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SANTOS, E. J. R.; COSTA, F. N. Avaliacao microbioldgica e perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos das bactérias isoladas de tambaqui (Colossoma macropomum)
comercializado na cidade de Sao Luis — MA. [Microbiological evaluation and profile of
susceptibility to antimicrobials of isolated bacteria of tambaqui (Colossoma macropomum)
marketed in the city of Sdo Luis - MA]. 2016. 61f. Dissertacio (Mestrado em Ciéncia
Animal) - Universidade Estadual do Maranhao, Sao Luis, 2016.

RESUMO

O pescado ¢ um produto rico em proteina animal, possui nutrientes essenciais, e € utilizado
como fonte de alimento em numerosas regides do mundo. Com o objetivo de se avaliar a
qualidade microbioldgica e verificar o perfil de susceptibilidade antimicrobiano das bactérias
isoladas de tambaqui (C. macropomum) comercializado na cidade de Sdao Luis — Maranhdo.
Foram submetidas a analises 60 amostras de filés de tambaqui (C. macropomum) obtidas de
supermercados e feiras livres da cidade. As amostras coletadas foram analisadas quanto a
determinag¢do do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes a 35°C e 45°C; pesquisa de
Escherichia coli; contagem e identificagdo de Staphylococcus coagulase positivo; pesquisa de
Salmonella sp, Aeromonas spp e Listeria sp e perfil de resisténcia antimicrobiana. Detectou-
se uma elevada contaminacao por coliformes a 35°C e a 45°C, além de bactérias patogénicas
como Aeromonas spp. em 56 (93,3%) amostras e E. coli, presente em 13 (21,66%) amostras.
Nao foram detectados, Staphylococcus coagulase positivo, Salmonela sp e Listeria sp. Para o
perfil de resisténcia antimicrobiana foram verificados que os isolados de E. coli apresentaram
baixos percentuais de resisténcia aos antimicrobianos testados e para as cepas de Aeromonas
isoladas foram verificados elevados percentuais de resisténcia e aos antimicrobianos,
principalmente a ampicilina, amoxilina clavulanato, cefuroxima, cefoxitina, e Cefotaxima. O
tambaqui (C. macropomum) comercializado em feiras e supermercados da cidade de Sao Luis
— MA apresentou condi¢des higienicossanitaria inadequadas para o consumo humano,

podendo veicular patégenos de importancia para saide publica.

Palavras-chave: peixe de agua doce, microbiologia, feira livre, supermercado



SANTOS, E. J. R.; COSTA, F. N. Microbiological evaluation and profile of susceptibility
to antimicrobials of isolated bacteria of tambaqui (Colossoma macropomum) marketed
in the city of Sao Luis - MA [Avaliacdo microbiolégica e perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos das bactérias isoladas de tambaqui (Colossoma macropomum)
comercializado na cidade de Sdo Luis — MA]. 61f. Dissertation (Master of Animal Science) -
University of Maranhdo, Sao Luis, 2016.

ABSTRACT

Fish is a product rich in animal protein, has essential nutrients, and is used as a food source in
many regions of the world. In order to evaluate the microbiological quality and to verify the
antimicrobial susceptibility profile of tambaqui (C. macropomum) isolates commercialized in
the city of Sdo Luis - Maranhdo. Sixty samples of tambaqui fillets (C. macropomum) obtained
from supermarkets and free fairs of the city were analyzed. The collected samples were
analyzed for the Most Likely Number (NMP) of coliforms at 35°C and 45°C; Search for
Escherichia coli; Counting and identification of Staphylococcus coagulase positive; Research
of Salmonella sp, Aeromonas spp and Listeria sp, and antimicrobial resistance profile. High
coliform contamination at 35 ° C and 45 ° C was detected in addition to pathogenic bacteria
such as Aeromonas spp. In 56 (93.3%) samples and E. coli present in 13 (21.66%) samples.
No coagulase positive Staphylococcus, Salmonella sp and Listeria sp. For the antimicrobial
resistance profile, it was verified that the E. coli isolates showed low percentages of
antimicrobial resistance tested and for the Aeromonas strains isolated, high percentages of
antimicrobial resistance were verified, mainly to ampicillin, amoxiline clavulanate,
cefuroxime, cefoxitin, and cefotaxime. The tambaqui (C. macropomum) commercialized in
fairs and supermarkets of the city of. Presented hygienic sanitary conditions inadequate for

the human consumption, being able to transport pathogens of importance for public health.

Key words: freshwater fish, microbiology, fair, supermarket
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1. INTRODUCAO

O pescado ¢é considerado como todo produto retirado do meio aquético podendo
ser utilizado como alimento para o ser humano. Deste modo, o termo pescado é genérico e
envolvem peixes, crustaceos, moluscos, ras, anfibios, quelonios, mamiferos de dguas doces ou
salgadas e cefalopodes (BRASIL, 1997a; BARROS, 2003).

Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO), o consumo médio de pescado no planeta chega a aproximadamente 18,8 quilos per
capita por ano. No ano de 2011, a producdo mundial atingiu os 154 milhdes de toneladas, das
quais 131 milhdes foram designadas para o consumo humano, tornando o pescado de grande
valor alimentar e economico para o pais (BRASIL, 2013).

Nos dltimos anos, o Brasil se estruturou para se tornar um dos
grandes produtores de pescado do mundo, assim como ja possui lideranca em outros
seguimentos da pecudria como: carne bovina, suina e de frango. O pais, conta ainda com a
maior reserva de dgua doce do mundo (13%) e um extenso litoral banhando vérios estados
(BRASIL, 2013; ROCHA, 2013).

O peixe € a fonte de proteina animal que estd sendo mais consumida no mercado
internacional e a que encontra um vasto espaco para crescer. As principais espécies cultivadas
no pais nos ultimos anos foram tilapia (7ilapia rendalli) e tambaqui (C. macropomum)
atingindo uma producio de 198 e 139 milhdes de kg, respectivamente no ano de 2014. Outras
espécies como: Tambacu (C. macropomum), Tambatinga (C. macropomum), Pintado
(Pseudoplatystoma corruscans) e Carpa (Cyprinus carpio), também conquistaram um lugar
de destaque neste cendrio (IBGE, 2014).

O tambaqui (C. macropomum) € originario da América do Sul, Bacia do Rio
Amazonas e pertence a familia Characidae, sendo considerado um dos maiores peixes da
bacia amazodnica chegando a atingir, aproximadamente 90 cm de comprimento e peso em
torno de 30 kg (ARAUJO, 2012). Esta espécie tem boa aceitabilidade pelo mercado
consumidor de peixes e desperta grande interesse para a piscicultura no Brasil.

Sendo um produto rico em proteina animal e nutrientes essenciais, o peixe vem
sendo utilizado como fonte de alimento em numerosas regides do mundo (FAO, 2006). Sob o
ponto de vista nutricional, o grande atrativo desta carne, em relacdo as demais, é conter
proteinas de alta qualidade e rdpida digestibilidade, aminoédcidos essenciais, alto teor de lisina

e ainda possuir vitaminas lipossoluveis e do complexo B. Possui na sua composi¢do excelente
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fonte de ferro, fosforo e cédlcio, apresenta alta insaturagcdo de 4cidos graxos (dmega 3), e baixo
teor de colesterol. Outra qualidade € a de poder ser indicado para pessoas de qualquer idade,
principalmente criangas, adolescentes e idosos, além de pacientes convalescentes (LEDERER,
1991; OETTERER, 2002).

Apesar da importancia do pescado em todo o mundo, e do seu alto valor
nutricional, é considerado um alimento altamente perecivel e susceptivel a deterioracio
(RIBEIRO et al., 2009). O peixe exige alguns cuidados especiais para que suas caracteristicas
microbioldgicas, sensoriais, fisico-quimicas e nutricionais permanecam vidveis ao consumo
humano (SILVA; CARVALHO, 2006).

As Boas Préticas de Manipulacido permeiam todas essas caracteristicas e baseiam-
se numa série de procedimentos, tais como: higiene do manipulador, da instalacdo e
utensilios; uso de gelo de qualidade e em quantidade adequada; controle de tempo e
temperatura de manuseio, armazenamento e transporte; controle de pragas, animais
domésticos e contaminantes, entre outros. Essas a¢Oes também agregam valor ao produto
(CODEX, 2003).

No Brasil, os Ministérios da Satide e da Agricultura Pecudria e Abastecimento
(MAPA) estabeleceram para as industrias de alimentos o uso de programas que contemplam a
inspecdo higienicossanitdria da producdo de alimentos, como Boas Préticas de Fabricacao
(BPF) e Analise dos Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) os quais objetivam
eliminar ou reduzir os riscos de contamina¢do microbioldgica, quimica e fisica (CARDOSO;
TESSARI, 2008). Entretanto, ainda € comum no Brasil a comercializacdo de produtos de
origem animal sem qualquer tipo de inspecdo ou mesmo alguns casos de inspegdes
inadequadas.

Para que o pescado tenha sua qualidade assegurada, é necessario que haja uma
inter-relacdo entre tempo, higiene e temperatura (PEREDA et al., 2005). A falha em algum
destes fatores pode favorecer o desencadeamento de reagdes autoliticas e/ou bacterianas,
interferindo na qualidade e seguranca do produto (VIEIRA, 2004).

No contexto de Saude Publica, estudos que determinem ou estimem os padroes de
qualidade sanitdria de tambaqui (dgua doce), peixe popularizado e muito comercializado na
cidade de Sao Luis e no Estado do Maranhido, sdao necessarios para definir o atual padrao de

utilizac@o desse produto na alimenta¢do humana.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Avaliar a qualidade microbiolégica e verificar o perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos das bactérias isoladas de tambaqui (Colossoma macropomum)

comercializado na cidade de Sdo Luis — MA.

2.2. Especificos
= Quantificar coliformes a 35°C/g e a 45°C/g em filés de tambaqui;
= Pesquisar Escherichia coli nas amostras de filés de tambaqui;
= Realizar a contagem e identificacdo de Staphylococcus coagulase positivo nas
amostras analisadas;
= Isolar e identificar Salmonella sp. nas amostras;
= Jsolar e identificar as espécies de Aeromonas spp. e Listeria sp.;
= Avaliar a susceptibilidade “in vitro” aos antimicrobianos dos microrganismos

isolados.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Importancia do peixe para a alimentacdo humana

Os peixes s@o uma fonte saudavel de proteinas de alto valor biol6gico e de 4cidos
graxos poli-insaturados (BURGER, 2008; FURUYA, 2010). Além de serem de rapida
digestibilidade, os peixes apresentam baixa taxa de gordura e fornecem dcidos graxos poli-
insaturados Omega-3, que reduzem os niveis de colesterol e a incidéncia de doencgas
cardiovasculares como a insuficiéncia cardiaca em adultos de meia idade, diminuindo a
morbi-mortalidade cardiovascular (YAMAGISHI; NETTLETON; FOLSOM, 2008;
MOZAFFARIAN et al., 2013).

O organismo humano € capaz de produzir dcidos graxos de cadeia muito longa,
como os poli-insaturados, a partir dos dcidos linoléico e alfa-linolénico. No entanto, esse
processo de sintese é afetado por diversos fatores, o que torna essencial para a manutencao de
uma condi¢ao saudavel, a ingestao desses acidos graxos (ALMEIDA; FRANCO, 2006).

Assim como os dcidos graxos poli-insaturados, o dcido alfa-linolénico também
estd presente nos peixes, principalmente, aqueles oriundos de dguas maritimas, por adquirir
esses dcidos graxos no fitoplancton, bem como, os peixes criados em cativeiro, que tiveram
acido alfa-linolénico incorporado nas ra¢Oes possibilitando a conversdo enzimdtica desse
dcido precursor em 4cido graxo poli-insaturado (MARTIN et al., 2006).

Os 4cidos graxos essenciais Omega-3 presentes nos peixes sdao do tipo
eicosapentaenoico (EPA) e docosaexaenoico (DHA) (SARTORI; AMANCIO, 2012). Esse
ultimo, desempenha importantes fungdes no desenvolvimento e funcionamento do cérebro e
da retina. Estudos confirmam que o consumo de peixe aumenta a fungdo cognitiva e evita o
baixo peso ao nascer (MARTIN et al., 2006). De forma geral, o DHA, seguido do EPA ¢ a-
linolénico sdo as maiores fontes de dcidos graxos poli-insaturados 6mega-3, enquanto 0s
acidos linoléico e araquidonico sdo os que mais contribuem como fonte de acidos graxos poli-
insaturados dmega-6 (ALMEIDA; FRANCO, 2006).

Segundo Reiffel & McDonald (2006), a ingestdo de &cidos graxos Omega-3
presente em peixes, reduz o risco de morte por doengas cardiovasculares, contribui para a
diminui¢do da pressdo sanguinea e do ritmo cardiaco, diminui o teor de triglicerideos e pode

interromper o desenvolvimento de arteriosclerose.
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SCHER et al. (2015) mostram que peixes de ambientes marinhos apresentam
maior quantidade de 4cidos graxos poli-insaturados do que peixes de "habitat" natural. No
entanto, existem evidéncias de que peixes de dgua doce, cultivados em cativeiro, também
apresentaram excelentes valores nutricionais. Isso se deve ao fornecimento de racdes
suplementadas com fonte de 4cidos graxos poli-insaturados 6mega 3, como o 6leo de linhaga
que aumentam o valor nutricional do contetido lipidico de peixes de dgua doce (ALMEIDA;
FRANCO, 2006).

Apesar das vantagens de consumo de peixe para o sistema cardiovascular,
atribuidos, principalmente, ao aumento dos niveis de acidos graxos poli-insaturados, as
concentragdes de dcidos graxos e Omega-3 podem variar de acordo com a espécie de peixe e a
regido (SCHER et al., 2015). A variacdo lipidica entre individuos de mesma espécie pode
estar associada a fatores como época e local de captura, habitat, sexo, idade, entre outros
(PESCADOR, 2006). Andrade, Bispo & Druzian (2009) relataram a variabilidade na
composicao nutricional das diferentes espécies de pescado no estado da Bahia.

A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) recomenda o consumo, de pelo menos,
12 de pescado kg per capita por ano (WHO, 2007). O valor didrio de referéncia per capita
para consumo de 4cidos graxos dmega-3 de cadeia longa EPA e DHA ¢é de 0,25 g para
populacdes sauddveis (EFSA, 2009). Estudando o mercado de pescado da Regido
Metropolitana de Manaus, Gandra (2010) estimou que o consumo médio anual per capita
naquela regido foi de 33,7 kg em 2009.

O pescado também se destaca nutricionalmente devido a presenca de vitaminas e
minerais (SARTORI; AMANCIO, 2012). Além disso, enzimas glutationa peroxidase
dependente de selénio 1 e 4 presentes na carne de peixes marinhos, inibem o inicio da
oxidagdo lipidica e repara os fosfolipidios oxidados (GRIM et al., 2011).

Também sdo relatados efeitos positivos sobre o metabolismo de lipoproteinas,
rigidez arterial, fun¢do endotelial e fungio plaquetdria de coagulacio (VRABLIK et al.,
2009).

Os beneficios nutricionais provenientes do consumo regular de pescado reforcam
a necessidade de investimentos e incentivos por meio de politicas publicas para o aumento da
disponibilidade e consumo deste alimento no Brasil, assim como a manuten¢do do padrao de

ingestdo nas regioes Norte e Nordeste (SARTORI; AMANCIO, 2012).
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3.2 Producao e consumo de pescado no Brasil

A produgdo de pescado vem aumentando nos ultimos anos, de forma que a
piscicultura é uma das atividades que mais crescem no mundo. Em 2012, o Brasil ocupava a
12? posicao no ranking mundial de produgdo aquicola (SEBRAE, 2015). J4 no ano de 2014, a
producdo total da piscicultura brasileira apresentou um aumento de 20,9% em relacdo a
registrada no ano anterior, com uma producao total de 474,33 mil toneladas (IBGE, 2014).

A piscicultura € particularmente importante em paises em desenvolvimento, pois,
garante a subsisténcia de pequenos produtores, sendo um fator gerador de renda, além
de apoiar as economias regionais e os valores sociais e culturais (SUMAILA; BELLMANN;
TIPPING, 2016). O Brasil apresenta potencial para producdo pesqueira € uma grande
diversidade de peixes nativos.

De forma geral, peixes criados em cativeiro consomem ragdo balanceada. A
otimizacdo da formulagcdo de racdes € realizada considerando-se as exigéncias nutricionais
para as diferentes fases de desenvolvimento, para garantir um adequado desempenho
produtivo, higidez e retorno economico (SILVA; GALICIO, 2012). Diversos estudos
apontam fontes alternativas de alimento que garanta o desenvolvimento da piscicultura em
vérias regioes do Brasil, como a utilizacdo de farinha de mandioca em substituicdo do milho
contido na ragdo (SOUZA et al., 2009; PEREIRA-J UNIOR et al., 2013).

Em alguns estados da Regido Norte, essa tendéncia é fortemente evidenciada,
sendo o Estado de Rondonia, lider nacional em producdo, em cativeiro, de peixes nativos de
dgua doce. A producdo passou de 11 mil toneladas no ano de 2010 para 75 mil em 2014.
Desta, 90% da producdo de pescado em Rondonia € da espécie tambaqui (BURGER, 2008;
ANCONI, 2015). O tambaqui produzido na Regido Norte possui um mercado consumidor
concentrado principalmente na regido de Manaus. Entretanto, o produto € enviado para outras
capitais do Brasil, visando melhores precos em mercados, nos quais a oferta € menor que a
demanda (SEBRAE, 2015).

Na Regido Nordeste, o Estado do Maranhdo € o maior produtor de peixe
atualmente, com pouco mais de 17,717 mil toneladas de peixe produzidas no ano de 2014
(IBGE, 2014). O estado possui abundantes recursos hidricos, sendo a pesca uma das
atividades econdmicas mais importantes, por constituir a base de sustentacao alimentar e de
renda. Em virtude da diminui¢do dos estoques naturais de peixes, principalmente devido a

captura predatoria e introdugdo de espécies exdticas nos lagos e rios, a aquicultura se mostra
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como uma promissora alternativa de elevar a renda principalmente da agricultura familiar
(MELLO et al., 2010).

Além disso, fatores como praticas alimentares mais saudaveis, controle de peso,
prevencdo de doencas e globalizacdo cultural, dentre outros, vém contribuindo para que o
consumo de peixe tenha aumentado nos tltimos anos (BAUDET; DAUGAREIL, 2014).

Existem evidéncias dos beneficios da ingestdo de uma ou duas por¢des de peixe
por semana (FAO, 2009; SARTORI; AMANCIO, 2012). Jaime et al. (2015) descreveram as
prevaléncias de marcadores de consumo alimentar sauddvel e sua distribuicio segundo
varidveis sociodemogréficas na populacdo adulta brasileira, evidenciando elevada prevaléncia
de consumo de peixe na dieta.

No entanto, mesmo com a constante divulgacdo associada aos beneficios para a
saude, o consumo de peixe € ainda dificultado por fatores como precos elevados e falta de
padronizacdo do produto, além de questdes de controle de qualidade na cadeia de producao
(MACIEL et al., 2013).

Existem algumas barreiras para o consumo de pescados no Brasil, tais como
dificuldade de percepcdo e escolha do produto fresco, pre¢o e auséncia de atributos de
controle de qualidade (SEBRAE, 2015). Maciel et al. (2013) observaram uma correlagdo entre
o preco do peixe e os atributos de qualidade. Visando garantir melhor qualidade ao produto
final, percebe-se que a cadeia de producao do pescado requer maior investimento, visto que os
consumidores estdo cada vez mais exigentes. Quando se trata de producdo de todo tipo de
pescado, € recomentado o uso de dgua com alto padrao de qualidade evitando o stress em
peixes e o uso de préticas operacionais de produciao que respeitem o meio ambiente (WANG;
LU, 2016; SUMAILA; BELLMANN; TIPPING, 2016).

Outro fator preocupante quanto ao consumo de pescado € possibilidade de
contaminagdo por produtos téxicos provenientes de atividades antrépicas que afetam os
ecossistemas aqudticos (WHO, 2008). Algumas comunidades ribeirinhas das regides Norte e
Nordeste estdo expostas a niveis considerdveis de exposi¢do ao mercuirio associados a
ingestdo de pescado, influenciados por fatores contaminantes do ambiente, como as atividades
mineradoras e de hidrelétricas e possiveis queimadas da floresta nessas regides

(MILHOMEM-FILHO et al., 2016).
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3.3 Tambaqui (C. macropomum)

O tambaqui (C. macropomum) é um peixe de origem na Bacia Amazoénica, com
habito alimentar caracterizado pela ingestdo de frutos e sementes em época de cheia e de
zooplancton no periodo de seca. Podem atingir até 90 cm de comprimento e chegar a 30 kg
(GOMES; SIMOES; ARAUJO-LIMA, 2010; LOPERA-BARRERO et al., 2011).

A espécie estd entre os peixes nativos da regido Norte do Brasil, com maior
potencial para cultivo em cativeiro (PEREIRA-JUNIOR et al., 2013). O sistema mais
utilizado para o cultivo dessa espécie é o viveiro escavado, mas também pode ser cultivado
em tanques-rede (SANTOS et al., 2013; SEBRAE, 2015).

Em todo o pafs, o tambaqui manteve a segunda posi¢do no ranking de peixes
produzidos, com a despesca de 139,21 mil toneladas, ou 29,3% do total nacional (IBGE,
2014).

3.4 Qualidade higiénicossanitaria do pescado

Os peixes podem ser contaminados em vdérias fases desde a captura até a sua
comercializacdo principalmente durante o transporte, manuseio € processamento. Esta
contaminacdo pode estar relacionada com as matérias-primas, pessoal e ferramentas de
manipulagdo (SANJEE; KARIM, 2016). Gomes (2009) salienta que cuidados
higi€nicossanitarios devem ser tomados desde o processo de captura, manutencdo e
armazenamento do pescado na embarcagdo até o momento da venda. Dessa forma, o pescado
deve ser desembarcado e transportado em tempo habil (maximo de 20 dias) para garantir a
manuten¢do de suas caracteristicas organolépticas e nutricionais.

O risco de contaminacdo aumenta com a lavagem incorreta das maos
(MURATORI et al., 2007), bem como, tossir, falar préximo ao produto sem a utilizacdo de
equipamentos de higiene e a ma higienizagao dos utensilios usados na manipulaciao dos peixes
(SILVA et al., 2015).

Silva, Matté & Matté (2008) compararam andlises microbioldgicas de vinte
amostras de pescado comercializado em feiras livre de Sao Paulo - SP aos aspectos higiénico-
sanitdrios das respectivas feiras, constatando a ocorréncia de coliformes a 45°C. Os autores
indicam que a contaminacdo do pescado se deve a maus hdbitos de higiene do préprio

feirante.



22

Viana et al. (2016) salientam que as autoridades governamentais devem investir
em cursos e orientacoes para manipulagdo e conservacdo do pescado, bem como, em
melhorias estruturais para o comércio, a fim de garantir a oferta de um produto com seguranga
alimentar, minimizando riscos a populacio.

O consumo de peixes contaminados pode causar distirbios que vao desde uma
gastrenterite leve até casos mais sérios, com possivel risco de morte (AMAGLIANI;
BRANDI; SCHIAVANO, 2012). Dessa forma, a andlise microbioldgica de amostras de peixe,
bem como, de materiais de processamento de peixe, atua como o indicador de determinacao
da qualidade do peixe (SANJEE; KARIM, 2016).

Outro fator que contribui para a perda da qualidade higiénicossanitaria do pescado
€ a exposicao deste nos pontos de venda, sem nenhum tipo de embalagem ou protecio. De
forma geral, os supermercados sdo os estabelecimentos que mais se enquadram com as
exigéncias higiénicossanitarias de venda de pescado (SILVA; MATTE; MATTE, 2008).
Devido a falta de informacdo acerca de Boas Praticas de Manipulacdo de Alimentos, a
comercializacdo em feiras ou mercados publicos apresenta indices criticos de inadequacao a
legislacio (BARRETO et al., 2012).

Pode acontecer perda da qualidade do pescado, geralmente relacionada com
processos oxidativos que afetam lipidios e proteinas (BINSI et al., 2015). Considerando que a
exposi¢do do pescado nos pontos de venda, sem nenhum tipo de embalagem ou protecao,
também contribui para o aumento da carga microbioldgica, métodos que melhoram o tempo
de conservacdo e qualidade global dos alimentos a um custo relativamente baixo, tém sido
amplamente utilizados na industria alimentar (BARRETO et al., 2012). Um exemplo disso,
sdo as embalagens a vdcuo que representam uma forma hipobdrica estdtica de
armazenamento, diminui o fornecimento de oxigénio para as bactérias aerébias no pescado e,

consequentemente, reduz o crescimento microbiano e reagdes oxidativas (BINSI et al., 2015).

3.5 Microrganismos patogénicos no pescado

O crescimento bacteriano nos peixes € uma das principais causas de deterioracio
de alimentos ou contaminacdo de peixes (SANJEE; KARIM, 2016). Alguns microrganismos
presentes no pescado quase sempre ndo alteram a aparéncia do peixe, de forma que
conceitualmente, esses microrganismos sao patogénicos ao homem e ndo deterioradoras do

produto (SANTIAGO et al., 2013). Segundo Oliveira et al. (2010) a maioria dos surtos
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diarreicos tem sido relacionados a ingestdo de alimentos com boa aparéncia, odor e sabor
normais, sem qualquer alteracdo sensorial visivel. Isso se deve ao fato de que a dose
infectante de patdgenos alimentares € geralmente menor que a quantidade de micro-
organismos necessdria para degradar os alimentos.

Segundo Barreto et al., (2012), o pescado sofre rdpida deterioracdo por apresentar
pH quase neutro (6,6 a 7,0), o que favorece o crescimento microbiano e a acelerada
putrefacdo. Alguns destes agentes patog€nicos estdo naturalmente presentes no ambiente
aqudtico, como as bactérias do género Aeromonas, enquanto outros podem ser introduzidos
através de animal ou excrecdo fecal humana e a poluicdo de 4guas residuais, como as
bactérias dos géneros Salmonella, Escherichia e Staphylococcus (AMAGLIANI; BRANDI;
SCHIAVANO, 2012).

Dentre os principais patégenos associados ao pescado, nos tultimos vinte anos,
pode-se destacar Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella sp como de grande

preocupacao para a satde publica (SOARES; GONCALVES, 2012).

3.5.1 Coliformes a 35°C, a 45°C e Escherichia coli

A contaminacdo ambiental pode ser responsdvel pela adicio de microrganismos
de origem fecal a superficie do pescado. Essa contaminacdo € proveniente de despejos de
esgotos domésticos nas dguas dos reservatdrios, lagos, rios e mar, em consequéncia da
polui¢do dos grandes centros e das desembocaduras de redes de esgoto préximo a costa
(CARDOSO-FILHO, 2010).

Utilizados como indicadores da qualidade higi€nicossanitdria, os coliformes a
35°C estdo incluidos em um grupo com cerca de 20 bactérias que fermentam lactose de 24h a
48h, com formacao de gés, a 35°C de temperatura. Tais microrganismos podem se originar de
bactérias entéricas e ndo entéricas do trato gastrointestinal humano e de animais (VIANA et
al., 2016).

E. coli € uma bactéria comensal resistente aos antimicrobianos (BARRETO et al.,
2012). Produtos de origem animal constituem uma importante fonte de contaminagdo fecal
relacionada a essa bactéria. Esses microrganismos e seus genes de resisténcia antimicrobiana
podem ser transmitidos aos humanos se os alimentos forem mal cozidos (VAN et al., 2008).

Patotipos de E. coli como Enterotoxigénica (ETEC), Enterohemorragica (EHEC)

e Enteroinvasiva (EIEC) invadem enterdcitos do epitélio intestinal, multiplica-se e espalha-se
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por células adjacentes, provocando ulceracdes que resultam em diarreia aquosa e
sanguinolenta (SILVA, 2007).

Barreto et al., (2012) avaliando a qualidade do pescado comercializado em Cruz
das Almas — BA, constataram a presenca de E. coli em mais de 70% das amostras de peixe

analisadas.

3.5.2 Staphylococcus spp

Pertencentes a familia Micrococcaceae as bactérias do género Staphylococcus sdao
encontradas naturalmente na pele, mucosa, trato respiratério superior e intestino humano. Sao
bactérias imdveis, esféricas (0,5 — 1,5um), ndo esporuladas, anaerdbios facultativos, Gram-
positivas, que podem ser encontradas isoladas, aos pares ou em grupamentos irregulares
(GATTI-JUNIOR, 2011). Staphylococcus sdo microrganismos sensiveis 2 altas temperaturas,
de forma que sua patogenicidade estdi em suas toxinas, que sdo conhecidas como
enterotoxinas estafilocdcicas (SILVA; MATTE; MATTE, 2008). Estas possuem
caracteristicas termoestaveis e podem ser encontradas no alimento mesmo apds o processo de
cozimento (GERMANO; GERMANO, 2008).

As toxinas produzidas por Staphylococcus causam diarreia por induzir uma
mudancga no transporte de fons das células do epitélio intestinal, resultando na perda de
eletrolitos, principalmente sddio e potdssio, bem como a perda de dgua (SILVA, 2007).

Viana et al. (2016) analisaram 16 amostras de C. macropomum provenientes de
quatro boxes da feira municipal de Ariquemes, no Estado de Ronddnia. Os cortes de peixes
analisados (costela, lombinho e posta), estavam frescos, com auséncia de odor e
caracteristicas de estdgio de putrefagdo. Os resultados mostraram que todas as amostras
estavam contaminadas por coliformes totais e, 37,5% das amostras apresentaram indice S.
aureus acima do permitido.

Dentre as espécies do gé€nero Staphylococcus, as coagulase positivas sio
apontadas como patog€nicas para humanos, sendo responsiveis por surtos de intoxicacdo
alimentar, decorrentes da formagdo de toxinas estafilocécicas no alimento consumido. Sao
bactérias mesofilas e anaerdbias facultativas (FRANCO; LANDGRAFF, 2008). Rocha et al.
(2013) detectaram populagdes de S. aureus, uma espécie coagulase positiva, em 100% das
amostras de peixe analisadas em Currais Novos — RN, evidenciando a baixa qualidade do

pescado comercializado naquela regido.
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3.5.3 Salmonella sp

Caracterizadas por serem bastonetes Gram-negativos, as bactérias do género
Salmonella sdo anaerébios facultativos, méveis, ndo formadores de esporos (normalmente
com dimensdes de 0.7-1.5 x 2-5 um), pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Sao
frequentemente encontradas no trato intestinal de diversos animais (NORHANA et al., 2010).

Salmonella sp € um patégeno bacteriano intracelular que apresenta o fator de
viruléncia MgtC responsavel pela multiplicacdo bacteriana dentro dos macréfagos, alterando
sua capacidade para translocar prétons para o local de sintese de ATP (BELON et al., 2015).

De forma geral, Salmonella sp € pouco detectada em peixes (TERENTJEVA et
al., 2015; TRAORE et al.,, 2015; BUDIATI et al., 2016). Apesar da baixa incidéncia de
infeccoes por Salmonella devido ao consumo do pescado quando comparada com a
salmonelose associada com outros alimentos, ela € responsdvel pela maioria das doencas
transmitidas por alimentos ou gastroenterite caracterizada por diarreia, célicas abdominais,
vOomitos, nauseas e febre (SANJEE; KARIM, 2016).

De acordo com Tessari et al. (2012) regides tropicais e subtropicais sdo 0s pontos
mais favordveis a transmissdo de Salmonella, visto que a multiplicacio destes
microrganismos fora do corpo dos hospedeiros € facilitada por temperaturas favoraveis no
ambiente. No entanto, essas bactérias podem ser encontradas, também, em produtos
refrigerados a 2°C, além de permanecer vidvel em produtos congelados por longos periodos.

Surtos de Salmonella relacionados a frutos do mar foram relatados em diversas
regides do mundo como na Unido Europeia e nos Estados (AMAGLIANI; BRANDI;
SCHIAVANO, 2012).

3.5.4 Aeromonas spp

As bactérias do género Aeromonas sdo bastonetes Gram-negativos, anaerdbios
facultativos e de vida livre. Recentemente, sua classificagdo taxondmica foi revista, baseado
em estudos genéticos, passando a constituir uma familia prépria, Aeromonadaceae
(GHENGHESH et al., 2008).

Sado considerados como patégenos oportunistas. Pavanelli et al., (2008) enfatizam
que esses microrganismos manifestam-se em hospedeiros enfraquecidos e/ou atacados por

outros agentes etioldgicos. Por isso, sdo considerados invasores secundarios, estabelecendo-se
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de forma concomitante a outras infec¢des bacterianas, virais e parasitdrias. Essas bactérias sao
importantes agentes patogénicos para peixes por multiplicar-se e produzir exotoxinas mesmo
em temperaturas de refrigeracdo.

Aeromonas spp. sdo carreadores de mudltiplas proteinas extracelulares
configuradas como fatores de viruléncia, tais como, amilase, quitinase, elastase, aerolisina,
nuclease, gelatinase, lecitinase, lipase e protease (NAM; JOH, 2007; PEIXOTO et al., 2012).

Apesar dos testes bioquimicos de identificacdo de bactérias deste gé€nero serem
eficazes, € possivel detectar estes microrganismos, através de seus produtos de secrecdo
utilizando técnicas de amplificacdo de DNA por PCR (BEAZ-HIDALGO et al., 2010; NAM,;
JOH, 2007).

A espécie Aeromonas hydrophila ¢ uma das mais frequentemente relatadas nas
enfermidades causadas por contaminagdo microbiolégica de pescado. Os sinais clinicos
iniciais em peixe sdo necroses, furinculos ou ulceracdes no pedinculo caudal, que evoluem
para descamacdes cutaneas, formando-se lesdes ulcerativas na regido corpdrea, com
exposicdo da musculatura, culminando em quadros tipicos de sepse (BHARADWA et al.,
2013). Almeida et al. (2013) observaram, mediante analise macroscépica dos 6rgdos externos
de peixes cultivados em tanque- rede, no municipio de Paulo Afonso—BA, a presenca de
manchas ou pontuagdes na pele, nadadeiras com erosdo (desfiadas/necrosadas), congestao,
olhos com cataratas e hemorragias. Os autores reforcam que a espécie é potencialmente
produtora de toxinas para os humanos, o que torna o pescado um possivel veiculador de
toxinas bacterianas para o préximo nivel tréfico, caso seja ingerido.

Silva (2007) buscando investigar a presenca de cepas potencialmente patogé€nicas
de Aeromonas spp. Em peixes comercializados em feiras livres da cidade de Sao Paulo-SP,

1solou A. hydrophila em 50% das amostras de peixe analisadas.

3.5.5 Listeria spp

As bactérias desse g€nero sdo facultativamente anaerdbias e apresentam
caracteristicas psicotrdpicas e mesofilas (NORHANA et al., 2010). A Listeria monocytogenes
€ um micro-organismo patogénico que também pode ser encontrada no pescado. Apresenta
resisténcia ao congelamento e descongelamento, tendo como caracteristica a capacidade de
formacdo de biofilmes e biotransferéncia. Esses biofilmes estdo organizados em estruturas

tridimensionais, de forma que, tem sido demonstrado que nesta forma L. monocytogenes é
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mais resistente a processos de higienizacdo (PAN; BREIDT-JR; KATHARIOU, 2006;
TRAVAGIN, 2010).

Além disso, L. monocytogenes possui a capacidade de se adaptar a pH entre 4,5 e
9,0, de forma que vérios métodos de assepsia (esterilizacdo, desinfeccdo e antissepsia) se
tornem ineficientes (ALESSANDRIA et al., 2010). No entanto, Norhana et al. (2010) listaram
alguns métodos fisicos e quimicos para controlar a contaminagdo por Listeria em pescado.

Nos ultimos anos, métodos tradicionais de andlise microbiologica de L.
monocytogenes t€m sido apoiados por técnicas modernas baseadas em biologia molecular, tais
como PCR, capaz de complementar os resultados obtidos por contagem de placa e isolamento,
permitindo assim uma melhor compreensdo da presenca e propagacao de agentes patogénicos
nos alimentos. Esse método torna possivel a quantificacdo direta de L. monocytogenes em
alimentos sem que seja necessario o seu cultivo (RANTISIOU et al., 2008; O'GRADY et al.,
2009).

3.5.6 Resistencia bacteriana a antibioticos

Para o controle de patogenias causadas por bactérias sdo frequentemente
utilizadas substancias antimicrobianas com acao bactericida ou bacteriostatica. Porém, o uso
continuo e excessivo de antibidticos pode promover a selecdo de bactérias resistentes que se
distribuem amplamente em populacdes humanas e outros animais (MADIGAN et al., 2010).

A resisténcia aos antibidticos resulta da selecio de mutantes espontaneos no meio
ambiente e por transferéncia horizontal de genes (BAQUERO et al., 2008; MARTINEZ,
2009). De forma geral, quanto mais um antibidtico é utilizado, maior serd o risco de
surgimento e propagacdo da resisténcia contra ele como resultado do aumento da pressdo
seletiva, o que torna o farmaco cada vez menos eficaz (SCHWARZ et al., 2006;
AARESTRUP, 2006 ).

Existe considerdvel semelhanca entre determinantes genéticos de resisténcia aos
antibidticos entre bactérias do ambiente marinho e do ambiente terrestre, incluindo peixes e
patégenos humanos, o que sugere a ocorréncia de transferéncia horizontal de genes mutantes
(WELCH et al., 2007 , BAQUERO et al., 2008; ROBERTS, 2009). De acordo com McEwen
et al (2006) a resisténcia antimicrobiana de bactérias zoonéticas sido diretamente perigosas
para a saide humana por aumentar a frequéncia, a duragao e a severidade das infec¢des. Além
disso, bactérias comensais podem funcionar como um reservatério de genes de resisténcia

podendo transferir a sua resisténcia para bactérias patogénicas.



28

Um fator que deve ser considerado é o uso de antibidticos adicionados a racdo de
peixes provenientes da aquicultura, com o objetivo de diminuir os prejuizos econdmicos
causados por doencas bacterianas. No entanto, grande parte das drogas ndo sdo metabolizadas,
o que pode favorecer o desenvolvimento de bactérias resistentes, reduzir a efetividade do
tratamento, causar efeitos colaterais nos peixes cultivados, chegar a outros organismos
aquaticos e afetar piscicultores e consumidores finais (FORTT et al., 2007; GASTALHO et
al, 2014; ROMERO et al., 2012).

Existem trés possiveis mecanismos de resisténcia aos antibidticos, que incluem a
inativacdo do antibidtico por acdo enzimdtica, a diminui¢do da concentracdo intracelular do
farmaco (por reducdo da permeabilidade da membrana externa em Gram-negativos ou
bombas de efluxo) e a alteragdo do sitio ativo (KOCSIS et al, 2013).

Virios géneros bacterianos isolados de aquicultura tém sido reportados como
resistentes a diversos antibidticos, sendo mais isoladas as do género Aeromonas e da familia

Enterobacteriaceae, dado o potencial patogénico que apresentam (GASTALHO et al, 2014).
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Resumo

Considerando a importincia da identificacdo das condi¢des higi€nicossantitarias do pescado,
o presente trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica e verificar o perfil
de susceptibilidade a antimicrobianos das bactérias isoladas de tambaqui (C. macropomum)
comercializados na cidade de Sdo Lufs, Maranhdo. As amostras de tambaqui (C.
macropomum) foram obtidas nos principais supermercados e feiras livres que comercializam
esta espécie na cidade. Apds a coleta as amostras foram analisadas quanto a determinagdo do
Nimero Mais Provavel (NMP) de coliformes a 35°C e 45°C; pesquisa de Escherichia coli;
contagem e identificacdo de Staphylococcus coagulase positivo; pesquisa de Salmonella sp,
Aeromonas spp e Listeria sp, e perfil de resisténcia antimicrobiana. Detectou-se uma elevada
contaminagdo por coliformes a 35°C e a 45°C, além de bactérias patogé€nicas como
Aeromonas spp. em 56 (93,3%) amostras e E. coli, presente em 13 (21,66%) amostras. Nao
foram detectados, Staphylococcus coagulase positivo, Salmonela sp e Listeria sp. Para o perfil
de resisténcia antimicrobiana foram verificados que os isolados de E. coli apresentaram
baixos percentuais de resisténcia aos antimicrobianos testados e para as cepas de Aeromonas
isoladas foram verificados elevados percentuais de resisténcia e aos antimicrobianos,

principalmente a ampicilina, amoxilina clavulanato, cefuroxima, cefoxitina e cefotaxima.

Palavras-chave: microbiologia, pescado, saide publica, antibiograma



39

SANITARY HYGIENIC QUALITY OF TAMBAQUI (Colossoma macropomum)
MARKETED IN THE CITY OF SAO LUIS - MA

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the microbiological quality and to verify the
antimicrobial susceptibility profile of tambaqui (C. macropomum) isolates commercialized in
the city of. The samples of tambaqui (C. macropomum) were obtained in the main
supermarkets and free markets that commercialize this species in the city. After collection, the
samples were analyzed for the most probable number (MPN) of coliforms at 35°C and 45°C;
Search for Escherichia coli; Counting and identification of Staphylococcus coagulase
positive; Research of Salmonella sp, Aeromonas spp and Listeria sp, and antimicrobial
resistance profile. High coliform contamination at 35 ° C and 45 ° C was detected in addition
to pathogenic bacteria such as Aeromonas spp. In 56 (93.3%) samples and E. coli present in
13 (21.66%) samples. No coagulase positive Staphylococcus, Salmonella sp and Listeria sp.
For the antimicrobial resistance profile, it was verified that the E. coli isolates showed low
percentages of antimicrobial resistance tested and for the Aeromonas strains isolated, high
percentages of antimicrobial resistance were verified, mainly to ampicillin, amoxiline

clavulanate, cefuroxime, cefoxitin, and cefotaxime.
KEY-WORDS: microbiology, fish, public health, antibiogram

Introducao

O consumo de pescado no Brasil vem aumentando nos dltimos anos,
principalmente devido a grande preocupagdo com a saude e a busca por dietas mais sauddveis
(D Além de ser de fécil digestibilidade, esse alimento € rico em proteinas e aminodcidos
essenciais, vitaminas, minerais e nutrientes soliveis em &4gua, possuindo baixo teor de
colesterol ?.

Diversos estudos relatam beneficios a saiide humana em mecanismos relacionados
ao desenvolvimento fetal®, prevengdo de hipertensdo, doenca corondria e doenga
cardiovascular, devido a presenga de grande quantidade de lipidios que contém elevadas taxas
de 4cidos graxos poli-insaturados™. Por essa razdo sdo referenciadas recomendacdes médias

de consumo de 245 g de peixe por semana®.
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Os produtos da pesca apresentam elevada taxa de perecibilidade em comparagdo
com outros de origem animal, devido a presenca de grande quantidade de dgua nos seus
tecidos, pH proximo da neutralidade e acentuado teor de fosfolipidios e nutrientes. Tais
fatores intensificam a proliferacdo microbiana que, na maioria das vezes, ndo altera a
aparéncia do pescado, entretanto decorre em patogenicidade ao homem®.

Dentre as bactérias patogénicas contaminantes do pescado destacam-se
Escherichia coli, Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes €
Aeromonas spp. por causarem sérios riscos a saide humana mesmo em niveis baixos nos
alimentos®. A manutencdo da qualidade e inocuidade do pescado é imprescindivel para se
obter um alimento seguro, havendo a necessidade de cuidados em todas as etapas da cadeia
produtiva(7). Visando a melhoria da qualidade dos produtos da pesca, deve-se ressaltar a
importancia do uso constante de boas praticas de manipulacdo, procedimentos padrdes de
higienizacdo e andlise de perigos e pontos criticos de controle®.

Dessa forma, considerando a importancia da identificacdo das condicoes
higi€nicossantitdrias do pescado, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade

microbioldgica e verificar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos das bactérias isoladas

de tambaqui (C. macropomum) comercializados na cidade de Sao Luis, Maranhao.
MATERIAL E METODOS
Caracterizacao da area de estudo

O presente estudo foi realizado no municipio de Sao Luis, que ocupa mais da
metade da ilha, sendo limitado com os municipios de Pagco do Lumiar, Sdo José de
Ribamar, Raposa e com o oceano Atlantico (Figura 1). Sua area € de 831,7 km?, e desse total
157,56 km? estdo em perimetro urbano. O municipio faz parte da Mesorregiao do Norte
Maranhense e da Microrregiao da Aglomeragdo Urbana de Sdo Luis, localizadas a norte do
Estado do Maranhdo. A regido estd compreendida entre as coordenadas geogréficas (02° 31

47"S; 44° 18' 10"W), com uma populacdo estimada de 1 082 935 habitantes segundo IBGE®.
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Figura 1: Mapa de localizac¢do da cidade de Sdo Luis - MA
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Obtencao das amostras e amostragem

As amostras de tambaqui (C. macropomum) foram obtidas nos principais
supermercados e feiras livres que comercializam esta espécie na cidade de Sao Luis, no
periodo de maio a agosto de 2016. Nos estabelecimentos selecionados foram coletadas 30
amostras de trés supermercados, sendo 10 de cada supermercado, e 30 amostras de trés feiras
livres, 10 amostras de cada feira, perfazendo um total de 60 amostras analisadas. Cada
amostra foi representada por 500g de filé de peixe, acondicionada em embalagens estéreis e
transportada em caixas isotérmicas até ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Agua
do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual do Maranhdao — UEMA, onde foram

analisadas.
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Analises Microbiologicas

No laboratério as amostras de filés de tambaqui (C. macropomum) foram retiradas
de suas embalagens e em seguida colocadas sobre uma bandeja de inox previamente

desinfetada com solucao de dlcool 70%, para posteriormente serem analisadas (Figura 2).

Figura 2 - Preparacio das amostras de tambaqui (C. macropomum) para analises
microbioldgicas em laboratério, Sdo Luis — MA, 2016

&\

Amostra de tambaqui (A); Filé de tambaqui (B); Realizacdao de cortes para pesagem dos filés
(C); pesagem dos cortes de filés (D).

Pesou-se 25 gramas de cada amostra a ser analisada (Figura 2), adicionando-se a
225 mL de 4gua peptonada a 0,1%, obtendo-se a primeira diluicio (10™). A partir desta
primeira dilui¢do, foi obtida a dilui¢ao 102, transferindo 1 mL da dilui¢do anterior e
inoculado em 9mL de 4gua peptonada a 0,1% e assim até a dilui¢ao 10~. Com as diluicdes
prontas foram realizadas as andlises microbioldgicas para Coliformes totais e termotolerantes,
E. coli, Salmonella sp. e Staphylococcus coagulase positivo. As andlises foram realizadas
conforme a metodologia recomendada pela Instru¢do Normativa 62 de 26 de agosto de 2003,
do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento e Manual de Métodos de Andlise

Microbiolégica de Alimentos"'® ',
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Determinaciao do Nimero Mais Provavel (NMP) de coliformes a 35°C e 45°C e pesquisa
de Escherichia coli

Das dilui¢des decimais foi inoculado 1mL de cada amostra em trés séries de tubos
de ensaio contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) todos com tubos de Durhan
invertidos no seu interior. Os tubos foram incubados em estufa bacterioldgica a 35°C por 24 a
48 horas, foram considerados como positivos na prova presuntiva, aqueles que apresentarem
turvagdo e produgdo de gas.

Para confirmacao, dos testes de coliformes a 35°C, aliquotas das culturas positivas
do Caldo LST foram transferidas para tubos contendo Caldo verde-brilhante bile a 2% (VB) e
os tubos foram incubados em estufa a 35°C por 48 horas, sendo considerados positivos 0s
tubos que apresentaram turvacao e formagao de gas. Para a confirmacao de coliformes a 45°C,
aliquotas das culturas positivas foram transferidas para tubos contendo Caldo Escherichia coli
(EC) e Incubados em banho-maria a 45,5°C por 24 horas. Foram considerados positivos para
coliforme a 45°C, os tubos que apresentaram producao de gés e turvacao do meio.

Para a pesquisa de E. coli foram semeadas aliquotas de cada tubo positivo no
caldo EC, em placas contendo Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) que foram incubadas em
estufa bacteriolgica de 35°C por 24h. Apds este periodo, foram selecionadas 3 coldnias
sugestivas (azul escura com brilho metalico) e transferidas para tubos de Agar Tripticase Soja
(TSA) inclinado, incubadas em estufa de 37°C/24h. Em seguida, realizaram-se esfregacos
corados pelo método de Gram, para a verificacdo de sua morfologia. Apds a constatacdo da
presenca de bacilos Gram-negativos, estes foram submetidos a confirmacao bioquimica, onde
se realizou os seguintes testes: producdo de indol (I), Vermelho de metila (MV), Voges-

Proskauer (VP) e do citrato (C), segundo a técnica descrita por Vanderzant & Splittsoesser(lz).

Contagem e identificacao de Staphylococcus coagulase positivo

A partir das diluicdes decimais (107,10* e 10, anteriormente preparadas em
dgua peptonada, aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo foram semeadas sobre a superficie de
placas contendo Agar Baird-Parker (BP), adicionado de telurito de potédssio e gema de ovo,
distribuido em toda a placa com auxilio de alca de Drigalski e incubadas em estufa
bacterioldgica invertidas a 35°C durante por 24 a 48 horas. Apds este periodo, realizou-se a
contagem do nimero de colonias que apresentaram caracteristicas tipicas do género, como:

cor negra brilhante, zona de precipitacio branca ao seu redor e circundada por um halo
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transparente, assim como a contagem das atipicas. Os resultados foram expressos em UFC/g e
calculados em fun¢do do nimero de coldnias contadas e dilui¢do inoculada.

As coldnias tipicas de Staphylococcus coagulase positiva, foram repicadas em tubos
contendo TSA e incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas, apds crescimento
fez-se prova de catalase. As colOnias positivas para catalase foram transferidas para os tubos
contendo caldo cérebro-coragdo (BHI) e incubadas a 37°C por 24 horas para posteriormente

ser realizada a prova de coagulase.
Pesquisa de Salmonella sp

Da diluicdo (10™") foram transferidos 1mL para tubos contendo 10 mL de Caldo
Selenito Cistina (SC), e 0,1 mL para tubos contendo 10 mL de Caldo Rappaport-Vassiliadis
(RVS). Ambos os meios foram adicionados de 0,1 mL de solucdo de novobiocina a 0,4%, e
incubados em estufa bacterioldgica a 37°C por 24 horas.

A partir do crescimento nos meios de enriquecimento, foram realizadas
semeaduras sobre a superficie de Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e Enteric Hektoen
(HE) para plaqueamento seletivo, As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica
invertidas a 37°C por 24 horas. Ap6s este periodo foram selecionadas trés coldnias tipicas de
Salmonella sp. de cada placa, que foram repicadas em tubos contendo Agar Nutriente (AN) e

incubadas a 37°C por 24 horas para posterior realizacdo das provas bioquimicas e soroldgica.
Pesquisa de Aeromonas spp

Foram pesados 25 gramas da amostra e adicionados em 225 mL do Caldo
Tripticase Soja (TSB) adicionado de ampicilina (30 mg/L) e em seguida incubadas a 28°C por
24 horas em estufa de Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD). Apoés este periodo, foram
semeadas aliquotas do crescimento bacteriano em placas contendo Agar Vermelho de Fenol-

)1 W e Agar Dextrina-ampicilina (ADA), segundo Havelaar &

amido-ampicilina (AVF
Vonk"”, adicionadas com ampicilina (10mg/L) e incubadas a 28°C por 24 horas.

Para o isolamento das coldnias e identificacdo presuntiva do género, foram
selecionadas trés coldnias tipicas (cor amarela, rodeadas por um halo transparente), para cada
um dos meios utilizados. As coldnias tipicas foram semeadas em Agar Tripticase Soja (TSA),
inclinado e incubados a 28°C por 24 h. Apds a incubacdo, foi realizada a coloragdo pelo

método de Gram e selecionadas as culturas que se apresentaram-se na forma de bastonetes

retos e curtos, aos pares, isolados ou em cadeias curtas e Gram negativas e repicadas em Agar
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Triplice Agiicar Ferro (TSI) e incubadas a 28°C por 24 h''®. As culturas positivas foram
submetidas a prova de catalase e oxidase para a caracterizagdao do género.

Os cultivos positivos nessas provas foram considerados como pertencentes ao género
Aeromonas e submetidas as provas bioquimicas para a identificacdo das espécies segundo a

chave de identificacdo Aerokey IT ",

Pesquisa de Listeria sp

Para a pesquisa de Listeria sp foram pesados 25g da amostra de filé de peixe e
adicionados em 225 mL de Caldo UVM e incubadas em estufa a 30 £ 1°C por 24 horas. Apds
a incubacdo, foram transferidos 0,1 mL da cultura para tubos contendo 10 mL de caldo Fraser
com suplemento (citrato de amonio e ferro III) e, incubados a 30 + 1°C por 24 a 48 horas'?.

ApOs este periodo, os tubos que apresentaram resultados sugestivos para Listeria
sp foram repicados com auxilio de uma alca bacterioldgica, em placas contendo dgar Oxford.
As colonias tipicas no plaquamento foram caracterizadas fenotipicamente através de provas
bioquimicas baseadas na metodologia proposta por McClain & Le®, para identificacdo da

espécie.

Andlise Estatistica dos Dados
Os dados foram submetidos a andlise estatistica do tipo descritiva, calculando-se

A . A . ~ (19
as prevaléncias absolutas e relativas e os parametros de média e alta proporgao( ),

Susceptibilidade in vitro dos microrganismos isolados frente aos antimicrobianos

O teste de sensibilidade e resisténcia aos antimicrobianos foi realizado pelo

método de difusio em discos®”

, as cepas bacterianas foram transferidas para tubos de ensaio
contendo 1ml de solucdo fisiologica e homogeneizado até obter uma turbidez equivalente a
0,5 da escala de Mac Farland. Em seguida realizou-se a semeadura, com swab estéril sobre a
superficie do meio Agar Miieller Hinton. Em seguida depositou-se sobre a superficie do meio
os seguintes discos antimicrobianos: Ampicilina (10pg), Amicacina (30pg), Amoxilina
Clavulanato (30pg), Gentamicina (10pg), Cefuroxima (30pg), Cefepime (30ug), Cefoxitina
(30pg), Cefotaxima (30ug), Ciprofloxacin (5ug), Piperaciclina (110pg), Sulfa Trimetropin

(25ng) e incubados a temperatura de 35°C por 24 horas, para posterior leitura dos didmetros

das zonas de inibi¢do, que foram mensurados com régua e interpretados de acordo com a
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tabela padrdao para testes de susceptibilidade a antimicrobianos e classificados como

. . . .. 2D
resistentes, intermediarios ou sensiveis™ .

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra os resultados microbiol6gicos das 30 amostras provenientes de
feiras livres. Observou-se auséncia de coliformes a 35°C (<3 NMP/g) em apenas uma (3,33%)
amostra analisada; 17 (56,66%) amostras estavam num intervalo de 3 a 460 NMP/g e 12
(40%) apresentaram resultados > 1.100 NMP/g. Para coliformes a 45°C foram verificadas
auséncia (<3NMP/g) em cinco (16,66%) amostras, 17 (56,66%) amostras estavam entre 3 a

460 NMP/g e em oito (26,66%) amostras observou-se valores >1.100 NMP/g.

Tabela 1. Variacdo minima e médxima do numero mais provével de coliformes a 35°C e a 45°C e
pesquisa de E. coli em 30 amostras de filés de tambaqui (C. macropomum) comercializados em feiras
da cidade de Sdo Luis - MA, 2016

Coliformes a 35°C Coliformes a 45°C E. coli
NNP/g
N % N % N* %
<3 01 3,33 05 16,66 - -
3 a460 17 56,66 17 56,66 08 26,66
> 1100 12 40,00 08 26,66 05 16,66
TOTAL 30 100% 30 100% 13 43,33%

NMP/g = Nimero Mais Provavel por grama; N*= Numero de amostras presentes

Foi detectado E. coli, em 13 (21,66%) das amostras analisadas, todas provenientes
de peixes comercializados nas feiras livres. Embora a legislacdo nao tenha ainda estabelecido
um padrdo para a presenga desses microrganismos em pescado, trabalhos como estes servem
como grandes aliados para alertar os 6rgaos fiscalizadores sobre o aspecto higienicossanitario
pelo qual este pescado esta sendo capturado e manipulado para o consumo humano.

Uma alta contagem de coliformes e de bactérias como E. coli, estd principalmente
relacionada a condi¢Oes precdrias de higiene desse alimento no seu local de comercializacao,
0 que o torna também um dos grandes responsdveis pela deterioracdo desses produtos. O
grande ndmero de coliformes totais observado nas andlises desses peixes serve como um
indicativo para a qualidade higi€nica e sanitdria, além de fornecer informacdes sobre o grau

de contaminagdo a qual estd sendo exposto este alimento.
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Lorezon et al.*? também encontram resultados semelhantes em seu estudo com
peixes de cultivo: foram verificados nimeros mais provdveis de coliformes totais e
termotolerantes, numa variacdo de 2,0 x 10 a 1,1 x 10* ¢ <3 a 5,1 x 10° NMP/g,
respectivamente.

Para Doi et al.*®

, a presenca de E. coli no alimento representa em grandes escalas
a presenca de matéria fecal, pois esse microrganismo tem como um dos habitat natural o trato
intestinal do homem e de vérios outros animais que possuem sangue quente. Portanto tanto,
de acordo com o observado nos estabelecimentos que comercializam esta espécie em feiras da
cidade de Sao Luis — MA, observou-se a auséncia de higiene desses locais em todas as etapas
de comercializacdo, além do manuseio do alimento de forma inadequada, presenca de animais
no local e sem armazenamento adequado.

Na Tabela 2, estdo expressos os dados microbioldgicos das amostras adquiridas
nos principais supermercados da cidade de Sao Luis — MA, onde foi observada que em 11
(36,66%) amostras nao foram detectados coliformes a 35°C, em 16 (53,33%) amostras
apresentaram contagens relativamente baixas e 03 (10%) apresentaram valores elevados
(>1.100 NMP/g). Quanto aos coliformes a 45°C foi verificada auséncia (<3NMP/g) em 23
(76,66%) amostras analisadas, em 06 (20%) observaram-se contagens que variaram de 3 a
460 NMP/g e apenas uma (3,33%) das amostras analisadas apresentou valores >1.100 NMP/g.
Nao foi detectada a presenca de E. coli nas amostras obtidas nesses estabelecimentos,
atendendo, portanto as normas e a legislagcdo que estabelece a presenga ou auséncia desse

microrganismo em 25g de alimento?.

Tabela 2. Variacdo minima e médxima do numero mais provavel de coliformes a 35°C e a 45°C e
pesquisa de E. coli em 30 amostras de filés de tambaqui (C. macropomum) comercializados em
supermercados da cidade de Sdo Luis - MA, 2016

Coliformes a 35°C Coliformes a 45°C E. coli
NNP/g
% N % N#* %
<3 11 36,66 23 76,66 - -
3 a460 16 53,33 06 20,00 - -
> 1100 03 10,00 01 3,33 - -
TOTAL 30 100% 30 100% 13 43.33%

NMP/g = Nidmero Mais Provavel por grama; N*= Numero de amostras presentes
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Microrganismos como coliformes s3o oOtimos indicadores das condigdes
higienicossanitérias e de eventual presenca de enteropatégenos em alimentos. De acordo com
o que foram observados nesses locais de comercializagdo, os supermercados sao os
estabelecimentos que estdo mais proximos de um padrao desejado, fato estes que podem estar
ligados a baixa contagem de coliformes e auséncia de E. coli.

Durante as coletas das amostras observou-se manipulacdo inadequada durante o
processamento deste alimento como, falhas no acondicionamento, beneficiamento e
comercializacdo desses produtos. Embora os supermercados atendam alguns requisitos de
manipula¢do, mesmo assim, carecem de melhorias no comércio desses alimentos.

Mesmo com menor contamina¢do do tambaqui proveniente de supermercados por
Coliformes e E. coli alguns trabalhos afirma que pode ocorrer contaminagdo cruzada
principalmente pelo o gelo utilizado nesses estabelecimentos, uma vez que ja foi detectada a
presenca destes microrganismos em amostras analisadas.

Lopes et al.®

, ao analisar a qualidade microbiolégica de gelo provenientes de
fabricas localizadas em Cedral - MA, destaca que a presenca de coliformes em amostras de
pescados, embora encontradas em baixas concentragdes, podem ser decorrentes da
contaminag@o do gelo utilizado durante a conservagdo do produto, além de outras fontes de
contamina¢do durante o manuseio desse alimento.

Na Tabela 3, verifica-se os resultados da pesquisa de Staphylococcus sp, onde foi
constatada uma variacdo de 10 a 10° UFC/g em 10 (33,33%) e de 10° a 10* UFC/g em 13
(43,33%) amostras de tambaqui (C. macropomum), provenientes de feiras da cidade de Sao
Luis — MA. As outras sete (23,33%) ndo apresentaram resultados significativos (<20 UFC/g).
Dentre as amostras analisadas, nenhuma apresentou contaminacdo por Staphylococcus
coagulase positivo, sendo que a legislagdo brasileira (RDC 12/2001 da Agéncia de Vigilancia
Sanitéria) estabelece como contagem maxima 103 UFC/g.

Tabela 3. Contagem de Staphylococcus sp em amostras de filé de tambaqui (C. macropomum)
comercializados em feiras da cidade de Sao Luis — MA, 2016

UFC/. 1 F2 I3 TOTAL
g N % N % N %
<20 01 10 02 20 04 40 07
10 —0? 03 30 04 40 03 30 10
10° —io* 06 60 04 40 03 30 13
TOTAL 10 100% 10 100% 10 100% 30

F — Feira; UFC/g: Unidade Formadora de Coldnia
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Ja para as amostras de tambaqui (C. macropomum) comercializadas em
supermercados da cidade de Sao Luis — MA, a Tabela 4 mostra valores de Staphylococcus sp
que também variaram de 10 a 10 UFC/g em apenas trés (10%) amostras e de 10% a 10* UFC/ g
em oito (26,66%), amostras analisadas e uma elevada porcentagem de amostras, 19 (63,33%)
com valores ndo significativos (<20 UFC/g). Em nenhuma das amostras analisadas foi

detectado contaminagdo por Staphylococcus coagulase positivo.

Tabela 4. Contagem de Staphylococcus sp em amostras de filé de tambaqui (C.
macropomum) comercializados em supermercados da cidade de Sdo Luis — MA, 2016

UFCl/g L 52 53 Total
N % N % N %
<20 05 50 08 80 06 60 19
10 —10? 00 00 00 00 03 30 03
10°—10* 05 50 02 20 01 10 8
TOTAL 10  100% 10 100% 10  100% 30

S — supermercado; UFC/g: Unidade Formadora de Col6nia

Neste estudo apesar de ser observada grande manipulacdo do tambaqui, ndo se
verificou a presenga de Staphylococcus coagulase positivo, o que as tornam, dentro do padrao
exigido pela legislagdo brasileira para este microrganismo.

Embora a microbiologia de alimentos atribua maior importincia as bactérias
Staphylococcus coagulase positivo, a presenca de Staphylococcus coagulase negativo indica
falta de cuidados em relacdo as boas praticas de manipulacdo. Dessa forma, sdo necessarias
medidas de controle que possam melhorar a qualidade higienicossanitdria desse produto
aumentando assim a sua vida util de exposicdo. Foi observado que a maioria das amostras
contaminadas foram proveniente das feiras livres com 23 (67,6%) destas apresentando valores
de 10a 10*e apenas 11 (32,4%) provenientes de supermercados.

A maior contaminacdo em feiras livres pode estar relacionada a manipulacdo
inadequada, falta de higiene do local, refrigeracao inadequada e recomendada para este
produto, contato do peixe com superficie suja, falta de indumentdria apropriada dos
manipuladores desse alimento, além da falta de boas praticas de comercializagcdo por parte
desses comerciantes, conforme demonstra a Figura 3.

Duarte et al.®¥) ao analisarem 143 amostras de pescado provenientes dos Estados

da Regidao Nordeste do Brasil, comprovaram uma consideravel ocorréncia de Staphylococcus
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em peixes submetidos a uma intensa manipulacdo e expostos a altas temperaturas, que
corrobora os achados deste estudo, pois o elevado indice de contaminagcdo pode estar
associado aos equipamentos, superficies e infraestrutura do local que contribuem de forma

significativa para a multiplicacdo desse microrganismo no alimento.

Figura 3 - Condicdes dos locais de comercializacdo de tambaqui (C. macropomum) em feiras
livres da cidade de Sao Luis — MA, 2016

- SN g |

(A e B feiras) Evisceracdo sem qualquer forma de higiene e expostos sem qualquer forma de
conservacao.

Figura 4 - Condi¢des dos locais de comercializacdo de tambaqui (C. macropomum) em
supermercados da cidade de Sdo Luis — MA, 2016

A

(A e B supermercados) peixes expostos sobre uma camada de gelo, em temperaturas adequadas.

s .

Staphylococcus coagulase positivo ndo € identificado com frequéncia ou em
. 26-28 2 <14 . g .
baixas contagens em pescado>®. Lorenzon et al.*?, em andlises microbiolégicas de peixes

e dgua de pesque pagues localizados na regido nordeste do Estado de Sdao Paulo nao
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detectaram em nenhuma das 50 amostras de peixe e 25 de 4gua analisadas, a presenca desse

. . c . (29
microrganismo. Também Farias & Freitas®”

, ao analisarem 133 amostras de pescado
beneficiados em 20 industrias com inspe¢ao federal, localizadas no estado do Parai,
verificaram contagens de Staphylococcus aureus em apenas uma (2,0%) das 51 amostras de
peixe eviscerado congelado e uma (1,9%) de 54 amostras de filé de peixe congelado estavam
acima de 10°UFC/ g.

Soares et al.®®

, trabalhando com filés de tildpia conservados em gelo,
provenientes do municipio de Apodi (RN) também relatam a ndo detec¢ao de Staphylococcus
aureus nesse alimento. Em uma pesquisa realizada por Ferreira et al., (2014) com 60 amostras
de peixes serra também ndo observou-se a presenca Staphylococcus coagulase positivo nas
amostras analisadas.

Existem também resultados divergentes que foram verificados por Viana et al.®?,
em uma pesquisa realizada com 16 amostras de tambaqui (C. macropomum) que constatou
que 37,5% das amostras analisadas estavam fora do recomendado pela legislacdo vigente para
S. aureus, pois apresentaram contagens superiores a 103> UFC/g. Também Silva-Junior et
al.(31), detectaram Staphylococcus coagulase positiva, em 80% das 40 amostras analisadas,
todas provenientes da feira do Pescado em Macapa estado do Amapa.

Para que se tenha um alimento livre da contamina¢do por microrganismos como
Staphylococcus spp. devem-se adotar habitos de higiene durante todo o processo de
manipulacdo do pescado no intuito de evitar a presenga deste e de outros patégenos que sao
especificos da microbiota humana, podendo ser encontrado em encontrados em varias regides
do corpo.

Salmonella sp. ndo foi isolada em nenhuma das amostras analisadas, o que do
ponto de vista sanitdrio torna o produto préprio para o consumo ou seja, o peixe atendeu aos
padrdes microbioldgicos legais, que € a auséncia de salmonela em 25g de pescado in natura.

A auséncia de Salmonella spp. também foi verificada em estudo realizado por
Ferreira et al.?”, que ao analisarem 60 amostras de peixe serra recém capturados e
desembarcados no municipio de Raposa (MA), ndo encontraram a presenga dessa bactéria.

29

Também Farias & Freitas””’, ao avaliarem 133 amostras de pescado beneficiado por 20

industrias do estado do Pard ndo identificaram Salmonella sp. nas amostras analisadas. Ainda,

Lopes et al.®

, ao analisarem 42 amostras de pescada amarela e 11 amostras do gelo utilizado
na conservacao desses peixes desembarcados no municipio de Cedral — MA, também ndo

encontraram a presenca desse microrganismo nas amostras analisadas.
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(32), sobre o pescado e

Todos esses resultados corroboram o que afirmou Ahmed
seus derivados serem veiculos pouco frequentes para Salmonella sp. em relacdo a outros
produtos alimentares, sendo o peixe € 0s mariscos responsaveis por apenas uma minima
percentagem de todos os casos envolvendo Salmonella.

O nao isolamento deste microrganismo no referido estudo pode estar relacionado
com o fato de essa bactéria ndo fazer parte integral da microbiota natural do pescado, e sim
ser encontrada no trato intestinal do ser humano e dos animais. Portanto, a sua presenca em
pescado ocorre em consequéncia da alta contaminacdo do local em que estes sdo capturados e
em toda a manipulacdo pds-captura, que de forma inadequada pode aumentar as chances de
ocorréncia desse patdgeno.

Na Figura 5 estdo expressos os resultados quanto a pesquisa de Aeromonas, sendo
que, 56 (93,3%) amostras apresentaram-se positivas paro o género, destas foram isoladas A.

hydrophila em 47 (84%) amostras, A. veronii biovar veronii em quatro (6,66%), A. caviae em

trés (5,3%) e A. trota e A. schubertii em uma (4,7%) amostra.

Figura 5- Numero e frequéncia de espécies de Aeromonas isoladas de 60 amostras filés de
tambaqui (C. macropomum) coletadas em supermercados e feiras livres da cidade de Sao Luis
—MA, 2016

Considerando os pontos de coletas em que houve maior indice de contaminacdo,
foi observado que 30 (100%) das amostras analisadas eram provenientes de feiras e 26
(86,6%) foram de supermercados.

A elevada ocorréncia dessa bactéria neste estudo estd de acordo com outras

pesquisas envolvendo peixes ou produtos do pescado como mostra a Figura 5. Foram isoladas
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e identificadas cinco espécies de Aeromonas spp em uma elevada frequéncia, tanto para feiras
quanto supermercados, sendo que, merece um destaque especial a espécie A. hydrophila, que
estd comumente associada a deteriora¢do do pescado, além de ser de grande importancia para
a saude publica.

Esses achados corroboram os de Silva et al.(33), que ao analisarem 48 amostras de
agua de viveiros na Regido da Baixada Ocidental Maranhense, confirmaram a presenca de
Aeromonas spp. em todas (100%) das amostras. Outras pesquisas destacam a presenga desses
microrganismos no ambiente aquatico, especialmente em dgua doce™*

Fato este que pode explicar o elevado indice de amostras contaminadas por este
patégeno, além de possivel contaminacao cruzada em toda a sua cadeia de distribuicao.

De acordo com Figueira et al.®®, peixes e outros frutos do mar podem se tornar
fontes de contaminacdo para seres humanos devido ao fato de algumas vezes, abrigarem
espécies potencialmente patogé€nicas como, A. hydrophila, A. sobria, A. caviae e A. media.
Bactérias do género Aeromonas spp fazem parte da microbiota autctone de ecossistemas
aqudticos, tanto de dgua doce como de agua salgada podendo sobreviver nas mais diversas
faixas de temperaturas.

Lanzarin et al.®”

, em uma pesquisa realizada com filé de pintado, confirmaram
que a temperatura ndao ¢ um fator limitante para crescimento desse microrganismo. Ao
estocarem filé de pintado, a uma temperatura de 0°C a 3°C, demostraram que o crescimento
de Aeromonas spp até o 26° dia de estocagem continuou com uma multiplicacdo acentuada
durante todo este periodo.

Segundo Peixoto et al.®®

espécies de A. hydrophila estdo entre as cinco de grande
relevancia clinica principalmente por serem patogé€nicas para os peixes € também para os
seres humanos, e por possuirem capacidade de produzir exotoxinas. Outras pesquisas
evidenciaram um maior isolamento dessa espécie.

Silva et al.®?

, nos municipios de Raposa e Humberto de Campos — MA, isolaram
e identificaram mediante métodos bioquimicos e moleculares, as espécies A. hydrophila e A.
caviae em 15 (100%) amostras de dgua de cultivo e 38 (65,51%) em 60 amostras de ostras
analisadas. Essa elevada contaminacdo foi justificada pela auséncia de tratamento dos
bivalves antes da comercializacio e uma grande parte das &dguas costeiras estarem
contaminadas.

1,640

Ribeiro et a analisando 64 amostras de ostras em dois periodos de coleta

(chuvoso e estiagem), encontraram a contaminacdo de 30 (47%) amostras por bactérias do
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género Aeromonas spp, sendo todas A. hydrophila. O grande nimero de contaminagdo desse
alimento estd relacionado principalmente as falhas de manipulagdo e conservagdo, o que
coloca em risco a saide dos consumidores.

Quanto a pesquisa de Listeria sp foi detectada auséncia em todas as amostras
analisadas, portanto quanto a este patdgeno, as mostras de peixes analisadas apresentam
condi¢Oes sanitdrias satisfatorias. A legislacio em vigor ndo estabelece valor de referéncia
para Listeria sp em pescado, mas vale lembrar que a presenca desse patdgeno em pescado
representa grande risco a saide do consumidor, principalmente de L. monocytogenes que vem
se destacando cada vez mais dentre as bactérias que sdo capazes de provocar doencgas
transmitidas por alimentos (DTAs).

Esses resultados sio semelhantes aos de Viana et al.C”

, que ao analisarem 16
amostras de tambaqui (C. macropomum) comercializados na feira municipal de Ariquemes,
Rondodnia, também ndo encontraram Listeria sp em nenhuma das amostras analisadas. Souza
et al.“", a0 pesquisarem esse microrganismo em 33 amostras de surubim fresco e defumado
nao detectaram Listeria sp nas amostras analisadas. Dados estes que indicam baixo grau de
contaminagao por Listeria sp. nesses alimentos.

De acordo com Jay(42)

, embora esse microrganismo esteja relacionado com todos
os alimentos de origem animal, ndo se tem relatos de listeriose ocorridos no Brasil. Mesmo
assim ndo pode ser descartada a possibilidade desses microrganismos estarem presentes em

pescados ou produtos da pesca.

Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

De acordo com a Figura 6, para os isolados de E. coli provenientes de tambaqui
(C. macropomum) comercializado na cidade de Sao Luis — MA, os resultados mostraram
elevados percentuais de sensibilidade destas cepas para nove dos 11 antimicrobianos testados.
Sendo que, apenas em dois antimicrobianos tiveram a resisténcia desse microrganismo. Foram
11 isolados para gentamicina e apenas um para cefotaxima. Além disso, as cepas isoladas
mostraram percentuais de resisténcia intermedidria para quatro dos antimicrobianos testados.

Figura 6. Susceptibilidade a antimicrobianos de cepas de E. coli isoladas de tambaqui (C.
macropomum) comercializado em Sao Luis — MA, 2016



55

M Sensivel M Intermediario Resistente
100% 100% 100% 100% 100% 100%
o 92,3% o
84,6% 84,6%
™ 76,9%

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Antimicrobianos: 1- Ampicilina, 2- Amicacina, 3- Amoxilina Clavulanato, 4- Gentamicina, 5- Cefuroxima 6-
Cefepime, 7- Cefoxitina, 8- Cefotaxima, 9- Ciprofloxacina, 10- Piperaciclina, 11- Sulfa Trimetropin.

No presente estudo, foram verificados (84,6%) e (7,6%) das cepas isoladas de E.
coli resistentes a gentamicina e a cefotaxima respectivamente. Em (100%) dos isolados
verificou-se sensibilidade a Ampicilina, Amoxilina Clavulanato, Cefepime, Cefoxitina,
Ciprofloxacina e Sulfa Trimetropin. Além destes, apresentaram sensibilidade de (84,6%) para
amicacina e piperaciclina. Sendo, portanto, esses antimicrobianos de elei¢ao pra tratamento de
infeccdes provocadas por essa bactéria.

Os resultados do presente estudo sdo semelhantes aos de Dias et al., que ao
avaliarem 44 cepas de Escherichia coli isoladas de amostras cirneas de mexilhdes capturados
no municipio de Niter6i, Estado do Rio de Janeiro, verificaram uma resisténcia de apenas
4,16% dos 24 antimicrobianos testados e uma elevada sensibilidade a estes. Em Evangelista-

Barreto, et al.“¥

, em nenhuma das cepas de Escherichia coli isoladas de amostras de ostras e
sururus da Baia do Iguape, Maragogipe (BA) apresentaram resisténcia aos antimicrobianos
amicacina, e ciprofloxacina.

Ainda, segundo Vieira et al.*” ao analisarem 43 cepas de Escherichia coli
isoladas do acude Santo Anasticio (Fortaleza, CE), observaram que em oito dos
antimicrobianos testados obtiveram em 67,4% destes resultados apresentado sensibilidade a
todos.

A Tabela 5, mostra que de um modo geral, as cepas isoladas de Aeromonas spp.,
oriundos de tambaqui (C. macropomum), apresentaram elevados percentuais de resisténcia
aos 11 antimicrobianos testados, cinco acima de 50%. Observou-se que 55 isolados
apresentaram resisténcia a ampicilina, 52 a amoxilina clavulanato e a cefuroxima, 51 a

cefoxitina, 36 a cefotaxima, 23 a sulfa trimetropin, 9 a amicacina, 8 a ciprofloxacina, 4 a

piperaciclina e 3 a gentamicina e cefepime. Além disso, mostraram percentuais de
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sensibilidade bastante significativos, em seis dos antimicrobianos testados com valores acima

de 50% e para perfis intermediarios apresentaram baixos percentuais.

Tabela 5. Susceptibilidade a antimicrobianos de cepas de Aeromonas spp. isoladas de
tambaqui (C. macropomum) comercializado em Sao Luis — MA, 2016

Numero de cepas

Antimicrobianos Resistente Intermediario Sensivel Total
Ampicilina 55 (98,2%) 1(1,7%) 0 56
Amicacina 9 (16%) 8 (14,2%) 39 (69,6%) 56
Amoxilina Clavulanato 52 (92,8%) 3(5,3%) 1 (1,7%) 56
Gentamicina 3(5,3%) 6 (10,7%) 47 (83,9%) 56
Cefuroxima 52 (92,8%) 4 (7,1%) 0 56
Cefepime 3(5,3%) 1 (1,7%) 52 (92,8%) 56
Cefoxitina 51 (91%) 1 (1,7%) 4 (7,1%) 56
Cefotaxima 36 (64,2%) 7 (12,5%) 13 (23,2%) 56
Ciprofloxacina 8 (14,2) 7 (12,5%) 41 (73,2) 56
Piperaciclina 4 (7,1%) 1 (1,7%) 51 (91%) 56
Sulfa Trimetropin 23 (41%) 3(5,3%) 30 (53,5%) 56

A elevada resisténcia de cepas de Aeromonas spp isoladas de tambaqui a
ampicilina neste estudo, estd de acordo com pesquisa realizada por Silva et al®, que ao
analisarem cepas de Aeromonas spp isoladas de peixes oriundos de pisciculturas da Regiao da
Baixada Ocidental Maranhense, observaram que em todas as amostras apresentaram

resisténcia a ampicilina. Segundo Ghenghesh et al. o

, na grande maioria das espécies de
Aeromonas spp apresentam resisténcia a ampicilina, sendo este antimicrobiano utilizado nos
meios de cultura seletivo para isolamento deste microrganismo.

Na figura 7, sdo observados os percentuais de resisténcia antimicrobiana das cepas
de Aeromonas spp. Além de elevada resisténcia a ampicilina (98,2%), foram observadas
elevada resisténcia a amoxilina clavulanato e cefuroxima (92,8%), cefoxitina (91%) e
Cefotaxima (64,2%). De acordo com Silva et al.(33), foram encontrados valores de 89,9% e
78,6% de cepas de Aeromonas spp resistentes a amoxilina clavulanato e cefuroxima
respectivamente. A resisténcia antimicrobiana para a cefoxitina tambem foi observada por

Cereser et al.*”

, com percentual de 75% das de Aeromonas spp isoladas, resultado bem
préoximo ao do presente estudo. Segundo Jacobs & Chenia™®?, A resisténcia de Aeromonas
spp aos PB- lactamicos (ampicilina e amoxilina) é explicada, pois sdo produtoras naturais de [3-

lactamase ou induzem sua atividade enzimatica.

Figura 7. Percentuais de resisténcia de Aeromonas spp. isoladas tambaqui (C. macropomum)
comercializado em Sao Luis — MA, 2016
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Os antimicrobianos em que as bactérias evidenciaram menores percentuais de
resisténcia foram amicacina (16%), gentamicina e cefepime (5,3%) ciprofloxacina (14,2%) e
piperaciclina (7,1%) (Figura 7). Portanto em caso de enfermidades ocasionadas por esse
microrganismo, seriam esses os antimicrobianos de eleicdo para o tratamento das infeccdes.
Dados como o do presente estudo, servem como grandes ferramentas para escolha correta do
principio ativo, a ser indicado. Akinbowale et al.* também verificaram baixa resisténcia de
Aeromonas spp. a ciprofloxacina ao analisarem amostras de trutas provenientes de
pisciculturas. Silva et al.®?, verificaram pouca resisténcia desses microrganismos frente a
gentamicina e ao ciprofloxacin em 14,9% e 19,14% respectivamente.

De acordo com Smith et al.®”

, 0 uso abusivo ou irracional de antimicrobianos na
aquicultura favorece o surgimento de bactérias cada vez mais resistentes aos principios ativos,

0 que pode gerar um serio problema no seu efeito terapéutico futuro.
CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

1) O tambaqui (C. macropomum) comercializado em feiras e supermercados da cidade de
Sdao Luis — MA apresenta condi¢des higienicossanitdria inadequadas, além de
representar um importante veiculo de transmissao de coliformes e E. coli;

2) As amostras de peixes analisadas apresentam riscos de veicular espécies de bactéria do
género Aeromonas, principalmente A. hydrophila;

3) As amostras analisadas ndo apresentam riscos de veicular Staphylococcus coagulase
positiva, Salmonella sp e Listeria sp, estando dentro dos padrdes da legislacdo para

estes microrganismos.
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4) Os isolados de E. coli apresentaram baixos percentuais de resisténcia aos
antimicrobianos testados, com resisténcia apenas para gentamicina e a cefotaxima.

5) As cepas de Aeromonas isoladas exibiram elevados percentuais de resisténcia e aos
antimicrobianos utilizados, principalmente a ampicilina, amoxilina clavulanato,

cefuroxima, cefoxitina, e Cefotaxima.
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