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FRAZAO, F. B. Qualidade microbiolégica e perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos das bactérias isoladas da pescada amarela (Cynoscion acoupa)
comercializada na cidade de Sao Luis - MA. 2018. 60f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Animal) — Universidade Estadual do Maranhéo, Sdo Luis, 2018.

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica e o perfil de
suscetibilidade antimicrobiana das bactérias isoladas da pescada amarela (Cynoscion
acoupa) comercializada na cidade de Sao Luis - MA. Foram obtidas 60 amostras de
postas de pescada amarela de cinco supermercados e cinco feiras, no periodo de outubro
de 2016 a fevereiro de 2017, as quais foram analisadas no Laboratério de Microbiologia
de Alimentos e Agua da Universidade Estadual do Maranhio — UEMA. Para o perfil de
suscetibilidade a antimicrobianos foram analisados 53 isolados de Aeromonas spp. e
quatro isolados de Escherichia coli. Os testes suscetibilidade in vitro aos
antimicrobianos foram realizados por disco-difusdo, de acordo com Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). A selecao dos onze antimicrobianos se deu com
base aos mais utilizados na clinica humana e veterindria. Nas amostras de feiras foi
observado a presenca de coliformes a 35°C (93,33%), coliformes a 45°C (80%) e E. coli
(13,33%). Nas amostras adquiridas dos supermercados, foi observada presenca de
coliformes a 35°C (86,67%), coliformes a 45°C (46,67%) e nao foi detectada a presenca
de E. coli. Nenhuma amostra apresentou contaminacdo por Staphylococcus coagulase
positivo, Salmonella spp., Listeria sp. e V. parahaemolyticus, para ambos os ambientes
de comercializacido. Foram isoladas quatro espécies do género Aeromonas, sendo que a
mais frequente foi A. hydrophila, em 43 (81,13%) amostras. Foi verificada maior
resisténcia de E. coli a levofloxacina e sulfa-trimetoprim; assim como houve resisténcia
antimicrobiana dos isolados de Aeromonas spp. a ampicilina, amoxicilina-clavulanato,
cefuroxima e cefotaxima. Os valores encontrados para o indice MAR, evidenciam
multirresisténcia em 90,54% (n=48) dos isolados de Aeromonas spp. € em 50% (n=2)
dos isolados de E. coli. Uma cepa de Aeromonas spp. apresentou resisténcia a todos os
onze antimicrobianos testados (MAR = 1,00). As amostras apresentam condi¢des
higi€nico-sanitdrias insatisfatérias, devido a presenga de coliformes a 35°C, a 45°C e E.
coli. Apresenta risco de veicular A. hydrophila, para o consumidor. Concluiu-se que a
multirresisténcia dos isolados de Aeromonas spp. e E. coli foi considerada elevada. O
aumento do aparecimento de bactérias resistentes a multiplas drogas € preocupante,
diminuindo as op¢des de uso de antimicrobianos com sucesso clinico.

Palavras-chave: Antibiograma. Micro-organismos. Coliformes. Peixe marinho. Feiras.
Supermercados.



FRAZAO, F. B. Microbiological quality and antimicrobial susceptibility profile of the
bacteria isolated from the yellow hake (Cynoscion acoupa) commercialized in the city
of Sao Luis - MA. 2018. 60f. Dissertation (Master in Animal Science) — Universidade
Estadual do Maranhao, Sdo Luis, 2018.

SUMMARY

This work aimed to evaluate the microbiological quality and antimicrobial susceptibility
profile of bacteria isolated from yellow hake commercialized in the city of. Sixty
samples of fish from five supermarkets and five fairs were obtained from October 2016
to February 2017, which were analyzed at the Laboratério de Microbiologia de
Alimentos e Agua of the Universidade Estadual do Maranhdo - UEMA. For the
antimicrobial susceptibility profile, 53 isolates of Aeromonas spp. and four isolates of
Escherichia coli. The in vitro antimicrobial susceptibility tests were performed by disk-
diffusion, according to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). The
selection of eleven antimicrobials was based on those most used in the human and
veterinary clinic. Coliforms were observed at 35 ° C (93.33%), coliforms at 45 ° C
(80%) and E. coli (13.33%). The presence of coliforms at 35 ° C (86.67%), coliforms at
45 ° C (46.67%) and presence of E. coli were observed in samples purchased from
supermarkets. No samples showed contamination by Coagulase positive
Staphylococcus, Salmonella spp., Listeria sp. and V. parahaemolyticus, for both
commercialization environments. Four species of Aeromonas genus were isolated, the
most frequent of which was A. hydrophila, in 43 (81.13%) samples. For the
antimicrobial susceptibility profile, 53 isolates of Aeromonas sp. and four isolates of
Escherichia coli. Increased resistance of E. coli to levofloxacin and sulfa-trimethoprim
was observed; as well as antimicrobial resistance of Aeromonas spp. ampicillin,
amoxicillin-clavulanate, cefuroxime and cefotaxime. The values found for the MAR
index, evidenced multiresistance in 90.54% (n = 48) of the Aeromonas spp. and 50% (n
= 2) of the E. coli isolates. A strain of Aeromonas spp. presented resistance to all eleven
antimicrobials tested (MAR = 1.00). Research has shown that, in the treatment of
infections caused by E. coli, piperacillin-tazobactam is most effective in vitro. For
Aeromonas spp., The most effective antimicrobials in vitro were cefepime and
levofloxacin. Thus, in case of diseases caused by this microorganism, these would be
the antimicrobial of choice for the treatment of infections. Therefore, it was concluded
that the multiresistance of Aeromonas spp. and E. coli was considered elevated. This is
an important data since the increase of the appearance of bacteria resistant to multiple
drugs is worrisome, diminishing the options of use of antimicrobial with clinical
success. The samples presented unsatisfactory hygienic-sanitary conditions due to the
presence of coliforms at 35°C, at 45°C and E. coli. It presents a risk of transmitting A.
hydrophila to the consumer.

Keywords: Antibiogram. Microorganisms. Coliforms. Marine fish. Trade shows.
Supermarkets.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, o consumo de pescado, conforme as estimativas da FAO em 2013,
alcancou 14,5 kg/hab./ano. Entretanto, uma estimativa divulgada pelo extinto Ministério
da Pesca e Aquicultura-MPA, em 2015, indicou que este consumo nacional € de apenas
10,6 quilos de pescado per capita, ou seja, abaixo do recomendado pela Organizacio
Mundial de Saide (OMS) (SNA, 2015).

Porém, ainda que o pais ndo tenha alcancado o recomendado pela OMS, tem
sido crescente a estimativa dos brasileiros consumirem pescado, em relacdo aos anos
anteriores. Isso porque o Brasil tem aos poucos despertado para seu potencial. O Pais
tem condi¢des naturais excelentes para incentivar a pesca e aquicultura: dgua em
abundancia, com uma zona econdmica exclusiva (ZEE) em rica de recursos pesqueiros,
clima e geografia favoraveis a producio de espécies em cativeiro, apresenta uma grande
biodiversidade tanto no mar quanto nos rios e lagoas, e uma producgdo significativa de
graos para fabricar ragao.

Enfim, seja na pesca ou na aquicultura (continental ou maritima), o Brasil tem
condicdes ideias para ofertar aos consumidores peixes, camardes, moluscos € outros
organismos aquaticos em quantidade suficiente. Mas € preciso que além de quantidade,
o pescado apresente boa qualidade, sem riscos a saide do consumidor.

E importante ressaltar que a auséncia de boas praticas de manipulagio pelos
pescadores e empresdrios na cadeia produtiva do pescado, por exemplo, é determinante
para a baixa qualidade do produto brasileiro, que chega a mesa do consumidor com uma
alta carga microbiana (LOPES, 2012).

Os micro-organismos, quando presentes no pescado, sdo determinantes na
deteriorag¢do desse alimento, provocando assim uma possivel rejeicdo pelo consumidor.
Machado et al. (2015), relatam que a deterioracdo do pescado é facilitada devido os
fatores intrinsecos e extrinsecos, podendo essa contaminagdo também se apresentar por
meio de micro-organismos patogé€nicos com perfil de resisténcia a diferentes
antimicrobianos.

Portanto, a ado¢ao de medidas corretas na cadeia produtiva, como a conservagao

adequada por meio de refrigeracdo e a utilizacao de praticas higiénicas, podem diminuir

FRAZAO, F. B. (2017)
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o risco de veiculacdo de agentes causadores de doencas, bem como possibilitar a
obtencdo de um produto de boa qualidade no final da cadeia produtiva (LOPES, 2012).

No Brasil, o pescado ao ser comercializado € fiscalizado pelos Servicos de
Inspecdo Federal (SIF), Servicos de Inspecdo Estadual (SIE) ou Servicos de Inspecao
Municipal (SIM). Todo controle e fiscalizagdo de alimentos como o pescado envolve
legislacdo prépria (leis, decretos, resolugdes, portarias, normas técnicas) (ORDONEZ,
2005).

Na Resolu¢do de Diretoria Colegiada (RDC) n° 12, de 2 de janeiro de 2001, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria - ANVISA, por exemplo, consta a defini¢do
dos padrdoes microbioldgicos para o pescado e os produtos derivados da pesca
(BRASIL, 2001).

Alimentos fora dos padrdes microbiolégicos podem oferecer riscos a saude
publica, sendo as doencgas transmitidas por alimentos (DTA) um problema frequente no
mundo contemporaneo (AMSON et al., 2006).

No Brasil, no periodo de 2007 a 2017, 6.850 surtos de doencas transmitidas por
alimentos foram registrados, tendo causado 109 mortes. Os alimentos frequentemente
apontados nos surtos foram ovos e produtos a base de ovos, sobremesas, peixes € outro
pescado, carne bovina, frango e suino. Os principais agentes etioldgicos foram as
bactérias, principalmente Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Bacillus cereus (BRASIL, 2016; 2017).

Portanto, a importancia epidemioldgica que representa a identificacdo dos
agentes etioldgicos causadores de processos infecciosos no ser humano, associado ao
teste de suscetibilidade aos antimicrobianos isolado em pescado, vem adquirir grande
relevancia para a satide piiblica em todo o pafs (GUIMARAES et al., 2012).

O Maranhao, por exemplo, destaca-se como um dos principais produtores de
pescado oriundo da pesca extrativa marinha da regido nordeste do pais, apresentando
recursos pesqueiros de grande importancia econdmica para o Estado, como a pescada
amarela (Cynoscion acoupa), a gurijuba (Hexanematichthys parkeri), e pescada branca
(Cynoscion leiarchus) (ALMEIDA, 2011; LOPES, 2012). Porém, vale ressaltar que
mesmo que a pescada amarela, seja de grande importancia econdmica, existem poucos

trabalhos cientificos sobre caracteristicas microbioldgicas desta espécie e, até o presente

FRAZAO, F. B. (2017)
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momento ndo existe pesquisa sobre o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de
bactérias isoladas deste peixe.

A determinacdo do perfil de sensibilidade & antimicrobianos isolados de
bactérias de peixes € fundamental na medida em que surgem cepas de micro-organismos
resistentes a alguns antimicrobiano que, por isso, deixam de ser eficazes no tratamento
das infeccdes (RODRIGUES, 2014).

Diante do exposto, neste trabalho é muito importante avaliar a qualidade
microbioldgica na pescada amarela in natura, comercializada na capital maranhense, e
também o avaliar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana em bactérias isoladas deste
peixe. Este trabalho subsidiara em informacdo e outras pesquisas, assim como
contribuird com futuras revisdes na legislacdo sobre os padrdoes microbioldgicos para o
pescado e os produtos derivados da pesca, com a possibilidade de inclusdao de outros

patégenos.

FRAZAO, F. B. (2017)
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

= Avaliar a qualidade microbioldgica e o perfil de suscetibilidade antimicrobiana
das bactérias isoladas da pescada amarela (Cynoscion acoupa) comercializada

na cidade de Sao Luis - MA.

2.2 Especificos

= Determinar o Niumero Mais Provavel (NMP/g) de coliformes a 35°C e 45°C em
amostras de pescada amarela comercializada na cidade de Sdo Luis - MA;

= Pesquisar Escherichia coli, Salmonella spp., Aeromonas spp., Listeria
monocytogenes e Vibrio parahaemolyticus em amostras de pescada amarela
comercializada na cidade de Sdo Luis - MA;

= Realizar a contagem e identificacdo de Staphylococcus coagulase positivo e
negativo em amostras de pescada amarela comercializada na cidade de Sao Luis
-MA;

= Avaliar a suscetibilidade in vitro dos micro-organismos isolados a

antimicrobianos em amostras de pescada amarela.

FRAZAO, F. B. (2017)
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Caracteristicas da pescada amarela (Cynoscion acoupa)

A espécie Cynoscion acoupa (LACEPEDE, 1801) é um peixe conhecido
popularmente como pescada amarela da familia Scianidae (FISH BASE, 2017).

Na costa brasileira foram descritas mais de 30 espécies dentro do género
Cynoscion. Todos sdo peixes de escamas e apresentam a capacidade de produzir sons
por musculos associados a bexiga natatéria, caracterizando este grupo. Dentre as
espécies principais deste género, estd a pescada amarela, que pode alcangar 1,0 m de
comprimento e 30 kg e tem a cor amarela. Ela possui grande distribuicdo geografica,
nas regides Nordeste, Norte, Sudeste e Sul do litoral brasileiro (PESCATUR, 2016).

A pescada amarela apresenta como caracteristicas: formato do corpo alongado;
cabeca relativamente grande, que ocupa cerca de 1/4 do comprimento do corpo; boca
terminal ampla e maxilas providas de pequenos dentes aciculares; nadadeira caudal
romboidal; nadadeiras dorsais com raios duros e moles, bem altas e desenvolvidas;
coloracdo geral amarelada, principalmente no dorso e na extremidade das nadadeiras
(CUNHA; RODRIGUES, 2016).

Este peixe vive no mar, em &guas rasas e salobras de estudrios, e
desembocaduras de rios, podendo habitar em dgua doce (ARAUJO, 2008; HE et al.,
2012). Entretanto, em fase juvenil, seus habitats sdo dguas salobras e doces (ALMEIDA
et al., 2016). Tem hébito carnivoro, sendo sua alimentacdo constituida de crusticeos
como camardes, e de peixes (PESCATUR, 2016).

De acordo com Aratgjo (2008), a pescada costuma entrar nos manguezais a
procura de alimentos, e acaba sendo alvo da pesca artesanal. E muito apreciada como
alimento, sendo capturada em todo o litoral maranhense.

No Maranhao, a pescada amarela representa 10% da producdo pesqueira. Tem
grande valor comercial ndo apenas sua carne, mas também a bexiga natatéria desta
espécie. O produto conhecido como “grude” (oriundo da bexiga natatdria), oriundo

tanto de outros peixes como corvina e gurijuba, é usado para se obter uma gelatina

FRAZAO, F. B. (2017)
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utilizada na indistria de bebidas (vinho e cervejas) como emulsificante e clarificante; a
bexiga natatéria também produz uma cola de alto teor de adesdo, usada em operagdes
cirdrgicas € a mesma também pode ser usada na composicio de medicamentos,
cosméticos, varas de pescar e mdveis em vdarios paises. Logo, atinge altos valores no

mercado internacional (TRIBUNA AMAPAENSE, 2014; ALMEIDA et al., 2016).

3.2 Alteracoes dos peixes post-morte

Entende-se por pescado os peixes, os crusticeos, os moluscos, os anfibios, os
répteis, os equinodermos e outros animais aquaticos usados na alimentacio humana
(BRASIL, 2017).

Peixe ¢ um alimento altamente perecivel em decorréncia dos fatores intrinsecos,
da rdpida instalacdo do rigor mortis, do pH préximo a neutralidade, da liberacdo do
muco, da alta atividade de 4gua nos tecidos, dos tecidos ricos em proteinas,
fosfolipideos e 4acidos graxos poli-insaturados que servem de substratos para as
bactérias. Como qualquer animal, o peixe ao morrer, sofre uma série de alteragdes que
levam a sua deterioracdo, principalmente se ndo forem aplicadas técnicas corretas de
conservagao (SANTOS; 2011).

O numero de bactérias do muco e pele de peixes marinhos varia de 100 a varios
milhdes de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)/cm? O fluido intestinal pode
conter 10° a 102 UFC/ml e as brinquias podem conter 10° a 10® UFC/g. O muco contém
bactérias dos géneros Pseudomonas, Bacillus, Achromobacter, Micrococcus,
Flavobacterium, Vibrio e Escherichia. Tanto o nimero como as espécies das bactérias
presentes no pescado vao influenciar na sua deterioracio (GONCALVES, 2011;
MARINHO, 2011).

Para Santos (2011), a deterioracdo dos peixes é afetada pela composicdo quimica
da musculatura, do ndmero de espécies de micro-organismos presentes, pela auséncia de
refrigeracdo, condi¢Oes higiénico-sanitérias deficientes e inadequado acondicionamento
do pescado durante seu manuseio, armazenamento, transporte e comercializagdo. Do
ponto de vista sensorial, as alteragdes dos peixes sdo facilmente percebidas apds alguns

dias de armazenamento.
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Para retardar o processo de deterioracdo, o pescado exige alguns cuidados
durante o manuseio, no processo de captura e durante a estocagem nos barcos
pesqueiros. Qualquer alimento proveniente do mar sofre alteracdo devido a autdlise,
atividade bacteriana e/ou oxidagdo (VIEIRA, 2004).

Na autdlise, apds a morte do peixe, os sucos digestivos e as enzimas facilitam a
disseminag¢do de micro-organismos do trato intestinal e aceleram a deterioracdo dos
tecidos musculares. A atividade bacteriana, o desenvolvimento micro-organismos
juntamente com os processos de deterioracdo, acelera as alteracdes do pescado durante
seu armazenamento. E a oxidacdo de gorduras insaturadas provoca altera¢des no aroma

ou na coloracao do pescado (MOPESCADOS, 2012).

3.3 Condicoes higiénico-sanitaria da infraestrutura X Qualidade do pescado

Em Sao Luis - MA, no Portinho, o pescado que chega de embarcacdes oriundas
de vérios locais de pesca, ou ainda de caminhdes frigorificos de outros Estados, €
distribuido em diversos estabelecimentos na capital maranhense (IABS, 2008). Sendo o
principal foco de distribuicdo as feiras, mercados, supermercados, restaurantes e
consumidores finais. Neste principal ponto de desembargue de pescado em Sdo Luis,
Pereira et al. (2010), verificaram auséncia de infraestrutura, condi¢des higi€nico-
sanitdrias adequadas para realiza¢do das atividades, além da presenga de depdsitos de
lixo a céu aberto e esgotos na area. Ainda, segundo estes autores, o desperdicio €
grande, sendo que enormes quantidades de peixes descartados e lancados nos
manguezais.

Em Caxias - MA, Holanda et al. (2013) avaliaram as feiras livres e observaram
que as instalagdes sanitdrias improprias. Alguns dos pontos negativos relatados por
estes pesquisadores foram: pescado dispostos em estruturas de madeira no chdo, e
préximo do banheiro e muitos hédbitos dos manipuladores inadequados.

Portanto, em feiras livres a comercializacdo de pescado € uma atividade que
merece toda atengdo, visto que o mesmo faz parte do grupo dos alimentos altamente
pereciveis, e portanto, merece atencdo da vigilancia sanitdria para assegurar aos

consumidores produtos com boa qualidade higiénico-sanitdria (XAVIER, 2009).
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No pescado fresco, a qualidade é avaliada pelas caracteristicas sensoriais. O
peixe fresco deve apresentar carne firme, de consisténcia eldstica e cor prépria da
espécie; com odor e sabor proprios, lembrando o de algas marinhas; olhos vivos e
brilhantes; escamas brilhantes ¢ bem aderentes a pele; nadadeiras apresentando certa
resisténcia; e visceras integras. Entretanto, em peixes filetados ou em postas congelados
e conservas, estas caracteristicas ndo sdo adequadas, dificultando a avaliacdo da
qualidade (SANTOS, 2016).

Algumas praticas que podem ser adotadas tanto pelo pescador a bordo ou na
industria pesqueira durante 0 manuseio sdo recomendadas para garantir a qualidade do
pescado, tais como evisceracdo, lavagem, sanitizacdo, acondicionamento em gelo ou
congelamento. Torna-se fundamental a observacdo do trindbmio tempo X higiene x

temperatura em todo processo (EVANGELISTA, 2010; VIEIRA, 2004).

3.4 Bactérias de pescado importante em satide publica

No Brasil, o pescado geralmente tem chegado ao consumidor com carga
microbiana elevada, composta tanto por micro-organismos deteriorantes como
patogénicos. Bactérias como Staphylococcus coagulase positivo, coliformes, Salmonella
spp., Vibrio parahaemolyticus, E. coli, Listeria monocytogenes, Aeromonas spp., entre
outros, sdo exemplos de micro-organismos patogénicos ao ser humano, sendo o pescado
contaminado o principal veiculador. A presenca desses micro-organismos demonstra
falhas em algumas etapas do processamento ou na conservagdo do produto final
podendo interferir na saide do consumidor, levando de uma simples intoxicacdo até a
morte (REBOUCAS, 2005; RIBEIRO, 2009; SOARES, 2012).

Vibrio parahaemolyticus é uma bactéria Gram negativa, bastonete curto, movel,
com flagelo polar, anaerdbia facultativa. Seu desenvolvimento ocorre em pH entre 7.5 e
8.5 e a temperatura entre 35°C a 37°C. Sendo pouco resistente ao calor e sua inativagao
ocorre pelo simples aquecimento do alimento. Esta bactéria foi isolada pela primeira
vez no Japdo, durante um surto de gastrenterite em 272 pessoas, resultando em 20
mortes. A ingestdo de camardes, ostras e mexilhdes crus ou mal cozidos, contaminados
por Vibrio parahaemolyticus causa diarreia, nduseas, dores abdominais, vomito, febre,
gastrenterite e calafrios. A doenca dura cerca de dois dias, sendo o periodo de incubagio

de quatro a 96 horas (ROSA et al., 2017).
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Staphylococcus aureus é uma espécie de bactéria Gram-positiva, esférica,
apresentando com uma forma de pequenas cadeias ou em cachos. Os principais
sintomas em casos de intoxicagdo alimentar sdo vOmitos, nduseas, diarréia, sudorese,
dores de cabeca e queda de pressao arterial MANGOBA, 2015).

Staphylococcus aureus € de grande importancia nos surtos de infec¢do alimentar.
Segundo Barbosa (2013), este micro-organismo pode ser encontrado em varias partes
do corpo humano como faringe, garganta, glandulas mamadrias, maos, urindrio, € trato
intestinal, dos quais por contamina¢do cruzada contamina o pescado. Todo cuidado é
fundamental em industrias de beneficiamento de pescado, visto que algumas pessoas
podem ser portadoras de infeccdo respiratdria ou cutidnea, sendo responsiveis pela
contamina¢do microbiolégica desses alimentos, devido a falta de higiene do
manipulador durante o inicio ao fim do processamento do pescado.

Em relacdo a inocuidade de peixes e produtos a base de pescado, a ANVISA
estabelece que a tolerdncia de Staphylococcus coagulase positivo de 10° UFC/g e
auséncia de Salmonella spp. em 25g, para amostras indicativas de pescado, ovas de
peixes, crusticeos e moluscos cefalépodes in natura, resfriados ou congelados ndo
consumidos crus (BRASIL, 2001). Vale ressaltar, que nao hé limite de tolerancia para
coliformes para pescado in natura e produtos derivados de pescado (SANTOS, 2011).

Sobre as caracteristicas microbioldgicas da Salmonella spp., pode-se dizer que
apresenta em forma de bastonetes curtos, Gram negativas, ndo esporulados, aerébios
facultativos ou anaerébios. O pH 6timo para a multiplicagdo fica proximo de 7,0 e a
temperatura ideal encontra-se na faixa de 35 °C a 37 °C (CARAMELLO, 2013).

Salmonella spp. ndo pertence a microbiota natural do pescado, e portanto, o
consumo desse alimento contaminado ja causou inumeras intoxica¢Oes alimentares
(SANTOS, 2011). A salmonelose, doenga causada por alimentos contaminados por
Salmonella spp., apresenta alguns sintomas caracteristicos no organismo humano como
nauseas, vomito, febre, cdlicas, cefaleia e diarreia (BARBOSA, 2013).

No estudo de Lopes et al. (2012), foram avaliadas as caracteristicas
microbioldgicas da pescada amarela de Cedral - MA e verificou-se que a presenca de
coliformes nas amostras de pescada foram decorrentes do gelo contaminado utilizado
durante a conservagdo do produto. Dias et al. (2010) ao avaliarem também a qualidade

microbiolégica dos peixes comercializados em feiras e mercados na cidade de
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Imperatriz - MA, verificaram a contagem do ndmero mais provavel elevado por
coliformes a 45 °C nas amostras analisadas.

Escherichia coli é a principal bactéria representante do grupo coliformes
termotolerantes e € micro-organismo indicador de qualidade higi€nico-sanitdria do
alimento, pois fornece informacdes de contaminacdo fecal e da eventual presenca de
organismos patogé€nicos, permitindo indicar também as condi¢Oes sanitdrias
inadequadas durante o processamento, producdo ou armazenamento do alimento
(BRASIL, 2001). A adocdao de medidas de higiene pessoal dos manipuladores de
alimentos é um fator determinante no controle das DTA’s causadas por membros da
familia Enterobacteriaceae (SANTOS, 2011).

As bactérias do género Aeromonas sdo patdgenos encontrados em uma grande
diversidade de habitats (rios, ambientes estuarinos, lagoas, acudes, viveiros, entre
outros). Distribuidos, principalmente, em ambientes dulcicolas, sdo considerados como
componentes da microbiota associada a animais pecilotérmicos. Sendo comum
encontrar este patdgeno em peixes, por exemplo, € no ser humano por meio de doencgas
de veiculacao hidrica (SILVA, 2010).

Quanto ao género Listeria, existem algumas espécies de importancia na area de
alimentos: L. seeligeri, L. monocytogenes, L. ivanovii, L. welshimeri, L. grayi, L.
innocua, L. murrayi. Entretanto, a L. monocytogenes é uma espécie com grande enfoque
na para saide publica, sendo patog€nica para seres humanos e animais (MARTINS,
2016). Segundo Franco e Landgraf (2008), afirmaram que L. monocytogenes, ¢ um
bacilo Gram-positivo, anaerébico facultativo e ndo formador de esporos, se tornou um
dos mais importantes patégenos veiculados por alimentos a partir da década de 80,
devido a ocorréncia de diversos surtos de listeriose humana.

Leite contaminado, dgua, vegetais crus, queijos, sorvetes, patés de carnes, aves
cruas ou cozidas, peixes (defumados) e mariscos, t€ém sido os principais alimentos
relacionados aos surtos em humanos. Ha casos em que a L. monocytogenes pode ser
transmitida da mae para o feto, no utero ou no canal do parto (SILVA et al., 2007).

Segundo Caramelo (2013), Listeria monocytogenes, ¢ uma das bactérias
patogénicas mais encontradas na pele, brinquias e no intestino de peixes
comercializados, juntamente com Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus

aureus, V. parahaemolyticus, Aeromonas hydrophila entre outras.
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3.5 Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos

No Brasil, termos como antibidticos e antimicrobianos sio comumente
confundidos pela maioria das pessoas. Leal et al. (2017) afirmam que antibidticos sdao
substancias naturais produzidas por micro-organismos, que inibem a multiplicacdo ou
eliminam outros micro-organismos. J4 os antimicrobianos se caracterizam por
compostos quimicos sintéticos (produzidos em laboratério) ou semi-sintéticos
(modificados quimicamente em laboratério que matam ou inibem a multiplicacdo de
micro-organismos).

Na Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 20, de 05 de maio de 2011
(BRASIL, 2011), o termo antimicrobiano € definido por “substincia que previne a
proliferacdo de agentes infecciosos ou micro-organismos ou que mata agentes
infecciosos para prevenir a disseminacao da infec¢ao”.

Dias et al. (2010) afirmaram que as modificacdes genéticas na populagdo
microbiana podem desencadear a evolucdo de novos micro-organismos patogénicos e a
formacgdo de novos fatores de viruléncia em patdgenos, como o desenvolvimento da
resisténcia a antimicrobianos ou mudangas na habilidade de sobrevivéncia em condi¢des
ambientais adversas. E segundo a Organizagdo Mundial da Saide — OMS (2012), a
resisténcia antimicrobiana ndo é um fendmeno novo e passou a ser vista como uma
ameagca a eficdcia dos tratamentos de infecgdes.

Diante desta problemadtica, no Brasil, em 2002, a ANVISA criou diretrizes
nacionais para o uso racional de antimicrobianos. Com a resolu¢do RDC N° 20, de 05
de maio de 2011 (BRASIL, 2011), estes medicamentos passaram a ser vendidos apenas
com receita médica, o que visa coibir e reduzir o uso indiscriminado dos
antimicrobianos no pais.

O uso indiscriminado tem contribuido para que os antimicrobianos € seus
residuos chegarem ao ambiente aquético, como por exemplo, pela excre¢do de animais
domésticos e pela presenca nos esgotos. Ao chegar ao ambiente, acabam entrando na
cadeia alimentar dos seres humanos, através de alimentos como o pescado. A resisténcia
microbiana pode ocorrer devido a auséncia de mecanismos celulares necessarios para a

sensibilidade ou resisténcia adquirida, por meio de mutacio e recombinagdo génica, em
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que materiais genéticos (plasmideos e bacteriéfagos) sdo passados de um micro-
organismo para outro, mesmo pertencendo a espécies distintas (BOUFLEUER, 2015).

Virios sdo os métodos laboratoriais utilizados para verificar a sensibilidade in
vitro de bactérias aos agentes antimicrobianos. Muitos laboratérios da 4rea de
microbiologia clinica adotam de forma rotineira, o0 método de disco-difusdao em dgar.
Este ¢ um método simples, de baixo custo e confidvel para verificar a suscetibilidade
microbiana. Seu principio € a difusdo do antimicrobiano na superficie do agar, a partir
de um disco impregnado com o antimicrobiano, fazendo-se, em seguida, a leitura dos
diametros das zonas de inibicdo, classificando-se o perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos como resistente, intermediario ou sensivel (NCCLS, 2003; ANVISA,
2008).

O teste de disco-difusao em dgar ¢ um método de facil interpretacdo pelos
clinicos, e foi descrito pela primeira vez em 1966, por Bauer e Kirby. O teste fornece
resultados qualitativos (BOUFLEUER, 2015).

Considerando que o pescado contaminado por bactérias patogénicas representa
risco a saide do consumidor, € importante identificar as bactérias presentes na pescada
amarela comercializada em Sao Luis - MA, e seu perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos, devido a grandes contagens de bactérias resistentes e multirresistentes

no ambiente aquatico que gera problemas em saide publica.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local de obtencao das amostras e amostragem

As 60 amostras da pescada amarela (Cynoscion acoupa) foram obtidas em cinco
supermercados e cinco feiras, no periodo de outubro de 2016 a fevereiro de 2017, na
cidade de Sdo Luis - MA. As amostras (500 g/postas) foram acondicionadas nas
proprias embalagens e transportadas em caixas isotérmicas até o Laboratdrio de
Microbiologia de Alimentos e Agua da Universidade Estadual do Maranhio — UEMA,

onde foram analisadas.

4.2 Analises Microbioldgicas

As andlises microbioldgicas foram realizadas segundo a Instru¢do Normativa n°
62 de 2003 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL,
2003), e o Manual de Métodos de Anélise Microbioldgica de Alimentos (SILVA, 2010).
As espécies de Aeromonas spp. foram identificadas segundo a chave de identificagdao

Aerokey II (CARNAHAN et al., 1991).

4.2.1 Preparo e dilui¢do das amostras

No laboratério as amostras dos peixes foram retiradas de suas embalagens e
pesados, assepticamente 25 g de cada amostra, para cada andlise, adicionando-se a um
frasco contendo 225 mL de 4gua peptonada (dilui¢io 107"). A partir desta diluicdo,
foram preparadas as diluicdes 102 e 10~ retirando-se aliquota de 1 mL e adicionando a
9mL de dgua peptonada, para obtengdo de uma dilui¢do 10 e assim sucessivamente até

a dilui¢do 107, Para a andlise de Vibrio parahaemolyticus seguiu-se a dilui¢io até 10,

4.2.2 Determinag¢ao do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais, coliformes
a 35°C e 45°C (BRASIL, 2003)

A partir das dilui¢cdes decimais foram inoculados 1mL de cada amostra em trés
séries de trés tubos de ensaio contendo caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) contendo

tubos de Durhan invertidos. Os tubos foram incubados em estufa bacterioldgica a 35°C
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+ 1°C por 24 a 48 horas, foram considerados como positivos na prova presuntiva,
aqueles tubos com turvacao e produgio de gas.

Para confirmacio, dos testes de coliformes a 35°, aliquotas das culturas positivas
do caldo LST foram transferidas para tubos contendo caldo lactose bile verde-brilhante
a 2% (VB). Incubados em estufa a 35°C £+ 1°C por 48 horas, sendo considerados
positivos os tubos que apresentaram turvacao e formacgao de gés.

Para confirmacdo dos testes de coliformes a 45°C, aliquotas das culturas
positivas em caldo VB foram transferidas para tubos contendo caldo Escherichia coli
(EC). Incubados em banho maria a 45°C = 1°C por 24 horas. Os resultados com
producdo de gés e turvagdo foram considerados positivos para coliformes a 45°C, e em
seguida foi determinado o Numero Mais Provavel por grama de alimento (NMP/g),

conforme tabela de Hoskis (BRASIL, 2001).

4.2.3 Pesquisa de Escherichia coli (BRASIL, 2003)

Para a pesquisa de Escherichia coli, foram semeadas aliquotas de cada tubo
positivo do caldo EC, em placas contendo dgar eosina azul de metileno (EMB) e foram
incubadas em estufa bacteriologica a 35°C por 24h. Apds este periodo, foram
selecionadas trés colonias sugestivas (com brilho verde metélico) e transferidas para
tubos de TSA inclinado, incubadas em estufa a 35°C/24h. Em seguida, foram realizados
esfregacos corados pelo método de Gram, para a verificacio da morfologia. Apds a
constatacdo da presenca de bacilos Gram-negativos, estes foram submetidos a
confirmacdo bioquimica, onde foram realizados os testes: producdo de indol (I),
vermelho de metila (MV), Voges-Proskauer (VP) e do citrato (C), segundo a técnica

descrita por Vanderzant e Splittsoesser (1992).

4.2.4 Contagem e identificacdo de Staphylococcus coagulase positivo e negativo
(BRASIL, 2003)

A partir das diluicdes decimais (107,102,10%), aliquotas de 0,1 mL de cada
diluicao foram semeadas sobre a superficie de placas contendo 4dgar Baird-Parker (BP),
adicionado de telurito de potédssio e gema de ovo, distribuido em toda a placa com

auxilio de al¢a de Drigalski e incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C durante 48
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horas. Apds este periodo, foi realizada a contagem do numero de colOnias que
apresentaram caracteristicas tipicas do género como: cor negra brilhante, zona de
precipitacdo branca ao seu redor e circundada por um halo transparente, assim como a
contagem das atipicas. As colonias tipicas de Stahylococcus spp. foram submetidas a
prova de catalase, que consiste em transferir a colénia com a alca de niquel-cromo
previamente flambada, para uma lamina de vidro onde foi adicionada uma gota de dgua
oxigenada para observacdo de presenca de borbulhamento imediato no caso de positiva.
As colonias positivas para catalase foram transferidas para caldo o cérebro-coragdo
(BHI) e incubadas a 37°C por 24 horas. Posteriormente foi realizado o teste de

coagulase utilizando plasma de coelho liofilizado.

4.2.5 Pesquisa de Salmonella spp. (BRASIL, 2003)

Para a etapa do pré-enriquecimento foram adicionados 25 gramas de cada
amostra em frascos esterilizados contendo 225mL de solucdo de 4gua peptonada a
0,1%. Os frascos foram incubados a 37°C por 24 horas.

Para o enriquecimento seletivo, com o auxilio de uma pipeta, foi transferido
ImL das amostras pré-enriquecidas para tubos contendo 10 mL de caldo selenito
cistina, e 0,1 mL dessas mesmas amostras pré-enriquecidas para tubos contendo 10 mL
de caldo rappaport-vassiliadis. Os tubos foram incubados a 41°C por 24 horas.

A partir do crescimento nos meios de enriquecimento, foram realizadas
semeaduras em meio agar xilose lisina desoxicolato (XLD) e dgar entérico de Hektoen
para (HE) plaqueamento seletivo, incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Apds este
periodo seguiu-se a identifica¢cdo bioquimica, semeando as colOnias tipicas em agar
triplice agucar ferro (TSI) e dgar lisina, incubadas a 37°C/24 horas. Os cultivos TSI e
lisina positivos foram submetidos a prova de soro aglutinacdo rdpida em placas,
utilizando soros polivalente somatico e flagelar, para identificacdo do género

Salmonella.

4.2.6 Pesquisa de Aeromonas spp. (SILVA, 2010)

Foram pesados 25 gramas da amostra e adicionados em 225 mL do caldo
tripticase soja (TSB) adicionado de ampicilina (30 mg/L) que foram incubadas a 28°C

FRAZAO, F. B. (2017)



28

por 24 h. Apés este periodo, foram semeadas aliquotas do crescimento bacteriano em
placas contendo dgar vermelho de fenol-amido-ampicilina e dgar dextrina-ampicilina,
segundo Havelaar e Vonk (1988), adicionadas com ampicilina (10mg/L) e incubadas a
28°C por 24 horas.

Para isolamento das colonias e identificagdo presuntiva do gé€nero, foram
selecionadas colOnias tipicas (cor amarela, rodeadas por um halo transparentes), para
cada um dos meios utilizados e semeados em 4gar tripticase soja (TSA) inclinado e
incubados a 28°C por 24 h.

Ap6s a incubacio, foi realizada a coloracio pelo método de Gram e selecionadas
as culturas que se apresentaram na forma de bastonetes retos e curtos, aos pares,
1solados ou em cadeias curtas e Gram negativas. Estas foram repicadas em agar triplice
acucar ferro (TSI) e incubadas a 28°C por 24 h sendo consideradas positivas as culturas
que apresentaram reacdo dcida na base e bisel. As culturas positivas foram submetidas
as provas de catalase e oxidase.

O teste da oxidase foi realizado conforme as instrugdes do fabricante
(NewProv). A prova de catalase consistiu na transferéncia da col6nia com a al¢a de
niquel-cromo previamente flambada, para uma lamina de vidro, sobre a qual foi
adicionada uma gota de peréxido de hidrogénio. A reacdo positiva foi caracterizada pela
observacdo do borbulhamento imediato, como resultado de liberacao de oxigé€nio. As
cepas positivas nesses dois testes foram consideradas como pertencentes ao género
Aeromonas e submetidas as provas bioquimicas para a identificacdo das espécies,
segundo a chave de identificacio Aerokey II (CARNAHAN et al., 1991) segundo os
testes: hidrdlise da esculina, producdo de indol, producdo de gés a partir de glicose,
producdo de acido a partir da arabinose, Voges-Proskauer, sacarose e resisténcia a

cefalotina (30ug).

4.2.7 Pesquisa de Listeria monocytogenes (SILVA et al., 2010)

Para a pesquisa de L. monocytogenes, 25 gramas foi homogeneizada em caldo de
enriquecimento UVM (Caldo Universidade de Vermont) e incubadas a 30 + 1°C por 24
horas. O plaqueamento seletivo diferencial foi realizado por meio de estrias de

esgotamento com auxilio de alca de niquel em placa de petri contendo dgar. As placas
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foram incubadas a 35°C e observada a presenca de coldnias tipicas com 24 horas de
incubagdo. As coldnias tipicas no plaqueamento foram caracterizadas fenotipicamente
através de provas bioquimicas baseadas na metodologia proposta por McClain; Le
(1988), para identificacdo da espécie. Foram utilizadas as provas: triplice actucar e ferro,
reducdo do nitrato a nitrito, urease, vermelho de metila, Voges-Proskauer, motilidade,

fermentagdo de glicose, hidrdlise da esculina e camp teste.

4.2.8 Pesquisa de Vibrio parahaemolyticus (Silva et al., 2010)

Para a pesquisa de Vibrio parahaemolyticus, a partir das dilui¢des 107!, 102, 107
e 10* previamente obtidas, foram transferidas aliquotas de 1 mL da solugio mais
concentrada para tubos de ensaio contendo 9 mL de solu¢do dgua peptonada salina,
adicionada de NaCl 3% e incubadas a 42°C por 24 horas.

Ap6s o periodo de incubagdo, foi realizado o plaqueamento, a partir de cada tubo
com crescimento, no qual coletou-se a massa de células da superficie e estriou-se em
placa de Agar TCBS e incubou-se a 37°C por 24 horas. As col6nias sugestivas de
pertencerem ao género Vibrio sp. foram repicadas em dgar TSA, e posteriormente
coloracdo de Gram, oxidase e os testes bioquimicos. Para a identificacdo da espécie,
foram realizados os testes bioquimicos: fermentacdo da glicose, reducdo de nitrato,
hidrélise da arginina, producdo de acetonina (Voges-Proskauer), teste vermelho de
metila (VM) fermentacdo da lactose, hidrdlise da esculina e motilidade. O NMP foi
estimado para espécie de Vibrio parahaemolyticus, apés a confirmagdo. Os resultados

seriam expressos em NMP / 100 gramas de amostra.

4.2.9 Suscetibilidade antimicrobiana in vitro (CLSI, 2015)

Foram utilizados meios e discos a temperatura ambiente. Foram suspensas com
uso de alca bacterioldgica coldnias recentes em solugdo salina estéril (NaCl 0,85%) até
se obter uma turvacdo compativel com o grau 0,5 da escala McFarland (1x10°
UFC/mL). Com uso de swab estéril foi semeada a suspensdo bacteriana em toda a
superficie de placas de dgar de meio Mueller Hinton (MHA) utilizando-se alca de

platina devidamente flambada e resfriada (18-24h). Com auxilio de pin¢a foram
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colocados os discos de antimicrobianos, sobre a superficie do meio inoculado. As placas
com os discos foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C + 2°C por 16 a 18 horas.
Com o auxilio de uma régua, foi realizada medida do didmetro dos halos inibitérios de
cada disco, e com uso de tabela apropriada foi determinada a suscetibilidade ao
antimicrobiano testado. Os antimicrobianos testados foram: ampicilina 10ug,
gentamicina 120 pg, amicacina 30 pg, amoxilina-clavulanato 30 pg, cefuroxima 30 pg,
cefepime 30 ug, cefoxitina 30 ug, cefotaxima 30 pg, levofloxacina 5 pg, piperaciclina

100 pg, sulfatrimetoprim 25 pg.

4.3 Analise Estatistica dos Dados

As andlises estatisticas foram realizadas com Statistica 7 Software (STATSOFT,
2004). Para comparagdo da contagem e a ocorréncia de micro-organismos nos diferentes
locais de coleta (feiras e supermercados), os resultados foram submetidos a uma anélise
de variancia ANOVA, utilizando um nivel de significancia de 5%. Na diferenca entre as

médias, foi aplicado o teste de Tukey.
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11
12 RESUMO
13 O trabalho objetivou avaliar a qualidade microbiolégica da pescada
14 amarela comercializada na cidade de Sdo Luis - MA. Foram obtidas 60
15 amostras de postas de peixe de cinco supermercados e cinco feiras, no
16 periodo de outubro de 2016 a fevereiro de 2017, as quais foram analisadas
17 no Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Agua da Universidade
18 Estadual do Maranhdao - UEMA. Nas amostras oriundas de feiras foi
19 verificada a presenca de coliformes a 35°C (93,33%), coliformes a 45°C
20 (80%) e E. coli (13,33%). Nas amostras adquiridas dos supermercados, foi
21 observada presenca de coliformes a 35°C (86,67%), coliformes a 45°C
22 (46,67%) e nao foi detectada a presenca de E. coli. Nenhuma amostra
23 apresentou contaminacdo por Staphylococcus coagulase positivo, Salmonella,
24 Listeria sp. e V. parahaemolyticus, para ambos os ambientes de
25 comercializacdo. Foram isoladas quatro espécies do género Aeromonas,
26 sendo que a mais frequente foi A. hydrophila, em 43 (81,13%) amostras.
27 Entdo, concluiu-se que as amostras apresentam condi¢des higiénico-
28 sanitarias insatisfatérias, devido a presenca de coliformes a 35°C, a 45°C e
29 E. coli, A. hydrophila, A. caviae, A. veronii biovar veronii e A. schubertii.
30 Palavras-chave: microbiologia; bactérias; peixe marinho; feiras;
31 supermercados.
32
33
34 MICROBIOLOGICAL QUALITY OF YELLOW HAKE MARKETED IN THE CITY OF
35 SAO LUIS-MA
36
37 ABSTRACT
38 The objective of this study was to evaluate the microbiological quality of
39 yellow hake commercialized in the city of Sdo Luis - MA. Sixty samples of
40 fish from five supermarkets and five fairs were obtained from October 2016
41 to February 2017, which were analyzed at the Laboratory of Food and
42 Water Microbiology of the Universidade Estadual do Maranhdo - UEMA.
43 The presence of coliforms at 35 © C (93.33%), coliforms at 45 ° C (80%) and
44 E. coli (13.33%) were observed in the samples analyzed. However, in
45 samples purchased from supermarkets, the presence of 86.67% was
46 observed for coliforms at 35 ° C, 46.67% for coliforms at 45 ° C and the
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coagulase positive Staphylococcus, Salmonella spp., Listeria sp. and V.
parahaemolyticus, for both commercialization environments. Four species of
Aeromonas genus were isolated, the most frequent of which was A.
hydrophila, in 43 (81.13%) samples. It was concluded that the samples
present unsatisfactory hygienic-sanitary conditions due to the presence of
coliforms at 35°C, at 45°C and E. coli, A. hydrophila, A. caviae, A. veronii biovar
veronii and A. schubertii.

Keywords: microbiology; coliforms; bacteria; sea fish; fairs; supermarkets.

INTRODUCAO

Na costa brasileira ja foram descritas mais de 30 espécies dentro do género
Cynoscion. Todos sdo peixes que possuem escamas e apresentam a capacidade de
produzir sons por musculos associados a bexiga natatoria, o que caracteriza este grupo.
Dentre as espécies principais deste género, estd a espécie Cynoscion acoupa: um peixe da
familia Scianidae conhecido popularmente como pescada amarela (ALMEIDA et al.,
2016; FISH BASE, 2017).

A pescada amarela pode alcancar 1,0 m de comprimento, pesar até 30 kg e tem
a cor amarela. Possui distribuicdo geogréfica por todo o litoral brasileiro. Ela apresenta
como caracteristicas: formato do corpo alongado; cabeca relativamente grande; boca
terminal ampla e maxilas providas de pequenos dentes aciculares; nadadeira caudal
romboidal; nadadeiras dorsais com raios duros e moles, bem altas e desenvolvidas;
coloragdo geral amarelada, principalmente no dorso e na extremidade das nadadeiras
(PESCATUR, 2016). No Brasil, este peixe destacou-se como a terceira espécie mais
capturada (20.879 ton.) (BRASIL, 2010).

Na regido Nordeste, o Estado do Maranhao destaca-se como um dos principais
produtores de pescado de origem extrativista, apresentando recursos pesqueiros de
grande importancia econdmica para o estado, entre eles a pescada amarela (ALMEIDA,
2011; LOPES, 2012).

Segundo LOPES et al. (2012), a pescada amarela apresenta essa importancia
principalmente por ser um alimento proteico, com baixo teor de gorduras saturadas,
rico em vitaminas, minerais essenciais e em 4cidos graxos 6mega-3. Portanto, a sua
qualidade deve ser priorizada em razdo de ser um alimento altamente perecivel (por
apresentar alta atividade de dgua, pH préximo a neutralidade, entre outros fatores) e
favorecer o desenvolvimento de micro-organismos patogénicos prejudiciais a satde
dos consumidores. Assim, para que seja assegurada a sua qualidade, é necessario que

haja uma inter-relagio entre tempo, higiene e temperatura; evitando o
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desencadeamento de reagdes autoliticas e/ou bacterianas, que interferem na seguranga
do produto (SOARES e GONCALVES, 2012).

Alimentos fora dos padrdes microbiolégicos podem oferecer riscos a satde
publica, sendo as doencas transmitidas por alimentos (DTAs) um problema frequente
no pais. No periodo de 2007 a 2017, 6.850 surtos de doengas transmitidas por alimentos
foram registrados no Brasil, tendo causado 109 mortes. Os principais agentes
etiol6gicos dessas DTA’s foram: Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Bacillus cereus (BRASIL, 2016; BRASIL, 2017).

Portanto, aliados aos testes sensoriais e fisico-quimicos, os métodos de analise
microbiolégica devem também ser feitos na avaliagdo da qualidade dos alimentos,
entre eles pescados e derivados da pesca (GONCALVES, 2011).

No Maranhdo, ainda que a pescada amarela seja de grande importancia
econdmica, existem poucos trabalhos cientificos sobre caracteristicas microbiolégicas
desta espécie. De acordo por PEREIRA et al. (2010), a pescada amarela, assim como
outro pescado, chega a Sdo Luis - MA, em embarcag¢des oriundas de vérios locais de
pesca, ou em caminhdes frigorificos de outros Estados, e é distribuida em diversos
estabelecimentos na capital maranhense. Os principais locais de distribuicdo sdo as
feiras, mercados, supermercados e restaurantes. Estes autores verificaram auséncia de
infraestrutura e condi¢des higiénico-sanitarias adequadas para realizacdo das
atividades, além da presenca de depésitos de lixo a céu aberto e esgotos na area do
Portinho, o principal ponto de desembarque de pescado em Sao Luis.

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho avaliar a qualidade

microbiolégica da pescada amarela comercializada na cidade de Sao Luis - MA.

MATERIAL E METODOS

No periodo de outubro de 2016 a fevereiro de 2017, 60 amostras de pescada
amarela (Cynoscion acoupa) foram obtidas em cinco supermercados e cinco feiras, na
cidade de Sao Luis - MA. As amostras (500 g/posta) foram acondicionadas nas
proprias embalagens e transportadas em caixas isotérmicas até o Laboratério de
Microbiologia de Alimentos e Agua da Universidade Estadual do Maranhdo - UEMA,
para analises.

No laboratério, assepticamente, as amostras foram retiradas de suas

embalagens originais e foram pesados 25 g de cada amostra, para cada andlise, que
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foram adicionados a um frasco contendo 225 mL de dgua peptonada (diluicao 10-1),
seguindo-se com dilui¢cdes seriadas até 103 e até 10* para a andlise de Vibrio
parahaemolyticus.

As analises microbiolégicas foram realizadas segundo a Instru¢ao Normativa n°
62 de 2003 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL,
2003), e o Manual de Métodos de Anélise Microbiolégica de Alimentos (SILVA, 2010).
As espécies de Aeromonas spp. foram identificadas segundo a chave de identificacdo
Aerokey II (CARNAHAN et al., 1991).

As andlises estatisticas foram realizadas com Statistica 7 Software (STATSOLF,
2004). Para comparacdo da contagem e a ocorréncia de micro-organismos nos
diferentes locais de coleta (feiras e supermercados), os resultados foram submetidos a
uma andlise de varidncia ANOVA, utilizando um nivel de significincia de 5%. Na

diferenca entre as médias, foi aplicado o teste de Tukey.

RESULTADOS

A tabela 1 apresenta os resultados das analises microbiol6gicas para coliformes
das 30 amostras de pescada amarela provenientes de feiras livres e 30 amostras
oriundas de supermercados em Sao Luis - MA.

Nas amostras oriundas de feiras foi observada auséncia de coliformes a 35°C
(<3 NMP/g) em 2 (6,67 %) amostras; 27 (90%) amostras apresentaram contagens em um
intervalo de 3 a 460 NMP/g e apenas uma (3,33%) apresentou contagem = 1.100
NMP/g (Tabela 1). Para coliformes a 45°C foi verificada auséncia (<3NMP/g) em 6
(20%) amostras e 24 (80%) amostras apresentaram contagens entre 3 e 460 NMP/g. Foi
também detectada a presenca de E. coli em 4 (13,33%) das amostras de feiras livres

analisadas.

Tabela 1. Variagdo minima e méxima do ntimero mais provavel de coliformes a 35°C e
a 45°C em 60 amostras de pescada amarela (Cynoscion acoupa) comercializada em feiras
e supermercados da cidade de Sdo Luis - MA, 2017.

NMP/ gt FEIRAS SUPERMERCADOS
de n(%) n(%)
Coliformes 35°C 45°C 35°C 45°C
<3 2(667) | 6(0) | 4(1333) | 16(53,33)
3 a <460 27 (90) 24(80) 24(80) 14(46,67)
21100 1(3,33) 0(0) 2(6,67) 0(0)
Total 30(100) | 30(100) | 30(100) 30(100)

1NMP/ g: Ntiimero Mais Provéavel por grama; n(%) = nimero de amostras(porcentagem)
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Em relacdo aos dados obtidos das andlises microbiolégicas das amostras
adquiridas nos supermercados (Tabela 1). Em quatro (13,33%) amostras ndo foram
detectados coliformes a 35°C, 24 (80%) amostras apresentaram contagens em um
intervalo de 3 a 460 NMP/g e duas (6,67%) apresentaram valores >1.100 NMP/g.
Quanto aos coliformes a 45°C foi verificada auséncia (<3NMP/g) em 16 (53,33%)
amostras analisadas, em 14 (46,67 %) observaram-se contagens que variaram de 3 a 460
NMP/g e nenhuma das amostras analisadas apresentou valores >1.100 NMP/g.
Também nado foi detectada a presenca de E. coli nas amostras obtidas nesses
estabelecimento.

Nenhuma amostra apresentou contaminagdo por Staphylococcus coagulase
positivo para os dois ambientes de comercializagdo. Para Staphylococcus coagulase
negativo, foram verificadas contagens inferiores a 20 UFC/g em sete (23,33 %) amostras
provenientes de feiras. De modo geral, verificaram-se contagens médias entre 3,8 x10%a
1,4 x10° UFC/g. Entretanto, em relacdo a presenca desta bactéria em supermercados,
verificou-se em oito amostras (26,67%) contagens inferiores a 20 UFC/g. E contagens
médias entre 3,9 x103a 4,1 x10¢*UFC/g.

Na tabela 2, houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre as contagens
médias de Staphylococcus coagulase negativo entre feiras (4,8x10* £ 59 x10%) e
supermercados (1,4x10% £ 1,5 x10%). Pode-se verificar que, nas feiras, houve maior

contaminacao por esta bactéria em relagdo aos supermercados.

Tabela 2. Contagens médias de Staphylococcus coagulase negativo em amostras de
pescada amarela (Cynoscion acoupa) comercializadas em feiras e supermercados na
cidade de Sdo Luis - MA, 2017.

Local de coleta Ntumero de Média de UFC!/g de Sta‘phylococcus
amostras coagulase negativo
Feiras 30 4,8x10% (£5,9 x104)*
Supermercados 30 1,4x104 (£1,5 x10%)

Coeficiente de variacao (CV) das feiras =123,06%

Coeficiente de variagdo (CV) dos supermercados =106,93%

*Média (Desvio Padrao)

1'UFC/g: Unidade Formadora de Colonia por grama

abMeédias seguidas por letras diferentes apresentam diferenca estatistica.
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Bactérias do género Aeromonas spp. foram identificadas em 53 (88,33%)
amostras analisadas. Verificou-se a ocorréncia de quatro espécies, sendo elas: A.
hydrophila, A. caviae, A. veronii biovar veronii e A. schubertii. A mais frequente foi A.

hydrophila, em 43 amostras (81,13%), conforme Tabela 3.

Tabela 3. Espécies de bactérias do género Aeromonas spp. isoladas de amostras de
pescada amarela (Cynoscion acoupa) comercializadas em feiras e supermercados na
cidade de Sao Luis - MA, 2017.

PONTOS DE COMERCIALIZACAO
TOTAL
ESPECIES FEIRAS SUPERMERCADOS n(%)
A B E F T

A. hydrophila 4 3 6 6 4 5 5 4 2 4 |43(81,13)
A. veronii
biovar veronii | 2 1 - - - 1 - - 2 -] 6(11,32)
A. schubertii - - - - - - 1 - - - | 1(1,89)
A. caviae - - - - 1 - - 2 - - | 3(5606)
Total 6 4 6 6 5 6 6 6 4 4 | 53(100)

Na pesquisa de Vibrio parahaemolyticus, ndo foram identificadas colonias
sugestivas deste micro-organismo. Considerando-se que o meio agar TCBS é especifico
para identificacdo de bactérias do género Vibrio sp., relata-se a possivel ocorréncia de
outras espécies, que foram observados pelo aparecimento de colonias no referido agar.

Observou-se auséncia de Vibrio spp. em 48 (80%) das amostras analisadas. Nas
12 (20%) amostras em que foi identificado o género, a contagem variou de 3 a 35
NMP/g.

Assim como para Vibrio parahaemolyticus, ndo foi identificado a presenga

Salmonella spp. e Listeria monocytogenes nas amostras analisadas.

DISCUSSAO

Apesar de a legislacdo brasileira ndo possuir padrdes para peixe in natura, no
que se refere a coliformes a 35 °C e coliformes a 45 °C (BRASIL, 2001; SOARES et al.,
2011; SANTOS, 2016), tais andlises foram realizadas, pois a presenca desses micro-
organismos indica condigdes higiénico-sanitarias do pescado.

Os possiveis motivos para a contaminagdo das amostras analisadas por
coliformes a 35 °C e coliformes a 45 °C podem estar relacionados a: auséncia de
equipamentos de protecdo individual - EPI's por parte dos manipuladores, exposigao

de peixes em bancadas por longas horas (sem o adequado armazenamento no gelo), ao
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sol, ao transito de carros, pessoas, insetos, banheiros e lixo disposto em local
improprio. Estes motivos podem ter favorecido a contaminagao dos peixes, e, portanto,
recomenda-se a intensificagdo das agdes de vigilancia sanitdria nesses locais e a
melhoria das condi¢des de infraestrutura das feiras avaliadas de Sao Luis - MA. Para
reduzir a contaminacdo de origem fecal, faz-se também necesséria a conscientizacao
dos manipuladores quantos aos quesitos de higiene pessoal a serem obedecidos.

Vale considerar que este ultimo critério é fundamental para ser aplicado em
varios setores da cadeia produtiva da pescada amarela, desde o ato da captura a bordo,
desembargue em portos, durante o processamento, até chegar ao consumidor final com
uma qualidade microbiolégica satisfatoria.

Outros estudos ja comprovaram a presenca de coliformes a 35 °C, coliformes a
45 °C e E. coli em amostras de pescada desembarcadas nos principais municipios
pesqueiros do Estado (LOPES et al., 2012; FERREIRA et al., 2014). Esse fato mostra a
importdncia de adotar préaticas de higiene pessoal ndo somente durante a
comercializacdo em feiras e supermercados, como também no inicio da cadeia
produtiva do pescado, como por exemplo, durante a captura e desembargue em
portos.

Ao comparar os dados registrados entre feiras e supermercados, na tabela 1,
podem ser verificadas as contagens de NMP/g em percentuais mais elevados nas
amostras oriundas de feiras, o que pode ser explicado pelas condi¢des higiénico-
sanitdrias locais, que sdo precarias na capital maranhense, conforme ji relatado por
FREITAS (2014). Quanto aos supermercados, os resultados expostos nesta tabela,
podem ter sido influenciados pela melhor infraestrutura dos estabelecimentos quando
comparados as feiras. Além disso, as empresas sao obrigadas a fornecer EPI’s de forma
gratuita ao trabalhador conforme norma regulamentadora trabalhista NR-06 (BRASIL,
2015), contribuindo para reducdo de contaminagdo alimentar de origem fecal.

Por sua vez, mesmo que verificada a auséncia de E. coli e baixas contagens de
coliformes nas amostras de pescada amarela provenientes de supermercados, alguns
autores (BALDIN, 2011; LOPES et al., 2012; FERREIRA et al., 2014), mostram que o gelo
utilizado para conservar o pescado pode atuar como veiculo de micro-organismos,
pelo fato de a agua utilizada estar fora dos padrdes de potabilidade. Este fato pode ser
um dos fatos associados a contaminacdo observada nas amostras do presente estudo.

A quantidade de gelo recomendada para conservacao é de uma relagdo de 1:1

(pescado/gelo). O uso do gelo dentro dos padrdes de potabilidade e a refrigeracdo
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adequada levam a diminuicdo da temperatura, reduzindo e retardando o processo de
deterioracdo, prologando a vida de prateleira dos peixes e seu estado de frescor
(MASSARO e YURI, 2016).

A exposicao de peixes em bancadas por longas horas e ainda a manipulagao dos
consumidores sdo outros fatores que interferem nas contagens de NMP/g e presenca
de E. coli em percentuais mais elevados nas amostras oriundas de feiras.

Quanto as andlises de Staphylococcus coagulase positivo, nenhuma amostra
apresentou contaminagdo, visto que estd em conformidade com a RDC n° 12, de 2 de
janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL,
2001), que estabelece como contagem maxima 10° UFC/g. Contudo, mesmo que esta
resolucdo estabeleca padrdes apenas para Staphylococcus coagulase positivo, ¢é
importante chamar atencdo para a contagem de Staphylococcus coagulase negativo nos
alimentos. LAMAITA (2003) descreve a necessidade de revisdao da legislagdo brasileira,
para que inclua padrdes para Staphylococcus coagulase negativo, dada sua importancia
do ponto de vista de seguranca alimentar, podendo indicar falhas de higiene
associadas com  processos de conservacdo inadequados (resfriamento,
descongelamento ou estocagem). Também ja foi identificada por PCR uma capacidade
toxigénica de Staphylococcus coagulase negativo isolados de alimentos (CUNHA, 2006;
LOPES et al., 2012).

As contagens médias de 3,8 x10% a 1,4 x105 UFC/g de Staphylococcus coagulase
negativo em feiras e de 3,9 x10% a 4,1 x10* UFC/g em supermercados nas amostras
analisadas, indicam manipulacdo inadequada da pescada amarela nestes
estabelecimentos. Considerando que uma porcentagem significativa da populagdo é
portadora assintomatica de Staphylococcus sp., deve-se adotar hdbitos higiénicos
durante a manipulagdo do pescado. O contato das mdos com a pele, mucosas nasal e
oral, sem posterior higienizagdio das mesmas, contamina o peixe durante a
manipulacao.

No estudo de LOPES et al. (2012), também nenhuma amostra apresentou
contaminacdo por Staphylococcus coagulase positivo, porém, foram detectadas
contagens médias entre 2x10% a 3,1x105 UFC/g de Staphylococcus coagulase negativo
em pescada amarela desembarcada no porto de Cedral - MA, o que corrobora com a
presente pesquisa.

A maior contaminagdo por Staphylococcus coagulase negativo encontrada nas

feiras em relacdo aos supermercados (tabela 2), com diferenca estatistica significativa,
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se deve, provavelmente, a condi¢des higiénico-sanitdrias inadequadas das feiras,
deficiéncia de higiene pessoal na maioria dos manipuladores (feirantes e/ou
pescadores) e auséncia de bancadas com refrigeracdo usadas para manipulagio e
armazenamento do pescado a venda.

Quanto as bactérias do género Aeromonas em pescada amarela (tabela 3), foi
encontrado um maior percentual de isolados para A. hydrophila nas amostras
analisadas, comparadas as espécies A. caviae, A. veronii biovar veronii e A. schubertii. A
presenca de bactérias do género Aeromonas pode ser devida a uma possivel
contaminacdo cruzada (contato com superficie da embarcacdo, esgotes de canoas e
caixas do tipo monobloco), visto que seu habitat é o ambiente aquatico, ou a
refrigeragdo inadequada e/ou uso de gelo em quantidade insuficiente e dgua sem
padrdes de potabilidade adequados na fabricagdo do mesmo. Devido as caracteristicas
psicrotréficas das bactérias do género Aeromonas, o armazenamento de pescado a
temperatura de refrigeracdo (4°C) ndo é um método seguro de inibicdo do crescimento
destes micro-organismos (VISENTINI, 2013).

Os dados corroboram com as informagdes de LOPES et al. (2012), que relataram
que 19 amostras (45,24%) de pescada amarela oriundas do municipio de Cedral - MA
estavam contaminadas por A. hydrophila, devido provavelmente ao contato inadequado
do alimento com pescadores portadores desta bactéria, visto que as espécies do género
Aeromonas podem estar associadas a varias infec¢des de pele.

A pescada amarela comercializada em Sao Luis - MA é oriunda da pesca
artesanal de vérios municipios do litoral do Estado, como: Raposa, Cedral, Cururupu,
Humberto de Campos, Sao José de Ribamar, entre outros. Portanto, encontrar elevada
frequéncia de Aeromonas spp. nas amostras indica provavelmente a capacidade que
esta bactéria tem de suportar salinidade. Segundo VISENTINI (2013), estes resultados
podem explicar a distribuicdo de Aeromonas em dguas marinhas e seu desenvolvimento
e manutencao em alimentos com NaCl como agente conservante.

Neste trabalho, mesmo que ndo tenha sido realizada a pesquisa de fatores de
viruléncia nos isolados de A. hydrophila, A. veronii biovar veronii, A. caviae, e A.
schubertii, é importante ressaltar o potencial patogénico descrito por ABBOTT et al.
(2003), tanto para o ser humano como para peixes, devido aos fatores de viruléncia
encontrados. De acordo com PEIXOTO et al. (2012), as espécies de Aeromonas spp.

secretam amilase, quitinase, gelatinase, lecitinase, elastase, aerolisina, nuclease, lipase e
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protease. Estas proteinas sdo fatores de viruléncia que causam doengas em peixes e
humanos.

A auséncia de Vibrio parahaemolyticus, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes
representa um ponto positivo quanto a qualidade microbiolégica das amostras
analisadas.

Boas praticas de conservacdo do pescado por meio da utilizacdo de
gelo/refrigeracao, e coletas de amostras no periodo de chuvas no Estado, podem ter
sido os fatores que contribuiram para a auséncia de Vibrio parahemolyticus. As amostras
teriam sido influenciadas pelas baixas concentracdes deste micro-organismo no
ambiente marinho neste periodo. ROSA et al. (2017) mostraram que mesmo sendo uma
espécie halofilica, Vibrio parahemolyticus ndo é facilmente encontrado em locais onde a
temperatura da dgua chega a valores inferiores a 15°C, havendo uma correlagdo entre a
presenca da bactéria, a temperatura e a salinidade da agua. O litoral maranhense, em
periodos mais chuvosos, tem sua temperatura e salinidade reduzidas, o que pode ter
interferido nas concentracdes deste micro-organismo.

Na RDC n° 12 (BRASIL, 2001) ndo ha valor de referéncia para V.
parahaemolyticus em peixes in natura; sendo estabelecidos limites apenas para pratos
prontos para o consumo, a base de pescados crus (103 UFC/g). Porém, os dados
apresentados nesta pesquisa podem subsidiar revisdes nas legislacdes com a
possibilidade de inclusdo deste patégeno.

As amostras de pescada amarela ndo representam riscos de veicular Salmonella
spp. aos consumidores, o que o qualifica como dentro dos padrdes da Resolugao RDC
n® 12 (BRASIL, 2001), que determina auséncia deste micro-organismo em 25 g de
pescado in natura. Resultados semelhantes quanto a auséncia de Salmonella spp. na
presente pesquisa também foram verificados em outros estudos em peixes (SILVA et al.
2008, LOPES et al. 2012 e FERREIRA et al. 2014).

Quanto a Listeria sp., as amostras analisadas apresentam condigdes sanitdrias
satisfatorias. A RDC n° 12 (BRASIL, 2001) ndo estabelece valor de referéncia para esta
bactéria em pescado, mas vale ressaltar que, segundo SILVA (2009), a presenca de
Listeria sp. em pescado representa risco a satide do consumidor, principalmente a
espécie L. monocytogenes que vem se destacando um dos mais importantes patégenos
veiculados por alimentos.

Os resultados deste estudo sdao semelhantes aos de SANTOS (2016) que, ao

analisar 60 amostras de tambaqui (C. macropomum) comercializados nas feiras e
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supermercados de Sdo Luis - MA, também ndo encontraram Listeria sp. em nenhuma
das amostras analisadas. E importante ressaltar, que tanto em peixes de d4gua doce ou
marinha, é possivel verificar a presenca desta bactéria no alimento, pela sua
caracteristica de ser facilmente encontrada na natureza. Ainda, a auséncia desta
bactéria nas amostras analisadas, ndo descarta a possibilidade desses micro-

organismos estarem presentes em pescados ou produtos da pesca.

CONCLUSOES
As amostras de pescada amarela ndo apresentaram contaminacdo por

Salmonella spp., Staphylococcus coagulase positivo, Listeria sp. e V. parahaemolyticus,
entretanto, apresentaram coliformes a 35°C e a 45°C, E. coli, A. hydrophila, A. caviae, A.
veronii biovar veronii e A. schubertii. Assim, as amostras apresentam condicdes
higiénico-sanitdrias insatisfatérias. A presenca de E. coli indica contamina¢do de

origem fecal.
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Perfil de suscetibilidade antimicrobiana de Aeromonas spp. e Escherichia coli isoladas de
pescada amarela (Cynoscion acoupa)!
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ABSTRACT.- Frazao F. B, Galeno L. S., Nunes H. R. M., Costa T. F., Beserra P. A., Bastos L. da S,,
Carvalho I. A. & Costa F. N. 2017. [Antimicrobial suscetibility profile of Aeromonas spp. and
Escherichia coli isolated of yellow fish (Cynoscion acoupa)] Perfil de suscetibilidade
antimicrobiana de Aeromonas spp. e Escherichia coli isoladas de pescada amarela (Cynoscion
acoupa). Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de Microbiologia de Alimentos e
Agua, Universidade Estadual do Maranhdo-UEMA, CEP: 65055-310, Brasil. E-mail:
francisca.cca.uema@gmail.com

The aim of this study was to evaluate the antimicrobial susceptibility profile of
Aeromonas spp. and Escherichia coli isolated from samples of yellow hake (Cynoscion acoupa). We
analyzed 53 isolates of Aeromonas spp. and four isolates of Escherichia coli. The in vitro
antimicrobial susceptibility tests were performed by disk-diffusion, according to Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). The selection of eleven antimicrobials was based on the
most used antimicrobials in the human and veterinary clinic. Increased resistance of E. coli to
levofloxacin and sulfa-trimethoprim was observed; as well as antimicrobial resistance of
Aeromonas spp. ampicillin, amoxicillin-clavulanate, cefuroxime and cefotaxime. The values found
for the MAR index, evidenced multiresistance in 90.54% (n = 48) of the Aeromonas spp. and 50% (n
= 2) of the E. coli isolates. A strain of Aeromonas spp. presented resistance to all eleven
antimicrobials tested (MAR = 1.00). Research has shown that, in the treatment of infections caused
by E. coli, piperacillin-tazobactam is most effective in vitro. For Aeromonas spp., the most effective
antimicrobials in vitro were cefepime and levofloxacin. Thus, in case of diseases caused by this
microorganism, these would be the antimicrobial of choice for the treatment of infections. The
multiresistance of Aeromonas spp. and E. coli was considered elevated. This is an important data
since the increase of the appearance of bacteria resistant to multiple drugs is worrisome,
diminishing the options of use of antimicrobial with clinical success.

INDEX TERMS: antibiogram, fish, trade, multiresistance.
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RESUMO.- O trabalho teve como objetivo avaliar o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de
bactérias do género Aeromonas spp. e Escherichia coli isoladas de amostras de pescada amarela
(Cynoscion acoupa). Foram analisados 53 isolados de Aeromonas spp. e quatro isolados de
Escherichia coli. Os testes suscetibilidade in vitro aos antimicrobianos foram realizados por disco-
difusdo, de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). A selecdo dos onze
antimicrobianos se deu com base nos antimicrobianos mais utilizados na clinica humana e
veterinaria. Foi verificada maior resisténcia de E. coli a levofloxacina e sulfa-trimetoprim; assim
como houve resisténcia antimicrobiana dos isolados de Aeromonas spp. a ampicilina, amoxicilina-
clavulanato, cefuroxima e cefotaxima. Os valores encontrados para o indice MAR, evidenciam
multirresisténcia em 90,54% (n=48) dos isolados de Aeromonas spp. e em 50% (n=2) dos isolados
de E. coli. Uma cepa de Aeromonas spp. apresentou resisténcia a todos os onze antimicrobianos
testados (MAR = 1,00). A pesquisa mostrou que, no tratamento de infec¢des causadas por E. coli, a
piperacilina-tazobactam é a mais eficaz in vitro. Para Aeromonas spp., os antimicrobianos mais
eficazes in vitro foram cefepime e levofloxacina. Dessa forma, em caso de enfermidades ocasionadas
por esse micro-organismo, seriam esses os antimicrobianos de elei¢do para o tratamento das
infecgbes. A multirresisténcia dos isolados de Aeromonas spp. e E. coli foi considerada elevada. Este
é um dado importante visto que o aumento do aparecimento de bactérias resistentes a multiplas
drogas é preocupante, diminuindo as op¢des de uso de antimicrobianos com sucesso clinico.
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Os antimicrobianos testados foram estes: ampicilina 10pug - AMP, amicacina 30 pug - AMI, amoxilina-
clavulanato 20/10 ug - AMC, cefepime 30 pg - CPM, cefoxitina 30 pg - CFO, cefotaxima 30 pg - CTX,
cefuroxima 30 pg - CRX, levofloxacina 5 pg - LVX, gentamicina 120 pg - GEN, piperacilina 100 ug -
PPT e sulfa-trimetoprim 25 pg - SUT.

TERMOS DE INDEXACAO: antibiograma, peixe, comércio, multirresisténcia.

INTRODUGAO

A pescada amarela (Cynoscion acoupa) é uma espécie de peixe marinho com grande
distribuicdo geografica em todas as regides do litoral brasileiro (Pescatur 2016). No Maranhdo, a
pescada amarela representa 10% da produgdo pesqueira. Tem grande valor comercial ndo apenas
sua carne, mas também sua bexiga natatdria, sendo bem valorizada até mesmo no mercado
internacional (Araudjo 2008; Tribuna Amapaense 2014; Almeida et al. 2016).

A demanda por esse pescado causa uma preocupacdo relacionada a qualidade com que
deve ser ofertado ao consumidor nos locais de venda, como em mercados e feiras livres (Machado
etal. 2015).

Os peixes constituem-se veiculador potencial de micro-organismos patogénicos para o ser
humano, tais como: Staphylococcus coagulase positivo, coliformes, Vibrio parahaemolyticus, E. coli,
Salmonella spp., Listeria spp., Aeromonas spp., entre outros. A presenca desses micro-organismos
demonstra falhas desde a obtencdo de peixe in natura até a conservagido do produto final, que
comprometem a qualidade e o grau de frescor, podendo levar a doengas transmitidas por alimentos
- DTA’s (Vieira et al. 2006; Ribeiro 2009; Soares 2012).

No alimento, para que venha ocorrer uma DTA o patégeno ou sua toxina devem estar
presentes (VSSC 2017). Dessa forma, a contaminacio pode estar relacionada tanto pela presenca de
micro-organismos deteriorantes, quanto patogénicos com perfil de resisténcia a diferentes
antimicrobianos (Machado et al. 2015). Torna-se preocupante a ocorréncia de bactérias com perfil
de suscetibilidade resistente frente aos antimicrobianos. Visto que, ao longo dos anos, a resisténcia
de bactérias a antimicrobianos vem crescendo, devido principalmente ao uso indiscriminado dessas
drogas.

Diversos métodos laboratoriais podem ser usados para determinar a sensibilidade in vitro
de bactérias aos agentes antimicrobianos, podendo ser citados os testes de difusio em discos
(NCCLS 2003). E um dos métodos de suscetibilidade mais simples, confiavel e mais utilizado pelos
laboratérios de microbiologia. Por este método se determina a leitura dos diametros das zonas de
inibicdo, que sdo mensurados com régua e interpretados de acordo com a tabela padrao para testes
de suscetibilidade a antimicrobianos e classificados como resistentes, intermediarios ou sensiveis
(ANVISA 2008).

Diante do exposto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar o perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos de Aeromonas sp. e Escherichia coli isoladas de amostras de pescada amarela
(Cynoscion acoupa) comercializadas na cidade de Sao Luis-MA.

MATERIAL E METODOS

Foi analisado o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de 53 isolados de Aeromonas
spp. e quatro de Escherichia coli isoladas de amostras de pescada amarela comercializadas em Sdo
Luis - MA, em Marco de 2017, de acordo com a metodologia da American Public Health Association
(APHA)(Vanderzant & Splitt-Stoesser 1992).

Os testes suscetibilidade in vitro aos antimicrobianos foram realizados por disco-difusao,
de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Os antimicrobianos testados
foram estes: ampicilina 10pg - AMP, amicacina 30 pg - AMI, amoxilina-clavulanato 20/10 pg - AMC,
cefepime 30 pg - CPM, cefoxitina 30 pg - CFO, cefotaxima 30 pg - CTX, cefuroxima 30 pg - CRX,
levofloxacina 5 pg - LVX, gentamicina 120 pg - GEN, piperacilina 100 pg - PPT e sulfa-trimetoprim
25 pg - SUT. A selegdo destes antimicrobianos se deu com base nos antimicrobianos mais utilizados
na clinica humana e veterinaria. Utilizaram-se os resultados interpretativos resistente, resisténcia
intermediaria ou sensivel (Anvisa 2008).

0 indice MAR (multipla resisténcia a antimicrobianos) foi calculado como sendo a razdo de
a/b, onde “a” é o nimero de antimicrobianos a que o isolado foi resistente e “b” nimero de
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antimicrobianos a que o isolado foi exposto. Valores >0,17 indicam multirresisténcia (Krumperman
1983).

RESULTADOS

0 perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de isolados de E. coli estd demonstrado no
Quadro 1.

De modo geral, os isolados de E. coli apresentaram resisténcia a nove dos 11
antimicrobianos testados. Notou-se a maior resisténcia dos isolados a levofloxacina (50%) e a sulfa
trimetoprim (50%).

Os isolados de E. coli mostraram sensibilidade a dez dos 11 antimicrobianos testados,
sendo a piperacilina-tazobactam, 100% eficaz. Além disso, os isolados mostraram resisténcia
intermediaria a seis dos antimicrobianos testados.

Conforme o Quadro 2, observou-se a resisténcia antimicrobiana dos isolados de Aeromonas
spp. Além da resisténcia de 92,45% dos isolados a ampicilina, foi observada com maiores
porcentagens a resisténcia a amoxicilina-clavulanato (64,15%), cefuroxima (81,13%) e cefotaxima
(52,83%). Cefepime e levofloxacina foram os antimicrobianos mais eficientes (75,47%, ambos).

Os valores encontrados para o indice de multipla resisténcia a antimicrobianos (MAR), de
acordo com o Quadro 3, apresentam-se com variacdo de 0,18 a 1,00 nos isolados de Aeromonas spp.
e E. coli, e evidenciam a multirresisténcia de 90,54% (n=48) dos isolados de Aeromonas spp. e de
50% (n=2) dos isolados de E. coli. Um isolado de Aeromonas spp. apresentou-se resistente a todos
os onze antimicrobianos testados (MAR = 1,00).

DISCUSSAO

Os isolados de E. coli mostraram sensibilidade para piperacilina-tazobactam, cefepime,
cefoxitina e cefotaxima, sendo estes antimicrobianos adequados para tratamento de infeccdes
provocadas por E. coli. A piperacilina-tazobactam foi a mais eficaz. Semelhante aos dados
encontrados, Cordeiro (2017), ao avaliar a suscetibilidade antimicrobiana de E. coli isolada de
sashimi de salmdo (Salmo salar), observou que todos os isolados foram sensiveis aos
antimicrobianos cefepime, cefotaxima, levofloxacina, piperacilina-tazobactam e sulfa-trimetoprim.

Segundo Melo et al. (2012), a piperacilina-tazobactam exerce a atividade bactericida pela
inibicdo do septo e sintese da parede celular, sendo, portanto, indicada nos tratamentos causados
por infec¢des urindrias, peritonite, sindrome urémica hemolitica e gastroenterite nos seres
humanos causadas por E. coli.

Nos estudos de Cordeiro (2016), também foram observados isolados de E. coli resistentes a
sulfa-trimetoprim. O uso abusivo de antimicrobianos (Cardoso et al. 2015), contribui para
aumentar a resisténcia bacteriana.

Nesse caso, a condicdo de resisténcia dos isolados de E. coli a sulfa-trimetoprim pode estar
associada com a capacidade de persisténcia deste antimicrobiano no ambiente aquatico e/ou pelo
fato do mesmo estar sendo utilizado indiscriminadamente no pais.

Semelhante aos resultados encontrados nesse estudo, Dias et al. (2010); Machado et al.
(2015) encontraram resisténcia antimicrobiana a ampicilina em E. coli isolada de pargo, cavala e
mexilhdes. A resisténcia antimicrobiana a ampicilina em isolados de E. coli em pescada amarela,
provavelmente é explicada pelo fato de a resisténcia a ampicilina ser genética (origem
cromossomica ou plasmidial). Lima et al. (2006) afirmam que caso essa resisténcia seja codificada
por plasmidios estes podem disseminar esta caracteristica para espécies bacterianas
filogeneticamente distintas, patogénicas ou nao.

De acordo com Peixoto (2012), as informagdes de resisténcia a antimicrobianos em
bactérias oriundas de alimentos sdo fundamentais para indicar uma droga que seja eficiente no
tratamento de pacientes infectados por bactérias. Dentre o género Aeromonas spp., A. hydrophila
um importante patégeno para peixes e de importancia a satide publica, pois desenvolvem-se sob
temperatura de refrigeracdo e produzem exotoxinas.

Cefepime e levofloxacina foram os antimicrobianos mais eficientes, sendo adequados para
tratamento de infec¢des provocadas por Aeromonas spp. enquanto ampicilina, amoxicilina-
clavulanato, cefuroxima e cefotaxima, por terem sido os antimicrobianos menos eficazes ndo devem
ser indicados para o tratamento de doencas ocasionadas por Aeromonas spp.

Segundo a Anvisa (2017), a resisténcia intermedidria permite a utilizacdo do
antimicrobiano para o tratamento de infeccdes onde o antimicrobiano atinge concentragdes
adequadas, podendo ser utilizado nas situa¢cdes em que nao ha contraindicagao para o uso de doses
mais elevadas.
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A resisténcia dos isolados de E. coli e Aeromonas spp. pode ser explicada pelo uso
indiscriminado de antimicrobianos em alimentos e/ou cultivos aquicolas (pisciculturas e
carciniculturas), e que por sua vez pode chegar ao ambiente aquatico marinho. A resisténcia pode
variar de acordo com alguns parametros, conforme Machado et al. (2015): proximidade com areas
que adotam o uso de antimicrobianos (criagcdes de peixes ou esgotos hospitalares liberados em
zonas costeiras e estuarios), periodo chuvoso e dgua poluidas com esgotos industriais.

A diferenca no perfil de resisténcia pode ser justificada também pelas caracteristicas do
habitat em que a pescada se encontra e pela frequéncia com que seja encontrada e capturada em
tais ambientes. A pescada amarela comercializada em Sdo Luis - MA é oriunda de varios municipios
do litoral do Estado, como: Raposa, Cedral, Cururupu, Humberto de Campos, Sdo José de Ribamar,
entre outros. Almeida et al. (2016) afirmam que a pescada amarela é uma espécie demersal (vive a
maior parte do tempo em substratos arenosos, lodosos e rochosos) e pelagica (nada livremente na
coluna d’dgua). Apresenta habito costeiro podendo ser capturada em regides de manguezais ou
regides com profundidade que variam de 1 a 35 m. Dessa forma, a espécie pode ter tido contato
com residuos de drogas no meio ambiente marinho.

0 indice MAR também foi analisado por Evangelista-Barreto et al. (2010), em A. caviae, A.
sobria e A. veronii. A. caviae apresentou o maior indice, sendo resistente a quatro antimicrobianos
em relacdo aos oito testados.

Hirsch et al. (2006) também analisaram o indice MAR em Aeromonas spp. isolados de
tilapia e afirmaram que o estudo de isolados multirresistentes é importante, visto que estes micro-
organismos podem ser veiculados por alimentos contaminados, e hid a possibilidade de
transferéncia de genes de resisténcia a microbiota intestinal dos consumidores.

Bactérias em geral possuem sistemas bioldgicos que permitem a troca/compartilhamento
de genes resistentes a antibacterianos entre os micro-organismos que se tornam resistentes ou
multirresistentes, podendo causar doencgas de dificil tratamento em seres humanos (Leal et al.
2017). A gastroenterite é a forma de infeccdo humana mais comum causada por Aeromonas spp.
Porém, septicemia, sindrome urémica hemolitica, peritonite, feridas, infec¢des respiratérias e
pustulas cutdneas sdo outras formas comuns de sinais clinicos. J4, nos peixes, a doenga pode causar
exoftalmia, erosdo de nadadeiras, septicemia hemorragica, podendo levar até a morte do animal
(Figueiredo et al., 2017).

Machado et al. (2015), analisando multirresisténcia em isolados de E. coli de pargo e cavala
comercializados em Fortaleza - CE, observaram que 68,7% dos isolados apresentavam perfil de
multirresisténcia. Os autores associaram os resultados a constante manipulagao de outros peixes e
ao contato com varios utensilios no mesmo ambiente (contaminacdo cruzada), contribuindo na
transferéncia de bactérias multirresistentes entre os peixes manuseados.

CONCLUSOES

Constatou-se resisténcia de isolados de Aeromonas spp. e E. coli a diferentes
antimicrobianos, principalmente a ampicilina. Os isolados de E. coli mostrou-se mais sensiveis a
piperacilina-tazobactam, sendo este antimicrobiano mais adequado para tratamento de infec¢des
provocadas por essa bactéria. Os isolados de Aeromonas spp. apresentaram-se mais sensiveis as
drogas cefepime e levofloxacina, sendo estes os antimicrobianos de elei¢do para o tratamento de
infeccoes por Aeromonas spp. Foi observada elevada multirresisténcia dos isolados, o que é um
dado importante, visto que o aumento do aparecimento de bactérias resistentes a multiplas drogas
é preocupante, diminuindo as op¢des de uso de antimicrobianos com sucesso clinico.
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Legenda dos Quadros
Quadro 1. Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de isolados de Escherichia coli oriundos de
amostras de pescada amarela (Cynoscion acoupa) comercializada na cidade de Sio Luis - MA, 2017.

Quadro 2. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de isolados de Aeromonas spp. oriundos de
amostras de pescada amarela (Cynoscion acoupa) comercializada na cidade de Sao Luis - MA, 2017.

Quadro 3. indice de Miiltipla Resisténcia aos Antimicrobianos (MAR) de isolados de Aeromonas
spp.- e Escherichia coli oriundos de pescada amarela (Cynoscion acoupa), 2017.
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Antimicrobianos

Numero de isolados (N)

Resistente Intermediario Sensivel Total
Ampicilina 1 (25%) 3(75%) 0 4
Amicacina 1 (25%) 1 (25%) 2 (50%) 4
Amoxicilina - Clavulanato 1 (25%) 1 (25%) 2 (50%) 4
Gentamicina 1 (25%) 1 (25%) 2 (50%) 4
Cefuroxima 1 (25%) 1 (25%) 2 (50%) 4
Cefepime 0 1(25%) 3 (75%) 4
Cefoxitina 1 (25%) 0 3(75%) 4
Cefotaxima 1(25%) 0 3(75%) 4
Levofloxacina 2 (50%) 0 2 (50%) 4
Piperacilina - Tazobactam 0 0 4 (100%) 4
Sulfa - Trimetoprim 2 (50%) 0 2 (50%) 4

N (%): Numero de bactérias que apresentam resisténcia ao “n” de antimicrobianos e respectiva porcentagem

Quadro 2.
Antimicrobianos Numero de isolados (N)
Resistente Intermediario Sensivel Total
Ampicilina 49 (92,45%) 1(1,89%) 3 (5,66%) 53
Amicacina 17 (32,08%) 1 (1,89%) 35 (66,04%) 53
Amoxicilina - Clavulanato 34 (64,15%) 6(11,32%) 13 (24,53%) 53
Gentamicina 13 (24,53%) 3 (5,66%) 37 (69,81%) 53
Cefuroxima 43 (81,13%) 1(1,89%) 9 (16,98%) 53
Cefepime 12 (22,64%) 1 (1,89%) 40 (75,47%) 53
Cefoxitina 25 (47,17%) 3 (5,66%) 25 (47,17%) 53
Cefotaxima 28 (52,83%) 4 (7,55%) 21 (39,62%) 53
Levofloxacina 5(9,43%) 8 (15,09%) 40 (75,47%) 53
Piperacilina-tazobactam 10 (18,87%) 8 (15,09%) 35 (66,04%) 53
Sulfa Trimetoprim 14(26,42%) 7 (13,21%) 32 (60,38%) 53

N (%): Numero de bactérias que apresentam resisténcia ao “n” de antimicrobianos e respectiva porcentagem.

Quadro 3.
Isolados Antimicrobianos (n)

multirresistentes

N (%) 2 3 4 5 6 8 10
Aeromonas sp. 13 13 3 2 2 7 5
(48) (24,52) (24,52) (5,66) (3,77) (3,77) (1,89) (13,20) (1,89) (9,43) (1,89)
E. coli (2) 1(25) - - - - 1(25) -
indice MAR 0,18 0,27 0,36 0,45 0,54 0,73 091

n: Numero de antimicrobianos, N (%): Nimero de bactérias que apresentam resisténcia ao “n” de antimicrobianos e

respectiva porcentagem.
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