilyticus
PSS 297 Vibrio campbellii Vibrio campbellii Vibrio campbedlii Vibrio campbedlii
PSS 208 Vibrio rotiferianus Vibrio rotiferianus Vibrio rotiferianus Vibrio rotiferionus
PSS 299 Vibrio campbellii Vibrio rotiferianus Vibrio rotiferianus Vibrio campbedlii
PSS 319 Vibrio fluvialis Vibrio fluviafis Vibrio fluviafis Vibrio fluvialis
PSS 339 Vibrio harveyi Vibrio harveyi Vibrio harveyi Vibrio harveyi
PSS 372 Vibrio maritimus Vibrio maritimus Vibrio maritimus Vibrio maritimus
PS5 374 Vibrio campbellii Vibrio campbellii Vibrio campbedlii Vibrio campbedlii
PSS 380 Vibrio rotiferianus Vibrio rotiferianus Vibrio rotiferianus Vibrio rotiferionus
PSS 399 Vibrio harveyi Vibrio harveyi Vibrio harveyi Vibrio harveyi
PSS 405 v.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus V. alginolyticus
PSS 419 Vibrio rotiferianus Vibrio rotiferianus Vibrio rotiferianus Vibrio rotiferianus
PS5 422 Vibrio atypicus Vibrio atypicus Vibrio atypicus Vibrio orientalis
PS5434 Vibrio campbellii Vibrio campbellii Vibrio campbellii Vibrio campbellii
PS5 436 Vibrio campbellii Vibrio campbellii Vibrio campbellii Vibrio campbellii
PS5 445 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PS5 484 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PS5 485 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PS5 488 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PS5 492 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PSS 505 v.alginolyticus Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
PSS 506 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis
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5.5.2 Baixada Santista

Todos os 37 isolados da Baixada Santista foram submetidos ao sequenciamento dos genes
pyrH, recA, rpoA e rpoD.

Pela construcdo da arvore filogenética construida a partir do gene pyrH (aproximadamente
500 nucleotideos), nota-se que 11 isolados agruparam-se com V. alginolyticus, 8 isolados com V.
parahaemolyticus, 4 isolados com V. rotiferianus, 3 isolados com V. harveyi, 3 isolados com V.
campbellii e que os isolados PF689-2 e PF989-3 ficaram mais relacionados com V. maritimus (Figura
11). Observou-se, também, a partir da matriz de similaridade do programa Mega 5.05, que o isolado
PF167 apresentou semelhanca de 97,5% com o V. navarrensis, PF639 foi 98,9% com V. natriegens,
PF697 foi 89,5% similar com V. fluvialis e PF687 e PF688 tiveram 98,6% de similaridade entre si, e

de 98,9% com V. owensii e V. communis, respectivamente.
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Figura 11- Arvore filogenética baseada na comparacéo das sequéncias do gene pyrH de Vibrio spp. isolados
da Baixada Santista com as sequéncias disponiveis no NCBI.
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Nota: Valores de bootstrap <70 foram removidos da figura.



57

A arvore filogenética baseada no gene recA (aproximadamente 700 nucleotideos) foi
construida com 37 isolados de Vibrio spp. e as sequéncias obtidas foram comparadas com as
disponibilizadas no GenBank do NCBI. Notou-se que, pela construgdo da arvore filogenética, 11
isolados agruparam-se com V. alginolyticus, 8 com V. parahaemolyticus, 5 apresentaram maior
similaridade com V. campbellii e 4 com V. harveyi, 2 com V. maritimus, F689-1 com V. fortis, PF167
com V. navarrensis, PF639 com V. natriegens, PF687 com V. rotiferianus, PF688 com V. communis
e PF697 com V. proteolyticus (Figura 12). Pela matriz de similaridade do programa Mega 5.05, os
isolados PF689-2 e PF689-3 foram 100% similares, assim como PF664-1 e PF664-2, e, PF534-1,
PF534-2 e PF534-3. O isolado PF167 teve semelhanca de 97,5% com o V. navarrensis, PF688 foi
98,4% similar com V. communis, PF383 foi 97,8% similar com V. campbellii. O isolado PF643
apresentou 96,3% de semelhanca com V. campbellii e com V. communis. O menor valor de
similaridade foi observado no isolado PF697 que foi 89,3% semelhante com V. proteolyticus.

Pela construcdo da arvore filogenética baseada no gene rpoA (aproximadamente 800
nucleotideos), dos 37 isolados, 11 isolados agruparam-se com V. alginolyticus, 8 com V.
parahaemolyticus, 4 com V. rotiferianus, 3 com V. campbellii, 3 com V. harveyi (Figura 13).
Observou-se, através da matriz de similaridade do programa Mega 5.05, que os isolados PF689-2 e
PF689-3 tiveram 100% de similaridade entre si, e de 98,2% com V. maritimus; PF PF689-1 teve
99,7% de similaridade com V.fortis, assim como o PF639 com o V.natriegens; em PF167 a
similaridade foi de 97,1% com V. navarrensis; PF697 foi 97,3% similar com V. fluvialis. O isolado
PF688 foi 99,9% similar ao PF687 e 99,6% ao V. communis.

A érvore filogenética baseada no gene rpoD (aproximadamente 700 nucleotideos) foi
construida com os 37 isolados de Vibrio spp., e 11 isolados agruparam-se com V. alginolyticus, 8
com V. parahaemolyticus, 4 com V. rotiferianus, 2 com V.harveyi, 2 com V. communis e o PF639
com V. natriegens (Figura 14). A partir da matriz de similaridade do programa Mega 5.05, 0s
isolados PF689-2 e PF689-3 foram 100% similares entre si e 95,8% com V. maritimus, e o isolado
PF689-1 se agrupou com V. fortis com 97,4% de similaridade. Trés isolados (PF469, PF657 e
PF662) se agruparam, porém nao tiveram a espécie definida: PF469 e PF657 apresentaram 95,8% de
similaridade com V. campbellii e 95,1% com V. harveyi, enquanto em PF662 a similaridade foi de
96,7% e 96,6%, respectivamente. O isolado PF167 agrupou-se com V. navarrensis com 91% de

similaridade e PF697 com 83% com V. fluvialis.
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Figura 12- Arvore filogenética baseada na comparacio das sequéncias do gene recA de Vibrio spp. isolados
da Baixada Santista com as sequéncias disponiveis no NCBI.
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Figura 13- Arvore filogenética baseada na comparagio das sequéncias do gene rpoA de Vibrio spp. isolados
da Baixada Santista com as sequéncias disponiveis no NCBI.
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Figura 14- Arvore filogenética baseada na comparacio das sequéncias do gene rpoD de Vibrio spp. isolados
da Baixada Santista com as sequéncias disponiveis no NCBI.
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Os resultados obtidos pelos sequenciamentos dos genes pyrH, recA, rpoA e rpoD foram
comparados e algumas divergéncias foram notadas (Quadro 11): 1- pelos genes pyrH, rpoA e rpoD,
PF687 agrupou-se com V. communis e pelo gene recA agrupou-se com V. rotiferianus; 2- PF472
agrupou-se com V. harveyi pelos genes recA e rpoD, e com V. campbellii pelos genes pyrH e rpoA;
3- PF383, PF643, PF664-1 e PF664-2 agruparam-se com V. rotiferianus pelos genes pyrH, rpoA e
rpoD e ndo tiveram a espécie definida pelo gene recA; 4- PF462 agrupou-se com V. campbellii pelos
genes pyrH, recA e rpoA, e com V. harveyi pelo gene rpoD; 5-PF697 agrupou-se com V. fluvialis
pelos genes pyrH, rpoA e rpoD, e com V. proteolitycus pelo gene recA; 6- pelo gene rpoD néo foi
possivel definir a espécie de trés isolados: PF469, PF662 e PF697 apresentando 95,8% de
similaridade com V. campbellii e 95,1% com V. harveyi, enquanto em PF662 a similaridade foi de
96,7% e 96,6% respectivamente, 0 que demonstra que este gene ndo diferencia perfeitamente V.
campbellii e V. harveyi.
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Quadro 11: PCR do gene responsavel pela viruléncia stn/sto e resultado do sequenciamento dos genes pyrH,
recA, rpoA e rpoD dos isolados da Baixada Santista

ISOLADOS | stn/sto pyrH recA rpoA rpoD
PF 167 N V.navarrensis V.navarrensis V.navarrensis V.navarrensis
PF 354 M V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus
PF 356 (1) M V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus
PF 356 (2) M V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus
PF 383 M V.rotiferianus V.campbellii V.rotiferianus V.rotiferianus
PF 397 M V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus
PF 462 M V.campbellii V.campbellii V.campbellii V. harveyi
PF 469 M V. harveyi V.harveyi V.harveyi V. campbellii ou V. harveyi
PF 472 M V.campbellii V.harveyi V.campbellii V. harveyi
PF 482 p V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus
PF 433 M V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus
PF 4384 M V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus
PF 486 M V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus
PF 438 M V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus
PF 495 M V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus
PF534(1) M V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus
PF 534 (2) M V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus
PF534(3) N V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus
PF 620 P V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus
PF 623 (1) P V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus
PF 623 (2) P V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus
PF 635 M V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus
PF 639 N V.natriegens V.natriegens V.natriegens V.natriegens
PF 643 M V.rotiferianus V. campbellii ou V. communis V.rotiferianus V.rotiferianus
PF 657 M V. harveyi V.harveyi V.harveyi V. campbellii ou V. harveyi
PF 662 M V. harveyi V.harveyi V.harveyi V. campbellii ou V. harveyi
PF 663 M V.campbellii V.campbellii V.campbellii V.campbellii
PF 664 (1) M V.rotiferianus V.campbellii V.rotiferianus V.rotiferianus
PF 664 (2) M V.rotiferianus V.campbellii V.rotiferianus V.rotiferianus
PF 669 M V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus
PF 687 N V.owensii V.rotiferianus V.communis V.communis
PF 688 N V.communis V.communis V.communis V.communis
PF 689 (1) M V.fortis V.fortis V.fortis V.fortis
PF 689 (2) M V.maritimus V.maritimus V.maritimus V.maritimus
PF 689 (3) M V.maritimus V.maritimus V.maritimus V.maritimus
PF 697 M V. fluvialis V. proteolyticus V. fluvialis V. fluvialis
PF 699 M V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus V.alginolyticus

Legenda: N — negativo; P — positivo

5.5.3 Ubatuba

Os 17 isolados de vibrios de Ubatuba foram submetidos ao sequenciamento dos genes pyrH,

recA, rpoA e rpoD.

Pela construcdo da arvore filogenética baseada no gene pyrH (aproximadamente 500

nucleotideos), dos 17 isolados, 7 isolados estavam mais relacionados com V. alginolyticus e 5 com V.
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fluvialis (Figura 15). A partir da matriz de similaridade do programa Mega 5.05, 5 isolados (PF51,
PF61, PF62, PF66 e PF68) apresentaram 100% de similaridade, e foram identificados como V.
fluvialis com 99,9%, 3 isolados (PF53, PF611 e PF597) foram 99,5% similares com V. campbellii.
Sete isolados foram classificados como V. alginolyticus, seis deles com 99,7% de similaridade e o
isolado PF294 com 97,7%. Os isolados PF599 e PF601 foram 97,4% similares entre si, 95,5% com o

V. campbellii e 92,8% com o V. harveyi.

Figura 15- Arvore filogenética baseada na comparacéo das sequéncias do gene pyrH de Vibrio spp. isolados
de Ubatuba com as sequéncias disponiveis no NCBI.
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Nota: Valores de bootstrap <70 foram removidos da figura.

As sequéncias obtidas pelo sequenciamento do gene recA (aproximadamente 700
nucleotideos) foram comparadas com as sequéncias disponibilizadas no GenBank do NCBI, e pela
construcdo da arvore filogenética, pode-se observar que 7 isolados estavam mais relacionados com V.
alginolyticus e 5 isolados agruparam-se com V. fluvialis (Figura 16). A partir da matriz de
similaridade do programa Mega 5.05, os 5 isolados (PF51, PF61, PF62, PF66 e PF68) identificados
como V. fluvialis com 98,9% de similaridade pelo gene recA. Os isolados PF599 e PF601 foram
98,7% similares com V. harveyi e 98,1% com V. campbellii. PF53 teve o valor de similaridade de
98,1% com V. campbellii e os isolados PF597 e PF611 (100% similares) 97,6% com V. campbellii.
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Figura 16- Arvore filogenética baseada na comparacio das sequéncias do gene recA de Vibrio spp. isolados
de Ubatuba com as sequéncias disponiveis no NCBI.
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Nota: Valores de bootstrap <70 foram removidos da figura.

As sequéncias obtidas pelo sequenciamento do gene rpoA (aproximadamente 800
nucleotideos) foram comparadas com as sequéncias disponibilizadas no GenBank do NCBI, e, pela
construcdo da arvore filogenética, 7 isolados alinharam-se com V. alginolyticus, 5 com V. fluvialis, 3
com V. campbellii e 2 isolados com V. harveyi. A partir da matriz de similaridade do programa Mega
5.05 (Figura 17), 5 isolados (PF51, PF61, PF62, PF66 e PF68) foram identificados como V. fluvialis
com 100% de similaridade. O isolado PF53 foi 99,9% similar com V. campbellii, enquanto nos
isolados PF597 e PF611 (100% similares entre si) a similaridade foi de 99,7%. Ja, os isolados PF599
e PF601 apresentaram similaridade de 99,7% com V. harveyi, 98,5% com V. campbellii e de 99,3%

entre si.
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Figura 17- Arvore filogenética baseada na comparagio das sequéncias do gene rpoA de Vibrio spp. isolados
de Ubatuba com as sequéncias disponiveis no NCBI.
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Nota: Valores de bootstrap <70 foram removidos da figura.

Pela arvore filogenética do gene rpoD (aproximadamente 700 nucleotideos), observou-se que
6 isolados estavam mais relacionados com V. alginolyticus, 3 com V. campbellii, PF599 e PF601
agruparam-se com V. harveyi (Figura 18). A partir da matriz de similaridade do programa Mega 5.05,
0 isolado PF53 teve 99,4% de similaridade com V. campbellii e os isolados PF597 e PF611 tiveram
99,8% de similaridade entre si e de 99,5% e 99,7% com V. campbellii, respectivamente. PF599 e
PF601 foram 98,8% similares entre si, 95,9% com V. harveyi e 95,8% com V. campbellii. O isolado
PF294 foi 75,9% com Pseudomonas putida. Os isolados PF51, PF61, PF62, PF66 e PF68 foram
99,8% similares entre si e foram identificados como V. fluvialis 539 com 98,5% de similaridade,

devido a base de dados deste gene conter poucas espécies disponiveis para a analise.
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Figura 18- Arvore filogenética baseada na comparacio das sequéncias do gene rpoD de Vibrio spp. isolados
de Ubatuba com as sequéncias disponiveis no NCBI.
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Nota: Valores de bootstrap <70 foram removidos da figura.

Os resultados obtidos pelos sequenciamentos dos genes pyrH, recA, rpoA e rpoD foram
comparados e algumas divergéncias foram notadas (Quadro 12): o gene rpoD possui poucas espécies
disponiveis para analises em sua base de dados, desta forma foi necessario obter a sequéncia
completa de Vibrio fluvialis (Vibrio fluvialis 539 Vfluvialis_scaffold45 whole genome shotgun
sequence) para que os isolados PF51, PF61, PF62, PF66 e PF68 fossem identificados; 2- PF294
agrupou-se com Pseudomonas putida pelo gene rpoD, sendo similar com V. alginolyticus pelos genes
pyrH, recA, e rpoA; 3- pelo gene recA os isolados PF599 e PF601 foram 98,7% similares com V.
harveyi e 98,1% com V. campbellii, e pelo gene rpoD foram 95,9% similares com V. harveyi e

95,8% com V. campbellii, 0 que demonstra que estes genes ndo diferenciam perfeitamente V.
campbellii e V. harveyi.



Quadro 12: Sequenciamento dos genes pyrH, recA, rpoA e rpoD dos isolados de Ubatuba

Isolados pyrH recA po A rpoD

PF51 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis

PF53 Vibrio campbellii Vibrio campbellii Vibrio campbellii Vibrio campbellii

PF61 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibria fluvialis Vibrio fluvialis

PF62 Vibrio fluvialis Vibrio fluwialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis

PFG6 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis

PF68 Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis

PF263 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyficus

PF267 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus

PF294 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Pseudomonas putida
PF297 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus

PF597 Vibrio campbellii Vibrio campbellii Vibrio campbellii Vibrio campbellii

PF599 Vibrio campbellii Vibrio harveyi / Vibrio campbellii Vibrio harveyi Vibrio harveyi / Vibrio campbellii
PFB01 Vibrio campbellii Vibrio harveyi / Vibrio campbellii Vibrio harveyi Vibrio harveyi / Vibrio campbellii
PF604 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus

PFB11 Vibrio campbellii Vibrio campbellii Vibrio campbellii Vibrio campbellii

PF614 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus

PF617 Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus
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5.6 Andlise de Sequéncias Multilocus (MLSA)

Neste estudo, a técnica de MLSA foi realizada pelas andlises conjuntas das sequéncias dos
genes pyrH, recA e rpoA, uma vez que o gene rpoD ndo apresenta, atualmente, em seu banco de
dados as mesmas cepas, utilizadas como referéncias, dos outros trés genes estudados. Apds as
sequéncias dos genes serem concatenadas, os grupos ficaram mais bem estabelecidos.

As arvores filogenéticas dos genes concatenados (aproximadamente 2.000 nucleotideos)
foram construidas com os isolados de cada local de coleta, Canal de S&o Sebastido, Baixada Santista
e Ubatuba, e as sequéncias obtidas foram comparadas com as disponibilizadas no GenBank do NCBI.

No Canal de S8o Sebastido (Figura 19), uma area com moderado impacto humano, com 78
isolados, a partir da matriz de similaridade do programa Mega 5.05, os isolados PF149, PF324,
PF578 e PSS118 foram 98,1%, 99,4%, 99,5% e 99,3% similares com Vibrio alginolyticus,
respectivamente. PF159 foi 99,5% similar com V. diabolicus, PSS505 foi 99,4% com V. fluvialis e
PSS422 foi 98,1% com V. atypicus. Pelos resultados obtidos por meio de MLSA, foi possivel
identificar onze espécies de vibrios, sendo Vibrio fluvialis (n=30) e Vibrio alginolyticus (n=24) as
mais abundantes (Figura 22), seguidas de V. campbellii (n=8), V. rotiferianus (n=5), V. harveyi
(n=4), V. diabolicus (n=2), V. atypicus (n=1), V. coralliilyticus (n=1), V. maritimus (n=1), V.
parahaemolyticus (n=1) e V. tubiashii (n=1) (Figura 22).
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Na Baixada Santista (Figura 20), area com atividade antropica evidente, com 37 isolados, a
partir da matriz de similaridade do programa Mega 5.05, o isolado PF689-1 apresentou 99,6% de
similaridade com Vibrio fortis, PF639 de 99,3% com V. natriegens, PF167 de 95,2% com V.
navarrensis e o isolado PF697 foi 95,1% similar com V. fluvialis. Os isolados PF689-2 e PF689-3
foram 100% similares entre si e 99,3% com V. maritimus, e, a similaridade de PF687 e PF688 foi de
99,3% entre si e de 99,1% e 98,5% com V. communis, respectivamente. PF462, PF657 e PF662
foram 98,4%, 98,2% e 98,8% similares com V. harveyi, respectivamente. Os isolados PF664-1 e
PF664-2 foram 100% similares entre si e 98,9% com V. rotiferianus, e PF383 e PF643 foram 98,4%,
e 98,0%, respectivamente. Identificaram-se, por meio de MLSA, 11 espécies de vibrios: Vibrio
alginolyticus (n=11), V. parahaemolyticus (n=8), V. rotiferianus (n=4), V. campbellii (n=3), V.
harveyi (n=3), V. communis (n=2), V. maritimus (n=2), V. fluvialis (n=1), V. fortis (n=1), V.
natriegens (n=1) e V. navarrensis (n=1) (Figura 22).

Dos isolados provenientes de Ubatuba (Figura 19), um ambiente aquético de areas com
atividade antrépica minima, a partir da matriz de similaridade do programa Mega 5.05, os isolados
PF51, PF61, PF62, PF66 e PF68 apresentaram 100% de similaridade e foram identificados como V.
fluvialis com 99,3%. A similaridade do isolado PF53 foi de 99,6% com V. campbellii e de 98,4% nos
isolados PF597 e PF611. Os isolados PF599 e PF601 foram 99,8% similares entre si e 99,1% e
99,2% com o V. harveyi, respectivamente. Os isolados PF263, PF267, PF294, PF297, PF604, PF614
e PF617 apresentaram similaridade de 98,9% a 99,8% com V. alginolyticus. Desta forma, pelos
resultados obtidos com MLSA, foi possivel identificar quatro espécies de vibrios (Figura 21) sendo
elas, V. alginolyticus (n=7), V. fluvialis (n=5), V. campbellii (n=3) e V. harveyi (n=2) (Figura 22 e
Figura 23). Verificou-se uma maior diversidade de vibrios nas amostras coletadas da dgua do mar,
com 4 espécies: Vibrio alginolyticus (n=2), V. harveyi (n=2), V. campbellii (n=2) e V. fluvialis (n=1).
Nas amostras coletadas de bivalves, foram encontradas as espécies Vibrio alginolyticus (n=4) e V.
campbellii (n=1) e, nas de plancton, V. fluvialis (n=4) e V. alginolyticus (n=1). Vibrio harveyi foi
encontrada apenas em amostras de agua do mar.

As espécies V. atypicus, V. coralliilyticus, e V. tubiashii foram encontradas apenas em
amostras de agua do mar e V. diabolicus em amostras de bivalves do Canal de S&o Sebastido,
enquanto V. communis, V. fortis, V. natriegens e V. navarrensis foram encontradas em amostras de
agua do mar da Baixada Santista. Vibrio parahaemolyticus, V. maritimus e V. rotiferianus foram
encontradas no Canal de Sdo Sebastido e na Baixada Santista. Vibrio alginolyticus, V. harveyi, V.

campbellii e V. fluvialis foram comuns aos trés locais de coleta (Figura 23).
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Figura 19- Arvore filogenética baseada na comparacgdo das sequéncias concatenadas dos genes pyrH, recA e rpoA dos
isolados do Canal de Séo Sebastido com as sequéncias disponiveis no NCBI.
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Figura 20- Arvore filogenética baseada na comparacgdo das sequéncias concatenadas dos genes pyrH, recA e rpoA dos
isolados da Baixada Santista com as sequéncias disponiveis no NCBI.
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Figura 21- Arvore filogenética baseada na comparagéo das sequéncias concatenadas dos genes pyrH, recA e rpoA dos
isolados de Ubatuba com as sequéncias disponiveis no NCBI.
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Figura 22 - Abundancia das espécies de vibrios por local de coleta - Ubatuba, Baixada Santista e Canal de S&o Sebastido.
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6 DISCUSSAO

6.1 Isolamento e identificacdo bioguimica

Neste estudo, os isolados de vibrios foram submetidos ao re-isolamento nos meios de cultura
TCBS (OXOID) e CHROMagar Vibrio (PROBAC). Apesar do meio TCBS ter sido originalmente
desenvolvido para o isolamento de Vibrio cholerae e Vibrio parahaemolyticus, outras espécies sao
capazes de crescer neste meio. A morfologia da colbnia varia de acordo com a espécie. Vibrio
parahaemolyticus e V. vulnificus, por serem sacarose negativos, formam colénias de coloracao verde,
enquanto Vibrio cholerae, V. fluvialis e V. alginolyticus formam colénias amarelas por serem
sacarose positivos (KOBAYASHI et al., 1963; NAKANISHI, 1963). O CHROMagar Vibrio permite
o0 isolamento de vibrios, distinguindo as espécies pela coloragdo de suas col6nias. Vibrio vulnificus e
V. cholerae formam coldnias de cor verde azulada a azul turquesa, V. parahaemolyticus crescem na
cor malva e V. alginolyticus na cor branca ou incolor. Este meio tem sido recomendado pela U.S.
Food and Drug Administration para ser usado, principalmente, em analises de microbiologia de
alimentos (DEPAOLA; KAYSNER, 2004).

Para a identificagdo bioguimica, foi utilizado o kit comercial APl 20E. Por meio dos seus 21
testes, foi possivel identificar 112 (84,8%) isolados como pertencentes ao género Vibrio. Esse
sistema padronizado permite identificar somente seis espécies: V. cholerae, V. alginolyticus, V.
fluvialis, V. parahaemolyticus, V. vulnificus e V. mimicus. No entanto, pelo resultado das provas
fenotipicas, o APl 20E podera auxiliar como teste presuntivo e de base para complementar a
caracterizacdo dos vibrios no ecossistema marinho.

Biosca e colaboradores (1993) analisaram cepas de V. vulnificus pelo Sistema de Identificacdo
Bioquimica API 20E e observaram algumas reacGes falsas positivas, principalmente no teste do
citrato. O mesmo foi notado por Santos et al., (1993), que além de reacdes falsas negativas,
verificaram que 66% dos isolados de V. anguillarum foram identificados como Aeromonas
hydrophila. Nos trabalhos de Lee et al. (2008), V. fluvialis foi identificado como A. hydrophila. Outro
estudo concluiu que testes adicionais ao APl 20E, tais como morfoldgicos, fisiologicos e
moleculares, s@o necessarios para complementar a identificacdo de vibrios (JUANG; MORGAN,
2001).

Como o API 20E foi originalmente desenvolvido para a identificacdo de membros da familia
Enterobacteriaceae, poucos membros da familia Vibrionaceae foram incluidos no seu sistema de

dados, tornando-se limitado para a identificacdo bacteriana (BIOSCA et al., 1993), principalmente
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quando aplicado em isolados ambientais. E, embora seu uso seja facil e rapido, é necessario que ele
seja realizado em paralelo com métodos moleculares como PCR para confirmar os dados e/ou excluir
uma identificacdo errénea (DIPINTO et al., 2011).

6.2 Susceptibilidade aos antimicrobianos

Os ambientes naturais representam reservatorios de genes de resisténcia aos antibidticos, de
forma que mudangas nestes ecossistemas podem ser relevantes para a selecdo de bactérias
patogénicas resistentes. Mais ainda, alteracbes antropogénicas em ambientes naturais podem
colaborar com o incremento da populacdo de bactérias resistentes, facilitando a transferéncia desses
genes (CHYTHANYA et al.,, 1999; COSTA et al., 2008; GHOSH; RAMAMURTHY, 2011;
MANDAL et al., 2012; MARTINEZ, 2008).

Segundo Miller et al. (2009), em ambientes menos contaminados por efluentes de esgoto ou
em ambientes pristinos, € normal encontrar baixa resisténcia bacteriana aos antibidticos. Essa
caracteristica foi encontrada nos isolados deste estudo, ao verificarmos que, nos isolados de Ubatuba,
dos onze antibidticos testados, observou-se resisténcia a apenas quatro deles, principalmente para a
ampicilina (82,3%) e para a cefalotina (76,4%). Em contrapartida, nos ambientes caracterizados por
maior contaminacdo fecal, Baixada Santista (alto impacto antropogénico) e Canal de Sdo Sebastido
(médio impacto antopogénico) (BURBANO-ROSERO et al., 2011), observou-se resisténcia a 10 e a
9 antibidticos, respectivamente, dos 13 empregados, com predominancia de isolados resistentes a
ampicilina e a cefalotina.

A elevada frequéncia de isolados resistentes a ampicilina (62,4%) e a cefalotina (52,6%), bem
como a sensibilidade a ciprofloxaxina (100%), ao meropenem (100%), ao acido nalidixico (99,2%), a
tetraciclina (99,2%), e ao cloranfenicol (97,7%), obtidas em nosso estudo, é semelhante com a
encontrada em trabalhos feitos por Mayer (2010) com isolados de Vibrio fluvialis, os quais foram
100% susceptiveis ao cloranfenicol, meropenem e ciprofloxaxina, e resistentes a ampicilina (61,5%)
e a cefalotina (76,9%); e por Ferrini et al. (2008), que reportaram 100% de susceptibilidade ao
cloranfenicol e a resisténcia a ampicilina de 82% em isolados provenientes de 4gua e frutos do mar.

Manjusha e colaboradores (2005) encontraram 100% de resisténcia a ampicilina em vibrios
isolados de camar@es cultivados na india, bem como 100% de sensibilidade a cloranfenicol, 93,7% &
gentamicina, 87,5% ao acido nalidixico e de 68,7% a tetraciclina. Nos trabalhos realizados por Roque
et al. (2001), a resisténcia a ampicilina foi de 68% em Vibrio spp. isolados de camardes. Vieira e
colaboradores (2000) evidenciaram estirpes de V. alginolyticus e Vibrio spp. isoladas de larvicultura
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de camardo marinho, apresentando resisténcia a sulfonamidas e penicilina, eritromicina, tetraciclina
e ciprofloxacina, respectivamente.

Além disso, foi documentada alta resisténcia aos antibioticos (80 a 100%) em Vibrio cholerae
01 em regides endémicas de colera na Africa (OKEKE et al., 2007), principalmente em Mogambique
(MANDOMANDO et al., 2007), e em Calcuta, na india (ROYCHOUWDHURY et al., 2008).
Alguns estudos relatam que o padréo de resisténcia do V. cholerae ndo € uniforme, sendo dependente
da fonte e localiza¢do geogréfica do isolado (DALSGAARD et al., 2000; KERAMAT et al., 2008).
Também foi demonstrado que a maioria dos isolados de vibrios, independentemente da espécie, sao
susceptiveis a tetraciclina, a gentamicina, ao acido nalidixico e ao cloranfenicol. A resisténcia a
ampicilina, penicilina e outras cefalosporinas também foram reportadas, porém relacionadas a
algumas espécies ou grupos (CLARK, 1992; FRENCH et al., 1989; JANDA, 1998).

A ampicilina e a cefalotina pertencem & classe dos beta-lactamicos, antibioticos
preferencialmente utilizados no tratamento de doencas infecciosas, cuja hidrolise pelas enzimas beta-
lactamases € o mecanismo de resisténcia mais comum em bactérias gram-negativas (BUSH; JACOB,
2010). Para cepas de V. cholerae O1, também foram propostos, por Nguyen e colaboradores (2009),
dois mecanismos para a resisténcia a ampicilina independentes dessa acdo enzimatica, ambos
envolvendo alteracdo da permeabilidade celular, tanto em cepas rugosas quanto nas cepas fimbriadas.

No presente estudo, foi observada uma alta porcentagem de multipla resisténcia aos
antibioticos empregados (64,7% em Ubatuba, 48,6% na Baixada Santista e 43,6% no Canal de Séo
Sebastido), fato que aponta para o perigo da presenca dessas bactérias nas areas estudadas. Desta
forma, a investigacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos em ecossistemas aquaticos é de grande
importancia, pois a presenca de bactérias resistentes nesses ambientes oferece perigo quanto a sua

disseminacéo, constituindo um problema de saude publica.

6.3 Genes associados a viruléncia

A transferéncia horizontal de genes e 0 processo de recombinacdo genética tém permitido o
surgimento, no ambiente marinho, de espécies de Vibrio patogénicas a partir espécies nao
patogénicas (FARUQUE; NAIR, 2006; WANG et al., 2006), visto que ja foi relatado que o ambiente
aquatico serve como um reservatorio de genes (ZO et al., 2002). Sendo assim, 0 consumo de frutos
do mar crus ou mal cozidos, e/ou agua contaminada ou exposicdo de feridas abertas a agua

contaminada sdo as causas mais comuns de infecg6es por vibrios (FARMER I11; JANDA, 2005).
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Ja foi relatado que isolados ambientais de espécies de Vibrio podem atuar como reservatorios
para potencial disseminacdo de genes de viruléncia no ambiente natural (WANG et al., 2006), uma
vez que, devido a alta similaridade da composicdo genética, existe uma alta probabilidade de que eles
incorporem genes responsaveis pela patogenicidade, através de plasmideos, ilhas de patogenicidade,
bacteriofagos e integrons, carregando, assim, diferentes combinacbes de genes de viruléncia
(CHIANG; MEKALANOS, 1999).

Neste trabalho, foram analisados os principais genes associados a viruléncia, ctxA, tcpA, tdh,
trh e stn/sto, que codificam a toxina colérica (CT), a toxina correguladora do pilus (TCP), a
hemolisina termoestavel direta (TDH), a hemolisina termoestavel relativa (TRH) e a enterotoxina
termoestavel de Vibrio cholerae ndo aglutinavel (NAG), respectivamente. E, embora esses genes
sejam encontrados em V. cholerae e V. parahaemolyticus, estudos ja relataram sua presenca em
outras espécies (KARAOLIS et al., 1998; RIVERA et al., 2001; SECHI et al., 2000), evidenciando
que os genes de viruléncia podem circular entre as diferentes espécies de Vibrio.

Dos 132 isolados analisados, quatro (3,0%) isolados de dgua do mar proveniente da Baixada
Santista foram positivos para stn/sto, sendo trés (PF620, PF623-1 e PF623-2) da espécie Vibrio
parahaemolyticus e um (PF482) Vibrio alginolyticus. Este gene também foi detectado, por Yuan et
al. (1994), em Vibrio mimicus.

A enterotoxina termoestavel de Vibrio cholerae ndo-O1 (NAG) exibe 50% de similaridade
com enterotoxinas termoestaveis produzidas por Escherichia coli toxigénica do homem (STh) e do
porco (STp) (ARITA et al., 1991; OGAWA et al.,, 1990), apresenta-se raramente em cepas
epidémicas (TAKEDA et al.,, 1991) e a frequéncia em cepas ndo epidémicas isoladas do meio
ambiente é relativamente baixa (PAL et al., 1992). Além disso, foi demonstrado por Vicente et al.
(1997) que cepas ndo epidémicas produtoras desta toxina podem provocar diarreia severa semelhante
a colera.

Tem sido reportado que isolados de V. cholerae de origem ambiental carregam um ou mais
genes associados a viruléncia em baixa frequéncia (BAG et al., 2008; FARUQUE et al., 2004;
RIVERA et al., 2001). A presenca dos genes ctxA e tcpA é caracteristica de isolados pandémicos, de
clones O1 toxigénicos, no entanto, cepas ndo-0O1/ndo-0139 podem carregar um ou ambos 0s genes.
Além disso, isolados de eventos esporadicos de colera podem carregar 0s genes da toxina colérica
(BHOWMICK et al., 2009; JAGADEESHAN et al., 2009; LEE et al.,, 2007) e da enterotoxina
termoestavel de Vibrio cholerae ndo-O1 (NAG), o que pode contribuir para a viruléncia (ARITA et
al., 1986; OGAWA et al., 1990).
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6.4 Caracterizacdo molecular utilizando MLSA

A classificacdo e identificagdo de Vibrio, tradicionalmente, sdo realizadas utilizando os
métodos classicos de caracterizacao, que tém por base a morfologia e as caracteristicas bioquimicas.
Entretanto, este género apresenta uma elevada diversidade bioguimica, dificultando a sua
identificacdo fenotipica (THOMPSON et al., 2004b). Com a proposta de uma taxonomia polifasica,
Colwell et al., (1970) promoveram a integracdo da informacao do nivel molecular ao ecolégico para
se obterem identificagOes mais precisas. Em 1987, Carl Woese demonstrou que o estudo do gene do
RNA ribossomal 16S era capaz de esclarecer as relacGes filogenéticas baseando-se na comparacao
das sequéncias de 1500 nucleotidios. As sequéncias do gene 16S rRNA sdo consideradas como
importantes marcadores moleculares porque estdo presentes em todos 0s organismos, Sao
conservadas estrutural e funcionalmente, apresentando dominios altamente conservados ao longo da
evolugdo (AMANN; LUDWIG, 2000; WOESE, 1987).

No entanto, o género Vibrio apresenta alta similaridade do gene 16S rRNA entre as espécies.
Nos membros do “Vibrio core group” a similaridade é de > 97,6% (CANO-GOMEZ et al., 2011;
DORSCH et al., 1992; URAKAWA et al., 1997), em V. fortis e V. pelagius é de 98,8%, e em V.
neptunius, V. brasiliensis e V. xuii, a similaridade do gene 16S rRNA é de 99% (THOMPSON et al.,
2003; THOMPSON et al., 2004a).

A partir de 2005, diversos trabalhos demonstraram o sucesso da metodologia MLSA na
taxonomia de vibrios com base em dados obtidos de multiplas sequéncias de genes (NASER et al.,
2005; SAWABE et al., 2007; THOMPSON et al., 2005, 2007, 2008). Thompson e colaboradores
(2005) analisaram as sequéncias dos genes pyrH, recA e rpoA em isolados da familia Vibrionaceae e
sugeriram que a metodologia MLSA poderia ser usada para uma rapida deteccdo e identificacdo de
vibrios patogénicos do ambiente, e com o uso dos mesmos genes, foi possivel diferenciar V. cholerae
de V. mimicus (Thompson et al., 2008). Com o0 uso de MLSA, Sawabe e colaboradores (2013)
reportaram a espécie Vibrio tritonius. V. porteresiae foi sugerida como uma nova espécie por
Rameshkumar et al. (2008) com base na sequéncia concatenada dos genes 16S rRNA, pyrH, recA,
rpoA, e nifH. Ja, Pascual et al. (2010) examinaram a diferenciacdo dos membros do Vibrio core
group usando os genes 16S rRNA, recA, pyrH, rpoD, gyrB, rctB e toxR.

As espécies de V. harveyi e V. campbellii tém sido geneticamente relatadas como espécies que
apresentam uma alta similaridade no DNA (69%) e rRNA (97%) (GOMEZ-GIL et al., 2003). O gene
recA, avaliado por Thompson et al. (2004a), mostrou que V. harveyi, V. campbellii e V. rotiferianus
apresentam 97% de similaridade (>98% pelo gene 16S rRNA), e a similaridade de 90% em V.
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neptunius, V. brasiliensis e V. xuii (99% pelo gene 16S rRNA). Ja, o gene pyrH foi capaz de
diferenciar satisfatoriamente V. campbellii de V. harveyi, enquanto os genes recA e gyrB néo
proporcionam essa diferenciacdo (THOMPSON et al., 2007). Pascual et al. (2010) também citam
uma baixa resolugéo dos genes recA e gyrB no Vibrio core group e ainda acreditam que o gene pyrH
é incapaz de diferenciar V. campbellii de V. rotiferianus.

Os genes pyrH, recA, rpoA e rpoD tém sido reportados como excelentes marcadores
filogenéticos na identificacdo de vibrios, porém, dependendo do grupo que esta sendo analisado,
diferentes genes mostram diferentes graus de discriminagdo. Conforme descrito na literatura, usando
estes genes, nao foi possivel diferenciar perfeitamente V. neptunius de V. coralliilyticus, e, V.
anguillarum de V. ordalii (THOMPSON et al., 2005). Também no nosso estudo, 0s genes recA e
rpoD néo diferenciaram V. harveyi de V. campbellii nos isolados de Ubatuba, bem como, o recA néo
diferenciou V. campbellii e V. communis no isolado PF643 da Baixada Santista, sendo, portanto, as
informagdes obtidas pelo MLSA essenciais para a precisao na identificacdo das espécies.

Neste estudo, as andlises filogenéticas foram realizadas com as sequéncias individuais dos
genes pyrH, recA, rpoA e rpoD, porém a filogenia obtida por meio do estudo de um Unico gene nédo
pode ser considerada para representar a filogenia das espécies de vibrios estudadas, uma vez que
nenhum gene € completamente resistente a transferéncia horizontal, ou as mutaces (GEVERS et al.,
2005; MARTENS et al., 2007; THOMPSON et al., 2004b). Além disso, foram realizadas analises,
também, pela técnica de MLSA, baseada na sequéncia concatenada do genes pyrH, recA e rpoA,
sendo possivel identificar quinze espécies de vibrios isoladas de amostras de dgua do mar, plancton e
bivalves da zona litoranea do Estado de S&o Paulo. Apesar de o gene rpoD ter sido utilizado em
varios trabalhos envolvendo vibrios (HOFFMANN et al., 2011a; PASCUAL et al., 2010;
TARAZONA et al., 2015; WANG et al., 2015), este gene foi retirado das sequéncias concatenadas,
pois possui uma reduzida base de dados, o que dificultou as andlises dos isolados com as sequéncias
de referéncia utilizadas para os demais genes estudados.

Em Ubatuba, um ambiente aquéatico proveniente de areas com atividade antrépica minima,
quatro espécies de vibrios foram identificadas, sendo elas, Vibrio alginolyticus (n=7), V. fluvialis
(n=5), V. campbellii (n=3) e V. harveyi (n=2). No Canal de S&o Sebastido, area com moderado
impacto humano, identificaram-se onze espécies de vibrios: Vibrio fluvialis (n=30), V. alginolyticus
(n=24), V. campbellii (n=8), V. rotiferianus (n=5), V. harveyi (n=4), V. diabolicus (n=2), V. atypicus
(n=1), V. coralliilyticus (n=1), V. maritimus (n=1), V. parahaemolyticus (n=1) e V. tubiashii (n=1). E,
na Baixada Santista, area com atividade antropica evidente, as onze espécies evidenciadas foram:

Vibrio alginolyticus (n=11), V. parahaemolyticus (n=8), V. rotiferianus (n=4), V. campbellii (n=3),
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V. harveyi (n=3), V. communis (n=2), V. maritimus (n=2), V. fluvialis (n=1), V. fortis (n=1), V.
natriegens (n=1) e V. navarrensis (n=1).

Além disso, pode-se observar a mesma quantidade de espécies de vibrios na Baixada Santista
e no Canal de S&o Sebastido, com a identificacdo de onze espécies em cada local. Como as bactérias
do género Vibrio sdo autdctones do ambiente marinho e por serem heterotréficos obrigatorios, elas
utilizam uma ampla variedade de fontes de carbono para obter energia, exercem um papel essencial
no ciclo de nutrientes, degradando a matéria organica e disponibilizando-a para outros organismos
(SHERR et al., 2002; THOMPSON; POLZ, 2006).

No trabalho realizado por Burbano-Rosero et al. (2011), com pontos de coleta em Séao
Sebastido, Baixada Santista e em Ubatuba, observou-se uma maior diversidade de colifagos na
Baixada Santista, e este fato foi atribuido a presenca de uma grande quantidade de matéria organica
na agua do mar, que, por ser uma mistura complexa de compostos organicos com diferente
composicdo quimica e estruturas fisicas e, juntamente com a variavel de abastecimento de regimes de
chuvas, € um dos principais fatores que ajudam a manter uma elevada diversidade de comunidades
nos oceanos (NAGATA, 2008; BURBANO-ROSERO et al., 2011).

J&, em estudos realizados por Souza-Sales (2009), nos mesmos pontos de coleta, a maior
diversidade de géneros de bactérias quitinoliticas foi encontrada em amostras de &gua do mar
coletadas no Canal de Sdo Sebastido e em amostras de plancton coletadas em Ubatuba. Por outro
lado, nas amostras de agua do mar coletadas na Baixada Santista, foi verificada a menor diversidade
de géneros bacterianos. Contudo, neste ambiente com alta atividade antropogénica, foram obtidos os
isolados com maior potencial de degradacdo de quitina (SOUZA-SALES, 2009). Segundo Colwell
(1997), os ecossistemas aquaticos possuem em sua composi¢do micro-organismos autéctones que
exercem uma funcdo especifica e micro-organismos aldctones, que frequentemente provém de
atividades antropogénicas. Essas atividades, direta ou indiretamente, tém provocado mudancas

irreversiveis na biodiversidade microbiana dos ecossistemas aquaticos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

o Neste estudo, os isolados de Vibrio spp. apresentaram sensibilidade ao acido nalidixico, a
ciprofloxaxina, ao cloranfenicol, ao meropenem e a tetraciclina e resisténcia a ampicilina e a
cefalotina, além de uma alta porcentagem de mdltipla resisténcia aos antimicrobianos: 64,7% em
Ubatuba, 48,6% na Baixada Santista e 43% no Canal de S&o Sebastido.

o Em nossos isolados ndo foram encontrados vibrios potencialmente patogénicos.

o Ha& uma reduzida base de dados para o gene rpoD, o que dificultou as analises dos isolados

com as sequéncias de referéncias.

o Utilizando os genes housekeeping nas analises filogenéticas, os isolados foram identificados
ao nivel de espécie, apresentando, em alguns casos, divergéncias nas espécies membros do “Vibrio

core group ™.

o Pelos resultados obtidos com MLSA, utilizando os genes pyrH, recA e rpoA, foi possivel
identificar quatro espécies de vibrios em Ubatuba, um ambiente aquatico com atividade antrdpica
minima (Vibrio alginolyticus, V. fluvialis, V. campbellii e V. harveyi); onze espécies de vibrios no
Canal de S&o Sebastido, area com moderado impacto humano (Vibrio fluvialis, V. alginolyticus, V.
campbellii, V. rotiferianus, V. harveyi, V. diabolicus, V. atypicus, V. coralliilyticus, V. maritimus, V.
parahaemolyticus e V. tubiashii); e, onze espécies na Baixada Santista, area com alta atividade
antropica (Vibrio alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. rotiferianus, V. campbellii, V. harveyi, V.

communis, V. maritimus, V. fluvialis, V. fortis, V. natriegens e V. navarrensis).
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APENDICES

APENDICE 1A- Local, data e ponto da coleta, tipo de amostra e da coloracdo da coldnia no meio seletivo TCBS e no
CHROMagar dos isolados de vibrios de Ubatuba

150LADOS LOCALIZACAO DATA DA COLETA | PONTOS TIPOS COR DA COLONIA NO TCBS CROMOGENICO
PF51 2393074175, 45906°04""W 13/02/2006 P2 AGUA AMARELA CENTRO LARANJA MALVA
PF53 23930°41"'S, 45206'04""W 13/02/2006 p2 AGUA VERDE BRAMNCA
PF 61 23930°41"'S, 45206°04""W 13/02/2006 p2 PLANCTOM | AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PF 62 23930°41"'S, 45906°04""W 13/02/2006 P2 PLANCTON AMARELA MALVA

PF 66 232307417, 45206'04""W 13/02/2006 P2 PLANCTON AMARELA NAO CRESCEU
PF 68 239230°417'S, 45206°04""W 13/02/2006 p2 PLANCTON AMARELA MALVA

PF 263 2393070275, 45207'07""W 21/03/2006 P1 AGUA AMARELA CENTRO LARANJA BRANCA
PF 267 239307027, 45207°07""W 21/03/2006 P1 AGUA AMARELA CENTRO LARANJA BRANCA
PF 254 23230°02"'S, 45207'07""W 21/03/2006 P1 BIVALVE AMARELA CENTRO LARAMNIA BRAMNCA
PF 297 23930°02"'S, 45207°07""W 21/03/2006 P1 BIVALVE AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PF 597 2393074175, 45906°04""W 30/05/2008 P2 AGUA VERDE MALVA

PF 599 23930°41"'S, 45206'04""W 30/05/2006 p2 AGUA AMARELA AZUL

PF 601 23930°41"'S, 45206°04""W 30/05/2006 p2 AGUA AMARELA AZUL

PF 604 23930°41"'S, 45906°04""W 30/05/2006 P2 PLANCTON | AMARELA CENTRO LARANIA BRANCA
PF 611 2323074175, 45206°04""W 30/05/2006 P2 BIVALVE AMARELA CENTRO LARANJA NAO CRESCEU
PF 614 23230°417'S, 45206°04""W 30/05/2006 P2 BIVALVE AMARELA CENTRO LARAMNIA BRAMNCA
PF 617 23930°41"'S, 45906°04""W 30/05/2006 P2 BIVALVE AMARELA CENTRO LARANIA BRANCA

APENDICE 1B- Identificagdo bioquimica realizada através do API 20E dos isolados de vibrios de Ubatuba

API 20 E | ONPG| ADH| LDC| ODC| CIT| H2S| URE| TDA] IND| VP | GEL| GLU|MAN| INO| SOR| RHA|SAC| MEL | AMY|ARA} OX|NO2| N2 SOMA PERFIL IDENT\FIC.ACﬁD
PF51 P M N N IN|N M PlPIN|IN|N P M N M P N N M|P| N|P|L1-0-6-0-1-2-4] INACEITAVEL Taxon significativo V. fluvialis
PF33 N N P N NN N N NMIN|P|N N N N N N N N N P P | N |4-0-0-2-0-0-4 FRACA D\SCRIMINAQ&D 60,8% Burkholderio cepacia
PF61 P P N N IN|N M Pl|P|N|P| P P M N M P N N PlP] N | P]|3-0-6-6-1-2-5 DUVIDOSO Possibilidade de V.fluvialis 71,7%
PF62 P P N N PI N N P PIN|P| N P N N N P N N PPN P | 3-2-6-2-1-2-6 INACEITAVEL Possibilidade de V. fluvialis
PF66 P P N N IN|N N Pl|P|N|P| P P N N N P N N PlP] N|P|306612-6 DUVIDOSO Possibilidade de V.fluvialis 71,7%
PF68 P P N N IN|N M Pl|P|N]P| P P N N M P N N Pl P] M| P]3-0-6-6-1-2-5 DUVIDOSO Possibilidade de V.fluvialis 71,7%
PF263 N N P PIN|N N PlPIN|N|P P N N N P N N N|P| P|N|416-4-1-2-4] DUVIDOSO 98,5% V.alginolyticus
PF267 M M P N IN|N M NlP|IN|IN|N N N N M P N P M| P| P | P|4-0-4-0-0-2-5 INACEITAVEL 99,7% V.alginolyticus
PF294 N P P N PI N N P PN P P P N N N P N N N P P P | 6-2-6-6-1-2-4 INACEITAVEL Possibilidade de V fluvialis
PF297 N N P N N[N N Pl|P|N]P| P P N N N P N N N |P| P|P|4-0-6-5-1-2-4] DUVIDOSO Taxon significativo V.olginolyticus
PF597 N N P N NN N P PIN|N P P N N N N N P N P P P | 4-0-6-4-1-0-5 INACEITAVEL V. parahoemolyticus
PF599 4 N P N N[N N Pl|P|N]P| P P N N N P N 4 M |P| P |N]|50-6-68-1-2-5 DUVIDOSO Possibilidade de V fluvialis
PF601 P N P N NN N N N|N| P P P N N N P N P N P P | N |5-0-0-6-1-2-5| BOA IDENTIFICAC.ED DO GENERD Possibilidade de V fluvialis
PF604 N N P N N[N N Pl|P|N]P| P P N N N P N N N |P| P|P|4-0-6-5-1-2-4] DUVIDOSO 99,7% V.alginolyticus
PF611 N N P N NN N P PIN|N P P N N N N N P N P P P | 4-0-6-4-1-0-5 INACEITAVEL V. parahoemolyticus
PF614 N N P PIN|N N Pl|P|N]P| P P N N N P N N N|P| P|P|4-1-6-5-1-2-4] DUVIDOSO 97,7% V.alginolyticus
PF617 M M P P IN]N M PlP|N]P] P P M N M P M P M|P| P]P]|&-1-6-5-1-2-4] CUVIDOSO 97,7% V.alginolyticus
Legenda: N — negativo; P — positivo
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APENDICE 2A- Local, data e ponto da coleta, tipo de amostra e coloracdo da col6nia no meio seletivo TCBS e no
CHROMagar dos isolados de vibrios da Baixada Santista

ISOLADOS LOCALIZACAO DATA DA COLETA | PONTOS TIPOS COR DA COLONIA NO TCBS CROMOGENICO
PF 167 23998'56"'S, 46937°10°"W 17/02/2006 P1 AGUA AMARELA BRANCA
PF 354 23298'56"'S, 46937'10""W 28/03/2006 P1 AGUA VERDE MALVA

PF 356 (1) 23998'56"'S, 46937'10""W 28/03/2006 Pl AGUA VERDE ESCURA PEQUENA MALVA

PF 356 (2) 23998'56"'S, 46937°10°"W 28/03/2006 P1 AGUA VERDE AMARELADA GRANDE MALVA

PF 383 239298625, 46931'33""W 28/03/2006 P3 AGUA VERDE BRANCA
PF 337 24202255, 46932'83""W 28/03/2006 P2 PLANCTON VERDE BRANCA
PF 462 23998'56"'S, 46937'10""W 27/04/2006 Pl AGUA VERDE NAO CRESCEU
PF 469 23298'56"'S, 46937'10""W 27/04/2006 P1 AGUA AMARELA CENTRO LARANIA BRANCA
PF 472 23998'56"'S, 46937'10""W 27/04/2006 P1 AGUA VERDE AZUL

PF 482 24202'25"'5, 46932'83""W 27/04/2008 P2 AGUA AMARELA CENTRO LARANIA BRANCA
PF 433 24202'25"'S, 46932'83""W 27/04/2006 P2 AGUA AMARELA CENTRO LARANJA BRANCA
PF 484 24902255, 46932'83""W 27/04/2006 P2 AGUA AMARELA CENTRO LARANIA BRANCA
PF 486 24202'25"'5, 46932'83""W 27/04/2008 P2 AGUA AMARELA BRANCA
PF 488 24202'25"'S, 46932'83""W 27/04/2006 P2 AGUA AMARELA CENTRO LARANIA BRANCA
PF 495 24202'25"'S, 46932'83""W 27/04/2006 P2 PLANCTON VERDE MALVA

PF 534 (1) 249202255, 46932'83""W 27/04/2006 P2 BIVALVE AMARELA BRANCA
PF 534 (2) 24202255, 46932'83""W 27/04/2006 P2 BIVALVE WVERDE AMARELADA BRANCA
PF 534 (3) 24202'25"'S, 46932'83""W 27/04/2006 P2 BIVALVE AMARELA CENTRO LARANIA BRANCA
PF 620 23298'56"'S, 46937'10""W 01/06/2006 P1 AGUA VERDE MALVA

PF 623 (1) 23998'56"'S, 46937'10""W 01/06/2006 P1 AGUA VERDE ESCURA PEQUEMA MALVA

PF 623 (2) 23998'56"'S, 46937'10""W 01/06/2006 Pl AGUA VERDE GRANDE MALVA

PF 635 23298'56"'S, 46937'10""W 01,/06/2006 P1 AGUA AMARELA GRANDE BRANCA
PF 639 23998'56"'S, 46937'10""W 01/06/2006 P1 AGUA AMARELA CENTRO LARANIA BRANCA
PF 643 23998'56"'S, 46937'10""W 01/06/2006 Pl PLANCTON VERDE BRANCA
PF 657 24202'25"'S, 46932'83""W 01,/06/2006 P2 AGUA VERDE BRANCA
PF 662 24902255, 46932'83""W 01/06/2006 P2 AGUA AMARELA CENTRO LARANIA BRANCA
PF 663 24202'25"'5, 46932'83""W 01/06/2006 P2 AGUA VERDE AZUL

PF 664 (1) 24202'25"'S, 46932'83""W 01,/06/2006 P2 AGUA AMARELADA GRANDE BRANCA
PF 664 (2) 249202255, 46932'83""W 01/06/2006 P2 AGUA VERDE ESCURA PEQUENA BRANCA
PF 669 24202255, 46932'83""W 01/06/2006 P2 PLANCTON AMARELA CENTRO LARANJA BRANCA
PF 687 23998625, 46931'33""W 01/06/2006 P3 AGUA AMARELA CENTRO LARANJA BRANCA
PF 688 239298625, 46931'33""W 01/06/2006 P3 AGUA AMARELA CENTRO LARANIA BRANCA
PF 689 (1) 239986275, 46931'33""W 01/06/2006 P3 AGUA VERDE ESCURA GRANDE NAO CRESCEU
PF 689 (2) 23998625, 46931'33""W 01/06/2006 P3 AGUA WERDE PEQUENA NAO CRESCEU
PF 689 (3) 23298'62"'S, 46931'33""W 01,/06/2006 P3 AGUA AMARELA NAO CRESCEU
PF 697 239986275, 46931'33""W 01/06/2006 P3 PLANCTON AMARELA CENTRO LARANJA MALVA

PF 699 23998625, 46931'33""W 01,/06/2006 P3 PLANCTON AMARELA CENTRO LARANJA BRANCA
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APENDICE 2B- Identificacdo bioquimica realizada através do API 20E dos isolados de vibrios da Baixada Santista

API 20 E | ONPG|ADH|LDC] ODC| CIT| H25| URE| TDA| IND | VP| GEL | GLU| MAN|INO| SOR} RHA| SAC | MEL | AMY| ARA | OX|NO2| N2| SOMA PERFIL IDENTIFICACAO
PF 167 P N | N M| N|N N Pl P|N|P]|P P N|IN|N P N P N|P| MN|P]| 1-0-6-6-1-2-5-2 Duvidoso Possibilidade de Vibrio fluvialis
PF 354 N N|P| N|IN|N N PlP|N|P]|P P N|IN|N N N P p|lP| P|P| 40661073 Inaceitavel Vibrio parahoemolyticus
PF 356 (1) P P|P|N]|P|HN N P|IP|P|P|P P MlN|N P N M P|P| P|P]| 7-2-67-1-2-6-3 Duvidoso Possibilidade de Vibrio fluvialis
PF 356 (2) P N|P|P|IN|HN N P|lP|N|N]|P P N|IN|N N N N N|P| P|N| 51-6-4-1-0-4-1 Duvidoso 85,5% Vibrio mimicus
PF 383 P N N[ MN][P|N N N|N|P|P|N N NIN|N N M M N|MW]|] P|P]| 1-2-0-3-0-0-0-3 Duvidoso Taxon significativo 48,5% Pseudomonas luteola
PF 397 N N |N|MN|IN|N N N|P|N|]P|N P N|IN|N N N N N|P| N|P| 0042-1-04-2 |IdentificacSo Incorreta 78,4% Aeromonas salmonicida
PF 462 M N N|N|IN|[N|]N]N]N|N|N]|N|]N]|N|]N|N N M M N|P| N|P| 0-0-0-0-0-0-4-1 | Fraca Discriminacio Possibilidade de Brucella spp
PF 465 N N|P|N|N|N N N|N|N|N|P P N|IN|N P N P N|P| N|P]| 40-0-4-1-6-5-2 Inaceitavel Possibilidade de Vibrio fluvialis
PF 472 N N|P| N|IN|N N PlP|N|P|N N NIN|N N M P N|P|] P|N| 4-0-6-2-0-0-5-1 Inaceitavel Vibrie vulnificus
PF 482 N N|P|MN|N|N|N]|JP|]P|IP|IN]P PIN|N|N P N N N|P| P|N| 40-651-2-4-1 Duvidoso 99,3% Vibrio alginalyticus
PF 483 N N|P| N|N|N N Pl P|N|]P|N P N|IN|N P N N N|P| P|N| 40-62-1-2-4-1 Duvidoso 99,6% Vibrio alginolyticus
PF 484 M N|P| MN|IN|N N Pl P|N|P]|P P N|IN|N P N M N|P| N|P| 4-0-66-1-2-4-2 Duvidoso 99,7% Vibrio alginolyticus
PF 486 N N|P|MN|IN|N N P|lP|N|P]|P P N|IN|N P N N N|P| P|N| 40661241 Duvidoso 99,7% Vibrio alginolyticus
PF 488 N N |P| N|IN|N N P|lP|P|P]|P P N|IN|N P M P N|P| P|N| 40-67-1-2-5-1 Inaceitavel Vibrio alginolyticus
PF 4595 N N|P|P|N|[N|N]|JP|]P|F|P]P PIN|N|N N N P PlP| P|N| 41-6-7-1-0-7-1 Inaceitavel Vibrio alginolyticus
PF 534 (1) N N|P|N|N|N N P|l|P|N|P|P P N|IN|N P N N N|P| P|P]| 40-68-1-2-4-3 Duvidoso 99,7% Vibrio alginolyticus
PF 534 (2) M N|P|P|IN|N N P|lP|N|N]|P P N|IN|N P N M N|P| P|N| 41-6-4-1-2-4-1 Duvidoso 98,5% Vibrio alginolyticus
PF534(3) N N|P|MN|IN|N N P|IP|N|N]|P P N|IN|N P N N N|P| P|N| 40641241 Duvidoso 99,8% Vibrio alginalyticus
PF 620 M N|P|P|P|IN]|N]|]P|]P|IN|P]|P PIN|N|N P M P plP| P|N| 436-6-1-2-7-1 Inaceitavel Vibrio alginalyticus
PF 623 (1) N N|P|P|P|N N P|lP|N|N]|P P N|IN|N N N N N|P| P|P]| 4364-1-0-4-3 Duvidoso 97,9% Vibrio parahoemolyticus
PFB23(2) N N|P| N|IN|N N P|lP|N|P]|P P NIN|N N M N N|P| N|P]| 4-0-6-6-1-0-4-2 Duvidoso 77,5% Vibrio parahoemolyticus
PF 635 N N MN[MN|IN|[N|N|PIN|P|P|[N|]N|[N|N|N|N N N N |MN|N]|P]| 0-0-2-7-0-0-0-2 Inaceitavel Possibilidade de Acinetobacter baumannii
PF 639 N N|P|N|N|[N]|N]JP]P|N|P|N|]N]|N|N|N N N N N|P|N]|P| 40-6-2-0-0-4-2 Inaceitavel Chryseobacterium meningosepticum
PF 643 M N| Pl N|IN|[N|N]JP]P|IN|N]|N|]N]|N|N|N N M P N|MN| P|P| 40-6-0-0-0-1-3 Inaceitavel Providencio alcalifaciens
PF 657 N N|P| N|IN|N N PIN|N|N|N N N|IN|N N N N N|P| P|N| 40200041 Duvidoso Possibilidade de Brucella spp
PF 662 N N |P| N|IN|N N Pl P|N|N|N N N|IN|N P M P N|P| P|N| 40-6-0-0-2-5-1 Inaceitavel Vibrio alginolyticus
PF 663 P N|P|N|N|[N|]N]N|N|N|P|N|]N|N|]N|N N N N N|P| P |N| 50-0-2-0-0-4-1 | Fraca Discriminacio 62,9% Burkholderio cepacia
PF 664 (1) P N|P| MN|IN|N N Pl P|N|N|N N N|IN|N N N P N|P| P|N]| 50-60-0-0-5-1 Inaceitavel Vibrie vulnificus
PF 664 (2) P N|P|MN|IN|N N P|IP|N|P|P P N|IN|N N N N N|P| N|N| 50621040 Duvidoso 61% Vibrio mimicus
PF 669 M N |P| MN|IN|N N P|l|P|N|N]|P P MlN|N P N P N|P| P|P]| 40-6-4-1-2-5-3 Duvidoso 99,5% Vibrio alginalyticus
PF 887 P N|P|N|N|N N Pl P|N|N|N P N|IN|N P N P N|P| N|P]| 50-60-1-2-5-2 Inaceitavel Possibilidade de Vibrio fluvialis
PF 688 P N|P| MN|IN|N N Pl P|N|P|N N N|IN|N P N P N|P| P|P]| 50-62-0-2-5-3 Inaceitavel Possibilidade de Vibrio fluvialis
PF B89 (1) N N|IN|MN|IN|N N N|N|N|N|N N NIN|N N N N N|P| N |P]| 00000041 | Fraca Discriminagdo Possibilidade de Brucella spp
PF 689 (2) N N N|N|N|[N|]N]N]|N|N|N]|N|]N]|N|]N|N N N N N|P| N|P| 0-0-0-0-0-0-4-1 | Frace Discriminagio Possibilidade de Brucella spp
PF 689 (3) M N N| N|IN|[N]N]N]N|N[N]N]N]|N]N|]N N M M N|P| N|P| 0-0-0-0-0-0-4-1 | Fraca Discriminacio Possibilidade de Brucello spp
PF 697 P N |N|MN|IN|N N PIN|N|N|P P N|IN|N P N P plP| P|N| 10241271 Inaceitavel Possibilidade de Vibrio fluvialis
PF 699 N N|P| N]N]N N Pl P|N]P]|P P M| N]N P N N N|P|] P|P]| 40-6-5-1-2-4-3 Duvidoso 99,7% Vibrio alginolyticus

Legenda: N — negativo; P — positivo
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APENDICE 3A- Local, data e ponto da coleta, tipo de amostra e coloracdo da col6nia no meio seletivo TCBS e no
CHROMagar dos isolados de vibrios do Canal de S&o Sebastido

ISOLADOS LOCALIZAGAO DATA DA COLETA | PONTOS TIPOS COR DA COLONIA NO TCBS CROMOGENICO
PF79 23°49'50" 5, 45°25'20" W 13/02/2006 P1 AGUA AMARELA BRAMNCA
PF 84 23°49'50" 8, 45°25'20" W 13/02/2006 Pl AGUA AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PF 100 (1) 23°45°50" 5, 45°25'20" W 13/02/2006 Pl PLANCTON AMARELA CENTRO LARAMNIA AZUL
PF 100 (2) 23°49'50" 5, 45°25'20" W 13/02/2006 Pl PLANCTON AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PF 101 23°49'50" 8, 45°25'20" W 13/02/2006 Pl PLANCTON AMARELA CENTRO LARANIA AZUL
PF 104 23°49'50" 5, 45°25'20" W 13/02/2006 Pl PLANCTON AMARELA CENTRO LARAMNIA BRAMNCA
PF 107 23°49'56" 5, 45°25"51" W 13/02/2006 P2 AGUA AMARELA NAO CRESCEU
PF111(1) 23°49'56" 5, 45°25"51" W 13/02/2006 p2 PLANCTON AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PF 111 (2) 23°49'56" 5, 45°25"51" W 14/02/2006 P2 PLANCTON AMARELA CENTRO LARANIA MALVA
PF114 23°49'56" 5, 45°25"51" W 13/02/2006 P2 AGUA AMARELA CENTRO LARANIA AZUL
PF 127 (1) 23°49'56" 5, 45°25'51" W 13/02/2006 p2 PLANCTON AMARELA CENTRO LARAMNIA AZUL
PF 127 (2) 23°49'56" 5, 45°25"51" W 13/02/2006 P2 PLANCTON AMARELA AZUL
PF 134 23°49'56" §, 45°25"51" W 13/02/2006 p2 PLANCTON AMARELA CENTRO LARANIA BRANCA
PF138 23°49'50" 5, 45°25'20" W 13/02/2006 Pl BIVALVE AMARELA CENTRO LARAMNIA MALVA
PF 140 23°49'50" 8, 45°25'20" W 13/02/2006 Pl BIVALVE AMARELA MALVA
PF 143 (1) 23°45°50" 5, 45°25'20" W 13/02/2006 Pl BIVALVE AMARELA CENTRO LARAMNIA MALVA
PF 143 (2) 23°49'50" 5, 45°25'20" W 13/02/2006 Pl BIVALVE VERDE MALVA
PF 144 23°49'50" 8, 45°25'20" W 13/02/2006 Pl BIVALVE AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PF 145 23°45°50" 5, 45°25'20" W 13/02/2006 Pl BIVALVE VERDE MALVA
PF 146 (1) 23°49'56" 5, 45°25"51" W 13/02/2006 P2 BIVALVE AMARELA BRAMNCA
PF 146 (2) 23°49'56" 5, 45°25"51" W 13/02/2006 P2 BIVALVE AMARELA CENTRO LARANIA BRANCA
PF 147 23°49'56" 5, 45°25'51" W 13/02/2006 P2 BIVALVE AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PF 149 23°49'56" 5, 45°25"51" W 13/02/2006 P2 BIVALVE AMARELA BRAMNCA
PF 154 23°45°50" 5, 45°25'20" W 20/01/2006 Pl BIVALVE AMARELA BRAMNCA
PF 156 23°49'50" 5, 45°25'20" W 20/01/2006 Pl BIVALVE AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PF 159 23°49'50" 8, 45°25'20" W 20/01/2006 Pl BIVALVE AMARELA BRAMNCA
PF 320 23°49'50" 5, 45°25'20" W 21/03/2006 Pl PLANCTON AMARELA CENTRO LARAMNIA BRAMNCA
PF 322 23°49'50" 5, 45°25'20" W 21/03/2006 Pl PLANCTON AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PF 323 23°49'50" 5, 45°25'20" W 21/03/2006 P1 PLANCTON AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PF 324 23°49'50" 5, 45°25'20" W 21/03/2006 Pl PLANCTON AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PF 326 (1) 23°49'50" 8, 45°25'20" W 21/03/2006 Pl PLANCTON AMARELA CENTRO LARANIA MALVA
PF 326 (2) 23°45°50" 5, 45°25'20" W 21/03/2006 Pl PLANCTON VERDE MALVA
PF 329 23°49'56" 5, 45°25"51" W 21/03/2006 P2 PLANCTON AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PF 335 23°49'56" §, 45°25"51" W 21/03/2006 p2 BIVALVE AMARELA CENTRO LARANIA BRANCA
PF 336 23°49'56" 5, 45°25'51" W 21/03/2006 p2 BIVALVE AMARELA CENTRO LARAMNIA BRAMNCA
PF 412 23°49'50" 8, 45°25'20" W 25/04/2006 Pl PLANCTON VERDE AZUL
PF 414 23°45°50" 5, 45°25'20" W 25/04/2006 Pl AGUA AMARELA CENTRO LARAMNIA NAO CRESCEU
PF 445 23°49'56" 5, 45°25"51" W 25/04/2006 P2 Plancton AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PF 448 23°49'56" 5, 45°25"51" W 25/04/2006 P2 Plancton AMARELA CENTRO LARANIA NAO CRESCEU
PF 449 23°45°50" 5, 45°25'20" W 25/04/2006 Pl PLANCTON AMARELA CENTRO LARAMNIA BRAMNCA
PF 453 23°49'56" 5, 45°25"51" W 25/04/2006 P2 PLANCTON AMARELA BRAMNCA
PF 544 23°49'50" 8, 45°25'20" W 30/05/2006 P1 AGUA AMARELA CENTRO LARANIA MALVA
PF 555 23°49'56" 5, 45°25'51" W 30/05/2006 P2 AGUA AMARELA CENTRO LARANIA NAQ CRESCEU
PF 576 23°49'56" 5, 45°25"51" W 30/05/2006 P2 BIVALVE AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PF577 23°45°50" 5, 45°25'20" W 30/05/2006 Pl BIVALVE AMARELA CENTRO LARAMNIA BRAMNCA
PF578 23°49'50" 5, 45°25'20" W 30/05/2006 Pl BIVALVE AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PF 582 23°49'50" 8, 45°25'20" W 30/05/2006 Pl AGUA AMARELA BRAMNCA
PSS 16 23°49'50" 5, 45°25'20" W 17/10/2005 Pl PLANCTON AMARELA CENTRO LARAMNIA MALVA
PSS 18 23°49'50" 5, 45°25'20" W 17/10/2005 Pl PLANCTON AMARELA MALVA
P§5118 23°49'56" 5, 45°25"51" W 16/11/2005 p2 PLANCTON VERDE BRAMNCA
P55126 23°49'50" 5, 45°25'20" W 06/12/2005 Pl AGUA VERDE BRAMNCA
PS5 134 23°49'50" 8, 45°25'20" W 06,/12/2005 Pl PLANCTON AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PSS 163 23°45°50" 5, 45°25'20" W 24/01/2006 Pl AGUA VERDE MALVA
P55 181 23°49'56" 5, 45°25"51" W 24/01/2006 P2 AGUA VERDE BRAMNCA
PS5 183 23°49'56" 5, 45°25"51" W 24/01/2006 P2 AGUA AMARELA CENTRO LARANIA MALVA
PSS 186 23°49'56" 5, 45°25'51" W 24/01/2006 p2 AGUA AMARELA BRAMNCA
PSS 250 23°49'56" 5, 45°25"51" W 20/06/2006 P2 AGUA AMARELA BRAMNCA
Pss 297 23°49'56" 5, 45°25'51" W 18/07/2006 p2 AGUA VERDE BRAMNCA
PSS 208 23°49'56" 5, 45°25"51" W 18/07/2006 P2 AGUA VERDE BRAMNCA
PSS 299 23°49'56" 5, 45°25"51" W 18/07/2006 P2 AGUA VERDE AZUL
P55 319 23°45°50" 5, 45°25'20" W 22/08/2006 Pl AGUA AMARELA CENTRO LARAMNIA MALVA
PSS 339 23°49'56" 5, 45°25"51" W 22/08/2006 P2 AGUA AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PS5 1372 23°49'56" §, 45°25"51" W 19/08/2006 p2 AGUA AMARELA BRANCA
P55 374 23°49'56" 5, 45°25'51" W 19/09/2006 P2 AGUA VERDE BRAMNCA
PSS 380 23°49'56" 5, 45°25"51" W 19/08/2006 P2 AGUA VERDE MALVA
PSS 399 23°45°50" 5, 45°25'20" W 24/10/2006 Pl AGUA AMARELA CENTRO LARAMNIA BRAMNCA
PSS 405 23°49'50" 5, 45°25'20" W 24/10/2006 Pl PLANCTON AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PS5 419 23°49'56" 5, 45°25"51" W 24/10/2006 P2 AGUA AMARELA BRAMNCA
PSS 422 23°49'56" 5, 45°25'51" W 24/10/2006 p2 AGUA AMARELA NAO CRESCEU
PSS 434 23°49'50" 5, 45°25'20" W 21/11/2006 Pl AGUA VERDE AZUL
PS5 436 23°49'50" 8, 45°25'20" W 21/11/2006 P1 AGUA VERDE BRANCA
PSS 445 23°49'50" 5, 45°25'20" W 21/11/2006 Pl AGUA AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PSS 484 23°49'50" 8, 45°25'20" W 24/01/2007 Pl AGUA AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PSS 485 23°45°50" 5, 45°25'20" W 24/01/2007 Pl AGUA AMARELA CENTRO LARAMNIA BRAMNCA
PSS 488 23°49'50" 5, 45°25'20" W 24/01/2007 Pl PLANCTON AMARELA CENTRO LARANIA MALVA
PSS 492 23°49'50" 8, 45°25'20" W 24/01/2007 Pl PLANCTON AMARELA CENTRO LARANIA BRAMNCA
PSS 505 23°49'56" 5, 45°25'51" W 24/01/2007 p2 PLANCTON AMARELA CENTRO LARAMNIA BRAMNCA
PSS 506 23°49'56" 5, 45°25"51" W 24/01/2007 P2 PLANCTON AMARELA CENTRO LARANIA WALVA




APENDICE 3B- Identificagdo bioquimica

realizada através do APl 20E dos

104

isolados de vibrios do Canal de Séo

Sebastido

API20E | ONPG| ADH | LDC| ODC| CIT | H25| URE| TDA] IND | VP | GEL] GLU | MAN | INO | SOR | RHA| SAC | MEL | AMY | ARA| OX |NO2| N2 SOMA PERFIL IDENTIFICACAO
PF 79 P N N N N N N P PIMN]|N N N N N N P N P N P|MN]|P]| 1-0-6-0-0-2-3 PERFIL INACEITAVEL Possibilidade de V.fluviaiis
PF 84 N N P N N N N P PN P P P N N N P N P N PIN]P PERFIL DUVIDOSO 98,6% V.alginolyticus
PF 100 (1) N N P N N N N P PN P P P N N N P N N N F|P]P PERFIL DUVIDOSO 99,7% V.olginolyticus
PF 100 (2) N M N N NN N P N|IN|F N N M N N N N N NM]PF]IN|P IDENTIFICACAQ INCORRETA Possibilidade de Brucells spp
PF 101 P P P N N N N P P P P P P N N N P N N N F|P]P PERFIL DUVIDOSO Possibilidade de V.fluviaiis
PF 104 N N P N NN N P PIN]| P N P N N N P N P M]PF]P|IN PERFIL INACEITAVEL V.alginolyticus
PF 107 N N N N N N N P NN P N N N N N N N N N P|MN]|P][ 0-0-2-2-0-0-4 IDENTIFICACAO INCORRETA Possibilidade de Brucella spp.
PF111(1) P P N N NN N P PIN]| P P P N N N P N N PlP|IMN]|PF] 3G PERFIL DUVIDOSO Possibilidade de V. fluvialis
PF111(2) N N N N N N N P PN P N N N N N N N N N Pl MN|P]| OO PERFIL DUVIDOSO Chryseobacterium meningosepticum
PF 114 P N N N NN N P PIN]| P P P N N N P N N M| P|N]|P]| 1-0-661-2-4 PERFIL DUVIDOSO Possibilidade de V. fluvialis
PF 127 (1) P P N N N N N P PIMN|N P P N N N P N N P PIN]|P| 30 ] PERFIL DUVIDOSO 87.9% V fiuvialis
PF127(2) P P N N NN N P N|IN|N N P N N N P N N M| P|IN|PF]| 3G 4 PERFIL DUVIDOSO 98,9% V. fluviglis
PF 134 N N P N N N N P PIMN]|N N P N N N P N N N P| PP 4060124 PERFIL INACEITAVEL V.aiginaiyticus
PF 138 N P N N NN N P PIN]| P N P N N N P N P PIP|IMN]|PF]| 2D 7 PERFIL DUVIDOSO 94,4% V. fluviglis
PF 140 P P N N N N N P NN P P P N N N P N N N Pl P|N| 30 4 PERFIL DUVIDOSO 76,8% V fiuvialis
PF 143 (1) P N N N NN N P N|IN|F P P N N N P N N PlP|P]|N]| 1-0-2-6-1-2-6 PERFIL INACEITAVEL Possibilidade de V.fluviaiis
PF 143 (2) N N P N N N N N PIMN]|N N N N N N N N N N PPN 4 PERFIL DUVIDOSO Grimontia hollisae
PF 144 P M N N NN N P N|IN| P P P M N N P N N PIP|P]|N 6 PERFIL INACEITAVEL Possibilidade de V.fluvialis
PF 145 P P N N N N N P PN P P P N P N P N N N PIN]P 4 PERFIL INACEITAVEL Possibilidade de V fluviais
PF 146 (1) P P N N P N N P PN P P P N N N P N P P F|P]P 7 PERFIL DUVIDOSO Possibilidade de V.fluviaiis
PF 146 (2) P P N P P N N P P Pl N P P N P P P P P P PPN 7 PERFIL INACEITAVEL Enterobacter cloacae
PF 147 P P N P P N N P P Pl N P P N P P P P P P Pl PN 7 PERFIL INACEITAVEL Enterobacter cloacae
PF 149 N N P N NN N P PIN]| P P P N N N P N P N]P]P|IN 5 PERFIL DUVIDOSO 98,6% V.alginalyticus
PF 154 N N P N N N N P PIMN]|N N P N N N P N N N F|P]P -4 PERFIL INACEITAVEL V.aiginoiyticus
PF 156 P P N P PN N P PP P P P P P P P P P PIP|P]|N 7 PERFIL INACEITAVEL Enterobacter cloacae
PF 159 N M P N N N N P PN [ P P M N N P N N M F|P]P -4 PERFIL DUVIDOSO 99,7% V.olginolyticus
PF 320 N N P N N N N P PN P P P N N N P N N N F|P]P -4 PERFIL DUVIDOSO 99,7% V.olginolyticus
PF 322 N N P N N N N P PN P P P N N N P N P N PPN 5 PERFIL DUVIDOSO 98,6% V.alginolyticus
PF 323 N N P N N N N P PN P P P N N N P N P N PIN]P 5 PERFIL DUVIDOSO 98,6% V.olginolyticus
PF 324 N N P N NN N P PIN]| N N P N N N P N N N]P]P|P 4 PERFIL INACEITAVEL V.alginaiyticus
PF 326 (1) N N P N N N N P PIMN]|N N P N N N P N N N F|P]P -4 PERFIL INACEITAVEL V.aiginoiyticus
PF326(2) N N P N NN N N PIN]| P N P N N N P N N NM]PF]P|P 4 PERFIL INACEITAVEL V. parshoemolyticus
PF 329 N N P N N N N P PN P P P N N N P N P N Pl PN 5 PERFIL DUVIDOSO 98,6% V.olginolyticus
PF 335 N N P N NN N P PIN]| P N P N N N P N P NM]PF]IN|P 5 PERFIL INACEITAVEL V.alginolyticus
PF 336 N N P N N N N P PN P P P N N N P N P N PIN]P PERFIL DUVIDOSO 98,6% V.olginolyticus
PF 412 P N P N NN N P PIN]| P P N N N N N N N NM]PF]P|P PERFIL DUVIDOSO 80,5% V.vuinificus
PF 414 N N N N N N N P N|N|N N N M N N N N N P PIN]P BOA IDENTIFIEACAEI 85,%% Ochrobactrum anthropi
PF 445 N N P P NN N P PIN]| P P P N N N P N N NM]PF]P|P PERFIL DUVIDOSO 97.7% V.alginolyticus
PF 448 N N P N N N N P N|N| N P P N N N P N N N PPN PERFIL INACEITAVEL V.aiginaiyticus
PF 449 N N P N NN N P PIN]| P N P N N N P N P NM]PF]P|P PERFIL INACEITAVEL V.alginolyticus
PF 453 N N P N N N N P PN P P P N N N P N N N PlP]P PERFIL DUVIDOSO 99,7% V.alginolyticus
PF 544 N N P N NN N P PIN]| P N P N N N P N P NM]PF|IN|P PERFIL INACEITAVEL V.alginolyticus
PF 555 N P N N N N N P N|N| N N N N N N P P P P PlP]P PERFIL INACEITAVEL Possibilidade de V fluviais
PF 576 N N P P NN N P PIN]| P P P N N N P N N N]PF]P|P PERFIL DUVIDOSO 97,7% V.alginolyticus
PF 577 N N P N N N N P PIMN]|N P P N N N P N P N PlP]P PERFIL DUVIDOSO 99,6% V.alginolyticus
PF 578 N N P N N N N P PIMN]|N N P N N N P N N N Pl PN PERFIL INACEITAVEL V.aiginoiyticus
PF 582 N N P N N N N P PIMN]|N N P N N N P N N N Pl P | N[ 4060124 PERFIL INACEITAVEL V.aiginaiyticus
P55 16 P P N N P N N P PN P P P N P P P P P P Pl MN]|N| 3 PERFIL INACEITAVEL Possibilidade de V.fluviaiis
PS5 18 P P N N Pl N N P PIN]| P P P N N N P N N PIP|IMN]|P] 32 PERFIL DUVIDOSO Possibilidade de V. fluvialis
PSS 118 N P P N P N N P PN P N N N N N P N N N Pl P|N]| &-2-6-2-0-2-4 PERFIL INACEITAVEL Possibilidade de V.fluviaiis
PS5 126 P M P N NN N N PIN]| P P N M N N N N P M| PF|MN|N| S5 5 EXCELENTE IDENTIFICACAQ 99,9% V.vwinificus
PSS 134 P P P P P N N P P P P P P N P P P P P P L L L 7 PERFIL INACEITAVEL Possibilidade de V.fluviaiis
PS5 163 N N P N NN N N PIN]| P P N N N N N N N N | P|P|P| 40460024 | IDENTIFICACAQ ACEITAVEL DO GENERO V. parshoemolyticus
PSS 181 P N P N N N N P PN P P P N N N P N P P PIN]P 7 PERFIL DUVIDOSO Possibilidade de V.fluviaiis
PS5 183 N P N N NN N N PIMN]| N N P N N N P N N PIP|IN]|EP & | MUITO BOA IDENTIFICACAD DO GENERO 99,6% V. fluviglis
PSS 186 P P N N N N N P PN P N P M N N P N N N PIN]P -4 PERFIL DUVIDOSO 87,4% V fiuvialis
PS5 250 P N N N NN N N N|IN|F N P N N N P N N M]P]N|N 4 PERFIL INACEITAVEL Possibilidade de V. fluvialis
PSS 297 P N N N N N N N N|N P N P N N N P N N N PIMN]|N 4 PERFIL INACEITAVEL Possibilidade de V fluviaiis
PS5 298 N N P N NN N N PIMN]| N N N N N N N N N M]PF]P|IN 4 IDENTIFICACAO INCORRETA 75,4% Grimontia hollisae
P55 299 P N P N N N N N PIMN]|N P N N N N N N P N PPN 5 BOA IDENTIFIEA(_I»&D 99,3% V.vuinificus
P55 319 P P N N NN N N PIN]| P N P N N N P N N PIP|IMN]|EP 6 BOA IDENTIFICACAQ 97.7% V. fluviglis
P55 339 N P P N N N N N PIMN]|N N N N N N P N P N PlP]P 5 PERFIL INACEITAVEL Possibilidade de V fiu
PS5 372 N N N N NN N P N|IN|N N N N N N N N N NM]PF]IN|P FRACA DISCRIMINACAO Possibilidade de Brucells spp
P55 374 N N P N N N N N PN P P N N N N N N N N PlP]P IDENTIF\EA_DED ACEITAVEL DO GENERO V. parahaemalyticus
PSS 380 N M N N NN N P N|IN|N N N M N N N N N M]P]IN|P FRACA DISCRIMINACAO Possibilidade de Brucells spp
P55 399 N N P N N N N N PIMN]|N P N N N N P N P N PIN]P PERFIL DUVIDOSO 95,6% V.alginolyticus
PSS 405 N N P N N N N P NN P P P N N N P N N N PIN]P PERFIL INACEITAVEL V.aiginoiyticus
P55 419 N N N N N N N N PIMN|N N N N N N N N N N PlP]LP FRACA DISCRIM INA_D&D Taxon significativo Grimontia hollisae|
PS5 422 P N N N N N N N NN P N P N N N P N N N Pl MN]|N][] 1-0-2-2-1-2-4 PERFIL INACEITAVEL Possibilidade de V.fluviaiis
P55 434 P M P N NN N N PIN]| P P N M N N N N N M| PF|MN|N| S5 MUITO BOA IDENTIFICACAQ DO GENERO 90,5% V.vwinificus
PSS 436 P N P N N N N N PN P P N N N N N N N N PIMN]|N MUITO BOA IDENTIFICACAO DO GENERD 90,5% V.vwinificus
PS5 445 P P N N PN P P PIN]| P N P N N N P N N PlP|P]|P]| 327212:6 PERFIL INACEITAVEL Possibilidade de V.flu
PSS 484 P P P P P N N P P P P P P N N N P N N P PIMN]P] 73 (] PERFIL INACEITAVEL Possibilidade de V.fluviaiis
PS5 485 P P N P PN N P PP P P P N P P P P P PIP|P|N|T3 7 PERFIL INACEITAVEL Possibilidade de V. fluvialis
PSS 488 P P N N P N N P PN P P P N N N P N N P P|MN]|P]| 32-66-1-2-0 PERFIL DUVIDOSO Possibilidade de V.fluviaiis
PS5 492 P P N N PN N P PIMN]| N P P N N N P N N PIP|IP]|PF] 32T 6 PERFIL DUVIDOSO Possibilidade de V. fluvialis
PS5 505 P P P N P N N P PN P P P M N N P N N P PIMN]|P| 72 {i] PERFIL DUVIDOSO Possibilidade de V fluviaiis
PS5 506 P P N N Pl N N P PIM]| N P P N N N P N N PlP|P]|PF]| 3264126 PERFIL DUVIDOSO Possibilidade de V. fluviaiis

Legenda: N — negativo; P — positivo




