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(Hoplias malabaricus) proveniente da Baixada Maranhense, Municipio de
Sdo Bento, MA. (Microbiological and parasitological aspects of Traira
(Hoplias malabaricus) from the MARANHAO state, SAO BENTO city.).
2011. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade Estadual do
Maranh&o, Sao Luis, 2011.

RESUMO

Com o objetivo de verificar os aspectos microbiolégicos e parasitologicos de
trairas (Hoplias malabaricus), provenientes do municipio de Sao Bento/MA,
avaliou-se 40 amostras de peixes quanto a determinacdo do numero mais
provavel (NMP) de coliformes totais e a 45°C, contagem de bactérias aerobias
mesofilas, pesquisas de Staphylococcus coagulase positivo e negativo,
Salmonella spp. e bactéria do género Aeromonas, segundo American Public
Health Association (APHA), descrito por Silva et al. (2007). Analisou-se 12
amostras de aguas quanto aos parametros fisico-quimico e microbiologicos,
preconizados pelo CONAMA 357 (2005). Quanto aos aspectos parasitologicos,
pesquisou-se endoparasitos, segundo técnica de Amato (1991) e Pavanelle
(1940), em 70 peixes, verificando-se os indices e coeficiente de parasitismo.
Os resultados microbiolégicos mostraram valores de coliformes totais e a 45°,
variando de < 3 a > 1,1 x 10 NMP/g, respectivamente, onde 24 (60%) das
amostras estavam em desacordo com os padrdes recomendados pela RDC N°
012, de janeiro de 2001- ANVISA. Quanto aos isolados bacterianos, isolou-se
E. coli em 14 amostras em relacdo as contagens de bactérias aerdbias
mesdfilas, os dados variaram de 9 x 10 a 10° UFC/g e a populacdo de
Staphylococcus coagulase negativo variou de 10% até 1,8 x 10°® UFC/g.
Detectou-se Salmonella spp. em 2 (5%) das amostras e quanto a pesquisa de
Aeromonas spp, 36 (90%), estavam contaminadas por este microrganismo,
sendo 7 (19,4%) amostras contaminadas por A. cavie e 29 (80,6%) por A.
hidrophila. Os resultados das analise de dgua com valores médios foram: pH
6,9; turbidez de 543,8; condutividade elétrica de 882,7; Calcio de 34,3;
Magnésio de 97,5; dureza total de 131,8; alcalinidade total de 66,7 e cloretos
de 400. O numero mais provavel de termotolerantes variou de 7 a >
1600NMP/mL. Quanto aos resultados parasitologicos foram identificados larvas
de nematdédeos, com potencial zoonético do género Contracaecum spp.,
Pseudoterranova spp., Eustrongylides spp.; monogenéticos Gyrodactirus spp.,
Dactylogirus spp. e larva Acanthella de Acanthocephalo. Dos 70 (100%) peixes,
64 (91,4%) estavam parasitados, com prevaléncia de 82,8% (58) para o
nematodeo Contracaecum spp., 65,7% (46), Pseudoterranova spp., 7,1% (5),
Eustrongylides spp., 71,4% (50), monogenéticos e larva Acanthella de
Acantocephalo, respectivamente. A maior amplitude de intensidade (1-30),



coeficiente de variagéo foi verificado para o nematdédeo Pseudoterranova spp.,
a intensidade média (7,3), indice de abundancia (6,7), coeficiente de
dominancia (36,4) foi ao Contacaecum spp., todos 0s parasitos estavam no
mesentério da cavidade abdominal, encistados em forma larval. Os resultados
da pesquisa demonstraram que 0S peixes provenientes do municipio de S&o
Bento- MA apresentavam condi¢cfes higiénico-sanitarias insatisfatorias, tanto
no aspecto microbiolégico quanto ao parasitolégico, expondo o consumidor a
riscos de doencgas veiculadas por alimentos.

Palavras-chaves: Peixes, aspectos higiénico-sanitarios, endoparasitos.
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ABSTRACT

With the objective of verifying the microbiological and parasitological aspects of
fish (Hoplias malabaricus), coming from Sao Bento city, Maranh&o state, it was
evaluated 40 samples of fish as the determination of the most probable number
(MPN) of total coliforms and to 45 Celsius degree, mesophyllas aerobic bacteria
counting, Staphylococcus positive and negative coagulase researches,
Salmonella spp. and Aeromonas bacterium, according to American Public
Health Association (APHA), described by Silva et al. (2007). We analyzed 12
water samples for parameters I-chemical and microbiological recommended by
CONAMA 357 (2005). As for the parasitological aspects, it was researched
endoparasites, according Amato’s technique (1991) and Pavanelle’s technique
(1940), in 70 fish, being verified the parasitism’ indexes and coefficient. The
microbiological results showed values of total coliforms and to 45 Celsius
degree, varying to < 3 even > 1,1 x 10° MPN/g, respectively, where 24 (60%) of
the samples they were in disagreement with the recommended patterns by
ANVISA RDC n° 012, January, 2001. As for the isolated ones bacterial, E. coli
was isolated in 14 samples, the mesophyllas aerobic bacteria counting, the data
varied from 9 x 102 to 10° UFC/g and the population of Staphylococcus negative
coagulase varied from 10? to 1,8 x 10® UFC/g. Salmonella spp. was detected in
2 (5%) of the samples and as for the research of Aeromonas spp., 36 (90%),
they were polluted for this microorganism, being 7 (19,4%) polluted samples for
A. cavie and 29 (80,6%) for A. hidrophylla. The results of water analysis with
average values were: pH 6.9, 543.8 turbidity, electrical conductivity of 882.7,
34.3 Calcium, Magnesium 97.5, 131.8 total hardness, total alkalinity chlorides of
66.7 and 400. The most probable number of coliform ranged from 7 to >
1600NMP/mL. As for the parasitological results they were identified
nematodeos, with zoonotical potential of the Contracaecum spp.,
Pseudoterranova spp., Eustrongylides spp.; monogenetics Gyrodactirus spp.,
Dactylogirus spp. and larva Acanthella of Acanthocephalo. Of the 70 (100%)
fishes, 64 (91,4%) they were sponged, with prevalence of 82,8% (58) for the
nematodeo Contracaecum spp., 65,7% (46), Pseudoterranova spp., 7,1% (5),
Eustrongylides spp., 71,4% (50), monogenetics and larva Acanthella of
Acantocephalo, respectively. The largest intensity width (1-30), variation
coefficient was verified for the nematodeo Pseudoterranova spp., the medium
intensity (7,3), abundance index (6,7), dominance coefficient (36,4) it went to



the Contacaecum spp., all of the parasites were in the mesenterio of the
abdominal cavity, encysted in larval form. The results of the research
demonstrate that the coming fish of the municipal district of Sdo Bento-MA, they
are in unsatisfactory hygienic sanitary conditions, so much in the microbiological
and parasitological aspects, exposing the consumer to | scratch out of health.

Keywords: Fish, hygienic and sanitary aspects, endoparasites.
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CONAMA - Conselho Nacional de Meio Ambiente
DAEC - Escherichia coli difusamente aderente
EAEC - Escherichia coli - enteroagregativa

EC - Escherichia coli

EHEC - Escherichia coli entero-hemorragica
EIEC - Escherichia coli enteroinvasora

BEM - Agar eosina azul de metileno

EPEC - Echerichia coli enteropatogénica

EPI's — Equipamentos de protecao individual

ETEC - Echerichia coli enterotoxica

HE - Agar Entérico de Hectoen

IFAS - The Institute of Food and Agricultural Sciences
Kg - quilograma

Km - quildmetro

LST - Caldo Lauril Sulfato de Sédio

M - metro

MA - Maranhao

NMP -NUmero mais provavel

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

RVS - Caldo Rappaport-Vassilidis Soja

SIM - (meio Sulfeto Indol Motilidade)

Sp. - espécie

spp. - subespécie



TSA - Agar Triptona de Soja

UFC - unidades formadoras de colonias
UNT - unidades nefelométricas de turbidez
VB - Verde brilhante

VM - Teste Vermelho de metila

VP - Voges-Proskaer

XLD - Agar Xilose Lisina Desoxicolato

< - menor que

> - maior que

mL - mililitro



1 INTRODUCAO

O Estado do Maranh&do € um dos principais produtores de pescado do
Nordeste, responsavel por cerca de 30% da producdo regional, sendo a
producdo pesqueira praticamente gerada pelo setor artesanal (STRIDE, 1992).
Possui aproximadamente 640 km de costa na sua porcdo setentrional,
estendendo-se do Estuéario do Gurupi até o Delta do Parnaiba (RIOS, 2001). O
litoral maranhense ¢é caracterizado por apresentar varias feicOes
geomorfoldgicas, cujas principais sdo: as reentrancias, golfao, lencais, ilhas, as
falésias, estuarios, longas planicies costeiras e extensa plataforma continental
(PALMA, 1979).

Neste contexto destaca-se a Baixada Maranhense por ser uma regiao
ecologica de grande importancia, ndo so pelo potencial hidrico, mas também
pelo papel s6cio econdmico que representa para a populacdo. A pesca
constitui a atividade econdmica mais importante, base de sustentacao
alimentar e de renda. O regime das chuvas da a hidrografia e solos locais, uma
dindmica tipica que submete grande parte dos agricultores familiares locais
uma vida ligada a agricultura no periodo chuvoso e a pesca no periodo de
estiagem (GUTMAN, 2005). Entretanto, a cada ano, os estoques naturais de
peixes tém sido ameacados, principalmente pela sobrepesca, captura
predatoria e introducdo de espécies exodticas nos lagos e rios, o que tem
afetado a reproducdo das espécies nativas, assim como condi¢cOes
inadequadas de qualidade de agua resultando em prejuizo ao crescimento,
reproducdo, saude, sobrevivéncia, e a qualidade dos peixes.

A pesca artesanal caracteriza-se como aquela em que o pescador
sozinho ou em parcerias participa diretamente da captura de pescado,
utilizando instrumentos simples, baseando-se em conhecimentos adquiridos de
pai para filho ou dos mais velhos da comunidade, estes sao utilizados nas
estratégias de pesca e podem ser Uteis para 0 manejo de estoques pesqueiros
(DIEGUES, 1995; SILVANO, 1997).

Dentre as espécies nativas provenientes das regides alagadas da

Baixada Maranhense, destaca-se a Hoplias malabaricus (BLOCH, 1794),
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conhecida popularmente como “traira”, um peixe neotropical pertencente a
familia Erythrinidae, que possui ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em
todas as bacias hidrograficas da Ameérica do Sul, com excecdo da éarea
transandina e dos rios da Patagonia (FOWLER, 1950; NELSON, 1994).

Em nutricdo humana, o peixe constitui fonte de proteinas de alto valor
biolégico, tdo importante quanto a carne bovina (LEDERLE, 1991).

Por ser considerado um alimento altamente perecivel, o pescado exige
muitos cuidados em relagdo a seu manuseio, tanto durante o processo de
captura quanto durante a estocagem nos barcos pesqueiros (VIEIRA, 2004).
Segundo Reis & Lima (2002) os peixes desempenham também um papel
importante na transmissdo de doencas de origem alimentar. Portanto para o
controle e prevencao destas doencas o uso de indicadores de contaminagao
ambiental e fecal através da enumeracdo de coliformes e a pesquisa de
patdgenos como a Salmonella spp. e Staphylococcus aureus, sdo de grande
importancia para a salde publica, sendo essencial sua investigacdo para a
determinacdo da qualidade do produto. A presenca destes microrganismos na
matéria-prima pode estar relacionada com seu ambiente de desenvolvimento
ou com a contaminacdo durante 0 seu processamento ou estocagem
(OLIVEIRA & COSTA, 1988).

Sabe-se também que a contaminagdo por manipulacdo e
processamento inadequados ou mesmo utilizacdo de equipamentos e
utensilios contaminados sao fatores importantes para a presenca dessas
bactérias no pescado (MURATORI, 2000). Sendo nessas circunstancias mais
frequentes Samonella spp., Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus,
Staphylcoccus aureus, Bacillus cereus, Clostridium perfringens e Clostridium
botulinun (OGAWA & MAIA, 1999; VIEIRA, 2004).

Outro microrganismo patogénico carreado pelos peixes e de grande
importancia sd&o as bactérias do género Aeromonas que podem ser
encontradas no solo, agua doce e salgada, agua clorada e fezes de animais
(SOUZA, 2003). Séo portadoras de varios fatores de viruléncia, que justificam
sua ameaga como patégeno humano, uma vez que Sao responsaveis por

diarréia, infeccdes extra-intestinais, e em imunocomprometidos, septicemia,
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meningite e Obito (YAMADA et al.,, 1997). A gastroenterite € a forma de
infeccdo humana mais comum causada por Aeromonas. Nos peixes, a doenca
pode apresentar uma variedade de sinais clinicos, tais como: exoftalmia,
erosdo de nadadeiras, septicemia hemorragica, podendo chegar até a morte.

As Aeromonas estdo associadas a infec¢cfes oportunistas, tanto no ser
humano como nos animais homeotémicos e em peixes, tendo capacidade de
apresentar resisténcia a multiplas drogas (JANDA & ABBOTT, 1998; KO et al.,
2000 & PALU et al., 2006).

Dentre os microrganismos podemos citar também as parasitoses de
importancia em saulde publica, que constituem fonte de preocupacao,
especialmente no pescado, requerem levantamento, identificacdo e diagndstico
preciso para garantir um controle eficaz, visando a seguranca do consumidor
(SOUZA, 2003).

No pescado de &gua doce e salgada, a presenca de parasitos é
frequente e possui consequéncias diversas relacionadas principalmente com
aspectos econdmicos e sanitarios. Alguns parasitos provocam alta mortalidade
nos peixes e podem também causar lesdo tecidual acarretando perdas
econdmicas (FERRE, 2001).

O conhecimento dos parasitos de peixes é fundamental sob o aspecto
de producdo e para a inspecdo sanitaria, pois atravées da acdo espoliativa,
tdxica ou mecanica, estes bioagentes podem desencadear quadros patoldgicos
gue restringem o crescimento e até podem levar a morte de seus hospedeiros
(SAO CLEMENTE et al., 1998 & EIRAS, 1994).

As zoonoses parasitarias veiculadas por pescado cada vez mais vém
chamando a atencdo de pesquisadores e autoridades sanitarias do mundo
inteiro, por serem causas de problemas de saude publica na populacéo, a qual
se infecta pelo consumo de pescado cru ou cozido insuficientemente
(OKUMURA et al., 1999).

Os animais parasitados ndo sédo boas fontes alimentares para as dietas
das pessoas, tanto em qualidade, como em quantidade, pois as mortes por
doencas ictioparasitarias podem diminuir muito as quantidades nutricionais

disponiveis para abastecer uma populacdo. Deste modo, um peixe pode



constituir-se uma excelente fonte de proteinas e de outras substancias, mas se
for proveniente de um animal parasitado,debilitado e com seu metabolismo
alterado pela presenca de parasitas, torna-se pobre e insuficiente como fonte
alimentar (LEITAO, 1983).

No Brasil, o habito de ingerir peixes, em especial crus (“sashimi” e
“sushi”), ou mal cozidos exige 6tima qualidade do pescado, para evitar a agao
patogénica de bactérias e helmintos parasitos, que no homem, se forem
ingeridos, sao responsaveis pelo quadro clinico caracterizado por diarréia,
dores abdominais, nauseas, vomitos, emagrecimento e febre (GERMANO;
GERMANO & OLIVEIRA,1993).

Os estudos sobre a importancia dos parasitos de peixes de interesse
comercial no Brasil, visando a inspe¢cdo sanitaria do pescado, ainda sao
bastante reduzidos. SimGes & Lopes (2005) ja afirmavam que desde tempos
remotos, a sanidade dos produtos pesqueiros e alimenticios preocupa o
homem que procurava conserva-los utilizando o frio natural ou secando-os ao
ar livre.

A ocorréncia de doencas veiculadas por alimentos vem aumentando de
modo significativo em nivel mundial. Em 1995, 1,8 milhdes de pessoas
morreram por doencas diarréicas. Uma grande proporcao desses casos pode
ser atribuida a contaminacéo de alimentos (WHO, 2007). Do ponto de vista de
saude coletiva, varios agentes podem interferir na qualidade dos peixes, sendo
que os biolégicos sdo mais sérios (ALMEIDA, 1998).

Tendo em vista a importancia da atividade pesqueira artesanal, na
regido da baixada maranhense e considerando as caracteristicas de venda do
produto no comércio local, buscou-se avaliar as condi¢fes higiénico sanitarias
da traira (H. malabaricus), provenientes do municipio de Sado Bento-MA, quanto
seus aspectos microbiolégicos e parasitologicos.

Além do desenvolvimento de técnicas que melhorem a inspecao do
pescado em relacdo as zoonoses por ele veiculada, para que se estabeleca
uma maior protecdo a saude da populagdo, uma vez que, os consumidores

desejam por produtos de qualidade, saudaveis e pregos justos.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os aspectos microbiolégios e parasitolégicos de trairas (Hoplias
malabaricus) provenientes da Baixada Maranhense, municipio de Sao Bento-
MA.

2.2 Especificos

» Determinar o numero mais provavel (NMP) de Coliformes Totais e a 45°
em Hoplias malabaricus (traira), provenientes do municipio de Sao
Bento-MA;

= Quantificar bactérias aerObias mesdfilas em Hoplias malabaricus

(traira), provenientes do municipio de Sao Bento-MA;

» Pesquisar Staphylococcus coagulase positivo e negativo em Hoplias

malabaricus (traira), provenientes do municipio de Sdo Bento-MA;

» Pesquisar Samonella spp. e bactérias do género Aeromonas spp. em
Hoplias malabaricus (traira), provenientes do municipio de Sao Bento-
MA;

» Analisar as caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas da agua
provenientes das regides de pesca, na Baixada Maranhense, conforme
Resolugéo. n° 357 do CONAMA.

» |dentificar larvas de nematdédeos nos peixes da espécie Hoplias

malabaricus (traira), provenientes do municipio de Sao Bento-MA;

» Verificar a prevaléncia e incidéncia larvas de nematédeos em Hoplias

malabaricus, provenientes do municipio de S&o Bento - MA,;



» Calcular os indices e coeficientes de prevaléncia, amplitude de
intensidade, intensidade meédia, indice de abundancia, coeficiénte de
dominédncia e coeficiente de variacdo do parasitismo em Hoplias

malabaricus (traira), provenientes de S&o Bento, MA.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Biologia da traira (Hoplias malabaricus)

O nome “traira” significa “que arranca a pele” em tupi-guarani. A ordem
Characiformes ocorre na Africa e nas Américas, possuindo mais de 1.600
espécies. A familia Erythrinidae € um pequeno grupo de Characiformes, com
apenas trés géneros, popularmente conhecidos como jejus (Hoplerythrinus e
Erythrinus), trairdes, trairas ou lob6s (Hoplias) (BUCKUP, 2007).

Dentre as 12 espécies atualmente conhecidas do género Hoplias, uma
das que possui maior distribuicdo geografica € Hoplias malabaricus
conhecida popularmente como traira ou traira-preta. Esta espécie tem corpo
alongado e cilindrico, coberto por escamas cicloides, e uma cabeca alargada,
com boca ampla. Sua nadadeira caudal é arredondada e apresenta pontos
escuros. O corpo tem coloracdo marrom dourado, eventualmente com
manchas escuras, mas este é um carater que pode variar de acordo com a
idade. Possui mandibula maior que a maxila com dentes fortes, conicos e de
tamanhos diversos. O palato (céu da boca) tem duas fileiras de denticulos
cbnicos em forma de “V”. Quando adulto, H. malabaricus chega a alcancar até
50 cm de comprimento e atinge massa de aproximadamente 1kg (BUCKUP,
2007).

A traira (H. malabaricus) € um peixe carnivoro, essencialmente piscivoro
(ZANIBONI-FILHO et al., 2004) predador de ampla distribuicdo na América do
Sul, atua como importante hospedeiro definitivo, intermediério e paraténico de
helmintos, com destaque para larvas de nematoideos. Encontrado em
ambientes dulcicolas e de habito preferencialmente noturno. Segundo Barbieri
(1989), pode sobreviver em ambientes pouco oxigenados, 0 que explica sua
grande capacidade de dispersao e adaptacéao. Constitui fonte alimentar de aves

piscivoras e também mamiferos, incluindo o ser humano (OLIVEIRA, 2007).



3.2 O peixe como fonte de alimento

No Brasil, 0 consumo per capita de pescados é de 6 kg/habitante/ano e
esta muito abaixo daquele recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) que é de 12 kg/habitante/ano (PESTANA & OSTRENSKY, 2007). O
peixe é uma fonte de proteina tdo importante para 0 homem quanto a carne
bovina e com, aproximadamente, 60% menos de calorias (HANASHIRO, 2002).
Pescados correspondem a 5,6% e a 15,6% do total de proteina animal
consumida mundialmente (CATO, 1998). Além disso, apresenta teores
satisfatorios de vitaminas e minerais, e devido a quantidade minima de tecido
conjuntivo, os peixes sdo de alta digestibilidade (FRANCO & LANDGRAF,
2003; HOLUB & HOLUB, 2004; BAUTISTA & ENGLER, 2005).

Embora extremamente variavel, a composicdo quimica da carne do
pescado, particularmente dos peixes, aproxima-se bastante da composi¢cao da
carne de aves, bovinos e suinos. Seu principal componente € a agua, cuja
proporgdo, na parte comestivel, pode variar de 64 a 90% seguido pelos
protideos, de 8 a 23% e pela gordura, de 0,5 a 25%. Entre os constituintes
minoritarios dos pescados encontram-se 0s sais minerais, cujo teor variade 1 a
2%, os carboidratos, que no caso dos peixes, ndo chegam a representar 1% da
sua composicdo, e as substancias nitrogenadas ndo protéicas, sem
importancia nutricional, que ndo atingem a 0,5% na carne dos pescados
frescos (BADOLATO et al., 1994).

Em muitos paises, principalmente da Europa e da Asia, é a proteina de
origem animal mais consumida. O teor protéico das diferentes espécies de
peixes varia de 15 a 20%. De acordo com Lederle (1991), o valor calérico dos
peixes como alimento depende do teor de gordura; assim, tem-se:

ePeixes magros, com menos de 1% de gordura: bacalhau (0,14%),
carpa (0,5%), pescada (0,6%), truta (0,7%), linguado (0,8%) e outros:
ePeixes meio gordos, com 7% a 8% de gordura: salmé&o, arenque,

cavala, congro e outro; e,

ePeixes gordos, com mais de 15% de gordura: atum, enguia e

outros.



A demanda e o consumo de peixes de agua doce e salgada tém
apresentado aumento pelos seus beneficios nutricionais como o alto teor do
acido graxo poliinsaturado 6mega 3, bem como de proteinas de boa qualidade
e seu baixo teor de colesterol. Esses beneficios resultam em uma maior
participacdo dos mesmos no mercado de alimentos (WIDJAJA et al., 2009). De
acordo com Stansby (1973) apresenta varios componentes nutricionais,
possuem baixo teor de gordura e alto teor de proteina, e sdo fonte de é&cidos
graxos poliinsaturados, além de ser abundante em todas as regifes do pais.

Apesar da carne conter quantidades apreciaveis de vitamina B1, apenas
nos peixes muito frescos é possivel aproveita-la, pois a tiaminase, presente na
musculatura, incinde rapidamente a Bl em piridina e em tiazol, ndo ha
diferenca entre o teor de sodio dos peixes do mar e dos rios (LEDERLE, 1991).

Quando comparadas a carne de boi com a de peixe, fica evidente que
peixe € menos caldrica, ja que contém 80 calorias enquanto a bovina apresenta
111 calorias (FRANCO, 2001)

Dentre as pessoas que consomem pescado frequentemente, pode-se
notar que as principais razbes sdo 0 prazer em comer a carne de peixe e 0
beneficio que promove a salde. Kubitza & Lopes (2002) ressaltam que as
caracteristicas do peixe de possuir “carne branca”, de facil digestdo e com
baixo teor de colesterol promovem ainda mais 0 seu consumo, ja que estas
caracteristicas ndo precisam ser criadas no produto, pois sdo intrinsecas e
precisam ser divulgadas para que os consumidores saibam da importancia

para 0 consumo.

3.3 Deterioracéo do pescado (peixes)

A perecibilidade do pescado fresco pode ser explicada devido a acao de
enzimas autoliticas, ou seja, do proprio pescado, e pela relacdo menos acida
de sua carne, que favorece o crescimento microbiano. Também, a maioria da
gordura dos peixes mostra maior susceptibilidade a deterioracéo pela rancidez,
devido principalmente a elevada insaturagcdo de seus lipideos (PEREIRA,
2009).



As alteracdes autoliticas sdo responsaveis pela perda inicial da
qualidade do peixe fresco, mas contribuem muito pouco para a deterioragdo do
peixe refrigerado e de outros produtos de pesca. Porém, o rapido
desenvolvimento de cheiros desagradaveis e o aparecimento de manchas
devido a acdo das enzimas digestivas em alguns peixes ndo eviscerados
constituem uma excec¢ao (HUSS, 1997).

Destacam a importancia da refrigeracdo e do congelamento no
incremento do periodo de vida atil dos pescados, permitindo que produtos
frescos de elevada qualidade sensorial estejam disponiveis em locais distantes
dos de captura. Além disso, sabe-se que fatores como producdo de histamina,
principalmente em peixes da familia Scombridae — cavala, bonito, atum — e
Lutjanidae — guaiuba e pargo e o aparecimento de “black spot” (mancha negra)
em camarfes sé&o inibidos pela rapida ado¢édo do frio logo apds a captura,
aumentando a qualidade higiénico sanitaria e tecnolégica desse pescado
(VIEIRA et al, 2003, GUIMARAES, 2000, OGAWA & MAIA, 1999, MAYER &
WARD, 1991). Os peixes que tenham boa comercializag&o "in natura" ou no
estado fresco devem ser colocados no gelo imediatamente apds a captura para
vencer 0 tempo necessario para a conservacdo. Essa refrigeracdo podera
manter o peixe por um tempo limitado de no maximo oito dias, no entanto, a
deterioracéo segue lentamente (OETTERER & CAMARGO, 1984).

3.3.1 Deterioragdes microbiologicas do pescado (peixes)

Quando peixes sao capturados e/ou coletados, retirado do seu habitat,
até chegar a mesa do consumidor, a qualidade final deste produto sera o
resultado de todos os fatores que o afetaram, durante todas as etapas deste
transporte. Podem ser capturados em rios e lagos; a microflora destes locais
sera completamente diferente daquela de agua salgada. Esta pode ser uma
das razbGes porque o0s peixes de agua doce, quando devidamente
acondicionados em gelo, mantém a qualidade por mais tempo, do que aqueles
procedentes da pesca maritima (SANTOS; RAJADURAI, 1992).



A qualidade do pescado (peixes) deve ser entendida como um conjunto
de propriedades, caracteristicas e atributos, que atenda as exigéncias do
mercado e do consumidor, mesmo que inconscientemente neste Ultimo
(BARROS, 2003). Assim a qualidade de um pescado deve abordar desde sua
composicdo intrinseca e grau de deterioracdo, passando pelas etapas de
elaboracdo, armazenamento, distribuicdo e venda, até as propriedades
sensoriais que irdo contribuir para que o consumidor tenha o prazer de comer
um peixe de boa qualidade (SANTOS, 2010).

Strauss (1985), a invasdo da musculatura dos peixes por bactérias é
muito provavel ocorrer quando estes crescem em lagoas contendo
concentragbes de coliformes fecais e salmonelas, maiores que 10* e 10° por
100 mL, respectivamente; o potencial de invasdo do musculo aumenta com a
duracdo da exposicdo do peixe a agua contaminada. Algumas evidéncias
sugerem que existem poucos organismos entéricos patogénicos nos peixes
quando a concentracdo de coliformes fecais na agua é <10%100 mL, no
entanto, mesmo em baixos niveis de contaminacdo pode haver alta
concentracdo de patdégenos no trato digestivo ou fluidos peritoniais do peixe
podendo contaminar a carne e outras partes comestiveis, constituindo um fator
de risco ao consumidor, se os padrdes de higiene sdo inadequados.

Yokoyama (2007) microrganismos deteriorantes sdo responsaveis pela
decomposicdo do pescado devido a sua capacidade proteolitica, pectinolitica,
lipolitica e outros. Esses microrganismos crescem a temperatura ambiente,
podendo se desenvolver sob refrigeracéo. O pescado das regides tropicais por
apresentar uma microbiota predominantemente mesdfila, tem um periodo de
estocagem em gelo, mais longo do que os capturados em aguas frias ou
temperadas. Ja a microbiota mesofila € pouco adaptada a multiplicagdo em
temperaturas de refrigeracdo e teria uma menor producdo de compostos de
degradacdo e uma atividade metabdlica diferente da psicréfila (DISNEY, 1976).
Peixes tropicais podem deteriorar-se rapidamente em temperaturas ambientes.
As tilapias tornam-se inaceitaveis 15 a 20 horas apos sua morte (VIEIRA,
2004).



3.4 Microrganismos patogénicos carreados pelo pescado

O pescado pode constituir importante veiculador de microrganismos
patogénicos ao ser humano, responsaveis por diversas enfermidades. A
microbiota normal do peixe € uniforme e influenciada pela natureza do habitat e
variagdo da temperatura. Patdgenos ou indicadores de poluicdo fecal séo
raramente encontrados no pescado recém-capturado. ApO6s a captura, a
microbiota inicial é alterada pelo transporte, manipula¢éo, contato com o gelo,
superficie e equipamentos, estocagem e comercializacdo (CARDOSO et al,
2003). No habitat natural, os peixes s&do contaminados por determinados
patdogenos como Salmonella spp., Escherichia coli (E. coli), dentre outros
organismos mesodfilos (FILHO et al., 2002). O pescado pode ser veiculador de
uma variedade de microrganismos patogénicos para o ser humano, sendo
grande parte provavelmente da contaminacdo ambiental. O lancamento de
esgotos nas aguas de reservatorios, lagos, rios e no mar, contamina 0s
pescados, oferecendo riscos a quem o0s consome. Outra fonte de
contaminac¢do importante € o manejo do pescado, desde a captura, ainda nos
barcos pesqueiros, até sua destinacdo final, passando por fases de
processamento e transporte (HUSS et al., 2000; SCHLUNDT, 2002; REIJ &
DEN AANTREKKER, 2004; HAMADA-SATO et al., 2005; BASTI et al., 2006).
Sabe-se também que a contaminacdo por manipulacdo e processamento
inadequados ou mesmo utilizagdo de equipamentos e utensilios contaminados
sdo fatores importantes para a presenca dessas bactérias no pescado
(MURATORI, 2000; SANTOS et al., 2008). Sendo nessas circunstancias mais
frequentes Samonella spp., E. coli, V. parahaemolyticus, S. aureus (OGAWA &
MAIA, 1999; VIEIRA, 2004).

3.4.1 Contaminacao por Coliformes
Os coliformes totais e termotolerantes sdo grupos de bactérias

indicadoras de contaminacdo utilizadas na avaliacdo da qualidade sanitaria de

alimentos. Pesquisa destes microrganismos, como indicadores, deve-se ao fato



de terem deteccdo e enumeracdo mais rapidas e com menor custo do que a
pesquisa de patdégenos (JAY, 1999).

Os coliformes sdo grupos de bactérias em forma de bastonetes, Gram
negativas, anaerodbicas facultativas, ndo esporogénicas, capazes de fermentar
a lactose com producdo de gas, em 24 a 48 horas a 35°C. Distribuidos
amplamente na natureza, esses microrganismos sdo encontrados no solo, na
agua, nas plantas e no trato intestinal do homem e dos animais (SILVA et al.,
2001), desempenhando nos dois ultimos um papel importante na fisiologia
intestinal (FRANCO & LANDGRANF, 2003). Os coliformes termotolerantes s&o
um subgrupo de coliformes totais e incluem pelo menos trés géneros:
Escherichia, Enterobacter e Klebsiella, dos quais os dois ultimos possuem
cepas de origem néao fecal. Por isso a pesquisa de coliformes termotolerantes é
menos eficiente que a pesquisa direta de E. coli (SILVA et al., 2001).

O indice de coliformes totais é utilizado para avaliar as condi¢cdes
higiénicas (DELAZARI, 1998), sendo que altas contagens significam
contaminagdo poOs-processamento, limpezas e sanificagdes deficientes,
tratamentos térmicos ineficientes ou multiplicacdo durante o processamento ou
estocagem. Este indice fecais € empregado como indicador de contaminagcdo
fecal, ou seja, de condi¢cdes higiénico-sanitarias deficientes levando-se em
conta que a populacdo desse grupo é constituida de uma alta populacao de E.
coli (PARDI et al, 1995), que pode indicar outros patdégenos internos
(SIQUEIRA, 1995).

Os coliformes apontam a possibilidade da presengca de contaminagéo
ocasionada por organismos que ocorrem em grande niumero na microbiota intestinal
humana ou de animais homeotérmicos (PADUA, 2003).

Os coliformes nédo s&o habitantes normais da microbiota intestinal dos
peixes, no entanto, tém sido isolados do trato gastrintestinal desses animais.
Esse fato indica que a microbiota bacteriana do peixe pode revelar as
condi¢cBes microbioldgicas da agua onde o peixe se encontra (AL-HARBI, 2003;
GUZMAN et al., 2004).



3.4.1.1 Escherichia coli

Escherichia coli apresenta-se sob a forma de bastonetes retos, isolados
ou aos pares. Microrganismo Gram-negativo, ndo esporogénico, anaerébio
facultativo. A temperatura 6tima de crescimento é de 37°C (VIEIRA, 2004).
Considerada como um integrante da microbiota normal do intestino humano e
dos animais, portanto, ndo patogénica, algumas cepas podem produzir infeccdes
do trato urinario, enterites, intoxicag6es de origem alimentar e, ocasionalmente,
septicemia e meningites. Na década de 40 foi comprovada a sua
responsabilidade por graves epidemias de diarréia em clinicas infantis (FRAZIER
& WHETOFF, 1985, VARNAN & EVANS, 1991; ELEY, 1992).

A E. coli patogénica € categorizada em 6 grupos: enteropatogénica
(EPEC), enteroinvasora (EIEC), enterotoxica (ETEC), entero-hemorragica
(EHEC), enteroagregativa (EAEC) e difusamente aderente (DAEC). Os
alimentos envolvidos em surtos causados por essa bactéria sdo: carne, aves,
peixes, vegetais e agua (MARTH, 1998).

As estirpes patogénicas da E. coli provocam doencas do trato digestoério
gue podem variar, em gravidade, desde formas extremamente benignas até
formas que podem ser letais, dependendo de fatores, tais como: o tipo de
estirpes patogénicas, a susceptibilidade do paciente e o grau de exposicdo ao
agente (RHODES & KATOR ,1988).

N&o ha indicagdo de que o pescado seja uma fonte importante de
infeccdo por E. coli. A maior parte das infecgdes parece estar relacionada com
a contaminacdo de agua ou com o manuseio do produto alimentar em

condi¢cBes nao higiénicas (HUSS, 1997).

3.4.2 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus pertence a familia Micrococcaceae, sendo
cocos Gram positivos, imoveis, oxidase negativo e catalase positivo, utilizando
uma variedade de carboidratos para obtencdo de energia. Seu crescimento

ocorre sob condi¢cbes de aerobiose e sdo também anaerdbios facultativos. O



género é mesdfilo tipico, com uma temperatura 6tima de crescimento de 35°C,
podendo crescer também entre 7 e 48 °C. Sao inativados em temperaturas
superiores a 60°C por trés minutos, e a estocagem sob temperaturas muito
baixas por periodos prolongados pode reduzir o niumero de microrganismos
viaveis. E capaz de crescer bem em concentracdes de 7 a 10% de NaCl,
existindo cepas que se desenvolvem em até 20%. Seu pH o6timo encontra-se
entre 6 e 7, mas ele consegue se reproduzir na faixa de 4,0 a 9,8 (JAY, 1999).

Os estafilococos sdo organismos que se encontram por toda a parte e
podem ser encontrados na agua, ar, poeira, leite, esgotos, solo, superficies e
todos os materiais que entram em contacto com o ser humano e sobrevivem
muito bem no ambiente. Contudo, a principal origem e habitat é o nariz, a
garganta a pele, nas membranas mucosas, o0 trato respiratério superior e
intestinal e a pele do ser humano e dos animais (GERMANO & GERMANO,
2003). A bactéria S. aureus é um microrganismo muito conhecido por sua
patogenicidade para o ser humano e outros animais, responsavel por grande
producao de enterotoxinas e, por tanto, agente causador de varias intoxicagdes
(VIEIRA, 2004).

A proporcdo de portadores humanos pode atingir 60% dos individuos
saudaveis, havendo uma média de 25 a 30% da populacédo que é portadora de
estirpes produtoras de enterotoxinas (AHMED, 1991).

Amplamente distribuido na natureza, os estafilococos podem estar
presentes em seres humanos, principais reservatorios de Staphylococcus spp..
Embora o S. aureus nao seja um microrganismo do ambiente marinho, ele
pode ser encontrado no pescado e demais produtos marinhos pela
contaminacdo cruzada entre utensilios e alimentos crus e cozidos, ou ainda
pelo excesso de tempo nas temperaturas em que esses alimentos sé&o
submetidos (VIEIRA, 2004).

Em alimentos crus, a presenca de S. aureus é comum e pode nao estar
relacionada com contaminagdo humana, as enterotoxinas produzidas por S.
aureus sado outra causa séria de intoxicacdes apds o consumo de peixe e seus
produtos, representando um risco para a saude publica (GERMANO et al.,
1993).



A manifestacédo clinica causada pelo S. aureus é considerada como uma
intoxicag&do, e os sintomas habituais incluindo nauseas, vomito e diarréia,
podem aparecer de trinta minutos a oito horas, apds o consumo do alimento
contaminado. Esses sintomas persistem em geral por 24 horas, mas em casos
graves a desidratacdo pode levar ao choque hipovolémico e ao ébito (FRANCO
& LANDGRANF, 2003). A intoxicacdo em decorréncia do S. aureus €
provocada pela ingestdo do alimento com a toxina pré-formada (SILVA JR,
2002). Quando a contagem de S. aureus no alimento é superior a 10* células
por grama, uma quantidade suficiente de enterotoxina pode ser produzida para
causar intoxicagao no consumidor (JAY, 1999).

Muitas s&o as descrigcdes da presenca de Staphylococcus em pescado e
derivados,no entanto, ndo ha qualquer indicacdo de sua associagdo com casos
de intoxicacgao estafilococica (SANTOS, 2010).

O Staphylococcus aureus € capaz de produzir uma variedade de toxinas,
sendo as principais as do tipo A, B, C1, C3 , D e E. Outras espécies como
S.hyicus e S. intermedius podem produzir enterotoxinas, mas raramente o0
fazem. As toxinas do tipo A e D sdo as mais relacionadas as intoxicagoes,
estas toxinas sdo termolabeis e apresentam estabilidade em pH extremos e
radiacdo; logo, uma vez contaminado, fica dificil a remog¢do da toxina do
alimento. Os sintomas principais da intoxicagdo ocorrem no periodo de 6 horas
apos a exposi¢cdo, com o aparecimento de nauseas, vomitos, dor abdominal e
diarréia, sendo a febre um achado ocasional. A desidratagdo, devido aos
vobmitos e diarréia, é a principal complicagdo, devendo o tratamento
corresponder as medidas de suporte com hidratacdo oral ou venosa. Os
sintomas desaparecem espontaneamente dentro de oito horas, e a
antibioticoterapia ndo é recomendada (ACHESON, 2000).

De acordo com a Legislacao brasileira, para o estafilococos coagulase
positivo em pescado, em um plano de trés classes o limite “m”, que separa o
lote aceitavel daquele de qualidade intermediaria, é de 5 x 102 UFC/mL, e o
limite “M”, que separa o lote de qualidade intermediaria aceitavel do inaceitavel,
é de 10° UFC/mL (BRASIL, 2001). Pouco se sabe sobre a multiplicacdo de

Estafilococos coagulase negativo em alimentos. Essas bactérias, por



produzirem baixissima quantidade de enterotoxina, raramente foram implicadas
em intoxicagdes alimentares, pois ndo se multiplicam rapidamente nesse meio.
No entanto, estafilococos coagulase negativos podem contaminar o alimento,
uma vez que, os seres humanos sdo portadores desses microrganismos e
alguns destes podem estar relacionados a determinadas infeccées humanas
(PEREIRA & PEREIRA, 2005; CUNHA et al., 2006). Algumas das espécies
coagulase negativos relatadas como produtoras de enterotoxinas sao:. S.
epidermidis, S. xylosus, S. hominis, S. haemolyticus e S. saprophyticus
(PEREIRA & PEREIRA, 2005; CUNHA et al.,, 2006; LANCELLOTTI, 2006).
Estas espécies sdo associadas a uma série de outras infeccbes em seres
humanos e animais. O Staphylococcus coagulase negativo pode produzir
guantidades menores de enterotoxinas quando comparados com S. aureus, e
devem ser considerados quando presentes em alimentos envolvidos em surtos
de intoxicagcOes alimentares (PEREIRA & PEREIRA, 2005; SANTANA et al.,
2006).

3.4.3 Salmonella spp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, composta
por duas espécies: Salmonella entérica, com seis subespécies e Salmonella
bongori, sendo no total, mais de 2324 sorotipos (YAN et al., 2003). As
salmonelas sdo Gram negativas, anaerébias facultativas e multiplicam-se em
temperaturas entre 7 e 49 °C, sendo 37 °C o valor ideal para sua multiplicacéo
e, como nao formam esporos, podem ser destruidas a 60 °C por 15 a 20
minutos. A faixa de pH para sua multiplicacdo esta entre 3,7 a 9,0, sendo o
valor 6timo préximo de 7,0 (FRANCO & LANDGRAF, 2003).

A contaminacdo de alimentos de origem marinha por bactérias Gram
negativas patogénicas ao ser humano € de grande interesse do ponto de vista
da salde publica. A salmonelose é uma das doencas zoonéticas mais
prevalentes e apesar das constantes inspecbes por parte de 6rgéos
competentes, os surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) estao

aumentando, particularmente nos paises ocidentais (ALVES et al. 2001).



Vieira (2003) cita autores relatando que no Japao, onde é muito comum
pratos a base de frutos do mar crus, 70% das DTA’s que ocorrem nos meses
de verdo originam-se de produtos da pesca. Mohamed Hatha &
Lakshmanaperumaisamy (1997) encontraram Salmonella em 14,25% das
amostras de peixes e 17,39% nas de crustaceos em mercados de peixes em
Coimbatore, Sul da india.

Segundo Popoff et al. (2001), existem 2.501 sorotipos de salmonelas
dentre os quais 1.478 pertencem a subespécie entérica. As salmonelas sao
sorotipadas de acordo com seus antigenos somaticos (O), de envoltério (Vi) e
flagelares (H). Os antigenos O sao designados por algarismos arabicos (1,2,4 e
etc.) e caracterizam os sorogrupos de Salmonella, enquanto os antigenos H
sdo designados por letras minasculas do nosso alfabeto (para fase 1) e por
algarismos arabicos (fase 2). Como o numero de antigenos flagelares é
superior aos numeros de letras do alfabeto, a letra z é utilizada como expoente
numérico (z4, z6, z13, z15, z23, z24, z28, z32, z35, z45, z47,250 etc.) O
antigeno de envoltorio Vi é de natureza polissacaride, presente apenas em trés
sorotipos de Salmonella (S. Typhi, S. Paratyphi C e S. Dublin)
(CAMPOS,1999). Enquanto a E. coli evoluiu como um organismo comensal de
mamiferos e aves, Salmonella enterica tornou-se um patégeno intracelular
facultativo, colonizando répteis, aves e mamiferos (BOYD e HARTL, 1997)

O principal habitat das salmonelas é o trato intestinal de aves, répteis e
seres humanos (JAY, 1999). Geralmente, os alimentos sdo contaminados
direta ou indiretamente pelas fezes dos animais no momento do abate, fezes
de pessoas portadoras da bactéria e/ou pelo contato com aguas poluidas. A
ocorréncia de salmonelose esta relacionada com a ingestdo de um grande
namero de células bacterianas em alimentos contaminados que ndo foram
mantidos em temperatura adequada de conservacdo, permitindo a
multiplicagéo desses microrganismos (CARVALHO, 2006). Salmonella tem sido
frequentemente associada ao trato intestinal de animais homeotérmicos, mas
também isolada em animais pecilotérmicos, no qual sdo capazes de sobreviver

e multiplicar no intestino, muco e tecidos. Portanto, tornam 0s peixes um



potencial veiculo de transmissdo de doencas humanas (AMPOFO & CLERK,
2003).

Em relacdo aos parametros ambientais exigidos pela Salmonella
salienta-se que, seu pH 6timo para multiplicacdo fica préximo de 7,0, sendo
gue valores superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 sdo bactericidas. Com relacdo a
concentracdo de sal, as salmonelas ndo toleram concentracbes superiores a
9%, o nitrito € inibitério e seu efeito é acentuado pelo pH &cido. A temperatura
ideal encontra-se na faixa de 35-37 °C, sendo a minima de 5°C e a maxima de
47°C (FRANCO & LANDGRAF, 1999).

Registros epidemiolégicos em todo o mundo mostram a importancia da
Salmonella spp. como a maior causadora de doencas bacterianas de origem
alimentar no ser humano, o qual se infecta mediante a ingestdo de alimentos
contaminados. Caracterizada como uma das zoonoses mais problematicas
para saude publica, em decorréncia do extraordinario nimero de fontes de
infeccdo envolvidas, praticamente todos os vertebrados, alguns dos quais,
fontes de proteinas animal para o ser humano (HOFER, 2000).

O periodo de incubac¢éo da salmonelose varia de 5 a 72 horas, com uma
média de 12 a 36 horas, e 0s sintomas consistem em nauseas, vomitos, cdlica,
febre, cefaléia, diarréia (PINTO, 2000). Embora a maioria dos surtos
envolvendo essa bactéria tenha como veiculo mais freqlente aves e ovos, um
grande numero de alimentos incluindo carne bovina, peixe, sorvete e chocolate
também tém sido implicados (DUFFY et al., 1999). De acordo com a Legislacéo
Brasileira, o padrdao de Salmonella spp. para pescados crus congelados é
auséncia em 25 g do produto (BRASIL, 2001).

3.4.4 Aeromonas spp.

Aeromonas sdo microrganismos classificados no dominio Bacteria, filo
Proteobacteria, classe Gamaproteobacteria, ordem Aeromonadales, familia
Aeromonadaceae e género Aeromonas (PRESCOTT, 2002), sendo atualmente
reconhecidas 35 espécies e subespécies (DSMZ, 2009). Os representantes do

género Aeromonas (do grego aer-aire = ar ou gas e monas = unidade, portanto,



unidade produtora de gas), sao bactérias Gram negativas de forma bacilar, ndo
formadoras de esporos, anaerobias facultativas, monotriquias, que utilizam a
glicose como unica fonte de energia. Ocorrem de forma autoctone em
ambientes aquaticos (agua doce, costeira, salobras, esgotos, etc.) e essas
bactérias sdo ubiquas nos ambientes aquéaticos incluindo lagos, rios, esgoto
doméstico e agua potavel, podendo também ser encontradas em ambientes
marinhos com baixa concentracdo de sal (KUHN et al., 1997, SEN &
RODGERS, 2004; GALINDO et al., 2006). (MAALEJ et al., 2003).

S&do anaerdbios facultativos, oxidase e catalase positivos, fermentam a
glicose com producédo de &cido com ou sem gas, reduzem nitrato a nitrito, por
meio da desnitrificacdo, e sdo resistentes ao agente vibriostatico 2,4- diamino-
6,7-diisopropilpteridine (0/129) (POPOFF, 1984; COLWELL et al.,1986;
RODRIGUES & RIBEIRO, 2004; JOSEPH & CARNAHAN, 2000). De modo
geral, a temperatura 6tima para o crescimento das Aeromonas spp. € em torno
de 28°C (MACEDO, 2001). Essas bactérias s&o ubiquas nos ambientes
aquaticos incluindo lagos, rios, esgoto doméstico e agua potavel, podendo
também ser encontradas em ambientes marinhos com baixa concentracdo de
sal (KUHN et al., 1997; SEN & RODGERS, 2004; GALINDO et al., 2006).

Um dos mais complexos problemas envolvendo as espécies de
Aeromonas tem sido a sua confusa taxonomia, em constante modificacdo
(JANDA, 1991). Somente na década de 1960 € que a definicdo do género
Aeromonas foi estabelecida, e em 1974 houve consenso sobre a descricdo de
3 espécies: Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida e Aeromonas.
punctata (FARMER 1lI, ARDUINO & HICKMAN-BRENNER, 2006). A recente
edicdo do Manual Bergeys, lista trés géneros como pertencentes a familia
Aeromonadaceae: Aeromonas, Oceanimonas e Tolumonas (ABBOTT et al.,
2003; RODRIGUES & RIBEIRO, 2004; JANDA & ABBOT, 2010).

Segundo Figueira et al. (2000), diversas abordagens foram aplicadas a
caracterizacdo das aeromonas, mas a identificacdo de algumas espécies ainda
€ problemética pois os testes bioquimicos nem sempre sdo reprodutiveis e
existem discrepancias entre os grupos fenotipicos (fenoespécies) e genéticos

(genomoespécies).



Rodrigues & Ribeiro (2004) descreveram que, a partir de 1984, esse

género foi separado fenotipicamente em quatro espécies: A. hydrophila,
Aeromonas caviae, Aeromonas sobria e A. salmonicida. Quando 0s
marcadores fenotipicos foram reconhecidos e houve clara separacdo dos
grupos, novas espeécies foram propostas, tais como: Aeromonas trota (Vogues
Proskcauer-VP) negativa e Aeromonas jandaei (sacarose negativa).
Investigagbes subsequentes resultaram no aumento do ndmero de
genomoespécies e atualmente o género contém 18 grupos de hibridizacao e 35
espécies e subespécies (ABBOTT, CHEUNG & JANDA, 2003; MARTIN-
CARNAHAN & JOSEPH, 2005). Dentre as 17 espécies atualmente descritas no
género Aeromonas, somente cinco (A. hydrophila, Aeromonas veronii, A.
caviae, A. jandaei e Aeromonas schubertii) sdo reconhecidas como patégenos
humanos, sendo associadas principalmente a gastrenterites em criancas e
imunodeprimidos (JANDA & ABOTT, 1998). Outras espécies tais como A.
salmonicida séo bastante conhecidas como patdégenos de peixes, causando
mortalidade em massa em varias espeécies. Este género apresenta espécies
psicotroficas, imoveis, que crescem a uma temperatura maxima de 30°C
(Aeromonas media) ou inferiores (A. salmonicida) (DSMZ, 2009).
Essas bactérias sdo também resistentes ao agente vibriostatico O/129 (2,4-
diamino-6,7- diisopropilteridine), podendo ainda crescer e produzir
enterotoxinas e hemolisinas a temperatura de refrigeracdo, aproximadamente
4°C (MARTINS et al., 2002). Mesmo com as conhecidas limitagdes dos
métodos fenotipicos, caracteristicas bioquimicas podem ser de grande
importancia na identificacdo das espécies, em virtude da diversidade de
substratos que podem ser aproveitados pelos membros desse género
(CARNAHAN, 1993; JANDA & ABBOT, 2010).

A maioria dos laboratorios de microbiologia clinica, identificam
Aeromonas spp. mesdfilas, a partir de espécimes clinicos,com sistema Aerokey
II (CAMA-HAN et al.,, 1991) ou uma modificacdo recente do mesmo sistema
(FURUWATARI et al., 1994). Neste caso, seis espécies de Aeromonas s&o

detectadas: A. hydrophila, A. caviae, A. trota, A. schubertii jandaei e A. veronii ,



esta Ultima com duas subespécies. O critério utilizado é baseada
principalmente em testes bioquimicos (MERINO,1995).

Bactérias do género Aeromonas produzem uma vasta gama de fatores
de viruléncia, tais como proteases, hemolisinas, citotoxinas, enterotoxinas,
leucocidina, elastases e adesinas (CHOPRA & HOUSTON, 1999; JOSEPH &
CARNAHAN, 2000; CASCON et al., 2000; GALINDO et al., 2006; VON
GRAEVENITZ, 2007). A viruléncia é considerada multifatorial, e esta
capacidade contribui para a patogénese da doenca ocasionada por esse grupo
bacteriano (TRABULSI & ALTERTHUM, 2005). A enterotoxina citotdxica,
também conhecida como “aerolisinas” com atividade enterotoxica, citotoxica e
hemolitica, tem sido descrita como o mais poderoso fator de viruléncia
associado com doencas gastrintestinais mediadas por Aeromonas spp.
(MARTINS et al., 2002).

A espécie A. hydrophila € potencial produtora de exoenzimas
termorresistentes, como lipases e proteases, e esses produtos, mesmo tendo
sua estrutura terciaria danificada durante o processo de pasteurizagdo, sdo
capazes de reorganizar a estrutura tridimensional, tornando-se novamente
ativos e passiveis de deteriorar os produtos posteriormente obtidos (CHEN, et
al., 2003; BRAUN & SUTHERLAND, 2005).

As aeromonas sdo ainda, potencialmente significativas como agentes
causadores de doencas de origem alimentar (KROVACEK et al., 1992). Varias
espécies tém sido associadas aos casos de gastroenterites, septicemias e
feridas em seres humanos (AUSTIN et al., 1996). Dentre elas, as Aeromonas
hydrophila e Aeromonas sobria s&o as principais espécies consideradas
patogénicas para o ser humano (MERINO et al.,, 1995), responsaveis por
septicemias enquanto Aeromonas caviae € responsavel por gastroenterites
(MOYER, 1987), sendo também consideradas patdogenos de peixes.Estas
bactérias caracterizam-se por apresentar espécies heterogénicas, mesdfilas e
moveis, com temperatura de multiplicacdo na faixa entre 5 a 45°C, sendo a
Otima de 28°C (POPOFF, 1984; CASTRO-ESCARPULLI, et al.,, 2003;
RODRIGUES & RIBEIRO, 2004).



Sdo amplamente isoladas de amostras clinicas, ambientais e
alimenticias, onde podem se desenvolver até mesmo em baixas temperaturas
e produzir toxinas, 0 que aumenta significativamente o risco de intoxicacao
alimentar (CHOPRA & HOUSTON, 1999; GALINDO et al., 2006).

Entre as espécies de Aeromonas spp., atualmente A. hydrophila, A.
caviae e A. veronii biovar sobria s&o as mais comumente associadas com
infeccdes em seres humanos e somam mais de 85% dos isolados clinicos
pertencentes a esse género (JANDA & ABBOTT, 1998; VILA et al., 2003; AL-
BENWAN et al., 2007; TSAI et al., 2009).

3.5 Importancia dos campos alagados da Baixada Maranhense para

atividade pesqueira

Os campos aluviais da Baixada Maranhense s&o drenados pelos baixos
cursos dos rios Pindaré, Mearim, Grajau a afluentes que desaguam na Baia de
S&o Marcos. Estes lagos recebem agua quando os rios sobem anualmente em
virtude das cheias periddicas, armazenam durante o periodo de inundacéo e a
devolvem em parte para os rios, quando seus niveis baixam (SEMATUR,1991).
Sua importancia ecoldgica advém da inundacdo de imensas areas durante o
ciclo das aguas o que proporciona o desenvolvimento de um ecossistema tipico
e unico no Estado cuja produtividade atinge altos niveis (NOGUEIRA, 2003).
Além disso, apresenta duas estacdes bem definidas: seca e chuvosa, com
intervalos aproximados de seis meses cada uma (IBANEZ et al., 2000). Um
periodo de cheia, de janeiro a julho, quando os rios e lagos perenes
transbordam inundando os campos e transformando-os em extensos lagos de
pouca profundidade, e um periodo de seca, de julho a dezembro, quando os
campos ficam secos e propiciam a atividade o aparecimento da vegetacao, a
qual é constituida principalmente por gramineas e ciperaceas (COSTA-NETO
et al., 2001/2002). O regime das chuvas da a hidrografia e solos locais, uma
dindmica tipica que submete grande parte dos agricultores familiares locais
uma vida ligada a agricultura no periodo chuvoso e a pesca no periodo de
estiagem (GUTMAN, 2005).



Segundo Araudjo & Pinheiro (2008), entre as modalidades de pesca
empregadas na regido estdo a pesca de tarrafa, camboa, rede parada ou de
enganche, pesca de anzol, todas estas permitidas. E, as ndo permitidas sé&o
pesca de espinhel, choque, munzud, landrua, rede de avesso, tapagem, espera
e pesca de fojo. Nao ha fiscalizacdo e controle sobre as modalidades de pesca.

Dentre as técnicas utilizadas para pesca de trairas encontra-se a
tapagem, que acontece quando as aguas estdo baixando e comecam a
descobrir os pontos mais altos dos campos, até entdo submersos. Nesse
momento 0s peixes comecam a descer aos lagos e rios para que ndo morram
no seco. Os pescadores barram a sua saida tapando os igarapés com cercas
em todos os lugares possiveis, pelos quais, 0 peixe possa escapar, deixando
apenas uma abertura na parte de cima, formando assim um verdadeiro "curral”.

Os pescadores saem com suas canoas por volta das 4-5 horas da
manha e retornam entre 8-9 horas do mesmo turno, a venda é realizada nos
portos e feiras, com o peixe ainda vivo, acondicionado em cestos de palha
(cofos). O valor estimado do pescado (traira) varia de acordo com a demanda,
de 5 a 10 reais o quilo (ARAUJO & PINHEIRO, 2008).

3.6 Ictioparasitologia

A ictioparasitologia € uma ciéncia que tem, entre seus objetivos, auxiliar
0 entendimento das interagOes entre 0s peixes e seus parasitos, uma vez que
essa relacado influencia e é influenciada de maneira direta e indireta pelos
demais elementos constituintes da biosfera,segundo (Machado et al. 1996).

A fauna parasitaria de peixes de agua doce pode apresentar diferentes
composicdes, dependendo da espécie de hospedeiro, do nivel trofico deste
hospedeiro na teia alimentar, da sua idade, do seu tamanho, do sexo, além de
outros fatores bioticos e abidticos. Alguns parasitos podem causar patologias
graves nos seus hospedeiros. De acordo com Eiras (1994) existem cerca de
10.000 espécies de parasitos de peixes, distribuidos em sete grupos
zoologicos: Protozoa (1.750), Monogenea (1.500), Digenea (1.700), Cestoda
(1.000), Nematoda (700), Acanthocephala (400), Crustacea (2.590).



Alguns merecem atencdo especial, como os representantes da familia
Anisakidae, pois apresentam potencial zoondtico, podendo acarretar sérios
problemas ao homem (CVE/SES-SP, 2001). Outros podem estar presentes
causando pouco ou nenhum prejuizo (TAVARES-DIAS et al., 1999;
TAKEMOTO et al, 1998). Sindermann (1990) considera também de
importancia para Saude Publica, dentre eles, os cestddeos difilobotrideos e os
trematodeos heterofideos.

Parasitos podem ser patogénicos para 0s peixes, pois costumam invadir
orgaos como figado, gbnadas, mesentério e musculatura corporal, provocando
extensa patologia, principalmente, quando um grande numero de parasitas esta
presente (OKUMURA et al., 1999).

O processo de transmissdo da maioria dos ictioparasitos realiza-se de
forma indireta, evoluindo obrigatoriamente por um ou mais hospedeiros
intermediarios para completar o seu ciclo evolutivo (PEREZ, 1999). E muito
comum que algum molusco ou crustaceo esteja envolvido neste ciclo como
primeiro hospedeiro intermediario e, o0 peixe, o segundo hospedeiro
intermediario, podendo nesta fase ser consumido como alimento, por peixes
maiores, aves e por mamiferos, incluindo o homem, considerados hospedeiros
definitivos. Nestes, os parasitos tornam-se adultos e sexualmente maduros e
as fémeas fertilizadas reiniciam o ciclo com a eliminacéo dos ovos pelas fezes

Alguns exemplos de ictioparasitos com potencial zoon6ético sdo: Anisakis
simplex, Phocanema spp., Terranova spp., Contracaecum spp.,
Pseudoanisakis spp., Pseudoterranova decipiens, Eustrongylides sp.,
Capillaria, (OVERSTREET & MEYER, 1981; GRABDA, 1991; CROSS 1992;
OKUMURA et al., 1999, CABRERA et al. 1999; MC CARTHY & MOORE, 2000;
UBEIRA et al. 2000).

3.7 Saude publica
No ambito do comércio varejista, o pescado integra o grupo dos

alimentos altamente pereciveis, e como tal, as acdes da Vigilancia Sanitaria

sdo de extrema importancia para assegurar aos consumidores produtos com



boa qualidade higiénico-sanitaria (SILVA, 1994). Um aspecto importante a ser
considerado estd na aparéncia da carne parasitada por helmintos. Segundo
Thatcher (1981), o maior problema relacionado com a presenca de larvas na
musculatura dos peixes reside no fato da rejeicdo do pescado pelo consumidor,
dificultando a comercializacdo do produto. As a¢cdes da inspecao e da vigilancia
sanitaria sdo complementadas, normalmente através do apoio laboratorial, com
vistas a realizacdo de analises que certifiquem a qualidade do pescado. No
pescado in natura, as analises microscépicas sdo recomendadas para a
pesquisa de formas parasitdrias e alteragdes histo-patoldgicas que
comprometam a integridade do peixe como alimento (HRALY et al.,1984).

Os helmintos presentes no pescado extraidos de 4guas contaminadas,
também, podem causar problemas de saude publica. A irradiacdo no pescado
€ um meétodo efetivo na eliminacdo da metacercaria e outros parasitos (WHO,
1995). A aplicacdo de baixas doses de irradiagcdo nos peixes crus, como 0S
utilizados na prepracao de “sashimi”, permite destruir os parasitos e eliminar
assim os riscos associados ao consumo destes alimentos (GERMANO, 2003).
Estudos indicaram que para inativar A. simplex em sardinhas, as doses teriam
gue ser altas, sendo que os valores seriam entre seis a dez kGy (VAN
MAMEREN; HOUWING, 1968).

Como zoonoses transmissiveis por pescado, pode-se citar: anisaquiase,
eustrongilidiase, capilariase, fagicolose, clonorquiase e a difilobotriase, dentre
outras (OKUMURA et al., 1999).

A legislagdo da Comunidade Européia (Diretiva do Conselho 91/493,
Decisdo da Comissao de 19 de janeiro de 1993, Diretiva 93/143) n&o permite a
comercializacdo de pescado ou parte dele que apresentem parasitos.

No Brasil, o Regulamento de Inspecéao Industrial e Sanitario de Produtos
de Origem Animal, no artigo 445 cita que, o pescado que apresentar infestacdo
muscular macica por parasitas que possam prejudicar ou ndo a saude do
consumidor deve ser condenado (BRASIL, 1952).

Deste modo, uma das formas de se evitar as parasitoses de pescado &
pela inativacdo das fases larvais infectantes. Howgate (1998) citou que a

Diretiva FDA n° 493 de 1991 recomenda o congelamento do pescado por sete



dias a -20°C ou -35°C por 15 horas, enquanto Huss (2004) recomenda um
periodo de 24 horas a -20°C e ressalta que a temperatura de 55°C por um
minuto também é eficaz na inativagdo das formas infectantes. Isto significa que
o pescado defumado a quente, pasteurizado e cozido a vacuo sSdo seguros.
Contudo, algumas tradicdes culinarias caseiras usuais podem ndo cumprir as
regras de seguranca em se tratando de tempo de refrigeracdo ou periodo de
cozimento adequado.

Existe uma ampla variedade de parasitos que podem infectar o pescado,
porém sé um numero relativamente reduzido pode causar enfermidade ao ser
humano. Todos estes parasitos estdo associados a fatores sécio-culturais e
comportamentais que possibilitam a infec¢do, especialmente o habito de comer
pescado cru (QUIJADA et al.,, 2005), insuficientemente cozido, congelado,
salgado ou defumado, contendo larvas infectantes vivas do nematoide
(FABRESSE, 1984).

3.8 Parasitos de peixes de importancia sanitéaria

Segundo Eiras (1994), os principais helmintos parasitos de peixes de
agua doce, sao representados por monogénios, trematddeos digenéticos,
cestodeos, acantocéfalos e nematddeos (MOREIRA, 2000). Os nematdodeos
sdo 0s mais encontrados nos peixes de agua doce, segundo Pavanelli et al.
(2002). A influéncia da qualidade ambiental, suscetibilidade natural do parasito
e numero ou capacidade de infec¢cdo devem ser considerados. Parasitas pode
estar sempre presente em hospedeiros ou ambientes, mas se o equilibrio entre
parasita-hospedeiro e ambiente é quebrado, algumas doencas podem ocorrer,
culminando com a morte (COUTANT, 1998).

A primeira descricdo de infeccdo humana provocada por parasitas de
peixes, em especial da familia Anisakidae, ocorreu na Holanda em 1960
(THIEL et al.,, 1960) e em seguida foram relatados casos no Japdao
(YOKOGAWA; YOSHIMURA,1965; YOKOGAWA; YOSHIMURA, 1967,
SUGIMACHI, 1985; MATSUOKA, 1994, NOVAK, 1997), onde a populagdo tem

o habito difundido e amplamente aceito de consumir carne de peixe cru, como



“sushi” e “sashimi”, e onde a anisaquiase € considerada problema de Saude
Publica (YOKOGAWA; YOSHIMURA, 1967). No Brasil, ja existem registros de
parasitos de peixes com potencial zoonético em varios hospedeiros, (PEREIRA
JR. 1993; PEREZ, 1999) e também de parasitos efetivamente causando
zoonoses (CHIEFFI et al.,, 1990; CHIEFFI et al., 1992). Acredita-se que o0s
registros sejam poucos por falta de diagnostico e ndo auséncia da doenca na
populacdo (OKUMURA et al., 1999).

Nematbéides da familia Anisakidae, géneros Contracaecum e
Phocanema, tem sido isolados recentemente a partir de peixe-espada, cavala,
salmé&o e atum e causam no homem a denominada anisakiase (ADAMS et al.,
1994; CHOR - AUGER et al., 1995), cujo quadro clinico caracteriza-se por
granulomas eosinofilicos no aparelho gastrointestinal (CONNELL, 1988;
MARQUES et al, 1995; NOVAK, 1997), podendo acarretar sérios problemas
(CVE/SES-SP, 2001). Outro nematédeo de interesse para Saude Publica
refere-se aos Eustrongylides spp., no qual os primeiros relatos podem ser
observados nos trabalhos de Travassos (1925), Travassos et al. (1927),
Travassos et al. (1928), Travassos & Freitas (1942), Lordello & Monteiro (1959)
e Travassos & Kohn (1965). Além da patologia provocada nas aves
(SPALDING et al.,, 1993; BARROS, 2001) e nos peixes, as larvas de
Eustrongylides podem provocar fibrose ao redor dos cistos contendo as larvas
e aparentemente ha baixo crescimento do hospedeiro (EIRAS; REGO, 1989).
Relato de caso de eustrongilidiase, foi descrito por Wittner et al. (1989) em um
paciente que se queixava de dor no quadrante baixo direito, e foi operado com
suspeita de apendicite e verificou-se a presenca de um parasita avermelhado
de 4,2 cm de comprimento que surgiu movendo-se nos panos cirargicos. O
tamanho e a morforlogia do parasita indicou ser uma larva de 4° estagio de
Eustrongylides. Barros (2010), ao realizar um estudo com piranha vermelha,
provenientes do rio Cuiaba, detectou a presenca deste parasito em 14% dos
peixes examinados, quanto a localizacdo, 19% das larvas localizavam-se na
musculatura esquelética, 8,7% na cavidade celomatica e 8,7% na bexiga
natatoria, os dados ratificam a preocupacdo de transmissdo para 0 homem no

caso de consumo de carne crua ou mal cozida de piranha.



3.9 Nematoideos

3.9.1 Anisaquideos

Dentro da Classe Nematoda, a familia Anisakidae, composta por 24
géneros, (UBEIRA et al.,, 2000), considerada a maior dentro da superfamilia
Ascaridoidea, inclui espécies que parasitam peixes, répteis, mamiferos e aves
piscivoras (ANDERSON, 2000). Apresentam cuticula com ou sem cerdas ou
estruturas acessorias ctendides, esd6fago com ventriculo posterior, apéndice
ventricular e ceco intestinal presente ou ausente, respectivamente. Sistema
excretor assimétrico, restrito ao cordao lateral esquerdo. Poro excretor situado
proximo a base dos labios subventrais ou ao nivel do anel nervoso
(MOSGOVOY, 1951; HARTWICH, 1974).

Todos os representantes dessa familia sdo dependentes do ambiente
aquatico para o desenvolvimento de seu ciclo biolégico e usualmente envolvem
invertebrados e peixes como hospedeiros intermediarios ou paraténicos
(GIBSON, 1983; ANDERSON, 2000). As larvas dos géneros Anisakis,
Pseudoterranova, Belanisakis, Phocanema, Porrocaecum, Cleoascaris,
Phocascaris e Contracaecum, podem ser responsaveis pela parasitose no
homem, quando habitos alimentares permitem a ingestdo do pescado cru
(sushi, sashimi, sunomono, ceviche, etc), mal cozido, defumado a frio,
inadequadamente salgado ou resfriado (CHENG, 1982). Aliado ao pensamento
acerca da qualidade das “comidas naturais”, do ndo cozer demasiado os
alimentos para preservacdo dos nutrientes do alimento (OKUMURA et al.,
1999).

3.9.1.1 Ciclo de vida
O ciclo de vida, do parasita envolve dois tipos de hospedeiros

intermediarios (SMITH; WOOTTEN, 1978; GERMANO; GERMANO, 1998),

ocorre inicialmente quando a larva adulta liberta os seus ovos, estes séo



eliminados com as fezes do hospedeiro, na agua, ocorrendo o desenvolvimento
larvar. As larvas sao ingeridas pelo primeiro hospedeiro intermediario,
crustaceos como o camardo. Os segundos hospedeiros intermediarios sao
peixes que se alimentam de crustaceos, adquirindo as larvas do terceiro
estagio (L3, larva infectante) que migram para cavidades ou musculos.

Os peixes mais conhecidos por albergarem a larva (L3) sdo o bacalhau,
arenque e o salméo (FABRESSE, 1984). Desta forma, o ser humano infecta-se
ao comer peixe cru, mal cozido, salgado ou defumado infectado por L3, sendo
guase sempre um hospedeiro acidental, uma vez que depende da habilidade
das larvas se manterem vivas e capacidade de invadirem tecidos (KATES et
al.,, 1973; OGAWA; MAIA, 1999; EIRAS, 1994). Ap6s a ingestdo, as larvas
penetram na mucosa gastrica e intestinal, causando os sintomas da
anisaquiase no homem (LOPEZ et al., 2007; PRADO & CAPUANO, 2006). A
infeccdo do homem pode fazer parte deste ciclo de vida ou constituir uma via
paralela, causando ruptura no ciclo. Quando um mamifero marinho ingere
algum peixe ou cefalépodo infectado, o ciclo biolégico se completa com o
desenvolvimento no tubo digestivo do hospedeiro e o homem atua como
hospedeiro acidental quando ingere o pescado cru ou mal cozido infectado com
esses parasitas (CDC, 2008).

3.9.1.2 Anisaquiase em humanos

A anisaquiase é uma zoonose que se caracteriza por uma infiltracao
eosinofilica que evolui para a formacdo de granulomas no trato digestivo do
homem, pela migracdo das larvas (L3) de Anisakis spp., Phocanema spp.,
Terranova spp., Contracaecum spp. e Pseudanisakis spp. no interior da parede
intestinal de pessoas previamente sensibilizadas a esses parasitas (LOPEZ et
al., 2007; PRADO & CAPUANO, 2006), sendo uma infeccdo que deve ser
considerada em pacientes com dor abdominal e antecedente de ingestdo de
peixes e/ou mariscos crus que sdo seus hospedeiros intermediarios. A doenca
no ser humano pode apresentar-se de duas formas distintas: a forma aguda,

resultante do efeito local do parasita sobre a parede do tubo digestivo; e a



forma alérgica, devido a hipersensibilidade imediata (LOPEZ et al., 2007), se
ingeridos pelo homem ainda crus ou mal cozidos, podem originar um
granuloma eosinofilico gastrointestinal, de interesse médico (MARQUES et al.,
1995; NOVAK, 1997; CONNEL, 1998; PEREZ, 1999).

A manifestacado clinica pode ser variada com as larvas permanecendo
nas cavidades estomacal e intestinal, podendo ser encontradas, na lingua,
faringe, pulmdes, linfonodos e/ou pancreas (ROSALES et al.,, 1999) ou
assintomética. As localiza¢6es extra-intestinal sdo causadas por aquelas larvas
gue conseguem atravessar a parede gastrintestinal, causando lesdes na
cavidade abdominal, pancreas, ovario, uUtero, linfonodos, figado, pulmdes ou
tecido subcutaneo (CESPEDES et. al., 2000).

Estas infec¢cdes podem ser descobertas pela expulséo de larvas vivas
com a tosse, vomitos ou defecacdo (TORRES et al. 2000). Apesar de né&o
haver relato bibliografico da infeccdo em humanos por Contracaecum spp.,
experimentalmente mamiferos tém sido infectados, resultando em efeitos
danosos ao organismo, indicando a possibilidade da importancia zoonética
também para este parasito pertencente a familia Anisakidae (VIDAL-
MARTINEZ et al. 1994; BARROS et al., 2004). H& relatos de anisaquiase em
humanos na Holanda, Japdo, América do Norte e Franca, Estados Unidos
(LITTLE; MOST, 1973), no Chile (SAPUNAR et al.,, 1976; MERCADO et al,
2001), no Canada (KOWALEWSKA-GROCHOWSKA et al., 1989 ) e no Brasil
(ISHIKURA et al., 1993), sendo mais freqlente em paises onde existe o hébito
de ingerir peixe marinho cru ou mal cozido (OKUMURA et al., 1999).

A forma alérgica é provocada por antigenos do parasita, ocasionando
quadros que podem variar de uma simples urticaria a um angiodema, incluindo
choque anafilatico (LOPEZ et al., 2007), devido o potencial alergénico de A.
simplex o0s pesquisadores consideram esse agente como diagndstico
diferencial de urticaria em humanos, com relato de ingestao de pescado (DAY,
1997; AUDICANA et al., 2002). E necesséario que se faca o diagnostico
diferencial da anisaquiase com outras doencas como tuberculose intestinal,
neoplasia intestinal, alergia alimentar, colite entre outros (MINETA et al., 2006).

Casos severos de anisaquiase sao extremamente dolorosos e requerem



intervencao cirdrgica. A remocao fisica do parasita é o Unico método conhecido
para reduzir a dor e eliminar a causa (CVS/SES-SP, 2001).

3.9.1.3 Prevencao

As larvas de Anisakis spp. sao dificeis de serem observadas
macroscopicamente, devido sua coloracdo amarela clara ou rosasea e
aderéncia ao musculo do peixe, normalmente necessitam de uma pessoa bem
treinada para detecta-las na producgdo industrial de filé (GRABDA, 1991), desta
forma a prevencédo da anisaquiase pode ser feita pela abstinéncia do consumo
de peixe cru ou mal cozido. Outros modos de prevenir estas zoonoses seria
eliminar peixes infectados ou fazer a remocdo dos parasitos, examinando-o
sobre uma mesa iluminada (candling table) (OKUMURA et al., 1999) e analises
microscépicas para pesquisa de formas parasitarias e alteracdes
histopatolégicas que comprometam a integridade do pescado (HEALY et al.,
1984).

As BPF (Boas Praticas de Fabricacdo), atuam em diferentes niveis para
garantir inocuidade do produto, ou seja, recebem matéria-prima somente de
area aprovada, avaliando também o método de captura, tamanho e tipo do
pescado, bem como verificando se é realizada a evisceracao a bordo (BUTT et
al., 2004; HOWGATE, 1998; BUTT et al., 2004).

Segundo Ogawa & Maia (1999), a temperatura acima de 60°C e sob
congelamento e estocagem abaixo de -20°C ocorre a morte do nematédeo.
Atualmente a Espanha, passou a obrigar os restaurantes a congelar todo o
peixe destinado a ser servido cru (periodo minimo de 24h a -20°C) no entanto
alguns autores referem que se deveria prolongar a congelacdo para pelo
menos uma semana, assegurando a morte das lavas (AESA, 2005), isto
porque o parasita morre ap6s alguns dias congelado a -20°C. No caso do
parasito ser encontrado, pode-se utilizar a relacdo de tempo e temperatura ou

irradiacédo, isto para inativar os mesmos (FDA, 1998).



Segundo Prado & Capuano (2006) marinar o peixe em vinagre e sal
durante um més e meio, fazer fumeiro a quente, ou treinar manipuladores para
detectar o peixe infectado sdo outros métodos, embora nem sempre eficazes.

A Food and Drug Administration (FDA, 1998) recomenda como medidas
preventivas para eliminar os parasitos a esterilizacdo, coc¢éo, pasteurizagéo,

congelamento, trituragao.

3.9.1.4 Anisakis spp. no Brasil

Os nematdides da familia Anisakidae foram registrados parasitando mais
de 160 espécies de peixes marinhos, capturados em todos os continentes
(LOPEZ SABATER, 2000). No Brasil, existem relatos sobre a ocorréncia de
anisaquideos em peixes de importancia comercial, como cavalas (Scomber
japonicus), pargos (Pagrus pagrus), anchovas (Pomatomus saltatrix), bacalhau
(Gadus morhua), arenque (Clupea harengus), cangulos reais (Balistes vetula),
cabrinha (Prionotus punctatus), peixes-espada (Trichiurus lepturus), merluza
(Merluccius gayi), maria-luiza (Paralonchurus brasiliensis), xixarro (Trachurus
murphyi), tainha (Mugil cephalus), sardinha (Sardinella brasiliensis), corvina
(Micropogonias furnieri), jundia (Rhamdia sebae), pargo (P. pagrus), dourado
(Coryphaena hippuru), camardes e moluscos bivalves (TORRES et al., 1978;
AMATO; AMATO, 1982; REGO; SANTOS, 1983; REGO et al., 1983; AMATO;
BARROS, 1984; FABRESSE et al.,, 1984; WITTNER et al., 1989; BARROS,
1994; SAO CLEMENTE et al., 1995; ADROHER et al., 1996; LUQUE, 1996;
BARROS; CAVALCANTI, 1998; VALLES-RIOS et al., 2000; RIBEIRO et al.,
2002; MARTINS et al., 2005; MADI; SILVA, 2005; BICUDO et al., 2005; ISHIDA
et al., 2007; ITO et al., 2007).

Vicente e Pinto (1999) listaram a ocorréncia das espécies de
anisaquideos e seus respectivos hospedeiros, bem como uma diagnose
sucinta para superfamilias, familias e géneros. Luque e Poulin (2004) listaram
44 espécies de peixes marinhos do litoral do Rio de Janeiro parasitados por
larvas de anisaquideos e apontaram a necessidade do uso de outras

ferramentas para o diagnostico especifico de Anisakis. No mesmo estado,



Bicudo et al. (2005) identificaram trés espécies de Anisakidae, pertencentes
aos géneros Anisakis, Hysterothylacium e Raphidascaris provenientes do
figado e mesentério de cabrinha (P. punctatus). Knoff et al (2007), ao estudar
Genipterus brasiliensis (congro-rosa) identificaram nove espécies de
Anisakidae parasitando musculatura, mesentério, estbmago, intestino e ovario,
distribuidas nos géneros Anisakis (trés espécies), Pseudoterranova (duas
espécies), Hysterothylacium, Raphidascaris e Terranova .

A ocorréncia de larvas de Contracaecum spp. parasitando peixes
marinhos no litoral do Estado do Rio de Janeiro foram registradas nos trabalhos
de Barros (1994), Barros & Amato (1993), Rego & Santos (1983), Silva & Sé&o
Clemente (2001). No Estado de S&o Paulo, esse anisakideo foi registrado em
tucunaré, corvina e traira (MARTINS et al. 2003) e em espécimes de peixes
piscivoros (MADI & SILVA, 2005). Em Minas Gerais, Carvalho et al. (2006),
registraram o parasitismo em trairas capturadas em represa, com alta
prevaléncia e abundancia média. Martins et al. (2004), ao examinaram trairas
provenientes do Estado do Maranhdo observaram apenas larvas de
Contracaecum spp., no territorio brasileiro. Estas larvas também tem sido
registradas em varias espécies de peixes de agua doce e marinhos, com maior
namero de notificacbes nos Estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e
Rio Grande do Sul.

3.8.2 Eustrongylides spp.

Os Eustrongylides spp. sdo parasitas nematdides da familia
Dioctophymatoidae, cujos adultos estdo na mucosa do esodfago, pro - ventriculo
ou intestino de aves, que podem alcancar 10 cm de comprimento, de coloracéo
avermelhada. Os ovos libertados com larvas (L1) séo ingeridos por anelideos
aquaticos, (Lumbricus variegatus, Limnodrilus, Tubifex tubifex) onde se
desenvolvem em larvas (L3) infectantes. O peixe ingere o anelideo e infecta-se,
situa-se no mesentério, visceras, musculatura ou gonadas (OKUMURA et al.,
1999). O homem, hospedeiro acidental, infecta-se ao consumir peixes crus
(PANESAR; BEAVER, 1979; EBERHARD et al., 1989; EIRAS, 1994). Sua acéo



patogénica € discutida, mas as vezes causas de fibrose ao redor do cisto
(EIRAS & REGO, 1989).

Nas aves jovens, a infeccdo apresenta alta mortalidade e nas adultas, a
tendéncia é de apresentarem a forma crbnica, podendo ser detectada em
qgualquer época do ano. Estes animais se infectam ao consumirem peixes
infectados com larvas encapsuladas de quarto estagio (COLE, 1999). As larvas
de Eustrongylides spp. encontradas em peixes sdo de coloracdo vermelho
castanho, com comprimento variando de 4 a 7,8 cm (CHUNG et al.,, 1985),
sendo comuns nos musculos do tucunaré da Amazonia (Cichla ocellaris)
(THATCHER & NETO, 1994).

A presenca de larvas Eustrongylides foi mencionadaa no Cichla ocellaris
do Panama (VASQUEZ & ROGERS, 1992), em Thoracocharax sternicla e
Aequidens pulcher dos pequenos lagos Rio de Suripa, Venezuela (MORAVEC
et al.. 1997), em acara (Cichlasoma managuense), Nicaragua (AGUIRRE-
MACEDO et al. 2001) e no truta marrom (Salmo trutta) da Noruega (HAUGEN
et al., 2008).

No Brasil, o parasitismo por larvas de Eustrongylides spp. foi relatado na
musculatura esquelética, no mesentério e na serosa que reveste o figado
(BARROS et al.,, 2007), na musculatura e na cavidade geral (MULLER et al.,
2004), e apenas na musculatura (EIRAS; REGO, 1989).

Em surubins (Pseudoplatystoma coruscans e Pseudoplatystoma
fasciatum), foi relatado apenas no mesentério (SANTOS et al.,, 2003). Os
primeiros relatos desse ictioparasito estdo nos trabalhos de Travassos (1925),
Travassos et al. (1927), Travassos et al. (1928), Travassos & Freitas (1942),
onde foram identificadas larvas em cascarudo (Callichthys Callichthys), pintado
(Pimelodus Clarias), mussum (Symbranchus marmoratus), dourado (Salminus
maxillosus), surubim (Pseudoplatystoma sp.), cacdo (Acesthrorhamphus sp.),
piaba (Tetragonopterinaesp.) e guaru (Poecilia vivipara), Lordello & Monteiro
(1959) e Travassos & Kohn (1965). Mais tarde, Rego & Vicente (1988)
identificaram a presenca deste parasito em H. malabaricus de Pirassununga —
SP e em espécies de peixes, popularmente conhecidos como arraias de

antenas (Paratrygon sp.), piranha vermelha (Pygocentrus nattereri) e pintado



(P. corruscans), provenientes do Rio Cuiaba - MT (EIRAS & REGO, 1988).

Dados sobre o parasitismo por larvas de Eustrongylides spp. foram
registrados por Santos et al. (2004) nos rios Miranda, Aquidauana e Paraguai,
estado de Mato Grosso do Sul, com registros de prevaléncia de 100% para
este parasitismo nos peixes examinados.

Em funcdo de ndo serem conhecidas todas as espécies de peixes que
servem como hospedeiros intermediarios para o Eustrongylides, as pessoas
gue costumam ingerir peixe cru ou cozido insuficiente, podem estar correndo
risco de contrair eustrongilidiase. Eberhard et al. (1989) descreveram o caso de
um paciente com intensa dor abdominal no quadrante baixo direito, com
histérico de consumo de pequenas carpas hao tratadas, do qual, foram
removidos dois nematoides identificados como larvas de 4° estagio de
Eustrongylides. O paciente adquiriu o parasita pela ingestdo de “sushi” e
‘sashimi” um més antes de apresentar a sintomatologia clinica. Nao existe
informacédo sobre a tolerdncia térmica do Eustrongylides, entretanto
recomenda-se a abstinéncia de peixe cru ou insuficientemente cozido para a
prevencdo dessa zoonose. Uma das maneiras de prevengdo é manter o
pescado no frio ou eviscera-lo assim que é embarcado, eliminando a ativacao
das larvas e a subsequente migracdo para a musculatura do animal
(OKUMURA et al., 1999).

3.10 Trematédeos monogenéticos

Os monogenéticos sao parasitas do grupo dos platelmintos,
caracterizando-se pela presenca de um aparelho de fixacdo localizado
geralmente na parte posterior do corpo, o haptor. Essa estrutura € formada por
um conjunto de ganchos, barras e ancoras, de numero e tamanhos variaveis,
responsaveis pela fixacdo (GERASEV, 1990; EIRAS; 1994). A utilizacdo de
monogenéticos como indicadores de alteracdes ambientais foi citada por
Mackenzie et al. (1995), afirmaram que o baixo nivel de oxigénio causam um

aumento marcante nas populagdes parasitas.



Os monogenéticos de importancia em pisciculturas pertencem a duas

grandes familias: Gyrodactylidae e Dactylogyridae (Figural a, b).
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Fonte : The Institute of Food and Agricultural Sciences (IFAS, 2009).
Figure 1. (a) Diagrama de Dactylogyrus e Gyrodactilus, (b) Monogenéticos adultos
fixados a tecidos de peixes e reproducéo por ciclo de vida direto

Os girodactilideos, em geral sdo viviparos e na sua maioria, parasitas de
branquias e da superficie do corpo dos peixes, ja os dactilogirideos sé&o
oviparos e podem apresentar manchas ocelares (olhos), em numeros de dois
ou quatro. Estes parasitas quase sempre sdo encontrados nas branquias,
podendo se alojar também nas cavidades nasais e, mais raramente, em outras
partes do corpo (KUBTIZA & KUBTIZA, 1999). Ainda, segundo Cribb et al.
(2002), os monogenéticos sdo ectoparasitas de todos 0s grupos de peixes,
mas a sua maior diversidade aparece em teleésteos. Os dactilogirideos
rivalizam com os girodactilideos e os poliopistocotilideos como parasitas de
teledsteos, em termos de especiacdo (KEARN, 1994).

Gyrodactylus sao geralmente encontrados no corpo e nadadeiras dos
peixes. Cada individuo tem parasitas de ambos os sexo. Os parasitas adultos
carregam embrides que se desenvolvem idénticos aos adultos. Esta estratégia
reprodutiva permite populacdes de Gyrodactylus se multiplicar muito
rapidamente, particularmente em um sistema fechado, na qual a troca da agua.
€ minima anexando-se as guelras de peixes. Gyrodactylus ao contrario dos

Dactylogyrus que sdo camadas de ovos. Os ovos podem ser resistentes ao



tratamento quimico. O tempo necessario para a maturacdo dos ovos de
Dactylogyrus para adultos é dependente da temperatura. Em temperaturas de
agua 22-23 °C apenas alguns dias sdo necesséarios para concluséo do ciclo de
vida, enquanto na agua temperaturas de 1-2 °C o tempo de geracdo é
estendido para cinco ou seis meses (IFAS, 2009). Sdo responsaveis pela
parasitose mais importante da piscicultura no Brasil (MARTINS, 1998).
Considerados como ectoparasitas causadores de sérias afeccbes nas
branquias e na pele de peixes, podendo predispor os peixes a infec¢coes
bacterianas (PLUMB, 1997; PAVANELLI et al., 1998; ALEXANDRINO et al.,
2000).

Os monogenéticos sdo hermafroditas e de ciclo direto, o que facilita as
reinfestacdes parasitarias. Deste modo, os ovos abrigados no Utero saem pelo
poro genital, se fixam no hospedeiro por um filamento e neste a larva se
desenvolve. Apdés um tempo a larva ciliada conhecida como oncomiracideo
eclode, nada livremente a procura de um novo hospedeiro no qual se fixa e
gradualmente se desenvolve até a fase adulta (CHENG,1986), (Figura 1 b).
S&o responsaveis por diversas reacdes fisiologicas no hospedeiro, como
hiperplasia do tecido branquial, excessiva producdo de muco e fusdo dos
filamentos branquiais, o que, dependendo do grau de severidade, pode levar o
hospedeiro a morte por asfixia (PAVANELLI et al., 2002).

Cavichiolo et al. (2000), Tavares-Dias et al. (2000) e Vargas et al. (2000
e 2003), trabalhando com larvas e alevinos de tilapia, observaram que 80 a
100% dos animais encontravam-se parasitados, principalmente por
Dactylogyrus sp. e Gyrodactylus sp., Trichodina sp. e Icthyophthirius sp..
Alexandrino et al. (2000) detectaram, em 90 exemplares de tilapia, os
monogendides Dactylogyrus sp. e Gyrodactylus sp. em 72,22% e 5,55% dos
raspados de branquia e de tegumento, respectivamente. No Brasil ja foram
descritos 187 espécies pertencem a familia Dactylogyridae (KOHN & COHEN,
1998). O método de identificacdo morfologico é baseado na analise das partes
rigidas do aparato de fixagcdo posterior, sendo que as caracteristicas dos
ganchos marginais sdo importantes estruturas na discriminacdo de muitas
espécies intimamente relacionadas (HUYSE & VOLCKAERT; 2002).



3.11 Acantocéfala

Acantocéfalos sdo animais de simetria bilateral, de corpo geralmente
achatado lateralmente, com musculatura sincicial, com tromba anterior
guarnecida de espinhos. Aparelho digestivo ausente. Sexos separados.
Parasitos heteroxenos (TRAVASSOS,1971). Existem, cerca de 1.150 espécies
de Acanthocephala. As espécies da classe Archiacanthocephala sdo parasitas
de animais terrestres, enquanto nas classes Eoacanthocephala e
Palaeacanthocephala, os hospedeiros podem ser aquaticos ou terrestres
(RUPPERT & BARNES,1994).

A presenca de estadios imaturos de Acanthocephala em teledsteos
bentdnicos enfatiza a utilizacdo destes animais como hospedeiros
intermedidrios. Estes seriam predados por outros teledsteos e
elasmobranquios, os hospedeiros definitivos (LUQUE et al., 1996).

No ciclo de vida as larvas ndo se desenvolvem até que 0s ovos sejam
ingeridos pelos hospedeiros intermediarios adequados. O hospedeiro
intermediario € geralmente um microcustaceos (copépodos, anfipodes e
isopodes), no intestino do crustaceo, as escotilhas de ovo e “larva acanthor”
penetra na parede do intestino por meio de seus anzoéis. Na hemocele do
hospedeiro intermediario, o “acanthor” passa por uma transformagéo, perde os
ganchos da larva e cresce um adulto com uma tromba. Esta segunda fase
larval é chamada de “acanthella”. Se o hospedeiro intermediario contendo a
“acanthella” é ingerida pelo hospedeiro definitivo direto, desenvolvimento para
a proxima fase adulta no intestino do ultimo. Se a “acanthella” & ingerida por
um hospedeiro inadequado, ela penetra a parede intestinal e encista, aguarda
passagem para 0s hospedeiros definitivos. Os hospedeiros de transporte nao
realizam o desenvolvimento da “acanthella”. Os peixes podem servir tanto
como hospedeiros definitivos ou hospedeiros de transporte, por isso € comum
encontrar a “acanthella” encistadas no mesentério, figado e outros 6rgéos de
peixes pequenos. Os peixes podem adquirir acantocéfalos adultos quer por
ingestdo de crustaceos (hospedeiros intermediarios) ou pequenos peixes, que

servem como hospedeiros de transporte (THATCHER, 2006).



Os Acanthocephala sdo considerados patogénicos por serem dotados
de probdscide provida de ganchos, que perfuram a parede intestinal, causando
lesbes (THATCHER, 1981; ALEXANDRINO, 1999). Tanto o hospedeiro
definitivo como o intermediario podem ser terrestres, dulciaquicolas ou
marinhos. Nao se conhecem casos de infeccdo humana por parte destes
animais (STERRER, 1986).

Garcia et al. (1983) assinalaram, pela primeira vez, a ocorréncia de
diversas espécies do parasita em peixes da costa do estado do Parana. Dentre
0s peixes parasitados, foram encontrados uma média de 27 acantocéfalos por
individuo, como: tainha (Mugil lisa), corvina (M. furnieri), garoupa (Epinephelus

guaza), baiacu (Sphaeroides testudineus) e marimba (Diplodus argenteus).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacao da area de estudo

4.1.1 Regido da Baixada Maranhense

A Microrregido da Baixada Maranhense é composta por 21 municipios e
tem grande importancia social e ecoldgica no Estado (Figura 2). Situa-se na
porcdo centro - norte da area de transicdo entre a Amazbnia e o Nordeste
Brasileiro e grande parte do seu territério estad incluso na Amazébnia Legal
(SILVA & MOURA, 2004) .

Possui 0 maior conjunto de bacias lacustres do Nordeste, onde
predominam terras planas, baixas e inundaveis, e vegetacdo de manguezais,
campos aluviais e flavio-marinhos (COSTA-NETO et al., 2001/2002; GASPAR
et al., 2005). Sua populacédo é constituida de 37.449 mil habitantes, segundo
dados do IBGE (2010).

O clima da regido, segundo a classificacdo de Koppen, é do tipo
equatorial com transicdo para o tropical Umido. O regime pluviométrico é
caracterizado por maximos no verdo e outono (janeiro a julho) e minimos no
inverno e primavera (agosto a dezembro). A precipitacdo caracteriza-se por um

aumento gradual a partir de dezembro, alcancando seu maximo nos meses de



fevereiro a abril e minimos em setembro, outubro e novembro. As temperaturas
meédias anuais sdo superiores a 27°C. As mais elevadas ocorrem nos meses

de setembro a novembro e as mais baixas, entre maio a julho (DCA, 2003).
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Fonte: adaptado de Atlas_ 2002

Figura 2. Localizagdo da Baixada Maranhense e municipio de Sdo Bento-MA

4.1.2 Municipio de S&o Bento

O municipio de Sao Bento (20 40’00”S e 44043"W) esta localizado na
mesorregido Norte maranhense e na microrregido baixada maranhense (estado
do Maranh&o - Brasil), apresentando uma area de 585,3 Km?. Esté inserido na
Area de Preservacdo Ambiental (APA) da baixada maranhense (COSTA-NETO
et al., 2002). O clima da regido segundo a classificacdo de Thorntwaite (1948)
é Umido. Apresenta temperatura média anual superior a 27° C, umidade
relativa do ar anual superior a 82% e precipitacdo pluviométrica anual com
totais entre 1600 e 2000 m (ATLAS DO MARANHAO, 2002).

4.2 Colheita, acondicionamento e transporte das amostras

A pesquisa foi realizada de julho de 2010 a fevereiro de 2011 no
municipio de Sdo Bento (2° 40’ 00" S e 44° 43’ 12" W), no periodo no periodo



de estiagem (julho a janeiro). As traira (H. malabaricus) foram colhidas no
municipio de S&o Bento - MA, em locais de captura e feiras livres fornecedoras
do produto, diretamente do pescador. As amostras de trairas, foram separadas
em sacos de polietileno estéreis e as de agua em frasco estéries, identificadas
e acondicionadas em caixas isotérmica, transportadas ao Laboratério de
Microbiologia de Alimentos e Agua do Curso de Medicina Veterinaria da
Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA e Laboratério de Doencas
Parasitarias da Fazenda Escola de S&o Bento-MA, para andlises

microbioldgicas e parasitoldgicas, respectivamente.
4.3 Unidade Amostral

Foram obtidas 120 peixes traira (H. malabaricus), sendo cada unidade
amostral constituida de trés unidades (peso médio de 250g por unidade
amostral). Coletou-se 12 amostras de agua dos campos alagados, sendo seis
amostras no inicio e seis no final do periodo seco, provenientes das regides de
pesca do municipio de Sao Bento.

A unidade amostral para avaliagcdo parasitologica era constituida de um

peixe na forma inteira, totalizando 70 exemplares.

4.4 Analises microbioldgicas

As andlises microbiolégicas foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos e Agua — UEMA, segundo a metodologia
recomendada pela APHA- American Public Health Association (2001) e
descritos no Manual de Métodos de Andlise Microbiologica de Alimentos
(APHA 1992, VANDERZANT & SPLITTSTOESSER 1992; SILVA et al. 2001).

4.4.1 Preparo das Diluicdes

Foram pesados assepticamente 25 gramas (g) de peixe e adicionado em
frascos contendo 225 mL de solucédo de agua peptonada a 0,1%, constituindo a

primeira diluicdo 10™. As diluicBes seguintes foram feitas pipetando-se 1mL da



primeira diluicdo para tubos contendo 9 mL do mesmo diluente, obtendo-se a

diluicdio 10 e assim sucessivamente até a diluicdo 10°.

4.4.2 Determinacdo do Numero Mais Provavel de Coliformes Totais e a 45°C

(Termotolerantes) em amostras de peixe e agua

Para a avaliagcdo dos coliformes totais e a 45°C foi utilizada a técnica do
nimero mais provavel (NMP) também conhecido como método dos tubos
multiplos. Na primeira etapa, foi retirado assepticamente 25 mL de amostra de
peixe homogeneizada a partir das diluicbes anteriormente preparada e
transferida a trés tubos contendo 10 mL de Caldo Lauril Sulfato de Triptose
(LST) com tubos de Durhan invertidos, os quais foram posteriormente
incubados a temperatura de 35 a 37°C por 24 horas(h). Das amostras que
apresentaram formacdo de gas no Caldo LST, foram retirados aliquotas
semeadas em tubos contendo 5 mL de Caldo Verde Brilhante 2% (VB)
contendo tubos de Durhan invertidos para o crescimento de coliformes totais.
Os cultivos positivos para VB foram transferidos para tubos contendo caldo
Escherichia coli (E.C.), meio confirmatério para coliformes termotolerantes e
incubados em banho-maria de 44,5 a 45°C, durante 24 h. A positividade do
teste foi observada pela producéo de gas no interior dos tubos de Durhan. Os
resultados foram interpretados utilizando-se a tabela do Niumero Mais Provavel
(NMP). Os cultivos positivos no meio E.C. foram semeados em placas de Petri
contendo meio de cultura agar eosina azul de metileno (EMB) e,
posteriormente incubadas a 35 e 37°C por 24 horas. A caracterizagdo dos
coliformes termotolerantes e E. coli foi evidenciada pelo crescimento de
colénias com centros enegrecidos e brilho verde metalico e testes bioquimicos
(producéo de Indol, teste de Voges-Proskaer, Teste Vermelho de metila e teste
de Citrato), segundo o método APHA(2001), descrito por Silva et al. (2007). A
analise bacteriolégica de agua, diferiu pela utilizacdo de trés series de cinco
tubos, sendo a primeira série com tubos contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose

em concentracdo dupla, onde foram trasferidas 10 mL da amostra,e desses 1



mL e 0,1 adicionados em tubos contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose em

concentracdo simples, respectivamente.

4.4.3 Identificagcdo de Escherichia coli

A partir de cada cultivo positivo no caldo E.C. realizou-se o
plagueamento em agar EMB (Eosina Azul de Metileno) com auxilio de alga de
niquel cromo e incubodos a 35°C por 18 a 24 h. Transcorrido este tempo, foi
verificado o crescimento de colénias com caracteristicas de E. coli, ou seja, 2 a
3 cm de didametro, com brilho metélico esverdeado ou com centro escuro. De
cada placa, correspondente a cada tubo, foi repicado de 2 a 3 coldnias
caracteristicas para tubo com Agar Triptona de Soja (TSA) inclinado e incubado
por 18-24 h a 35-37°C. A partir dos cultivos estocados em TSB foi realizado as

provas bioquimicas, descritas a seguir:

4.4.3.1 Producéo de indol

A partir das culturas em TSA inclinado, inoculou-se em tubos contendo o
meio SIM (meio Sulfeto Indol Motilidade) e incuba-se a 35°C por 24 horas. Para
o teste do indol, foi acrescentado de 0,2 a 0,3mL de reagente Kovacs. O

aparecimento de um anel vermelho indicou a positividade do teste.

4.4.3.2 Teste de Voges-Proskauer

A partir das culturas em TSA inclinado, coldnias foram repicadas para
tubos de ensaio com MR-VP e incubadas a 35°C por 48horas. Apds, esse
periodo foi transferido 1mL do crescimento para um tubo de ensaio,
acrescentando 0,6mL de uma solugéo de a-naftol e 0,2mL de uma solugcédo de
KOH a 40%. A amostra foi agitada vigorosamente apés a adicdo de cada
reagente e mateve-se em repouso por até 2 h. A positividade foi verificada com

o surgimento de uma coloracéo vermelha ou résea.



4.4.3.3 Teste de Vermelho de Metila

Os tubos de ensaio contendo MR-VP foram reincubados por mais 48 h,
onde foi realizado o teste, ap6s 96 h de incubacdo.Em seguida foi adicionando
4 gotas de Vermelho de Metila, cujo aparecimento da cor vermelha indica

positividade.

4.4.3.4 Teste de Citrato

A partir das culturas em TSA inclinado estriou-se a superficie inclinada
dos tubos contendo Agar Citrato de Simmons e foram incubadas a incubac&o a
35°C por 96 horas. O desenvolvimento de uma cor azul indica a positividade do

teste.
4.4 3.5 Interpretagao dos resultados

Considerou-se a cultura positiva para E. coli, quando forem obtidos os

seguintes resultados para o IMVIC (Tabela 1).

Tabela 1. IMVIC, caracterizacao bioquimica de E.coli.

Indol VM* VP* Citrato Tipo
+ + - - E. cali tipica
- + - - E. coli atipica

* VM - vermelho de metila, VP - Voges-Proskauer

4.4.4 Contagem Padrdo em placas de Bactérias Aerdbias Mesdfilas

Retirou-se assepticamente 25g da amostra e feitas as diluicdes
sucessivas até 10° UFC/mL, no qual foi retirado aliquotas de 1mL de cada
diluicdo e transferidos para placas de Petri esterilizadas, adicionando-se a cada

placa 15 - 20mL de Agar Padrdo para contagem, previamente fundido e



resfriado a temperatura de 45°C. As placas foram homogeneizadas em
movimentos rotativos e suaves (cerca de dez vezes) e colocadas em
temperatura ambiente (27+ 2°C), até a completa solidificacdo do Agar. Apds a
solidificacéo, as placas foram incubadas em posicéao invertida a 35-37°C/48 h.
Considerou-se para contagem, somente as placas da mesma diluicdo que
apresentaram de 30 a 300 colbnias; o resultado foi expresso em unidades

formadoras de col6nias (UFC /mL).

4.4.5 Contagem de Staphylococcus coagulase positivo

Pesou-se 259 da unidade amostral adicionando-se em um frasco estéril,
contendo 225mL de &gua peptonada a 0,1%, obtendo-se assim uma diluicéo
101, A partir de 1mL dessa diluic&o realizou-se diluicdes decimais sucessivas
em tubos, contendo 9mL de agua peptonada 0,1% estéril, originando assim as
diluicdes 102 e 107°. Posteriormente, foram inoculados 0,1 mL de cada diluicdo
sobre a superficie de placas com Agar Baird-Parker, incubadas e invertidas a
35-37°C por 45-48 h. Logo ap0Os, as colbnias tipicas foram contadas e
confirmadas através dos testes de coagulase. Os resultados foram expressos
em UFC/g.

4.4.6 Pesquisa de Salmonella spp.

Foi pesada 25g da unidade amostral homogeneizada em 225mL de
agua peptonada e incubada a 37+1°C/18+2h. E, transferida 0,1mL da amostra
para 10mL de Caldo Rappaport-Vassilidis Soja (RVS) e 1mL para 10mL de
Caldo Selenito Cistina. A incubacao ocorrereu a 37°/24 horas. De cada cultura
estriou-se uma alcada em Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD), uma alcada
em Agar Entérico de Hectoen (HE) e VB. As placas de XLD, HE e VB foram
incubadas invertidas a 37+1°C/24+3h. Apds, a incubacdo foi verificodo o
desenvolvimento de coldnias tipicas de Salmonella spp. estas foram repicadas
através da inoculagcdo em Agar Triplice Acucar Ferro (TSI) e Agar Lisina Ferro
(LIA) para comprovagdo bioquimica. A confirmacéo era realizada através de

provas soroldgicas, utilizando-se antigeno polivalente anti Salmonella sp..



4.4.7 Isolamento de Aeromonas spp.

Foi pesada 25 g da amostra em 225mL do Caldo Tripticase Soja
(TSB) adicionado de ampicilina (30 mg/L), incubada a 28°C/24h, em seguido foi
semeado aliquotas dessas culturas em placas contendo Agar Vermelho de
Fenol-amido-ampicilina (PALUMBO et al. 1985; MAJEED et al. 1990) e Agar
Dextrina-ampicilina, segundo Havelaar e Vonk (1988), adicionados de
ampicilina (10mg/L) e incubadas a 28°C por 24 h. Para isolamento das col6nias
e identificacdo presuntiva do género, foram tomadas até cinco coldnias tipicas,
para cada um dos meios utilizados. Estas colonias foram semeadas em Agar
Tripticase Soja (TSA) inclinado e incubadas a 28°C/ 24 h. Ap0s a incubacéao foi
realizada a coloragdo pelo método de Gram e leitura das culturas na forma de
bastonetes retos e curtos, aos pares, isolados ou em cadeias curtas e Gram-
negativas foram repicadas em Agar Triplice Aclcar Ferro (TSI) (SAAD et al.
1995). Apos incubagéo a 28°C por 24 h, as culturas positivas foram submetidas
as provas de oxidase, realizadas segundo o protocolo do fabricante do Kit e
teste da catalase considerando-se como Aeromonas spp, 0s cultivos positivos
nestas provas. As cepas caracterizadas como pertencentes ao género
Aeromonas foram semeadas em TSA, a fim de manter as colbnias viaveis, para

posterior analise pelos métodos bioquimicos.
4.4.7.1 ldentificacdo das espécies de Aeromonas pelos métodos bioquimicos

Foram submetidas a caracterizagcdo das espécies, utilizando-se a chave
de classificacdo Aerokey Il composta de sete provas bioquimicas (Anexo 1),
dentre as quais utilizou-se trés: hidréolise da esculina, as cepas foram
inoculadas por picadas em profundidade e em estrias com o0 auxilio de uma
agulha de niquel-cromo, em tubos contendo o Agar Bile-Esculina (CARNAHAN
et al., 1991). O periodo de incubacéo foi de 24-48 h a 28°C. O teste positivo foi
caracterizado pelo escurecimento do meio que passava a apresentar uma cor
marrom escura ou preta; prova da producdo de gas a partir da glicose (TSI),
onde as culturas foram inoculadas em tubos contendo caldo vermelho de fenol
base, adicionado de glicose e tubos de Durham invertido. ApOs incubacdo a

temperatura de 28°C por 24-48 h foi realizada a leitura, considerando-se como



positivo o teste em que havia a producdo de gas, no interior do tubo de
Durham; prova de fermentacdo da arabinose que consiste em inocular 0s
isolados em tubos contendo caldo vermelho de fenol base, adicionado do
carboidrato a ser testado. A incubacdao foi realizada a temperatura de 28°C por
24-48 h e considerada positiva as provas em que ocorria acidificacdo do meio,

revelada pela mudanca de cor do indicador de pH de vermelho para amarelo.
4.5 Andlise fisico-quimica da agua

Foram coletadas amostras de agua para avaliagdo fisico-quimica em
trés pontos referentes ao local de pesca provenientes das regiées alagadas do
municipio de Sdo Bento- MA. Em cada ponto foi realizada quatro coletas,
totalizando 12 amostras de agua. As amostras foram coletadas o mais préximo
aos locais de pesca, acondicionadas em frascos estéreis com capacidade de
1L, conservadas em recipiente térmico contendo gelo, encaminhados ao

laborat6rio de Solos da Universidade Estadual do Maranhéao.
4.5.1 Determinacdo dos parametros fisico- quimicos

Determinou-se a turbidez com auxilio de um turbidimetro
(MICROPROCESSOR Meter —-HANNA instruments); a determinacé&o do pH foi
realizada com phgametro digital (Digimed-DM - 21); e a condutividade com
condutivimetro (Digimed DM - 32). As andlises para determinacdo de calcio,
magnésio, dureza total, alcalinidade em HCOj3’, alcalinidade total, cloretos (Cl’),
foram realizadas segundo Manual de Método de Andlises do Solo da
EMBRAPA (BRASIL, 1979).

4.6 Pesquisa de parasitos em Hoplias malabaricus

Foram utilizados para pesquisa de nematédeos em 70 amostras de
peixe H. malabaricus (traira), independente do sexo, provenientes da baixada
maranhense, do municipio de S&o Bento - MA, no periodo de outubro de 2010

a janeiro de 2011 (Figura 3).



Figura 3. Hoplias malabaricus (Traira), proveniente do municipio de Sdo Bento-MA

4.6.1 Morfometria e avaliagdo parasitologica

Os animais foram identificados, pesados em balanca analitica,
mensurados quanto ao seu comprimento total e comprimento padrdo, em

seguida necropsiados (Figura 4 a, b).

Figura 4. Hoplias malabaricus (traira), provenientes de Sdo Bento- MA: (a) Pesagem; (b)
Morfometria (b’) comprimento total, (b”’) comprimento parcial.

4.6.2 Necrépsia em Hoplias malabaricus

Foi realizado a inspecdo macroscopica do tegumento com auxilio de
lupa manual, em seguida realizou-se a remocédo do opérculo para analise das
branquias, arcos branquiais, colocados em placas de Petri, contendo soro

fisiol6gico para observacéo em esteriomicroscopio.



Realizou-se a abertura da cavidade visceral e exposicdo dos 6rgaos
através da incisdo ao longo da linha média ventral, come¢ando pela regido do
anus e prolongando-se ate a regido anterior, rebatendo-se as paredes laterais
da cavidade com exposicdo dos oOrgdos internos para exame in situ. Foi
retrado os o6rgdos (tubo digestério, vesicula biliar, bexiga e coracdo e
musculatura) e separados em placas de Petri contendo agua destilada, os
mesmos foram examinados ao esteriomicroscopio.

O digestorio foi aberto em corte longitudinal para exame do conteudo,
com auxilio do esteriomicroscoépio (40x), (PAVANELLI & EIRAS, 2002), (Figura
5).

Figura 5. Necropsia realizada em Hoplias malabaricus (traira), proveniente do municipio
de S&o Bento- MA.

4.6.3 Pesquisas de endoparasitos

Os parasitos, foram coletados por 6rgdos com pincas retas com base
fina, pincas anatémicas, colocados em placas de Petri, lavados em agua
destilada, quantificados, separados e comprimidos entre laminas e laminulas ,
transferidos para frascos de vidro com capacidade de 300mL, contendo
solugdo conservante de AFA (Acool, Formol e Acido acético) (Figura 6), (Anexo
2).



Os parasitos foram clarificados em lactofenol de Amann através da
técnica de montagem rapida (AMATO, 1991), observados entre laminas e
laminulas para identificacdo em microscopio optico eletrénico (ZEISS) (100x,
400x) acoplado a ocular micrométrica (25x) e registro microfotografico (200x),
(Figura 8) (HOFFMANN,1987), ap6s identificacdo a conservacdo dos
nematodeos foi feita em alcool 70°GL com 5-10% de glicerina, realizados no
Laboratério de Parasitologia do Curso de Medicina Veterinaria-UEMA.

Os parasitos, monogenéticos e nematddeos, encontrados foram

procesados e identificados conforme a técnica de Amato et al. (1991) e

Travassos (1940), respectivamente.
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Figura 6. Processo de clarificacdo em AFA de nematédeos coletados de Hoplias
malabaricus (traira), provenientes do municipio de Sdo Bento-MA.

A identificacdo dos parasitos foi realizada ap6s observacédo de estruturas
caracteristicas com auxilio de microscopio 6ptico, segundo ABLA 1 — Thatcher:

Parasitos de Peces Amazonicos, (2006).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagdo microbiologica de trairas (Hoplias malabaricus)

Os resultados dos nimeros mais provaveis (NMP) de coliformes totais e
a 45°, pesquisa de Salmonella spp., contagem de bactérias aerdbias mesdfilas
e contagem de Staphylococcus spp. em 40 amostras de peixes (traira)
analisadas estdo dispostos na tabela 2.

Das amostras analisadas os valores de Coliformes totais e a 45°
encontrados no filé do peixe variaram de < 3 a > 1,1 x 10° NMP/g,
respectivamente. Quanto a contaminagao por E. coli, do total de 40 amostras

14 (36,9%) estavam contaminadas por este patdgeno (Tabela 2).

Tabela 2. NUmero Mais Provavel (NMP/g) de Coliforme totais, a 45°C e
contaminacdo por Escherichia coli, em amostras de trairas (Hoplias
malabaricus), provenientes do Municipio de Sao Bento-MA, 2010.

Coliformes Coliformes a Escherichia. coli
totais 45°
Presenca Auséncia
*NMP/g N©° % N©° % Ne° % N° %
<3 0 0 5 12,5 0 5 12,5

0

3,6a9,3x10" 13 32,5 15 375 5 125 10 25,0
1,5 a 4, 6x 10° 9 22,5 10 250 3 7,5 7 17,5
10 x 102 1 2,5 0 0 0 0 0 0
>1,1x10° 17 42,5 10 250 6 150 4 10,0
TOTAL 40 100 40 100 14 36,9 26 63,1

*Valores médios dos resultados obtidos nas analises microbioldgicas.

O isolamento de patdgenos e/ou organismos indicadores contribui para
avaliar a qualidade e inocuidade do alimento, permitindo o controle sanitario. A
RDC N° 012, de janeiro de 2001- ANVISA, nao contempla limites para

coliformes a 45° em pescado in natura, ndo consumidos crus, determina



apenas para pescados consumidos crus, valores 10> NMP/g e auséncia de
Salmonella spp. em 25 g do produto (BRASIL, 2001) como insatisfatorias.

A presenca de coliformes totatis, como foi observada, nas analises dos
peixes nao significa necessariamente a presenca de patdgenos, mas serve
como indicativo da qualidade higiénica e informa o grau de contaminacdo a
qual esta exposto a este alimento.

A alta contagem destes microrganismos reflete as condi¢cdes de higiene
precérias do produto, sendo também responsaveis pela deterioracdo dos
alimentos. Estes resultados podem ser atribuidos a extracdo de pesca em
areas poluidas, uma vez que em periodos de seca nas regides alagadas, a
mesma regido de captura dos peixes é utilizada para criacdo de outras
espécies animais como suinos, bubalinos, caprinos e bovinos aliados a
auséncia de rede de tratamento de esgoto na regiao.

Além dos cuidados durante a captura, Alves (1999) e Sales (1997),
consideram que as elevadas contagens podem indicar contaminacdo pos-
processamento, limpeza e sanitizagdo deficientes; tratamento térmico
ineficiente ou multiplicagdo durante o armazenamento ou estocagem, fatos
observados durante a coleta, considerando a forma como o produto era
comercializado no mercado, em co6fos abertos; utensilios improprios para 0 uso
como balanga artesanais, faca enferrujadas com cabo de madeira e sacolas de
polietileno coloridas e pouco resistentes; sem conservagdo do produto em gelo;
aliada a manipulagdo inadequada do alimento, que era realizada
simultaneamente com a troca do dinheiro ou uso de cigarro, favorecendo a
exposi¢cao da mercadoria a um risco de contaminac¢&o cruzada e interferindo na
gualidade final do produto.

Resultados semelhantes ao estudo foram observados por Lorezon et al
(2010), ao avaliar peixes de cultivo, na qual verificou como numero mais
provavel de coliformes totais e termotolerantes,variacédo de 2,0 x 10 a 1,1 x 10*
a<3ab5,1x10°NMP/g, respectivamente.

Pacheco et al; (2004), pesquisando coliformes em pescado, verificaram
que, 15% das amostras apresentaram valores abaixo dos padrdes sanitarios

exigidos para o0 consumo.



Vieira et al; (2000); Vieira & Ceballos, (2000) pesquisando peixes recém
capturados e submetidos a avaliagdo de sobrevivéncia de microrganismos
durante o processamento encontraram um valor minimo de <3 NMP/g para
enterobacteriaceas. Em Florianépolis, SC, em estudo realizado com a
pescadinha (Cystoscion striatus) inteira foram observadas contagens que
variaram de <3 até 2,4 x 10°NMP/g, para pescado inteiro fresco. Esses
resultados foram superiores aos observados no presente estudo (DAMS et
al.,1996).

Outro aspecto a ser considerado diz respeito a comercializagdo. Almeida
et al., (2002), ao avaliarem pescados obtidos em supermercados, ndo isolaram
coliformes termotolerantes em amostras de pintados (Pseudoplastytoma
fasciatum), este fato pode ser atribuido as melhores condicbes de
acondicionamento e tratamento do pescado, pois consumidores mais exigentes
e fiscalizacao periddica, contribuem para diminuicdo dos risco e oferta de um
produto com melhor qualidade, demonstrando a necessidade de adequacéo da
venda do produto em feiras e mercados.

Em desacordo com os padrdes recomendados pela RDC N° 012, de
janeiro de 2001- ANVISA; 2 (5%) das amostras estavam contaminadas por
Salmonella spp. (Tabela 3). Portanto, quanto aos coliformes termotolerantes
verifica-se na Tabela 3, que do total de 40 amostras de peixes analisadas, 16
(40%) estavam de acordo com o padrdo recomendado e 24 (60%) estavam

fora dos padrdes recomendados pela Legislacao vigente.



Tabela 3: Numero Mais Provavel de Coliforme a 45°C e presenca de
Salmonella spp., de acordo e desarcodo com a RDC N° 012, de janeiro de
2001 - ANVISA, para amostras de Trairas (Hoplias malabaricus),
provenientes do Municipio de Sdo Bento-MA, 2010.

Amostras Coliformes Pesquisa
PADRAO termotolerantes de Samonella SP
(NMP/g)
Amostras de N % N %
peixes (40)
DE ACORDO 16 40 38 95
DESACORDO 24 60 2 5
TOTAL 40 100% 40 100%

Em experimento realizado no Egito, de 101 tildpias do Nilo investigadas
para organismos patogénicos e outros potencialmente patogénicos, em 7,9%
das amostras foi detectada a E. coli e em 3,9%, Salmonella (YOUSSEF et al.,
1992) resultados inferiores ao observado na pesquisa, que foram de 14% e 5
%, respectivamente diferindo dos achados de Alvares et al. (2008), em Sé&o
Paulo, que verificou 36,4% de amostras de pescado contaminadas por
Salmonella spp.. A presenca destes patdgenos representam risco a saude do
consumidor, causando surtos relacionados a ingestdo de alimentos
contaminados, podendo ocasionar no ser humano nauseas, vomitos, cdlica,
febre, cefaleia e diarréia.

A ocorréncia de Salmonella spp., em produtos da pesca pode ser em
decorréncia da contaminacdo do ambiente de criacdo ou provenientes de
manipulacéo durante a despesca e processamento (KUMAR et al., 2003 ).

Na comercializagdo do pescado em feiras, quanto aos aspectos
higiénicos sanitarios, observou graves problemas que contribuem para
presenca destes microganismos patogénicos, comprometendo a qualidade e
expondo o consumidor a riscos para saude; como a presencga de animais, lixo e
esgoto a céu aberto; por sua vez, os feirantes ndo tém higiene pessoal e ndo
foram treinados quanto as boas praticas de fabricacdo. Os produtos eram
vendidos em locais e condicdes insalubres, nos quais 0 peixe era exposto em

cestos, diretamente no solo, sem protegao.



Diversos autores consideram preocupante a presenca de Salmonella no
trato gastrointestinal de peixes, pois esta bactéria pode contaminar a carne
durante sua manipulagdo. No Brasil uma pesquisa realizada em Botucatu — SP,
onde se estudou a microbiota do conteudo intestinal de 77 peixes de agua
doce, criados em sistema extensivo, foram isolados diferentes microrganismos
do grupo das enterobactérias, entre eles a Salmonella thyphimurium em 2,28%
(LANGONI et al., 1999).

Segundo Martins (2006), a coccao do alimento elimina o risco deste
patdbgeno, mas em alguns casos, Sao necessarias poucas células infectantes
de Salmonella (de 1 a 10 células para alguns sorotipos) causam sintomas no
ser humano (LINDER, 2002).

Com base no estudo, considera-se a importancia do treinamento
constante em boas praticas de fabricacdo, procedimentos padrbes de
higienizacdo e andlise de perigos e pontos criticos de controle para
manipuladores de alimentos.

Quanto as contagens de microrganismos aerobios mesdfilos, verificou-
se que variaram de 9 x 10> a 10° UFC/g e a populacdo de Staphylococcus

coagulase negativo variou de 107 até 1,8 x 10 UFC/g (Tabela 4.)



Tabela 4. Contagem de bactérias aerébias mesoéfilas e Staphylococcus
coagulase positivo e negativo em amostras de Trairas (Hoplias
malabaricus), provenientes do Municipio de Sao Bento-MA, 2010.

Bactéria aerdbias Staphylococcus
meso6filas
(coagulase +) (coagulase -)
(UFC/9g) N % ausente (UFC/9) N %
9 x10? 1 2,5% ausente  Auséncia 22 55,0%
3 4 2 3
10°- 10 7 17,5% ausente 10 - 10 4 10,0%
5 6 4 5
10°-10 17 42.5% ausente 10 -10 8 20,0%
7 8 6 7
10°-10 10 25,0% ausente 10 - 10 4 10,0%
9 8
10 5 12,5% ausente 1.8 x10 2 5,0%
TOTAL 40 100% ausente 40 100% 40

Em relacdo a contagem de bactérias aerdbias mesdfilas, a legislacéo
ndo determina um padrdo, no entanto, uma contagem elevada destes
microrganismos sugere a possibilidade de uma maior deterioragcdo do produto,
além da presenca de bactérias patogénicas. As altas contagens néo
determinaram alteracGes macroscoépicas caracteristicas de deterioracdo do
peixe, uma vez que os peixes adiquiridos na pesquisa, em sua maioria, eram
recém capturados e mantinham caracteristicas condizentes com o estado de
frescor adequado para o produto, caso o peixe néo seja armazenado de forma
adequada.

Segundo Ykoyama (2007) microrganismos deteriorantes séo
responsaveis pela diminuicdo da vida de prateleira do pescado devido a sua
capacidade proteolitica, pectinolitica e lipolitica. Desta forma uma maneira de
se amenizar essas altas contagens seria a rapida refrigeracédo do pescado, ja
gue a microflora mesofilica multiplica-se rapidamente a temperatura ambiente.

Agnese et al.(2001) relatam que valores de microrganismos mesofilos
superiores a 10° UFC/g de carne de peixe sdo considerados criticos em
relacdo ao grau de frescor. Entretanto, Lira et al. (2001) observaram que alguns

pescados que apresentaram numero superior a 10° UFC/g n&o estavam com



seus caracteres alterados, enquanto outros com numero inferior, na andlise
sensorial, eram desclassificados, dados semelhantes ao observado no
presente estudo.

Quanto a presenca de Staphylococcus (Tabela 4), as amostras
analisadas nao apresentaram contaminacdo por Staphylococcus coagulase
positivo. Entretanto, a contaminagdo por Staphylococcus coagulase negativo
variou de 10% a 1,8 x 10® UFC/g. Estas contagens elevadas podem ser
atribuidas a manipulacdo inadequada do produto, por pescadores e
vendedores portadores da bactéria, albergando-a nas mucosas e superficie da
pele. Ressalta-se a importancia de implantar as boas praticas, orientando o
vendedor quanto a higiene pessoal e o uso de EPI's — Equipamentos de
protecdo individual- (mascaras, luvas, tocas, batas), melhorando a qualidade
do produto.

Apesar da Legislacdo Vigente nao estabelecer padrdo para
Staphylococcus coagulase negativo, estes podem produzir enterotoxinas,
gueocasionam intoxicacdo alimentar. Lamaita (2003) enfatiza que os padrdes
legais para alimentos especificam apenas a presenca de espécies coagulase
positivo e reforca a necessidade de reviséo da legislacdo brasileira, incluindo
Staphylococcus coagulase negativo, dada sua importancia do ponto de vista de
seguranca alimentar.

Rapini et al. (2005) ao estudar a presenca de cepas de Staphylococcus
spp. produtores de enterotoxinas e da toxina TSST-1, observaram que dos 28
pools que apresentaram potencial toxigénico, 96,4% corresponderam a
espécies de Staphylococcus coagulase negativo, representadas por S.
epidermidis e S. cohnii. Santos (2003) descreveu a toxigenicidade de 63,2%
das cepas de S. epidermidis e de 84,6% das cepas de S. cohnii isoladas dos
manipuladores de alimentos, envolvidos em surtos de intoxicagdo alimentar. A
toxigenicidade das cepas coagulase negativo tem sido descrita (SENA, 2000;
MACHADO, 2001; LAMAITA, 2003) e surtos de intoxicac&o alimentar veiculada
por produtos lacteos (CARMO et al., 2002; VERAS et al., 2003) ressaltaram a

importancia desse grupo de microrganismos para a Saude Publica.



A presenca de Staphylococcus spp. esta associada as condi¢cdes
higiénicas inadequadas, desta forma torna-se um fator preocupante do ponto
de vista sanitario, uma vez que reflete falta de higiene no manuseio, uma
temperatura de armazenamento nao eficaz e possibilitando a identificacéo de
cepas de Staphylococcus coagulase negativo enterotoxigénicos. Torna-se
imprescindivel, exigindo, desta forma uma revisdo urgente da atual legislacéo
sanitaria de alimentos pelos 6rgédos oficiais de inspecdo e vigilancia sanitaria
com incluséo de padrdes para Staphylococcus coagulase negativo.

A tabela 5 apresenta a ocorréncia de Aeromonas spp.. Das 40 amostras
36 (90%) dos peixes analisados estavam contaminados por este
microrganismo. De 36 (90%) amostras verificou-se que 7 (19, 4%) estavam

contaminadas pela espécie A. cavie e 29 (80,6%) por A. hidrophila.

Tabela 5. Espécies de Aeromonas spp. isoladas de amostras de Trairas
(Hoplias malabaricus), provenientes do Municipio de Sdo Bento-MA, 2010.

Amostra/ Espécies Aeromonas spp.
isoladas
N %
Aeromonas cavie 7 19, 4%
Aeromonas hidrophila 29 80,6%
Total 36 100%

O género Aeromonas é autétone do ambiente aquatico e as espécies
moveis e mesodfilas sdo encontradas mundialmente em &guas ddcicolas,
salobras, caracteristicas da regido da baixada maranhense, onde foi realizado
0 estudo.

Outro fator que contribui para presenca de Aeromonas € a correlagdo
entre o numero presente na matéria orgéanica e o numero total encontrado na
agua, detectada em canos de esgoto estourados de pia e efluentes domésticos
(ARAUJO et al., 1989).

A contaminacdo por estas espécies sugerem um risco a saude dos

consumidores uma vez que as mesmas sao reconhecidas como patogénicas



para humanos, devido a producdo de citotoxinas, enterotoxinas e hemolisinas
produzidas e por causarem infec¢cbes de pele, principalmente em pacientes
imunodeprimidos.

De acordo com Chopra & Houston (1999), A. hidrophila é considerada
uma das principais cepas enteropatogénicas isoladas de pacientes com
gastrenterites; embora A. cavie tenha sido implicada em alguns casos de
diarréia.

Entre as espécies de Aeromonas spp., existentes, a A. hydrophila, A.
caviae e A. veronii biovar sobria sdo as mais comumente associadas com
infeccbes em humanos e somam mais de 85% dos isolados clinicos
pertencentes a esse género (JANDA e ABBOTT, 1998; VILA et al., 2003; AL-
BENWAN et al., 2007; TSAI et al., 2009).

No Brasil existem relatos de isolamento de diferentes espécies de
Aeromonas spp., de amostras clinicas de caso de diarréia infantil, infeccéo
hospitalar ou gastroenterites causadas pela ingestdo de alimentos como
pescados, carnes e vegetais (PEREIRA, 2003). Estes dados reforcam a
necessidade da implantacdo de medidas higiénico—sanitarias para pessoas que
lidam diretamente com alimentos, minimizando a ocorréncia do problema. Além
disso, sdo também consideradas importantes patdégenos de peixes (AUSTIN &
ADAMS, 1996) e causam deterioracdo de pescados (GIBSON, 1992;
GONZALEZ- SERRANO et al., 2001). Todas as espécies de peixes podem ser
susceptiveis a infec¢cBes bacterianas por Aeromonas spp. uma vez que estes
microrganismos estdo naturalmente no ambiente aquatico (COSTA, 1998).

Silva (2010) ao avaliar a presenca de Aeromonas em tambaqui
(Colossoma macropomum), tambacu (C. macropomum X Piaractus
mesopotamicus), tilapia (Oreochromis niloticus) e Curimatd (Prochilodus
lineatus), provenientes das pisciculturas da regido da baixada maranhense
verificou que tais propriedades representavam, no periodo da investigacao, um
importante reservatorio natural de Aeromonas, servindo como fator de risco
para os animais cultivados e em caso de surtos, causaram prejuizos

econdmicos a essas propriedades.



Hirsch et al., (2005), ao avaliar tilapias, provenientes de pisciculturas em
Minas Gerais, verificaram a ampla distribuicdo de diferentes espécies entre as
propriedades estudadas, achados relevante devido ao fato de que foram
encontradas espécies potencialmente patogénicas aos peixes (A. hydrophila,
A. sobria, A. veronii, A. caviae, A. schubertii), e também espécies
potencialmente patogénicas a seres humanos (A. hydrophila, A. sobria, A.
caviae, A. veronii bt veronii, A. schubertii, e A. jandaei), implicados em casos de
infec¢gdo para o consumidor.

Os isolados de A. hydrophila, encontrados no presente trabalho, foram
obtidos de peixes sem nenhum tipo de sintomatologia, sugerindo que estes
exemplares eram portadores dessa espécie bacteriana e a ingestao de peixes
contaminados por esta espécie torna o individuo susceptivel as gastroenterites.

Os isolados de A. hydrophila e A. cavie, no presente estudo, corraboram
com os trabalhos de Rall et al. (1998), que ao realizarem estudo no Estado de
Sé&o Paulo verificaram que 48% das amostras de pintado (Pseudoplatystoma
sp.) coletadas de mercados estavam contaminadas por Aeromonas, sendo que
A. caviae foi mais frequente (60%), seguida de A. hydrophila (50%) e A. sobria
(12%). KATOCH et al. (2001) verificaram que 66% das amostras de musculo
de Cyprinus carpio, Ctenopharyngodon idella, Carassius auratus e
Hypophthalmichthys molitrix continham A. caviae, ressaltando a importancia
destas em pescados.

Ao avaliar a qualidade sanitéria de peixes comercializadas no mercado
em Sao Paulo, Silva (2007), observou que em 10 (50%) das amostras isolou-se
Aeromonas spp.. Os peixes avaliados neste trabalho eram comercializados na
regido em feiras livres, nas quais as condicdes de higiene muitas vezes sé&o
precarias, representando um potencial risco para a populagcdo consumidora,

caso estejam contaminados por Aeromonas.

5.2 Andlise fisico-quimica e microbiolégica da agua

A tabela 6 sumariza as principais caracteristicas fisico-quimicas da

agua provenientes dos locais de pesca das regibes alagadas da baixada



maranhense. Com valores médios de pH 6,9 0,05, e variacdo d 6,4 - 7,4;
turbidez de 543,8 £0,49UNT, (182-828); condutividade elétrica de 882,7 £0,04
puS/cm, (773 - 941,1); Calcio de 34,3 1,2 mg/L, (27,5-45); Magnésio de 97,5
+0,07 mg/L, (87,5-112,5); dureza total de 131,8 + 0,07 mg/L,(120 — 145);
alcalinidade total de 66,7+0,42 mg/L, (38 — 145) e cloretos de 400+ 0,07 mg/L,
(358,9 — 430). Os resultados foram avaliados segundo a resolucdo CONAMA
N° 357, de 17 de mar¢o de 2005.



Tabela 6. Analises fisico-quimica das aguas, provenientes do local de pesca, na baixada maranhense, municipio de
Sé&o Bento, 2010.

Andlises/resultados

Parametros Média Min. Max. Cv* Dp* CONAMA Und.*

N° 357/05

(classel)
pH 6,9 6,4 7,4 0,05 0,3 6,0a9,0 -
Turbidez 543,8 182 828 0,49 268,4 100 UNT UNT*
Condutividade 882,3 773 941,1 0,04 41,9 - uS/

cm
Calcio 34,3 27,5 45 1,2 41,6 - mg/L CaCOs;
Magnésio 97,5 87,5 112,5 0,07 7,6 - mg/L CaCOs;
Dureza total 131,8 120 145 0,07 9,4 - mg/L CaCO;
Alcalinidade total 38 145 0,42 28,5 58 mg/L CaCOs;
66,7

Cloretos(CL") 400,9 358,9 430,9 0,07 30 250,0 mg/L mg/L CL

* Valores médios para 12 amostras analisadas, CV- coeficiente de variacdo, Dp- desvio padrdo; Und. — unidade; UNT - unidades
nefelométricas de turbidez.



Os resultados demonstraram pH neutro a alcalino em todas as amostras,
porem dentro dos padrdes. Estes resultados indicam acidez ou alcalinidade,
quando considerada acida pode causar sérios problemas ao homem e ao
ambiente. Percebeu-se que a &agua apresenta uma turbidez acima do
permissivel no CONAMA N°357/05 (Classel), demonstrando uma alta
concentracdo de sedimentos, tornando-a uma agua muito barrenta, o que pode
ser justificado pelo simples fato de né&o ter havido renovacdo da agua em
tempo habil. Segundo Ostrensky et al. (1998), a turbidez causada pelos
sedimentos em suspensdo impede a penetracdo da luz na agua e o
desenvolvimento do fitoplancton, devendo sempre evitar o uso de aguas
barrentas em criacbes de peixes confinados. Jerénimo, (2009) indicou a
possivel relagdo entre a transparéncia da agua e mecanismos de permanéncia
dos parasitos nos peixes (BUCHMANN & LINDESTROM, 2002), influenciando
positivamente para que haja significativo aumento do parasitismo.

A condutividade elétrica (C.E) e o pH fornecem subsidios para se avaliar
a possibilidade de precipitacéo de sais e a inducéo da salinidade em fun¢éo da
prética da irrigacdo. Em relacdo ao magnésio (Mg2+) e Calcio (Ca2+), altas
concentracbes em estacdo seca, podem ser decorrentes das elevadas
temperaturas que aumentaram o processo de ebulicdo da agua das lagoas,
deixando-a mais rasa e concentrada com relacdo a esses ions, o que pode
variar em periodo chuvoso com uma entrada mais frequente de agua do mar e
incidéncia de chuvas, essenciais para que as concentracdes desses elementos
diminuam, em fungdo de um maior volume de 4gua ocasionando dilui¢des.

Dentre o0os parametros avaliados, apenas o pH encontra-se em
conformidade com a Resolucdo CONAMA n° 357(2005) .

O bom desempenho e disponibilidade de peixes em ambiente natural é
resultado de uma série de fatores que estdo intimamente ligados. Devido ao
seu intimo contato com o ambiente aquatico, complexo e dinamico, e a sua
condicdo pecilotérmica, os peixes estdo sob desafios constantes que vao
desde variacfes dos aspectos fisico-quimicos da agua até praticas de manejo,
transporte, tratamentos, altas densidades de estocagem (LIMA et al., 2006) e

doencas infecciosas e parasitarias que culminam em estresse aos peixes com



significativos prejuizos econémicos (MORAES & MARTINS, 2004). Segundo
Flores-Crespo et al. (1992), a qualidade da agua pode influenciar na presenca
de parasitos da Classe Monogenoidea.

Os resultados das analises microbiolégicas para as amostras de agua
vaiaram de 7,8 a >1600 NMP/mL (Tabela 7). Das doze analises realizadas,
uma amostra da primeira coleta e trés da segunda coleta estavam com
contagem elevadas > 1600 NMP/mL, no entando para que a agua fosse
considerada imprépria seria necessario que 80% das amostras estivessem
comprometidas, desta forma a agua analisada esta dentro dos padrdes
estipulados pelo CONAMA, Resolug&o n° 537 (20050 para uso de recreacao,

bem como dessedentacédo dos animais.

Tabela 7. Determinagdo do numero mais provavel de coliformes
termotolerantes, em amostras de agua, provenientes da baixada
maranhense, no periodo seco do ano, municipio de Sado Bento- MA.

Periodo seco Amostras Padrao CONAMA

do ano (classe 3)*
N % NMP/mL

Inicio 5 41,6 7,8-1600 Propria 1000
termotolerantes/

(6 amostras) 100 mililitro para

1 16,6 >1600 Imprépria  dessedentacgéo
Final 3 25,0 17-540 Propria 2500
L termotolerantes/
(6 amostras) 3 25,0 >1600 Imprépria 100 mililitros

para recreagao
Total 12 100

* Valores de referéncia para uso da agua Classe 1, 2 e 3, CONAMA N°357.

Segundo o CONAMA, Resolucdo n° 357 (2005), os padrdes
microbioldgicos de coliformes termotolerantes para o uso de recreacdo de
contato secundario ndo deverd ser excedido um limite de 2500 coliformes

termotolerantes por 100 mililitros, bem como para dessedentacdo de animais



criados confinados ndo deverda ser excedido o limite de 1000 coliformes
termotolerantes por 100 mililitros em 80% das amostras, CONAMA n° 357
(2005).

As regides alagadas da baixada maranhense por sevir como areas de
confinamento para pesca artesanal, bem como lazer, deve-se atentar as
condicdes higiénicas e a balneabilidade do seu uso. Acredita-se, entdo, que
toda agua possuindo mais de 1 a 2 coliformes/100 mL deve conter também
bactérias patogénicas, logo impropria para consumo se nao houver prévia
desinfeccdo (BIER, 1978). Enquanto, vaz0es mais baixas, favorecem a
incidéncia de doencas de veiculacdo hidrica (DVH) por se relacionarem
diretamente com as precipitacdes pluviométricas, podendo a principio significar

menor diluicdo de microrganismos patogénicos (BRANCO, 1996).

5.3 Avaliacéao parasitologica

Os nematédeos e monogenéticos obtidos nas amostras de H.
malabaricus foram do género Contracaecum spp., Pseudoterranova spp.,
Eustrongylides spp., Gyrodactirus spp., Dactylogirus spp. e larva Acanthor de
Acanthocephala, que foram observados em microscopio Optico, totalizando

1290 parasitos identificados.

5.3.1 Morfometria

Das 70 unidades de H. malabaricus, examinadas apresentaram peso
médio de 97 + 43,4, com variacao de 39 - 235 g; média de comprimento total
de 20, 7 cm £ 2,23 cm (15,5 - 30 cm); média de comprimento parcial de 16,1
cm * 43,4 (12 — 22 cm). Martins (2009) ao estudar a sazonalidade de larvas de
Eustrongylides spp. em H. malabaricus, em peixes do rio Parana, Sudeste do
BRASIL, observou que a alta prevaléncia foi entre peixes com 425-550 g e
800 -1.650 g, nesse estudo foi atestado que o tamanho dos peixes influencia,

guando considerada a prevaléncia de Eustrongylides, (HAHN et al.,1999).



Barros et al. (2009), ao estudarem cacharas, (Pseudoplatystoma
fasciatum) provenientes do rio Cuiaba, Mato Grosso, Brasil nao observaram
correlagdo significativa entre o comprimento do peixe e a intensidade de
infeccdo por Contracaecum e Eustrongylides. Ao relacionar o peso e o
comprimento com o fator de condi¢céo relativo estimado nao foi significativa
essa correlacdo com a intensidade de infeccdo por Contracaecum e

Eustrongylides.

5.4 dentificacdo de endoparasitas de Hoplias malabaricus

Os nematodeos do género Anisakis e Eustrongylides estavam na
cavidade interna dos peixes, encistados ao mesentério. Nao foram observadas
alteracOes nas estruturas internas, como figado, coracdo e musculatura. A alta
concentracdo de nematddeos foi encontrada em regido préxima aos cecos
piléricos (Figura 7 (A’, A”)). Os monogenéticos se concentraram principalmente
na por¢cdo anterior do intestino, diferindo dos Acantocephalos que foram

encontrados, em sua maioria, aderidos aos nematodeos (Figura 7(B, B’)).



Figura 7. Presenca de nematdédeos Anisakidae e de Classe Monogenea em Hoplias
malabaricus: A) nematdédeos encistados no mesentério; A’) nematédeos em cecos
pilorico; A”) Anisakideos encistados em mesentério; B) monogenéticos encistados em
nematoédeos Anisakideos;B”) Acantocephalo encistado em Anisakideos.

5.4.1 Nematédeos da Familia Anisakidae

Os Anisakideos pertencentes ao género Contracaecum spp.,
apresentam como caracteristicas o eséfago provido de ventriculos, apéndice
ventricular posterior, ceco anterior intestinal presente e o poro excretor situado
na base dos labios ( Figura 8), estas descri¢cdes estdo de acordo com Kohn et
al.,(1985); Moravec (1998). As larvas podem levar o peixe a morte ao perfurar
0s Orgaos vitais, como 0 coracdo ou provocar patologias que debilita os
hospedeiros, facilitando a predacdo por outros animais, que podem ser tidos

como hospedeiros definitivos.



Figura 8. Micrografia dos nematédeos do género Contracaecum sp. (Anisakidae)
encontrado em Hoplias malabaricus, Sdo Bento, MA. a, b, c) por¢ado anterior; d, e)
porcéo posterior (Oc. 10x e Ob. 5x; Oc. 20x e Ob. 5x). (50x e 100x).

Embora as larvas de anisakideos tenham sido encontradas no
mesentério existe o risco em termos de Saude Publica, considerando — se a
possibilidade de migracdo das larvas para a musculatura do peixe, que podera
ocorrer in vivo e/ou ap0s captura, além do tempo de exposicdo e permanéncia
em barco ou entreposto sem evisceracdo, uso do gelo, assim como a
comercializagdo sem tratamento prévio (evisceracao).

Um fator importante aliado a ingestdo de pescado infectado por
anisakideos, mesmo apo0s coccdo adequada, € a capacidade de desenvolver
reacdes alérgicas de grau variavel, descritas em pacientes hipersensiveis. A
resposta imunoldgica € desencadeada pelo potencial antigénico das particulas
parasitarias, existentes no pescado mesmo apos a cocc¢do. Fato comprovado
por Fernandez de Corres et al., (1996) e Montoro et al. (1997), no caso de A.
simplex. Os peixes que se alimentam da fauna bentbnica s&o parasitados

principalmente por Pseudoterranova spp., devido a particularidades do ciclo



evolutivo desses helmintos. Aqueles que se alimentam de outros peixes
albergam muitas vezes dois agentes (EIRAS, 1994).

Outro nematdideo encontrado em H. malabaricus foi do género
Pseudoterranova spp. que sao caracterizados por possuirem labios pouco
dilatados anteriormente com margens denteadas e interlabios ausentes. Poro
excretor localizado préximo a base dos labios subventrais. Glandula excretora
situada ventralmente, se estendendo posteriormente sem atingir o nivel do
intestino; porcao localizada préximo a metade do esoéfago larga, com diametro
correspondendo entre 25-31% do diametro do corpo. Apéndice ventricular
ausente. Ceco intestinal presente. Machos com espiculos subiguais; trés
margens denteadas pos-cloacais. FEmeas com vulva situada no terco anterior
do corpo (Figura 9), caracteristicas morfolégicas compativeis com os trabalhos
realizados por Mosgovoy (1951); Gibson & Colin, (1982); Gibson, (1983);

Vicente et al., (1985).
|
|
5

Figura 9. Micrografia de nematdédeos do género Pseudoterranova sp. (Anisakidae),
encontrado em Hoplias malabaricus, Sdo Bento, MA. a, b,c ) porcdo anterior; d, e) porcéo
posterior. (Ob. 10x; Oc.5x; Ob.20x; Oc. 5x.).

Trabalhos realizados por Rego & Santos, (1983), Sdo Clemente et al.
(1994) e Luque & Poulin (2004), no litoral do estado do Rio de Janeiro,



relataram o parasitismo de peixes marinhos por larvas de Pseudoterranova
spp.. Segundo Gibson (1983), para a determinacdo genérica entre
Pseudoterranova e Terranova € necessaria a observacdo das estruturas
componentes do sistema excretor e a presenca de cauda com mucron terminal
como um carater usualmente observado nas descri¢des de larvas pertencentes

a Pseudoterranova.

5.5 Nematédeos da Familia Eustrongylides

O género Eustrongylides, pertence ao filo Nematoda, classe
Adenophorea, ordem Enoplida, familia Dioctophymatidae, superfamilia
Estrongyloidea (ROHDE, 2005).

Superfamilia Strongyloidea apresentam boca primitivamente bilabiada;
es6fago simples, claviforme; aparelho genital feminino duplo, geralmente
anfidelfo, machos com bolsa copuladora com raios bursais dois espiculos com
ou sem gubernaculo; caracteristicas observadas em nosso estudo, que estéao
de acordo com Travasso, (1925). Esses nematddeos podem alcancar de 4 a 10
cm de comprimento, com coloracdo avermelhada ou vermelho castanho,.

sendo comuns nos musculos de peixes (Figura 10).

Figura 10. Micrografia de nematdédeos do género Eustrongylides sp., encontrado em
Hoplias malabaricus, Sdo Bento, MA. a ) porcéo anterior; b) porgdo posterior. (Ob.20x;
Oc. 5x.).

Nos peixes 0os nematdédeos apresentam-se na fase intermediaria, e

alcancam a fase adulta em aves. Estdo presentes em varios 6rgaos dos peixes,



principalmente na superficiee externa do estébmago. No estudo realizado,
verificou-se a presenca de Eustrongylides spp. encistados no mesentério da
cavidade abdominal, mas é comum a presenca em fase adulta, quando o
periodo de encistamento foi encerrada na fase de transferéncia de hospedeiros
(peixes), penetrando nos 6gaos vitais e musculatura, habitando no corpo do

animal, como verificamos nos achados das necropsia, nesse estudo.

5.6 MONOGENETICOS

Segundo, Eiras (1993), a patogenia provocada pelos monogenéticos €
variavel com as espécies e com o local de fixacdo. Quando fixados ao
tegumento ocorrem lesdes de gravidade pouco acentuada, variavel com a
espécie, podendo verificar-se necrose das células, destruicdo de escamas e
hipersecrecdo de muco. As lesbes serdo tanto mais graves quanto mais
abundantes forem os parasitas, que podem alcancar elevadas densidades. Em
casos de intensidade de infeccdo elevada os monogenéticos podem provocar
mortalidades especialmente em peixes pequenos e diferentes espécies
(NOGA, 1995; CONE et al., 1993; ERGENS, 1983; LESTER & ADAMS, 1974,
MACKENZIE, 1970).

Diferente do que se verifica usualmente, foi observado no estudo
grande quantidade de girodactilideos e dactilogirideos em cavidade interna do
peixe, este fato pode ser atribuido a alta densidade populacional destes
parasitos no ambiente aquatico, aliada ao habito alimentar de H. malabaricus
que € um peixe piscivoro, desta forma favorecendo a ingestdo de
ectoparasitos; assim como as adversidades do ambiente (como polui¢c&o), que
contribuem para estresse animal e consequentemente uma queda na
imunidade do mesmo.

Em termos evolutivos, novas espécies podem ser geradas internamente
por especiacdo. Um processo semelhante determina a riqueza de parasitas
que afetam uma populacéo de hospedeiros, Segundo Lupchinski Jr. (2006), em
relacdo a diversificacdo de linhagens de parasitas, a especiacdo intra-

hospedeiro pode ser importante. Brooks & McLennan (1993) sugeriram que,



entre monogenéticos, a especiacao simpatrica (especiacao intra-hospedeiro)
pode ser mais usual que em outros grupos de parasitas, por causa de algumas
caracteristicas bioldgicas, como: ciclo de vida direto e relativa longevidade.
Espécies congéneres de monogenéticos explorando o mesmo hospedeiro
podem representar casos de simpatria. Os monogenéticos pertencem
principalmente a duas grandes familias: Gyrodactilidae e Dactylogyridae
(VARGAS, 2001; PAVANELLI et al., 2002).

5.6.1 Girodactilideos

A maioria das familias de monogenéticos é classificada, segundo
caracteristicas morfologicas, sobretudo em relacdo ao haptor (CRIBB et al.,
2002). A localizagao preferéncial nos peixes € nas branquias, narinas, olhos e
na superficie corporal, essas caracteristicas favorecem as les@es, tornando-se
uma porta de entrada para outros agentes. Todos 0s monogenéticos, exceto
Gyrodactylideos sédo oviparos. O Utero contém poucos ovos, muitas vezes,
apenas um, mas a producdo diaria total pode variar de 5 até 60. Condicdes
adversas de vida (devido a respostas da qualidade da agua ou de acolhimento)
frequentemente aceleram a oviposi¢cao (IZUMOVA, 1958).

Nos girodactilideos, as estruturas do haptor apresentam um alto grau de
variacdo, na forma e tamanho, relacionados com a temperatura da agua; idade
dos parasitas; espécies de peixes hospedeiros; distribuicdo geografica e
localizagdo no hospedeiro (ERGENS apud MATEJUSOVA et al., 2001). Essa
estrutura é formada por um conjunto de ganchos, barras e ancoras, de numero
e tamanhos variaveis, responsaveis pela fixacdo. Provocam uma série de
reacoes fisiolégicas no hospedeiro, como hiperplasia do tecido branquial,
excessiva producdo de muco e fusdo dos filamentos branquiais, o que,
dependendo do grau de severidade, pode levar o hospedeiro a morte por
asfixia (PAVANELLI et al., 2002) (Figura 11).



Figura 11. Micrografia de monogenéticos encontrados em Hoplias malabaricus,
Sdo Bento, MA: Gyrodactilus spp. (a-200x), comprimento total - 750um (b-250x),
largura - 315um (c-250x), estrutura de fixagdo - 90um (d-250), comprimento da
estrutura de fixacéo internamente - 480um (e-200x), (—) coroa de espinhos interna
(haptor).
A média do comprimento total para 1693,5 + 410,7 um, com variacdo de
1200 - 2250um; comprimento parcial médio de 603 + 183,2 um, (375 - 900um);
média da largura de 540 + 52,9 um (480 - 630um); média da lagura da base
superior de 223,5 +47,5 pm (450 - 600um);, média da largura da base inferior
de 277 £ 68,6 um (150 - 375um); média da coroa de espinho central de 504+

47,5 um (450 - 600um), para os exemplares em estudo.

5.6.2 Dactilogirideos

Os parasitas da familia Dactylogyridae pertencem a subordem
Dactylogyrinea, ordem Dactylogyridea, subclasse Polyonchoinea, conhecida
como Monopisthocotylea, classe Monogenea, filo Platyhelminthes e ao reino
Animalia (BOEGER & KRITSKY, 2001). Eiras (1994) considerou o género
Dactylogyrus como o mais freqliente da familia Dactylogyridae.



A maior parte dos dactilogirideos tem corpo alongado, ligeiramente
achatado dorso - ventral e um aparelho de fixagdo com estruturas
esclerotizadas (ganchos, ancoras e barras). Os adultos tém geralmente dois
pares de receptores de luz pigmentados, que se localizam em frente e por cima
da abertura oral. Em alguns exemplares podem ser substituidos por granulos

dispersos, ou até mesmo néo existir (EIRAS, 1994) (Figura 12).

Figura 12. Micrografia de monogenéticos encontrados em Hoplias malabaricus, Sao
Bento, MA: Dactylogirus sp., a) ganchos de fixagao; b’) coroa central com espinhos -
225pm (b’-250x); b”’) comprimento total - 675um (b”-250x); c) largura - 300pum (c-250x); d)
comprimento da regido anterior - 135um (d-250x) e), comprimento da regido posterior -
150um (e-250x) .

A média do comprimento total 1429,5 + 188,8 um, com variacdo de
1125 - 1500um; comprimento parcial médio de 600 + 169,6 um (375 - 990um);
meédia da largura de 600 + 59,6 um (480 a 630um); meédia da lagura da base
superior de 225 + 33,1 um (180 a 300um); média da largura da base inferior de
291 *+ 64,1 um (180 - 300um); média da coroa de espinho central de 483 + 88,2

pum (375 - 675um), para os exemplares em estudo.



Poulin (2002) relatou que a maioria dos dactilogirideos tem menos de
um milimetro de comprimento corporal. Na parte anterior do corpo apresentam
dois lobos cefélicos que contém secre¢cdes das células glandulares adesivas.
O haptor tem dois pares de ganchos centrais (“hamuli”) e 14 ganchos
marginais. Na maioria dos dactilogirideos, os quatro “hamuli” sdo conectados
funcionalmente em dois pares laterais, cada par contendo um “hamulus” dorsal
e ventral que se contrapdem, empalando a base de duas lamelas secundarias
entre as quais esta localizado o haptor. Os ganchos marginais tém uma
importancia complementar com dois pares normalmente localizados
dorsalmente (EIRAS, 1994; KEARN, 1994).

A alternancia de locais deve ocorrer antes que o haptor fiqgue preso aos
tecidos do hospedeiro, sendo esse 0 primeiro passo no processo de
eliminacéo, seguido da expulsédo do nédulo em que o parasita esté fixo. Porém
alguns dactilogirideos reverteram esse processo de encapsulamento de seu
haptor como vantagem, pois isso lhes confere uma estabilidade que diminui os
perigos durante sua vida reprodutiva e que permite uma fixacdo segura sem

um constante dispéndio de energia (KEARN, 1994).

5.7 Acanthocephala

Os acantocéfalos tém organizacdo caracteristica e peculiar. O corpo é
alongado, mais ou menos cilindrico, tendo quase sempre pregas transversais.
Suas dimensdes variam muito, as menores espécies medem apenas alguns
milimetros e as maiores atingem decimetros de comprimento. A largura, porém,
nao varia proporcionalmente ao comprimento e sdo raras as espécies de mais
de 5 mm de diametro. As suas extremidades sdo muito diferentes; a anterior
apresenta uma tromba retratil ou invaginavel que serve para fixagao do parasito
e a posterior tem a abertura genital (Figura 13), caracteristicas sememlhantes

as descritas por Travassos, (1945).



Figura 13. Micrografia de larva de (a) Acanthella (Acantocephalidae).
encontrados em Hoplias malabaricus, Sdo Bento, MA: b) prosbécida com
ganchos quitinosos-218,7 um; c) comprimento transversal da prosboécida -
225um; d’) parede espessa com cuticula quitinisada - 30um e d”) regiao
mediana - 3450um; e) presenca de acUleos no tegumento - 150um f, g)
testiculos, comprimento transversal - 105um e longitudinal 150um,
respectivamente; h) poro excretor; i) comprimento tranversal da regido
posterior (a-50X, b,c,e,f,g, i-100x, h-200x).

As paredes do corpo sdo constituidas por um sincicio rico em fibrilas
musculares dispostas em todas as dire¢cdes, tendo ainda, algumas vezes,
camadas de células musculares dispostas anular e longitudinalmente. Os
testiculos, em numero de dois, sdo esféricos ou elipséides mais ou menos
alongados, situados geralmente na parte média do corpo (TRAVASSO, 1945).

A mensuracdo média do comprimento da prosbécida foi de 218,7 +
44,06 pm, com variagdo de 150 - 300um; comprimento transversal da

prosbocida (por¢cdo anterior) 247+ 96,4 um (180 - 300um); comprimento



tranversal da regido posterior 178,7+ 30,9 pum, (150 - 225um); regido mediana
6355 +39,6 um (555-675um), comprimento vertical do testiculo de 72, 5 £119,2
pum (75 - 180um); média do comprimento transversal do testiculo de 107,5

+46,4 um (75 — 187,5um), para este estudo.

5.8 Prevaléncia e incidéncia de endoparasitas em Hoplias malabaricus

Do total de 70 peixes examinados, 64 (91,4%) apresentaram parasitismo
por larvas de nematédeos, identificadas como Contacaecum spp.,
Pseudoterranova spp., Eustrongylides spp., larva de Acantella (Acantocephala)
e monogenoides (Dactylogyrus spp. e Gyrodactylus spp.). Dentre os peixes
examinados observou-se prevaléncia de 82,8% (58) com o nematddeo
Contracaecum spp., 65,7% (46); Pseudoterranova spp., 7,1% (5);
Eustrongylides spp., 71,4% (50); monogenéticos e larva Acantella de
Acantocephalos, respectivamente (Figura 14). Esses resultados estdo
compativeis com os observados por Moreira et al., (2005) que estudaram
peixes parasitados com prevaléncia de 80%,em pelo menos uma espécie de

parasita.
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Figura 14. Prevaléncia do parasitismo em trairas (Hoplias malabaricus), provenientes de
Sdo Bento, MA, de acordo com o género de nematédeos, monogenéticos e
acantocefalos.

As trairas (H. malabaricus) parasitadas apresentaram larvas no
mesentério com excecdo de um exemplar que estava inserida na bexiga
natatoria. A intensidade média total da infeccdo foi de 20,1 parasito/peixe,
sendo 7,3 larva/peixe de Contracaecum spp.; 4,3 larval/peixe de
Pseudoterranova spp.; 0,07 larva/peixe de Eustrongylides spp. e 1,5 de larva
de Acantocephala; 6,9 de monogenéticos (3,7 de Gyrodactylus spp. e 3,2 de
Dactylogyrus spp.).

Amplitude de intensidade, intensidade média, indice de abundancia,
coeficiente de dominancia, coeficiente de variacdo, assim como o local de

infecgcao estao registrados na tabela 8.



Tabela 8. Prevaléncia, amplitude de intensidade, intensidade média, indice
de abundancia, coeficiénte de dominancia, coeficiente de variacéo e local
de infeccdo dos parasitos de Hoplias malabaricus, provenientes de Sé&o
Bento, MA.

Parasitos A.l* .M * I.A* CD* C.V(%)* Local de
infeccao
Contracaecum 1-27 7,3 6,7 36,4 6,7 Mesentério
spp. _
Pseudoterranova 1-30 4,3 3,9 21,5 4,08 Mesentério
spp.
Eustrongylus spp. 0-1 0,078 0,071 0,38 0,07 Mesentério
Acantocephala - 15 1,3 7,5 - Mesentério
Gyrodactylus spp. - 3,7 3,3 18,3 - Mesentério
Dactylogyrus spp. - 3,2 2,9 16 - Mesentério

*Amplitude de intensidade (A.l), Intensidade média (I.M), Indice de abundéancia (I.A),
Coeficiente de dominéancia (C.D), Coeficiente de Variacéo (C.V %)

Entre os nematédeos identificados, a maior e menor amplitude de
abundancia foi verificada para o Anisakideo do género Pseudoterranova com
variacdo de 1 - 30 parasitos/peixe, seguido de Eustrongylides com 1
parasito/peixe, respectivamente. Os indices mais elevados de intensidade
meédia, coeficiente de dominancia e coeficiente de variacdo foram para o
género Contracaecum, seguido dos monogenéticos Gyrodactylus spp.,
Dactylogyrus spp. e larva de Acantocephala.

Barros et al. ( 2009), ao estudarem a ocorréncia de endoparasitos em
peixes consumidos no estado do Para, dentre eles H. malabaricus,
constataram que a maior prevaléncia e intensidade média de parasitismo foram
de helmintos da familia Anisakidae encontrados em cavidade abdominal, estes
achados corraboram com o presente estudo, no qual observou-se a maior
amplitude de intensida (1 - 30 larvas/peixe), para nematédeos do género
Pseudoterranova e intensidade média de 7,3 para nematodeos do género
Contracaecum, seguidos do coeficiente de dominancia, com 36,4 e 21,5, para
Contracaeum spp. e Peseudoterranova spp., respectivamente.

A presenca de Acantocephala em peixes pode ser decorrente da
ingestdo de ostracados (pequenos crustaceos), que contem Acanthella

completamente desenvolvidas. No trato digestorio de peixes os ostracodos séo



ingeridos, liberando as Acanthellas que vao penetrar na parede do intestino e
as que ja sao infectantes vao alojar-se no figado, sendo recoberta por material
grandular em forma de cistos (OLSEN,1977).

Em estudo comparativo entre espécies diferentes, Martins (2009),
observou que H. malabaricus apresentou maior intensidade média do que
aquela observada em tucunaré (C. ocellaris), constatando-se que a abundancia
média parasitaria de H. malabaricus foi significativamente maior do que em
corvina (P. squamosissimus), embora ndo houvesse diferenca significativa
sobre a taxa de prevaléncia, intensidade média e abundancia média que nas
diversas estacfes do ano. Durante dois anos de prevaléncia, 100% das larvas
de Contracaecum em tucunaré (C. monoculus) também foi registrado por
Machado et al. (2000), no rio Parana.

Dentre os nematddeos identificados foram encontrados espécimes da
Familia Anisakidae (Contracaecum spp. e Pseudoterranova spp.) e
Eustrongylides spp., resultado também verificado por Barros et al. (2005), ao
estudarem H. malabaricus, provenientes de areas alagadas do Rio Cuiaba,
Mato Grosso, encontraram larvas de Contracaecum spp. e Eustrongylides,
distribuidas na musculatura esquelética e visceras dos peixes, com
prevaléncias de 73 e 33%, respectivamente, prevaléncia superior a observada
para o género Eustrongylides que foi de 7,1% em H. malabaricus, provenientes
das éreas alagadas da baixada maranhense.

Os parasitos identificados nesse estudo em H. malabaricus foram
observados encistados no mesentério da cavidade abdominal, com alta
concentracdo em ceco pilérico, semelhante aos achados de Muller et al.
(2004), que ao estudarem trairas provenientes de Sao Paulo, verificaram larvas
de Contracaecum spp. no figado e no ceco pilérico e larvas de Eustrongylides
spp. na musculatura e na cavidade geral. Os endoparasitos foram os principais
componentes da fauna parasitaria de H. malabaricus, coincidindo com os
trabalhos realizados por Luque et al., (1996); Takemoto et al., (1996); Silva et
al., (2000) e Martins et al., (2009).

Estudos demonstraram que a prevaléncia de larvas de Eustrongylides foi

de 40,8% em tucunaré (C. ocellaris), 38,6% em corvina (P. squamosissimus) e



68,8% em traira (H. malabaricus). Machado et al. (1994) relataram menor
prevaléncia (1,8%) de Eustrongylides em pintado (P. corruscans) coletadas em
rio. Estes baixos indices podem estar relacionado a auséncia de aves
piscivoras que fazem parte do ciclo biolégico desta espécie de parasito, uma
vez que os Eustrongylides sé se desenvolvem em adultos se forem ingeridos
acidentalmente na fase intermediaria.

Considerando os monogenéticos Gyrodactylus spp. e Dactylogyrus spp.,
foram identificados e encontrados internamente, na cavidade abdominal no
terco final do trato digestorio, aderidos a0 mesentério ou fixos em outros
Anisakideos, diferindo de sua caracteristica habitual como ectoparasitos de
branquias em peixes. Verificou-se nesse estudo que o coeficiente de
dominancia de 18,3 e 16, para Gyrodactylus spp. e Dactylogyrus,
respectivamente. A presenca destes monogenéticos internamente podem ser
atribuida a elevada prevaléncias em lagos poluidos, decorrentes da queda de
imunidade dos peixes hospedeiros, em virtude da poluicdo quimica. Segundo,
Skinner (1982), ambientes eutrofizados ou com niveis de turbidez elevados
devido ao aumento de material em suspensé&o na agua ou poluicdo, mesmo em
diferentes graus, possibilitando uma maior ocorréncia de irritacdo nos
filamentos branquiais dos peixes, aumentando, assim, a susceptibilidade aos
parasitos como 0s monogenéticos.

Na maioria das espécies de peixes associadas a monogenéticos, a
incidéncia é alta (préxima dos 100%) e a intensida de 2 - 10 ou mais vermes
por peixe sdo comuns (PAPERNA, 1974; BATRA, 1984).

Segundo S&o Clemente et al. (1997), a percentagem de infeccéo
aumenta de acordo com a idade dos peixes. Estes dados corraboram com o
estudo, uma vez que animais maiores apresentaram alto grau de parasitismo
(Tabela 9).



Tabela 9. Relacdo entre o comprimento total e quantidade de nematddeos
presentes em trairas (Hoplias malabaricus), provenientes do municipio de
Séo Bento-MA.

Comprimento total (cm)
15-17cm 18-20cm 21-23cm  24-26cm  27-30cm

N° de peixes 8 30 19 11 2

N° total de 21 256 210 190 76
nematodeos

Média 2,62 8,53 11,05 17,27 38
(parasito/peixe)

*DP 2,56 8,93 8,36 14,48 14,14
*CV (%) 0,97 1,04 0,75 0,83 0,37
*LI 0 0 0 0 28
*LS 6 34 26 52 48

*DP — desvio padréo, CV — coeficiente de variacéo, LI — limite inferior, LS — limite
superior

Os peixes de maior comprimento (27-30 cm) apresentaram meédia 38
parasios/peixe, com limites superiores e inferiores de 28 e 48, respectivamente,
peixes menores (15 - 17 cm), apresentaram média de 2,62 de parasitos/peixes,
com limites inferior de O e superior de 6, por unidade de peixes.

Martins et al. (2003) assinalaram para H. malabaricus, 600 a 750 g de
peso, como a maioria dos peixes parasitados por larvas de Contracaecum spp..
No presente estudo os peixes analisados apresentaram peso médio de 97g *
43,3, com variacdo de 39 a 235 g, inferior aos trabalhos realizados por Martins
(2003), no entanto os resultaos semelhantes com um indice de dominancia de
36,4 para nematodeos do género Contracaecum spp.

Martins et al. (2003) relataram que as fémeas de H. malabaricus
estudadas na regido do Rio Parana foram mais suscetiveis que os machos
nessa regido, corroborando com os achados de Guidelli et al. (2003). Essa
hipotese é apoiada pelo fato de machos e fémeas habitarem diferentes
ambiente ecoldgico, em qualquer momento de seu ciclo de vida.

O habito alimentar de peixes piscivoros facilita a transmissao de larvas
de parasitos de um peixe para outro. A freqiéncia de distribuicdo das larvas

Eustrongylides pode ser relacionada a dieta e ao ambiente (MEDIDAS,1988).



Embora consequéncias clinicas ainda ndo tenham sido investigadas
para Contracaecum spp. o potencial patogénico dessa espécie é comprovado
em mamiferos infectados experimentalmente, justificando a necessidade de
inspecdo prévia do pescado quando destinado ao consumo humano, bem
como os demais Anisakideos encontrados.



6 CONCLUSOES

e Os peixes provenientes e comercializados no municipio de Sao
Bento - MA, apresentam condicdes higiénico-sanitarias
insatisfatorias com presenca de coliformes totais, a 45° e E.col;

e A vida de prateleira do produto pode estar comprometida face as
elevadas contagens de bactérias aerdbias mesdfilas presente;

e Os peixes nativos dos campos alagadicos da Baixada
Maranhense, municipio de Sao Bento, podem representar riscos
de veicular Salmonella spp., e espécies de bactérias do género
Aeromonas para 0 consumidor, 0 que representa perigo de
doencas de origem alimentar;

e Os espécimes de Hoplias malabaricus comercializados em S&o
Bento-MA estédo infectados com larvas de Contracaecum spp.,
Pseudoterranova spp. e Eustrongylides spp. que apresentam
potencial zoonético, sugerindo risco para a populacdo regional
consumidora;

e As aguas provenientes dos locais de pesca no municipio de S&o
Bento estdo de acordo com os padrées microbilogicos
permissiveis pelo CONAMA 357.

e A presenca de pequenos crustaceos nas aguas dos campos
alagados da Baixada Maranhense contribui para infeccdo da
trairas (Hoplias malabaricus) pela larva Acanthella.

e A presenca de monogeneticos (Gyrodactyrus spp. e Dactylogyrius
spp.), associado aos altos indices de prevaléncia observados,
caracterizam um ambiente poluido, uma vez que estes parasitos
atuam como indicador de alteracdo ambiental e tem sua
populacdo aumentada devido ao estresse do animal e as

condigdes do meio em que vivem.



7 CONSIDERACOES FINAIS

A Baixada Maranhense representa uma regido de grande potencial
pesqueiro devido sua diversidade e abundancia de especies de peixes, dai a
importancia de estudos e pesquisas que qualifiquem a atividade, bem como,
contribua para o bem estar e saude da populacdo em parceria com 0s 6rgaos
de fiscalizag&o.

Ha necessidade de incluir na RDC N° 012, de janeiro de 2001/ ANVISA,
parametros para o microrganismo Staphylococcus coagulase negativo, pois
estes podem produzir toxinas, podendo causar enfermidade tanto em humanos
guanto nos animais.

Considerando que as condi¢cOes de comercializagdo encontradas foram
preicéarias € importante que os manipuladores disponham de treinamentos
quanto as boas préaticas de fabricacdo (BPF) principalmente referente ao

pescado que € um produto altamente perecivel com potencial zoondtico.
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