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RESUMO

A culindria japonesa passou a ser agregada ao paladar brasileiro, principalmente em locais de
turismo e, atualmente, com a expansdo do mercado gastrondmico o acesso a alimentagdo
diferenciada, os hdbitos alimentares t€ém se tornado cada vez mais globalizados. Com o
objetivo de avaliar a susceptibilidade aos antimicrobianos de bactérias isoladas de sashimi de
salmao (Salmo salar) foram coletadas 60 amostras em restaurantes especializados nessa
culindria na cidade de Sdo Luis — MA e submetidas a andlises microbioldgicas no Laboratério
de Microbiologia de Alimentos e Agua da Universidade Estadual do Maranhdo. As analises
microbioldgicas para pesquisa de Staphylococcus coagulase positivo foram realizadas
conforme a metodologia prescrita pela Instru¢do Normativa 62 de 26 de agosto de 2003, do
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento. Para o isolamento do género Aeromonas
spp. foi utilizado o método convencional e a caracterizacdo das espécies foi realizada por
meio da chave de identificacdo Aerokey II. Para o teste de susceptibilidade a antimicrobianos
foram selecionadas as cepas positivas e utilizado o método de difusido de discos com o dgar
Mueller Hinton. A pesquisa de Staphylococcus sp mostrou que 32 amostras (53,3%)
apresentaram contagens entre 2,1x10* a 5x10* UFC/g, entretanto nenhuma apresentou
contaminacdo por Staphylococcus coagulase positivo, sendo que a legislacdo brasileira
estabelece como contagem mdaxima 5x103 UFC/g. Os resultados para a pesquisa de
Aeromonas spp demonstram que do total de 60 amostras analisadas, 57 (95%) foram positivas
e a caracterizacdo bioquimica permitiu o isolamento de 66 cepas, sendo 60 (91%) da espécie
Aeromonas hydrophila e 6 (9%) Aeromonas caviae. Essas ainda apresentaram elevados
percentuais de resisténcia aos 11 antimicrobianos testados. O indice de multipla resisténcia
antimicrobiana foi maior que 0,2 em 94% das cepas de Aeromonas isoladas, caracterizando
multirresisténcia. A andlise microbioldgica do sashimi revelou alta porcentagem de micro-
organismos do género Aeromonas, o que constitui sérios riscos para a populacdo
consumidora, pois estas bactérias estdo associadas ao surgimento de gastrenterites sob a forma
de surtos e também outras infec¢des extraintestinais. A presenca de bactérias Staphylococcus
coagulase negativo indica falhas durante a manipulacio e armazenamento do Salmao.
Palavras-chave: Sashimi, Aeromonas spp., Staphylococcus sp., resisténcia antimicrobiana,
qualidade microbioldgica.



ABSTRACT

Japanese cuisine has to be added to the Brazilian taste, especially in tourist locations and
currently with the expansion of the gourmet market access to different food, eating habits
have become increasingly globalized. In order to evaluate the antimicrobial susceptibility of
bacteria isolated from salmon sashimi (Salmo salar) were collected 60 samples in restaurants
specializing in this cuisine in the city of Sdo Luis - MA and subjected to microbiological
analysis in Food and Water Microbiology Laboratory State University of Maranhao.
Microbiological testing for Staphylococcus coagulase positive research were carried out
according to the methodology prescribed by the Normative Instruction 62 of August 26, 2003,
the Ministry of Agriculture Livestock and Supply. For the isolation of the genus Aeromonas.
We used the conventional method and characterization of the species was carried out by
Aerokey II identification key. For susceptibility testing to antibiotics were selected positive
strains and used the disc diffusion method with Mueller Hinton agar. The Staphylococcus sp
survey showed that 32 samples (53.3%) had scores between 2,1x10* to 5x10* UFC/g, though
none had contamination by Staphylococcus coagulase positive, and Brazilian law sets a
maximum count 5x10% UFC/g. The results for the detection of Aeromonas demonstrate that
the total of 60 samples tested, 57 (95%) were positive and biochemical characterization has
allowed the isolation of 66 strains, 60 (91%) of Aeromonas hydrophila species and 6 (9% )
Aeromonas caviae. These also had high percentages of resistance to 11 antibiotics tested. The
multiple antimicrobial resistance index was higher than 0.2 in 94% of Aeromonas strains
characterizing multidrug resistance. Microbiological analysis of sashimi revealed the high
incidence of microorganisms of the genus Aeromonas, which constitutes a serious risk to
consumer population because these bacteria are associated with the emergence of
gastroenteritis in the form of outbreaks and also other extra-intestinal infections. The presence
of bacteria Staphylococcus coagulase negative indicates failures during the handling and
storage of Salmon.

Keywords: Sashimi, Aeromonas spp., Staphylococcus sp., antimicrobial resistance,
microbiological quality.
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1 INTRODUCAO

Os costumes alimentares no Brasil sdo resultantes de uma mistura de ingredientes
oriundos da pré-existente culindria indigena, da introducdo da cozinha e técnicas de preparo
de povos colonizadores, assim como adaptacdes realizadas pelos escravos de origem africana
(SANTOS, 2005) e contribui¢cdes de diversos povos imigrantes, como 0S japoneses.

A culindria japonesa passou a ser agregada ao paladar brasileiro principalmente em
locais de turismo. A sua preparagdo atrativa em cor, beleza e sabor estd inserida ao contexto
de alimentacdo saudavel, aliada a sua apresentacdo como um importante fator de qualidade de
vida e longevidade (RIBEIRO; PAOLUCCI, 2006).

O habito de ingerir pratos a base de peixes crus, comum na culindria japonesa, tem
sido evidenciado através do crescente surgimento de lojas especializadas, principalmente em
bairros de classe mais elevada e nas grandes cidades brasileiras. Estes restaurantes estdao
presentes em quase todos os centros comerciais dentro da categoria comida de preparo rapido
ou fast-food e ainda ocorrendo através de lojas na modalidade de entrega em domicilio ou
delivery (VELLOSO, 2004).

Entretanto, essa forma de consumo do pescado pode veicular uma variedade de
agentes patogénicos ao homem, causadores de toxinfeccdes alimentares (VALLANDRO,
2010). Alguns pratos japoneses, como o sashimi, sdo preparados manualmente, além da
contaminacdo oriunda do pescado, do local da captura, o contato direto do alimento com as
maos e a manipulacdo excessiva podem levar ao aumento da incidéncia de vérios patdgenos
como o Sthaphylococus aureus, coliformes termotolerantes (JAY, 2005) e Aeromonas.

Bactérias do género Aeromonas estdo relacionadas a infec¢des oportunistas, tanto no
ser humano como em outros animais (a exemplo dos peixes), além de apresentarem
capacidade de resisténcia a multiplas drogas (JANDA; ABBOTT, 1998; KO et al., 2000;
PALU et al., 2006)

O aumento da resisténcia bacteriana pode ser facilmente ocasionado, devido a
utilizacdo de maneira indiscriminada de antimicrobianos no combate de doencas ou como
promotores de crescimento, o que aumenta a pressdo da sele¢do sobre os micro-organismos
(FRAPPAOLA; GUEST, 1986)

Aeromonas é um patégeno emergente, que ja foi isolado de fontes humanas e animais.
Os peixes sdao importantes veiculos de infeccdes humanas causadas por Aeromonas,

principalmente quando sdo consumidos crus (SILVA, 2010). Considerando que o sashimi é
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um alimento consumido cru, ou seja, ndo passa por nenhum tratamento capaz de reduzir ou
eliminar micro-organismos patogénicos presentes pode-se considera-lo um alimento de alto
risco, sendo entdo de suma importancia monitorar sua presenca no pescado e avaliar os seus
riscos para a saude publica.

As bactérias do género Staphylococcus estio frequentemente ligadas a surtos de
intoxicacdes alimentares, pois a manipulacdo inadequada no pescado representa um risco
potencial, podendo contaminar o pescado, especialmente o sashimi, que exige cuidado e
conhecimento no seu preparo. Prepara¢des muito manipuladas tem grande risco de provocar
infeccdo por Staphylococcus, especialmente quando elaboradas por pessoas que ndo possuem
treinamento adequado (SILVA JUNIOR, 2014)

Nesse contexto, sdo necessdrios estudos que determinem a qualidade sanitdria de
alimentos consumidos crus, como o sashimi, para definir o padrio de qualidade de
manipulagdo e consumo desse alimento, além de contribuir com dados para subsidiar

pesquisas futuras em sadde publica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

. Avaliar a susceptibilidade a antimicrobianos de cepas de bactérias do género

Aeromonas e Staphylococcus isoladas de amostras de sashimi em Sao Luis — MA.

2.2 Objetivos especificos

. Realizar a contagem de Staphylococcus sp.;

. Identificar as espécies de Aeromonas spp. e de Staphylococcus coagulase
positivo;

J Determinar os perfis de resisténcia dos micro-organismos isolados com

diferentes antimicrobianos;

. Verificar o indice de multipla resisténcia aos antimicrobianos.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Peixe

De acordo com o Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitdria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA), “PESCADO” compreende os peixes, crustdceos, moluscos,
anfibios, queldonios e mamiferos de dgua doce ou salgada usados na alimentacdo humana
(BRASIL, 1952).

O pescado € a proteina animal mais consumida no mercado internacional, e a que
encontra mais espaco para crescer. Esse crescimento se deve ao fato do pescado ser um
alimento sauddvel, associado a melhoria da renda nos paises emergentes, como Brasil, China
e India, com crescimento acelerado a partir de 2000. O salmio, em especial, vem se
destacando muito neste mercado, no ano de 2012 foram importados da producdo chilena
(referéncia no segmento) 68 mil toneladas, colocando o Brasil em 5° lugar no ranking
mundial, ficando atrds apenas da Unido Europeia, Estados Unidos da América (EUA), Russia
e Japdo (SIDONIO et al., 2012).

Nas ultimas décadas o consumo de peixe vem crescendo consideravelmente no
Brasil, em 2013 o consumo per capita médio era de 10,5 kg/ano, inferior 2 média mundial
que era de 12 kg/ano. No entanto, os brasileiros ja consomem peixe acima da média minima
recomendada pela Organizacio Mundial da Sadde (OMS), que é de 12 quilos por
habitante/ano (BASTOS, 2015). Segundo dados do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA)
alguns fatores t€m contribuido com o crescimento no consumo desta proteina animal, dentre
eles o aumento do poder de compra que consequentemente gera uma pressao sobre a demanda
por alimentos de boa qualidade, estimulando no Brasil o aumento da producdo de peixes
(BRASIL, 2011).

O peixe representa uma excelente fonte de alimento para as populacdes desde o
surgimento da humanidade, pois, se comparado sob o ponto de vista nutricional com as
demais carnes, nota-se que este alimento possui qualidade nutricional superior, pois € rico em
minerais e vitaminas contém proteinas de alta qualidade e rdpida digestibilidade, além de ser
uma excelente fonte de acidos graxos poliinsaturados, como o dmega 3 (£23) (VIEGAS et al.,
2011). Devido a essas caracteristicas, em vdrios paises, como os da Europa e da Asia, éa
proteina de origem animal mais consumida. Com relacdo a quantidade e a qualidade das
proteinas do pescado, o teor € sempre alto, variando entre 15% a 25% (GERMANO;
GERMANO, 2015).
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Apesar do pescado possuir grande importancia em todo o mundo devido ao seu alto
valor nutricional, é também um dos alimentos mais susceptiveis a deterioragdo devido sua
elevada atividade de dgua, riqueza de nutrientes, alto teor de gorduras insaturadas facilmente
oxiddveis, e principalmente, pH préximo da neutralidade (RIBEIRO et al., 2009). Esses
fatores favorecem o aparecimento de alteragdes indesejaveis e também o desenvolvimento de
micro-organismos que podem causar danos a saide do homem (SILVA et al., 2008). Dentre
os principais agentes bacterianos causadores de danos a satide do homem sdo destacados o
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Salmonella spp., Escherichia coli, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio vulnificus e o Vibrio cholerae (VIEIRA, 2004).

A contaminacdo do peixe antes da captura pode ocorrer por micro-organismos,
residuos de produtos quimicos, dguas contaminadas ou poluidas dos estudrios e das bacias
pesqueiras (FAO, 2010). Apds a captura, essa contaminacdo pode advir da falta de higiene
nos pordes dos barcos; durante o caminho para o porto, pela utilizacdo de gelo de ma
qualidade; no cais do entreposto quando lavado com 4gua contaminada; nos caminhdes mal
refrigerados, ou seja, em todas as etapas de distribuicdo até alcancar o consumidor final. A
refrigeracdo, a higiene das instalacoes e a qualidade da 4dgua sdo pontos de extrema
importancia para garantir a conservagao e qualidade do pescado (GERMANUO et al., 1993).

Doencas transmitidas por alimentos - DTA’s, sdo causadas por organismos que
invadem o corpo humano através de alimentos contaminados. Quando se falar de DTA’s em
pescado do ponto de vista microbiolégico, os moluscos (mexilhdo fresco e congelado, ostras e

sururu) e peixes, servidos crus, estdo incluidos no mais alto grau de risco (HUSS et al. 2000).
3.2 Salmao (Salmo salar)

Ha cerca de 12 mil anos, o salméo (Salmo salar) vem sendo utilizado como alimento
do homem, segundo informagdes encontradas em paredes de cavernas na Franca (STANSBY,
1968). O salmdo € um grande peixe da familia Salmonidae, sendo muito conhecido como o
peixe do “sushi”, pela sua finalidade de alimentar os seres humanos sendo servido cru. E um
peixe muito apreciado pela sua carne rosada, consistente, tenra e saborosa. E um dos peixes
mais comercializados nos estabelecimentos especializados na culindria japonesa
(MALAVOTA, 2008).

O salmao € origindrio das dguas geladas do Atlantico Norte e do Pacifico Sul,
contudo hd cerca de 20 anos esse pescado foi introduzido no territério chileno com fins

exclusivamente comerciais. O governo do Chile promoveu o desenvolvimento da piscicultura
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no Rio Claro em Coyhaique, porém esse projeto foi extinto depois de oito anos por ndo atingir
os resultados almejados. Durante esse periodo, algumas empresas comecaram a criar salmdes
em grandes "currais" flutuantes, fazendo do Chile, hoje, o segundo maior produtor de salmdo
do mundo, com padrdes de exceléncia e grandes volumes de exporta¢des, perdendo apenas
para a Noruega (MALAVQOTA, 2008).

Esse peixe nasce nas cabeceiras dos rios e, apds um ano, migra para 0 oceano para se
alimentar. Na ocasido do acasalamento, retorna para o lugar onde nasceu e se reproduz. Ha
algum tempo que o salmio € produzido em viveiros, devido ao crescimento significativo do
comércio desse produto, nesse caso, os produtores tentam reproduzir o ciclo natural de vida
do salmdo: depositam as ovas em rios de dgua doce e, passado um tempo do nascimento,
levam os peixes para o mar, em criadouros devidamente cercados. E empregada alta
tecnologia, para que se obtenha um produto de boa qualidade e em tempo recorde, para
atender a crescente demanda (RODRIGUES, 2007).

O Brasil ocupa uma posi¢ao de destaque, sendo o segundo lugar no ranking dos paises
importadores do salmio chileno, seguido pelos EUA e Japdo. Diariamente, cerca de seis
milhdes de pessoas consomem o salmdo chileno (CHANDfA, 2010).

O salmdo é um dos peixes mais utilizados na culindria japonesa para preparacdao do
sushi e sashimi, entretanto outros pescados podem ser utilizados como o atum (Thunnus spp.),
polvo (Octopoda spp.), badejo (Mycteroperca spp.), robalo (Centropomus spp.), linguado
(Paralichthys spp.), lula (Teuthida spp.), dentre outros (GUIA DA PESCA, 2007).

3.4 Sushi e sashimi

A culindria japonesa é composta por alimentos frescos e naturais, oriundos de
pescados e vegetais, que popularmente sdo conhecidos como sushis e sashimis (CARROLL,
2009; EDWARDS, 2013). O sushi € um alimento contendo basicamente arroz temperado
(vinagre, agtcar e sal), combinado com algas, peixe cru, mariscos, vegetais ou ovo. E servido
acompanhado de wasabi (raiz forte japonesa) e shoyu (molho de soja) (BARBER e
TAKEMURA, 2011; SATO, 2013). O sashimi consiste em finas fatias de pescado fresco,
preparados manualmente, servidos com apenas um molho e um simples acompanhamento
(VECIANA-NOGUES et al., 1997). Estes pratos estdo tornando-se populares, também, em
outros paises além do Japao (YANO et al., 2004; HAMADA-SATO et al., 2005).

O sushi se originou através da necessidade de conservacao do peixe cru. Esse método

foi desenvolvido pelos povos antigos do Sudeste da Asia e ndo existem registros precisos de
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quando comegaram essas técnicas, mas sabe-se que no século V a.C a conservagdo de peixe
cru com arroz ja era realizada (BARBER; TAKEMURA, 2008).

Essa técnica de conservagao era realizada retirando a cabeca e as visceras do peixe, em
seguida seus filés, que eram salgados e armazenados em barris de madeira com camadas de
arroz cozido entre eles. O arroz cozido fermentava de forma natural, liberando acido lactico,
isso diminuia o pH e garantia a conservagao do peixe. Ao longo do processo de conservagdo o
arroz se tornava impréprio para o consumo, sendo descartado e somente o peixe aproveitado
(PATROCINIO, 2009).

Esse método foi introduzido no Japdo no inicio do século VII d.C e sofreu
modificagdes com o passar dos anos até se tornar o sushi que se consome na atualidade.
Deixou entdo de ser um método de conservagdo e passou a ser um alimento de consumo
imediato, um bolinho de arroz com uma fatia de peixe cru (BARBER; TAKEMURA, 2008).

O consumo de peixe cru se propagou muito nos ultimos anos, € no Brasil esse tipo de
culindria também faz muito sucesso, isso € confirmado pelo crescente nimero de
estabelecimentos especializados nesta culinaria nas diversas cidades brasileiras (EDWARDS,
2013).

Esse aumento no consumo de sushi e sashimi pela populagdo levaram a uma
preocupacdo com relacdo a qualidade da matéria-prima e nas etapas de preparo e
manipulacdo, visto que existe um grande nimero de micro-organismos que podem ser
veiculados por esse alimento, entdo € necessdria atencdo especial das autoridades sanitdrias

para garantir a qualidade desse produto (SOUZA, 2003; GERMANO e GERMANQO, 2015).
3.3 Aeromonas spp.

Bactérias do género Aeromonas sdao, em sua maioria, bastonetes gram-negativos, de
vida livre, anaerdbias facultativos e moéveis devido a um unico flagelo polar. Inicialmente
foram classificadas junto ao Vibrio spp. € Plesiomonas shigelloides na familia Vibrionaceae,
contudo, estudos genéticos comprovaram a necessidade de sua reclassificacdo em uma familia
prépria, Aeromonadacea (GHENGHESH et al., 2008; TAVARES, et al, 2014). Colwell et al.
(1986) também recomendaram a reclassificacdo do género Aeromonas, pois estas apresentam
caracteristicas filogenéticas distintas das encontradas na familia Vibrionaceae.

Este género envolve um grupo de micro-organismos que estdo amplamente difundidos
no solo, nas fezes humanas e animais e principalmente nos ambientes aqudticos, devido sua

extrema adaptabilidade (MATTE, 1995). A 4gua € o principal meio de transmissdo de
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Aeromonas spp., deste modo, a infec¢do pode ser direta, através da sua ingestdo contaminada
ou por meio dos alimentos que tenha sido submetido a algum processo em contato com esta,
dentre eles, destaca-se os de origem animal, que podem ser contaminados em vdrias etapas do
seu processamento (BIZANI; BRANDELLI, 2001; JANDA; ABBOTT, 2010; TAVARES,
2014).

A OMS (2011) classificou algumas espécies de Aeromonas como veiculadoras de
doengas a seres humanos, sendo um interesse emergente de sadde publica, pois estes
patégenos podem ser veiculados pela dgua e por alimentos contaminados (MERINO et al.,
1995; HEUZENROEDER et al., 1999; MARTINS et al., 2002).

Peixoto et. al (2012) destacam que cinco sdo as espécies de importancia clinica: A.
hydrophila, A. caviae, A. sobria, A. veronii e A. schubertii, dentre estas as espécies A.
hydrophila e A. salmonicida sdo as mais importantes para peixes e para a saude publica, pois
podem multiplicar-se e produzir exotoxinas em temperaturas de refrigeracao.

O mecanismo de patogenicidade do género Aeromonas spp. se deve a varios fatores,
como as hemolisinas, citotoxinas, fosfolipases, DNase e habilidade de aderéncia as células
epiteliais, sdo alguns produtos extracelulares presentes em espécies do género Aeromonas,
sendo importantes como fatores de viruléncia. A presenca desses fatores de viruléncia vai
determinar a evolu¢do da doenca causada por essa bactéria (SCOARIS et al.,, 2007;
TAVARES, 2014).

A pesquisa de Aeromonas spp. ndo € um parametro de qualidade microbioldgica
considerada pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2001), porém, este género inclui espécies
potencialmente patogénicas para o homem e que estdo amplamente distribuidas na natureza,
sendo, portanto um fator preocupante, ja que a contaminag@o por essa bactéria pode advir de
muitas fontes (TAVARES et al., 2014).

Aeromonas spp. sdo boas formadoras de biofilmes, tendo importincia nos sistemas de
distribuicdo de dgua e nos locais de processamento de alimentos, além disso, secretam muitas
proteinas extracelulares, incluindo amilase, quitinase, elastase, aerolisina, nuclease,
gelatinase, lecitinase, lipase e protease. (NAM; JOH, 2007; SCOARIS et al., 2007). A
formacdo dos biofilmes se deve a presenca de pili tipo IV, que promove a hiperpiliacdo e a
autoagregacido de células bacterianas (BECHET; BLONDEAU, 2003).

Cepas patogénicas de A. hydrophila podem provocar infeccdes em peixes, anfibios e
serem humanos através de feridas abertas ou pela ingestio de um numero suficiente de
bactérias em agua ou alimentos (FDA, 2009). Foi isolada uma cepa de A. hydrophila a partir

de fezes diarreicas de uma crianca de um ano de idade no México, a cepa identificada por
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métodos bioquimicos e genéticos apresentou capacidade de producdo de enzimas
extracelulares relacionadas com viruléncia, proteases, lipases e hemolisinas (AGUILERA-
ARREOLA et al., 2009).

A presenga de Aeromonas spp. nos alimentos tem sido demonstrada, evidenciando-se
diversas provdveis fontes de contaminacdo como carnes frescas e congeladas, leite, produtos
de padaria, d4gua tanto doce quanto salgada, vegetais e até alimentos processados representam
risco de contaminacao (AWAN et al., 2009; PEIXOTO, 2012).

Conforme Tavares et al. (2014) a dgua é importante disseminador de Aeromonas spp.
e como o seu uso € imprescindivel para o processamento de vérios alimentos o cuidado com

ela € muito importante para a prevencao de infeccdes.

3.4 Staphylococcus sp.

Os Staphylococcus sdao um grupo de micro-organismos, pertencentes a familia
Micrococcaceae, que estd dividida em 36 espécies, com destaque para Staphylococcus aureus,
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus hycus e Staphylococcus epidermidis. Sao cocos
gram-positivos, ndo formadores de esporos, imdveis, agrupados aos pares ou em cachos
irregulares, oxidase negativo e catalase positivo. Essas bactérias sdo divididas em duas
categorias: coagulase positivo e coagulase negativo, esta enzima tem a capacidade de coagular
o plasma sanguineo, sendo uma caracteristica de patogenicidade. Algumas cepas produzem
enterotoxina termoestavel, provocando quadros de intoxicacdo alimentar (HOLT et al., 1994;
DAMASCENO, 2009).

As bactérias desse género crescem a temperatura de 10 a 45°C, sendo 6timo o limite
de 35 a 37°C, enquanto suas enterotoxinas sdo produzidas entre 40-45°C. Tolera valores de
pH entre 4,5 e 4,8 e apresentam metabolismo respiratério e fermentativo, atuando sobre
carboidratos com producdo de 4cidos, sendo aerdbias e anaerdbias facultativas (HOLT et al,
1994).

Os micro-organismos do género Staphylococcus sdo responsdveis por
aproximadamente 45% das intoxicacdes no mundo. Os alimentos sdo contaminados nas varias
etapas de producdo ou estocagem, tanto por cepas de origem ambiental, como humana.
Encontrando condi¢bes Otimas, como aquecimento ou refrigeracio em temperatura
inadequada, esta bactéria se multiplica e pode produzir toxinas (GERMANO; GERMANO,
2015).
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A contaminag¢do do pescado por Staphylococcus sp. ocorre predominantemente através
da manipulacdo, pois essa bactéria se encontra nas maos, cavidade oral e mucosa nasal, dessa
forma durante o processamento podem contaminar o pescado, sem que este sofra alteragdes
nas suas caracteristicas sensoriais. A partir destes, podem atingir o ar, poeira, esgoto, dgua e
diversas superficies, equipamentos e utensilios que tenham entrado em contato com
manipuladores. Deste modo, os alimentos ficam sujeitos a contaminagdo; € s€ 0s mesmos
apresentarem boas condi¢des para o crescimento do patégeno, o alimento serd uma fonte de
intoxicacdo (VIEIRA, 2004; OLIVEIRA; MARQUES, 2012; FORSYTHE, 2013;
GERMANO; GERMANO, 2015).

Moura-Filho et al. (2007) em Recife — PE analisando amostras de sashimis e vegetais
verificaram contagens de Staphylococcus coagulase positivo de 0 a 5,04 Log;o. Malavota
(2008) analisando amostras de sashimi em Nitéroi - RJ observou que as contagens de
Staphylococcus coagulase positivo variaram de 0 a 5,04 Logl0 UFC/g. Oliveira e Marques
(2012) ao avaliar as condicdes higienicossanitdrias no preparo de sushi e sashimi de um
estabelecimento comercial em Cariri (Ceard), observaram que as amostras de salada de
camardo, apresentaram um alto indice de Staphylococcus sp., estando acima do padrdo e
tornando-se um risco a saide do consumidor.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), do Ministério da Sadde (MS),
através da Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 12, de 02 de janeiro de 2001, permite
at¢ 5x103 UFC/g de Staphylococcus coagulase positivo para amostras a base de carne,
pescado e similares crus (quibe cru, carpaccio, “sushi”, “sashimi” etc).

Alimentos que sofrem intensa manipulacdo durante o seu preparo € que permanecem
por longos periodos a temperatura ambiente apds o seu preparo, sao considerados alimentos
de alto risco, especialmente quando elaboradas por pessoas que ndo possuem treinamento
adequado (SILVA JUNIOR, 2014). A pesquisa de bactérias do género Staphylococcus no
pescado nos permite avaliar se os procedimentos higienicossanitdrios durante o processo de
producdo foram bem executados, servindo como indicador de contaminacdo pds processo

(SILVA et al., 2010).
3.5 Antimicrobianos

Um grande nimero de doencas provoca prejuizos a producdo animal, sendo na

maioria dos casos causada por agentes infecciosos. Dessa forma hd bastante tempo sao
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utilizados antimicrobianos com o fim de matar ou inibir o crescimento de micro-organismos €
para evitar a mortalidade excessiva dos animais (READ, 2003, TAVECHIO, 2009).

O uso indiscriminado de antimicrobianos para o controle de doengas ou como
promotores de crescimento aumenta a pressdo da selecdo sobre os micro-organismos, além de
causar impactos ao meio ambiente e a saide publica, devido a presenca de residuos de
antibidticos no peixe, podendo ocasionar distirbios alimentares, como as alergias. Além
disso, a exposicdo a antibidticos em concentracdes minimas pode levar ao aparecimento de
resisténcia, tanto em bactérias comensais do intestino humano, como em bactérias dos peixes
e aquaticas, com provavel dispersdo de genes de resisténcia em diferentes populacdes
bacterianas (READ, 2003; CABELLO, 2006; GORDON et al., 2007, BURRIDGE, 2010;
GUARDABASSI, 2010).

Os agentes antimicrobianos sdo moléculas de origem bioldgicas e/ou sintéticas
que tém a capacidade de matar ou inibir o crescimento de micro-organismos. Podem ser
produzidos de forma natural, através de fungos ou bactérias ou de forma sintética ou semi-
sintética. Necessitam ser seguros para o hospedeiro, permitindo a sua utilizacdo como agentes
quimioterapéuticos para o tratamento de doencas infecciosas bacterianas (READ, 2003;
BURRIDGE et al., 2010; GUARDABASSI, 2010; ROMERO, et al., 2012).

Na aquicultura, os antimicrobianos sao comumente utilizados, por curtos periodos
de tempo, em niveis terapéuticos, por via oral com excecdo de alguns casos de peixes
reprodutores, que sdo tratados com inje¢des intraperitoneais. Os peixes marinhos, devido ao
teor de sal da d4gua do mar, necessitam ter maior quantidade de antibidticos disponivel para
assegurar um grau suficiente de moléculas de farmacos ativas (SORUM, 2006; ROMERO,
2012).

A resisténcia aos antimicrobianos € um mecanismo genético, onde os genes
contidos na bactéria codificam diferentes mecanismos bioquimicos que impedem a agdo das
drogas. Ela pode se originar de mutacdes que ocorrem na bactéria durante seu processo
reprodutivo e resultam de erros de cdpia na sequéncia de bases que formam o DNA
cromossOmico, responsdveis pelo cdédigo genético e através da importacdo de genes
causadores desse mecanismo, consistindo na resisténcia transferivel. Esta resisténcia acontece
pelos mecanismos de transducdo, transformagao e conjugacdo e, comumente, envolve genes
situados em plasmidios e transposons (TAVARES, 2000).

A aquicultura do Salmdo vem crescendo em todo o mundo, especialmente em dois
paises, Noruega e Chile (ASCHE et al., 2008; BARTON E FLOYSAND 2010). No Chile,

esse crescimento tem sido acompanhado por grandes mortalidades, que chegam a 50% em
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algumas condi¢des, gerando grandes perdas econdmicas (BRAVO e MEDTLYNG, 2007;
BUSTOS et al., 2011) e levando a utilizacdo cada vez maior de agentes antimicrobianos
terapéuticos e profildticos . Estimativas comprovam que cerca de 950 toneladas de
quinolonas, 1500 toneladas de tetraciclina e 478 toneladas de florfenicol foram utilizadas na
aquicultura do salmdo no Chile entre 2000 e 2008 (MILANAO, 2002; MILLANAO et al.,
2011).

Os agentes antimicrobianos sdo geralmente administradas ao salmao misturados
na ragao (SORUM, 2006; BURRIDGE, et al., 2010). Os residuos desses antibidticos podem
permanecer no ambiente aqudtico por periodos varidveis de tempo (CAPONE et al., 1996;
HERWIG et al., 1997; BURRIDGE, et al., 2010) e provocar o surgimento de bactérias
resistentes, além de influenciar na diversidade microbiana, atuando sobre outros micro-
organismos (CAPONE et al., 1996; COYNE et al., 2001; SORUM, 2006; HOLTEN et al.,
1999).

O aparecimento de multipla resisténcia aos antimicrobianos acontece pelo uso
indiscriminado de antibidticos na aquicultura (FRAPPAOLA; GUEST, 1986). Bactérias
patogénicas como Aeromonas spp. € Staphylococcus coagulase positivo podem transmitir
genes de resisténcia a antibidticos. A maior parte das Aeromonas spp. € resistente a penicilina,
ampicilina e carbenicilina (PEIXOTO, 2012). Ja os Staphylococcus sp. mostram-se resistentes
a penicilina G, ampicilina e amoxicilina em mais de 70% das cepas isoladas (FARIAS et al.,
1997; TAVARES, 2000; JAY, 2005). As bactérias do gé€nero Aeromonas apresentam alta
resisténcia a ampicilina e, por esse motivo, este antimicrobiano € utilizado nos meios de
cultura seletivos para este micro-organismo (GHENGHESH et al., 2008).

Albuquerque et al. (2007), verificou que 100% das cepas de Staphylococcus sp.
isoladas de pescado comercializado em uma feira de Fortaleza, Ceard foram resistentes a
ampicilina e 44% apresentaram multirresisténcia, esse fato € de extrema importancia, visto
que a bactéria nao responde a diversos tratamentos para infecgdes.

Hirsch et al. (2006) analisando amostras de peixes e ambientes aqudticos na
regido do Alto Rio Grande, Minas Gerais observou que 43% dos isolados apresentaram indice
de multipla resisténcia a antimicrobianos (MAR) igual ou superior a 22%, ou seja, resisténcia
a dois ou mais drogas das nove testadas.

Mejdi et al. (2010) isolaram de d4gua do mar e mexilhdes Vibrio spp. e Aeromonas
spp. € comprovaram a resisténcia frente a 12 antimicrobianos usando o método de Kirby-
Bauer, e a maioria dos isolados mostrou-se resistente a pelo menos dois agentes e a ampicilina

apresentou a maior porcentagem de resisténcia.



27

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

A cidade de Sao Luis - MA localiza-se na ilha de Upaon-Acgu, no Atlantico Sul, entre
as bafas de Sdo Marcos e Sdo José de Ribamar (Figura 1), com populacdo estimada de
1.073.893 habitantes, e 834,785 km? de extensdo territorial, estando sob as seguintes
coordenadas geogréficas 2° 31' 48" S, 44° 18' 10" W (IBGE, 2015).

Figura 1: Localizagdo geografica da cidade de Sao Luis — MA
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Fonte: NUGEO, UEMA, 2016.

4.2 Identificacao dos restaurantes

Inicialmente foram identificados os restaurantes especializados na culindria japonesa
na cidade de Sdo Luis - MA com base em dados coletados com a vigilancia sanitaria e por
meio de buscas na internet, e foram selecionados dez (Figura 2) para coleta das amostras e
andlises microbioldgicas. Os critérios utilizados para a selecdo dos restaurantes foram:
comercializar somente comida japonesa e estar entre os mais frequentados dentro da cidade de

Sao Luis.
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Figura 2: Localizacdo geogrifica dos dez restaurantes selecionados para coleta de amostras
de sashimi de Salmao para andlise microbioldgica

‘Sao Luis®

4

Fonte: NUGEO, UEMA, 2016.

4.3 Obtencao das amostras

Ap6s a identificacdo dos dez restaurantes foram coletadas de cada local seis amostras,
totalizando 60 amostras analisadas de sashimi de filés de salmdo (Figura 3) manipulados de
restaurantes da culindria japonesa. As coletas foram realizadas com intervalos semanais, no
periodo de janeiro a julho de 2016 na cidade de Sao Luis.

As amostras foram acondicionadas nas embalagens préprias dos restaurantes e
armazenadas em caixa isotérmica com gelo reciclavel, sendo enviadas ao Laboratério de
Microbiologia de Alimentos e Agua da Universidade Estadual do Maranhio (UEMA) onde

foram analisadas.
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Figura 3: Sashimi de Salmao (Salmo salar)

Fonte: Registro da pesquisa, 2016.

4.4 Analises Microbiologicas
4.4.1 Pesquisa de Staphylococcus coagulase positivo

As andlises microbioldgicas para a pesquisa de Staphylococcus coagulase positivo
foram realizadas conforme a metodologia prescrita pela Instru¢do Normativa 62 de 26 de
agosto de 2003, do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (BRASIL, 2003).

Foram pesadas 25 gramas de cada amostra de sashimi e inoculadas em 225 mL de
dgua peptonada a 0,1% e obtiveram-se as dilui¢des decimais (10-1,10-%,10-*), e a partir destas
aliquotas de 0,1 mL de cada dilui¢do foram semeadas sobre a superficie de placas contendo
Agar Baird-Parker (BP), adicionado de telurito de potdssio e gema de ovo, distribuido em
toda a placa com auxilio de al¢a de Drigalsky e incubadas em estufa bacteriologica a 35°C
durante 48 horas. Apds este periodo, foi realizada a contagem do ndmero de coldnias que

apresentaram caracteristicas tipicas do género como: cor negra brilhante, zona de precipitacdao
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branca ao seu redor e circundada por um halo transparente, assim como a contagem das
atipicas. As colonias tipicas de Stahylococcus aureus foram transferidas para caldo o cérebro-
coracdo (BHI) e incubadas a 37°C por 24 horas. Em seguida foram submetidas as provas
complementares: prova de catalase, teste de coagulase e coloracdo de Gram. A prova de
catalase consiste em transferir a colonia com a al¢a de niquel-cromo previamente flambada,
para uma lamina de vidro e em seguida adicionar uma gota de peréxido de hidrogénio a 3%; a
presenca de borbulhamento imediato indica que a amostra € positiva. O teste de coagulase foi
realizado utilizando-se plasma de coelho liofilizado, que consistiu em transferir 0,3 mL de
cada tubo de cultivo em BHI para tubos estéreis contendo 0,3 mL de plasma de coelho e
incubar a 36°C por 6h, foi observando a formac¢do de codgulo a cada 30 minutos. Para realizar
a coloracdo de Gram primeiramente foram preparados os esfregacos em laminas. Para isso
utilizou-se uma gota de dgua destilada (colocada anteriormente sobre a ldamina com auxilio de
uma alca de platina estéril) em seguida uma coldnia do crescimento bacteriano, espalhando
com movimentos circulares até formar uma fina camada sobre a ladmina. Em seguida as
laminas foram colocadas para secar ao ar. Apds seca, a lamina foi fixada passando o esfregaco
voltado para cima, por 3 vezes através da chama no Bico de Bursen. Na coloragdo de Gram
foram utilizadas as seguintes solucdes: Cristal Violeta (corante principal) por 1 minuto, Lugol
(solugio de iodo-iodeto de potdssio) por 1 minuto, Alcool Etilico (agente descorante e
diferenciador) por 20 segundos e Fucsina diluida (corante de contraste) por 30 segundos.
Para a leitura, foi colocada uma gota de 6leo de imersdo sobre o esfregaco e observado no

microscopio utilizando a objetiva de 100x.
4.4.2 Pesquisa de bactérias do género Aeromonas

Foram pesadas 25 gramas de cada amostra de sashimi e inoculadas em 225 mL do
Caldo Tripticase Soja (TSB) e incubadas a 28°C por 24 h. Apés este periodo, foram semeadas
aliquotas do crescimento bacteriano em placas contendo Agar Vermelho de Fenol-amido-
ampicilina (MAJEED et al. 1990; PALUMBO et al. 1991) e Agar Dextrina-ampicilina,
segundo HAVELAAR e VONK (1988), adicionadas com ampicilina (10mg/L) e incubadas a
28°C por 24 horas. Para isolamento das coldnias e identificacdo presuntiva do género, foram
selecionadas até trés colonias tipicas (cor amarela, rodeadas por um halo transparentes), para
cada um dos meios que foram utilizados e semeados em Agar Tripticase Soja (TSA) inclinado
e incubados a 28°C por 24 h.

Apos a incubacdo, foi realizada a colorag@o pelo método de Gram e selecionadas as
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culturas que se apresentaram na forma de bastonetes retos e curtos, aos pares, isolados ou em
cadeias curtas e Gram negativas. Estas foram repicadas em Agar Triplice Agticar Ferro (TSI)
(SAAD et al. 1995) e incubadas a 28°C por 24h sendo consideradas positivas as culturas que
apresentaram reagdo acida na base e bisel. As culturas positivas foram submetidas ao teste de
catalase e oxidase.

Para a realizacdo do teste de oxidase, foi transferida a cultura estocada em TSA, com
auxilio de alca descartdvel e realizado o esfregaco na superficie das tiras de oxidase. Apds, 2
minutos as tiras que apresentaram o aparecimento de cor violeta, caracterizaram o resultado
positivo. A prova de catalase, consistiu na transferéncia da colénia com a al¢a de niquel-
cromo previamente flambada, para uma lamina de vidro, sobre a qual foi adicionada uma gota
de perdxido de hidrogénio a 3%. A reacdo positiva foi caracterizada pela observacdo do
borbulhamento imediato, como resultado de liberacdo de oxigé€nio. As cepas positivas nesses
testes foram consideradas como pertencentes ao género Aeromonas, e foram submetidas
posteriormente as provas bioquimicas, segundo Aerokey II (CARNARHAN et al.,, 1991)
composta de: hidrolise da esculina, producido de indol, produgdo de gds a partir de glicose,
Voges Proskauer, producdo de acido a partir da arabinose e da sacarose e resisténcia a

cefalotina (30ug), para a identificacdo das espécies (Figura 4).
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Figura 4: Chave bioquimica para identificagdo das espécies de Aeromonas spp.
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Fonte: CARNAHAN et al., 1991
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4.4.3 Susceptibilidade in vitro dos micro-organismos isolados frente aos antimicrobianos

Para realiza¢do do teste de susceptibilidade a antimicrobianos foram selecionadas as
cepas positivas e utilizado o método de difusdo de discos com o dgar Miieller Hinton (CLSI,
2013). Os discos de antibidticos utilizados seguiram a sugestdo do FDA Clinical Indications
para Enterobacteriacea, grupo A (drogas de primeira escolha) e B (drogas de segunda
escolha) (Quadro 1).

Tabela 1: Padrio de interpretacio do teste de susceptibilidade a antimicrobianos

Antimicrobianos  Simbolo Concentracao Resistente Intermediario Sensivel

Ampicilina® AMP 10 ug <13 14-16 > 17
Gentamicina™ GEN 10 ug <12 13-14 >15
Amicacina® AMI 30 ug <14 15-16 > 17
Amoxicil

c1ra?volf1;:;;a‘3 AMC 30 ug <13 14-17 > 18
Cefuroxima® CRX 30 ug <14 15-22 >23
Cefepime” COM 30 ug <14 15-17 > 18
Cefoxitima® CFO 30 ug <14 15-17 > 18
Cefotaxima® CTX 30 ug <22 23-25 >26

Ciprofloxacina® LVX Sug <13 14-16 >17
Piperaciclina® PPT 110 ug <17 18-20 >20

If:
Tﬁr:e‘iosﬂm,; SUT 25 ug <10 11-15 > 16

A Drogas de primeira escolha
B Drogas de segunda escolha

Inéculos das cepas obtidas foram repicadas em tubos contendo 5 mL de TSA inclinado
e depois incubados a 28°C por 24 horas. Em seguida, uma alcada de bactéria foi diluida em
solucdo salina estéril (NaCl 0,85%) até se obter uma turvacdo compativel com o grau 0,5 da
escala de Mac Farland (Foi utilizado um tubo aferido na escala 0,5 de Mac Farland como
comparativo), apds a dilui¢do, foi embebido um swab estéril, na suspensdo bacteriana e
semeado de forma suave em todas as dire¢des na placa, abrangendo toda a superficie. Com
auxilio de uma pinga flambada e resfriada, foram colocados os discos sobre a superficie do
meio inoculado, exercendo uma leve pressdo com a ponta da pinga para uma boa adesao dos
discos. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica, a temperatura de
35°C, por 18-24 horas. Apds esse periodo, os diametros das zonas de inibicdo foram
mensurados com régua e comparados com a tabela de Valores de halos inibitérios esperados

para Enterobacteriaceae e classificados como resistentes, intermedidrios ou sensiveis.
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4.4.4 Determinagdo do indice de multipla resisténcia aos antimicrobianos

O indice de maltipla resisténcia antimicrobiana (MAR) foi utilizado para determinagao
da multipla resisténcia. Este indice, quando aplicado a um isolado bacteriano, € definido como
a/b, ou seja, o nimero de antibidticos aos quais o isolado foi resistente (a) dividido pelo
ndmero de antibi6ticos aos quais o isolado foi exposto (b). Indice MAR acima de 0,2

caracteriza multirresisténcia (KRUMPERMAN, 1983).
4.5 Analise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados em programa Microsoft Office Excel 2010 e

interpretados por meio de estatistica descritiva.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Pesquisa de Staphylococcus sp.

Foi verificado na presente pesquisa que 32 amostras (53%) foram positivas para

Staphylococcus sp. (Figura 5), apresentando contagens entre 2,1x10* a 5x10* UFC/g (Tabela
1).

Figura 5: Percentual de amostras de sashimi positivas para Staphylococcus sp. coletadas em dez
restaurantes na cidade de Sao Luis — MA, 2016

B Amostras positivas

B Amostras negativas

Com relagdo aos intervalos de varia¢do de Staphylococcus sp. pode-se verificar que as
amostras com maior percentual de contaminacdo estdo entre 1,7 x 10* a 5x10° UFCl/g,
representando 5%, em seguida as amostras com intervalo entre 1,1x10% a 6,9)(103 UFC/g,
representando 36%, apds, as amostras com intervalo entre 2,1x102 a 7,5x102 UFC/g,
representando 12% e as amostras com valores <20, foram consideradas negativas,

representando 47% (Tabela 1).
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Tabela 2: Contagem de Staphylococcus sp. (UFC/g) em amostras de sashimi coletadas em dez
restaurantes na cidade de Sdo Luis — MA, 2016

Locais de coleta 1° coleta  2°coleta  3°coleta  4°coleta  5°coleta  6° coleta

A 1,7x10* <20 2,1x103 <20 <20 <20
B 1,9x10* <20 2,4x102  43x10%  4,3x10 <20
C 8x10? <20 1,2x103 5x10* <20 <20
D 8x103 <20 4,6x10° <20 4,2x10° <20
E 3,2x103 <20 <20 6,3x10? <20 2,1x10?
F 3,1x10? <20 1,1x103 6x10° 7,3x10° <20
G 6x103 <20 6,4x10°  1,3x10° 2,2x10° <20
H 1,4x103 <20 6,1x10°  2,9x10° <20 <20
I 1,8x103 <20 1,8x10°  7,5x10° <20 <20
J 5x103 <20 <20 5,9x10° 6,9x10° <20
Média 7,2x10° <20 22x10°  8,6x10° 42x10°  2,1x10

UFC/g: Unidade Formadora de Coldnia

Analisando a tabela 1, pode-se verificar que os restaurantes que apresentaram maior
contaminac¢ado foram o C com valores de 1,2x103 a 5x10* UFC/ g, seguido do B com valores de
2,4x10% a 1,9)(104 UFC/g e o F com valores de 1,1x103 a 7,3){103 UFC/g. Um fato €
importante a ser destacado € que os restaurantes C e F pertencem a mesma franquia, diferindo
apenas na localiza¢do dentro da cidade de Sdo Luis, sugerindo falhas nas boas praticas de
manipulagdo nesses estabelecimentos. Os restaurantes com menor contamina¢do foram o H,
com valores de 2,9)(102 a 1,4x103, UFC/g, seguido do E com valores de 2,1)(102 a 3,2x103
UFC/g e o I com valores de 7,5)(102 a 1,8x10% UFC/g.

Na presente pesquisa sugere-se que a presenca de Staphylococcus sp. nas amostras
analisadas € resultado da intensa manipulacdo que esse alimento € submetido, pois durante o
preparo do sushi e sashimi o peixe juntamente com vegetais, algas e arroz sdo preparados e
moldados com a mao. As bactérias do género Staphylococcus sdo encontradas em seres
humanos em locais como pele e mucosas, sendo o manipulador uma importante fonte de
contaminacdo, principalmente quando ndo se utilizam equipamentos de prote¢do individual
(EPI) ou quando ha falhas na higiene pessoal.

O manipulador é um importante agente na transmissdo de micro-organismos a
qualquer tipo de alimento, entretanto isso pode ser evitado por meio de higiene pessoal e
manipulacdo adequada. A satde e higiene deste profissional ¢ fundamental para garantia de

um alimento seguro (OPS, 2005; FREITAS et al., 2009).
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A higiene pessoal e a manipulacdo adequada devem ser prioridade para quem trabalha
com alimentos (GERMANO 2015), especialmente para alimentos consumidos crus, onde o
risco € maior, pois ndo passam pelo processo de coccdo que minimiza ou elimina a
contaminag@o e podem assegurar a qualidade sanitdria dos alimentos, dessa forma, as Boas
Préiticas de Fabricacdo (BPF) precisam ser corretamente adotadas (HUSS et al., 2000;
HAMADA-SATO et al., 2005).

De acordo com o trabalho realizado por Durek (2005), as BPF compreendem
procedimentos, processos, controles e precaucdes que garantem a seguranca no
processamento de alimentos, resultando em um produto seguro, sob o ponto de vista da satde
do consumidor, além disso, também facilitam a producdo de alimentos de qualidade uniforme,
tendo como objetivo principal a manutencdo da seguranca do produto. Atualmente atribui que
90% da garantia na obtengcdo de produtos sauddveis € economicamente vidveis estdo na
aplicagdo de BPF na inddstria de alimentos. No Brasil, as BPF sdo normalizadas através do
Regulamento Técnico sobre as Condi¢des Higienicossanitdrias e de Boas Préticas de
Elaboragdo para Estabelecimentos Elaboradores/Industrializadores de alimentos, regido pela
portaria n° 368 do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (BRASIL, 1997).

A qualidade do pescado depende do trindmio: tempo, higiene e temperatura. O tempo
diz respeito a rapidez com que ocorrem as reagdes autoliticas e/ou microbianas, que estdao
ligadas com o grau de higiene do barco, estrutura de processamento e dos manipuladores do
pescado, além disso, as baixas temperaturas que, se corretamente aplicadas, impedirdo ou
retardardo as reacOes que provocam a degradacdo (VIEIRA; SAMPAIO, 2004).

Nota-se que a conservacdo do pescado € outro ponto importante para o crescimento de
Staphylococcus sp., pois o aquecimento ou refrigeracdo com temperatura inadequada,
favorece a multiplicagdo desse micro-organismo, que pode produzir toxinas e provocar
sintomas de toxinfec¢Oes alimentares nos seus consumidores. Nespolo (2009) verificou uma
maior contagem de Staphylococcus sp. em amostras de salmao (Salmo salar) refrigeradas,
que naquelas submetidas ao congelamento, demonstrando que este ¢ o melhor método de
conservacgdo do pescado.

Além do manipulador, vérias outras fontes podem contaminar o pescado com bactérias
do género Staphylococcus sp. como por exemplo, equipamentos e utensilios (bandejas, facas e
tdbuas) que por higienizacdo inadequada podem veicular esse micro-organismo ao sashimi.
Pode ocorrer ainda contaminac¢do cruzada, onde a superficie e os utensilios utilizados sdo os

mesmos para diferentes tipos de alimentos.



38

Ré et al. (2013) ao verificar a incidéncia de Staphylococcus aureus em manipuladores
de alimentos em uma creche no municipio de Guarapuava-PR pode concluir que uma toalha
comum, utilizada pelos manipuladores para a secagem das mados esteve atuando
especificamente na veiculacio de Staphylococcus spp., além disso outros veiculos no interior
do estabelecimento (pias, torneiras, etc.) estavam atuando na disseminacdo das outras espécies
microbianas.

De acordo com Santos (2000), a transmissdo de Staphylococcus sp. pode ocorrer
diretamente, através do contato, ou indiretamente, através de aerossdis, secrecdes, poeira,
fomites, objetos e alimentos contaminados, cuja transferéncia envolve um intermedidrio, no
qual o micro-organismo permanece até ser transferido ao hospedeiro.

Populacgdes elevadas de Staphylococcus sp. com variagido de 1,7 x 10* a 5x10* UFC/g,
1,1x10% a 6,9)(103 UFC/g e 21,x10% a 7,5)(102 foram observadas revelando a importancia de se
manter a temperatura adequada de refrigeracdo do peixe durante a estocagem e exposi¢ao para
a venda, com objetivo de evitar a multiplicacdo. Além disso, hdbitos de higiene pessoal
durante a comercializagdo, tais como lavagem das maos, uso de mdscaras e auséncia de
objetos de adorno sao medidas que também podem contribuir para a obten¢@o de produtos de

melhor qualidade microbiolégica (NESPOLO, 2009).
5.2 Pesquisa de Staphylococcus coagulase positivo

Na presente pesquisa ndo foi isolado Staphylococcus coagulase positivo nas amostras
coletadas, embora o parametro estabelecido pela legislacdo vigente seja 5x103 UFC/g
(BRASIL, 2001).

Embora, a microbiologia de alimentos atribua uma grande importincia para
Staphylococcus aureus pela producido de enterotoxinas, coagulase e termonuclease (TNase),
algumas espécies de Staphylococcus que nao produzem nenhuma dessas enzimas também
podem produzir enterotoxinas (JAY, 2005).

Trabalhos realizados por Cunha et al. (2006), demonstram que o grupo de bactérias
Staphylococus coagulase negativo, quando presentes em alimentos, ndo deve ser ignorado,
pois a sua capacidade toxigénica j4 foi verificada em técnicas moleculares como a rea¢do em
cadeia da polimerase (PCR).

Resultado semelhante ao do presente trabalho foi encontrado por Valandro (2010) que

ao analisar amostras de sashimi a base de Salmao preparadas em restaurantes especializados
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em Culindria Japonesa na cidade Porto Alegre - RS confirmou que nenhuma amostra
apresentou contaminacdo por Staphylococcus coagulase positivo.

Ja Montanari et al. (2015) verificaram que as amostras como presenca de
Staphylococcus coagulase positivo isoladas de sashimi de salmdo preparadas e
comercializadas em restaurante japonés no municipio de JI-Parand — RO encontravam-se
dentro do limite estabelecido pela legislagcdo vigente.

Silva (2007) avaliou a condi¢do sanitaria de peixes em feiras livres na cidade de Sao
Paulo e verificou que duas (10%) amostras foram positivas para Staphylococcus coagulase
positivo, com valores de 2x10° e 4x10? UFC/g, estando assim, dentro do padrdes
estabelecidos pela ANVISA.

Santos (2012) isolou Staphylococcus sp. em 20 amostras de sushi comercializados em
restaurantes na cidade de Aracaju e verificou que 16 foram coagulase positivo, porém
somente quatro apresentaram niveis acima de 10° UFC/g. Esse autor destaca que a
manipulacdo inadequada € a principal forma de contaminacdo por Staphylococcus coagulase
positivo.

Nespolo (2009) avaliando as caracteristicas microbioldgicas de salmao (Salmo salar)
comercializado em algumas cidades da regido nordeste do estado de Sdo Paulo observou
padrdes aceitdveis de Staphylococcus coagulase positivo, de acordo com a legislagdo,
entretanto, reforca a necessidade da criacdo de uma legislagdo especifica para pescado cru
com padroes abaixo de 10 UFCl/g, visto que os parametros estabelecidos para pratos prontos
a base de pescado cru sdo elevados e podem colocar em risco a saide do consumidor, embora
a populacio capaz de provocar intoxicacio seja de aproximadamente 10° UFC/g

(RODRIGUES et al., 2004).
5.3 Pesquisa de bactérias do género Aeromonas

Do total de 60 amostras de sashimi analisadas, a presenca de Aeromonas spp. foi
detectada em 57 (95%) das amostras (Figura 6). A caracterizacdo bioquimica permitiu a
identificacdo de 66 cepas, distribuidas de acordo com a seguinte frequéncia: Aeromonas
hydrophila 60 (91%) e Aeromonas caviae 6 (9%). O valor encontrado estd diretamente
relacionado ao fato do ambiente aquético ser a principal fonte de Aeromonas spp., sendo os

pescados muito susceptiveis a essa contaminagao.
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Figura 6: Percentual de amostras de sashimi contaminadas por Aeromonas spp. coletadas em dez
restaurantes na cidade de Sdo Luis — MA, 2016
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As bactérias do género Aeromonas ndo estdo associadas a condicdes sanitdrias
inadequadas, elas sdo comuns em diversos locais, incluindo solo e 4gua e sdo patogénicas em
animais de sangue frio, como os peixes. Aparecem ainda em 4gua doce, rios, valas e lagos de
dgua, esgoto bruto, esgoto tratado, lama e dgua potdvel tratada com cloro. Sdo isoladas com
frequéncia de 4dguas estuarinas e de praias, mas ndo ¢ comum em mar profundo, apesar desses
micro-organismos aparecem em 4agua de salinidade muito elevada (DEODHAR, 1991;
CANTAS et al., 2012).

Vale ressaltar que algumas espécies de Aeromonas spp. toleram as concentracdes de
cloro utilizadas em dgua destinadas ao consumo humano, dessa forma, a contaminagdo do
sashimi por Aeromonas spp. pode ter ocorrido durante o seu processamento, em contato com
agua contaminada conforme destaca Ghenghesh (2008). Porém, como esse parametro nio foi
avaliado na presente pesquisa, ndo se pode confirmar essa informacao.

No que se refere aos locais de coleta foi possivel observar que as espécies de
Aeromonas estavam no momento do estudo amplamente distribuidas, tendo sido isoladas nos
dez pontos de coleta. A. hydrophila foi a espécie isolada com maior frequéncia nas amostras
de sashimi analisadas. Estes resultados sugerem que o habitat desse peixe representa um
importante reservatério natural de micro-organismos dessa espécie. A. caviae foi isolada
somente em quatro pontos de coleta, sendo que no restaurante E, foi possivel o isolamento de

trés cepas dessa espécie (Tabela 2).
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Tabela 3: Espécies de bactérias do género Aeromonas isoladas de amostras de sashimi, obtidas em
restaurantes na cidade de Sao Luis, 2016

Restaurantes
Espécies A B C D E F G H I J Total
A. hydrophila 5 7 6 6 5 7 6 7 5 6 60
A. caviae 0 0 1 0 3 1 0 0 1 0 6
Total 5 7 7 6 8 8 6 7 6 6 66

Segundo trabalho realizado por Peixoto et al. (2012) A. hydrophila esta entre as cinco
espécies de relevancia clinica por serem agentes patogénicos tanto para peixes como para os
seres humanos, devido a sua capacidade de produzir exotoxinas em temperaturas de
refrigeragdo. Para Abdullah et al. (2003) esse micro-organismo em seres humanos pode
causar gastroenterites transmitidas pelo contato e consumo de carne e dgua contaminadas,
além de infeccdes de pele, principalmente em pacientes imunocomprometidos.

A. caviae € a espécie de Aeromonas mais isolada em fezes diarréicas de criangas, e
embora de alta prevaléncia, os fatores de viruléncia e os mecanismos de patogenicidade dessa
espécie nao se encontram totalmente estabelecidos (NAMDARI; BOTTONE, 1990).

A. hydrophila ja foi isolada no homem em casos de gastrenterites, infeccdes do trato
urindrio, osteomielite, septicemia, meningite e infec¢des de feridas comuns. As espécies A.
jandaei, A. schubertii e A. caviae sdo mais habitualmente insinuadas em infec¢des humanas
intestinais. Aeromonas spp. tem a capacidade de provocar diarreia devido a presenca de toxina
enterotoxigénica. Diversos documentos relatam espécies de Aeromonas como causa de
gastrenterites em criangas e adultos e cada vez mais se isolam de pacientes com diarreia do
viajante (VILA et al., 2003; SORUM, 2006; BARCELLOS, 2008; GHENGHESH, 2008;
CANTAS, 2012).

Considerando que tais micro-organismos sio capazes de produzir inimeros produtos,
mesmo em condi¢do de refrigeracdo, os resultados obtidos na presente pesquisa alertam para a
possibilidade de ocorréncia de gastrenterite em consumidores desse alimento, bem como
infeccdo cutanea em pescadores e manipuladores de alimentos. Clark e Chenoweth (2003) e
Guerra et al. (2007) relatam que os riscos sdo maiores para pacientes pedidtricos, geridtricos €
portadores de doengas imunossupressoras, pois as Aeromonas spp. sdo especialmente
patogénicas.

Virios estudos realizados no Brasil j4 evidenciaram que o peixe pode ser um

importante veiculo de transmissdo de Aeromonas, evidenciando a importancia desse micro-
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organismo para a sadde publica, tendo em vista seu elevado potencial patogénico para o ser
humano. Martins (2006) isolou Aeromonas spp. em 75% das amostras de sushi e sashimi
preparados a base de pescado cru (salmdo, atum, robalo e peixe prego) servidos em bufés na
cidade de Sao Paulo. Silva (2007) ao analisar a qualidade sanitdria de peixes na cidade de Sao
Paulo verificou que Aeromonas spp., incluindo A. hydrophila foi isolada em 50% das
amostras. Costa (2016) observou que 13% das amostras de Atum (Thunnus spp.) fresco
comercializado no municipio de Sao Paulo foram positivas para Aeromonas spp., sendo 10

(90,9%) confirmadas como A. hydrophila pela PCR.

5.4 Perfil de resisténcia aos antimicrobianos

Verificou-se que 64 isolados de Aeromonas spp. foram resistentes a ampicilina, 63 a
cefuroxima, 54 a amoxicilina-clavulanato, 50 a cefoxitina, 40 a cefotaxima, 31 a sulfa-
trimetoprim, 26 a piperaciclina, 23 ao ciprofloxacina, 22 a gentamicina e amicacina € 13 ao
cefepime. Em relacdo ao perfil de resisténcia podemos observar que de um modo geral, os
isolados de Aeromonas spp., oriundos das amostras de sashimi avaliadas apresentaram
elevados percentuais de resisténcia aos onze antimicrobianos testados, favorecendo a
manutencao de bactérias resistentes no ambiente aquatico (Tabela 3).

A utilizacdo irracional ou excessiva de antimicrobianos na aquicultura dd condigdes
para o surgimento de bactérias resistentes aos antibidticos, e gera um efeito direto sobre o seu
valor terapéutico futuro (SMITH, 2008). Segundo Pablo (2009) nos ambientes de aquicultura
estd crescente a incidéncia de resisténcia antimicrobiana de Aeromonas spp., dessa forma, o
uso de antibidticos deve, sempre ser acompanhado dos dados de susceptibilidade da bactéria

alvo (SMITH, 2008).
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Tabela 4: Susceptibilidade a antimicrobianos de cepas de Aeromonas hydrophila e Aeromonas caviae
1soladas de amostras de sashimi em dez restaurantes na cidade de Sdo Luis - MA, 2016

Numero de cepas

Antimicrobianos Resistente  Intermediario  Sensivel Total
Ampicilina 64 (97%) 1(1,5%) 1(1,5%) 66
Gentamicina 22 (33%) 8 (12%) 36 (55%) 66
Amicacina 22 (33%) 13 (20%) 31 (47%) 66
Amoxicilina Clavulanato 54 (82%) 5 (7%) 7 (11%) 66
Cefuroxima 63 (95%) 3 (5%) 0 66
Cefepime 13 (20%) 5 (7%) 48 (73%) 66
Cefoxitina 50 (76%) 11 (17%) 5 (7%) 66
Cefotaxima 40 (61%) 12 (18%) 14 21%) 66
Ciprofloxacina 23 (35%) 9 (14%) 34 (51%) 66
Piperaciclina 26 (39%) 8 (12%) 32 (49%) 66
Sulfa Trimetoprim 31 (47%) 6 (9%) 29 (44%) 66

As cepas de Aeromonas spp. isoladas apresentaram elevada frequéncia de resisténcia
para Ampicilina, estando de acordo com o estudo realizado por Silva (2010) que observou que
todas as amostras de Aeromonas spp. isoladas da dgua dos viveiros e dos peixes, oriundos de
pisciculturas da Regido da Baixada Ocidental Maranhense foram resistentes a esse antibidtico.
A resisténcia de Aeromonas spp. a ampicilina é esperada na grande maioria das espécies,
sendo esse antimicrobiano utilizado nos meios de cultura seletivos para este micro-organismo
(GHENGHESH et al., 2008).

Foi observada elevada resisténcia a cefuroxima (95%), amoxicilina-clavulanato (82%)
e cefoxitina (76%). Silva (2010) constatou que 78,6% dos isolados de Aeromonas spp. foram
resistentes a cefuroxima. Suhet (2011) verificou que 100% das amostras de Aeromonas spp.
isoladas de criacdo intensiva de Tildpias do Nilo no Espirito Santo foram resistentes a
amoxicilina, percentual semelhante, de 82% foi encontrado no presente estudo. A resisténcia
de Aeromonas spp. a cefoxitina também foi confirmada por Cereser (2003), com percentual
de 75%, valor bem préximo do presente trabalho. Miranda e Zemelman (2002) observaram
que as bactérias isoladas de salmdo provenientes de fazendas no Chile apresentaram uma
elevada incidéncia de resisténcia aos p-lactimicos (ampicilina e amoxicilina).

Aeromonas spp. sdo produtoras naturais de - lactamase ou induzem a atividade dessa
enzima, dessa forma a resisténcia a amoxicilina + clavulonato, ja era esperada, pois existe
uma grande prevaléncia de genes de - lactamases nas bactérias do género Aeromonas,
algumas das quais resistentes a inibicao do acido clavulonico (IACONIS e SANDERS, 1990;
SEGATORE et al., 1993; JACOBS e CHENIA, 2007).
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Cefepime (20%), Gentamicina (33%), Amicacina (33%) e Ciprofloxacina (35%)
foram os antibiéticos com menor resisténcia as cepas de Aeromonas spp. isoladas, portanto
em casos de infec¢des causadas por essa bactéria, essas drogas seriam os produtos de elei¢ao.
Esses dados sdo importantes para indicar um antibidtico eficiente para tratamento de pacientes
acometidos por infeccdes causada por bactérias do género Aeromonas.

Cereser (2003) encontrou resultados semelhantes ao do presente trabalho, onde
Gentamicina, cefepime e Ciprofloxacina apresentaram os menores niveis de resisténcia
(42,5%, 45% e 47,5%, respectivamente) de Aeromonas spp. isolada de queijo minas frescal
industrial e artesanal no Rio Grande do Sul. Akinbowale et al. (2007) verificou uma baixa
resisténcia de Aeromonas spp. a Ciprofloxacina quando analisou amostras de truta em
pisciculturas. Miranda e Castillo (1998) também observaram baixa resisténcia de Aeromonas
spp., isoladas de sistemas de dgua doce no Chile a gentamicina e amicacina, concordando com
os dados encontrados nesta pesquisa.

Estudos de bactérias resistentes aos antibidticos isoladas de peixes comercializados no
Chile e residentes de dguas proximas a esgotos urbanos mostram uma alta propor¢do de
resisténcia a ampicilina, estreptomicina e tetraciclina, e uma baixa frequéncia de resisténcia a
gentamicina e amicacina (MIRANDA E ZEMELMAN, 2001).

Destaca-se que o uso que o uso excessivo de antimicrobianos na aquicultura do salmao
tem efeito ndo s6 no local de criacdo, mas também a uma certa distancia de onde essas
atividades ocorrem como resultado de transporte por correntes de dgua. Buschmann et al.
(2012) verificou que residuos de flumequina, uma quinolona com potencial de resisténcia
cruzada com &cido oxolinico, estava presente em sedimentos nas duas propriedades de seu
estudo em locais diferentes e distantes, o autor relata que muito provavelmente esses residuos
tenham sido transportados pelas correntes marinhas das muitas outras dreas de aquicultura da
regido que utilizam este antimicrobiano.

Miranda e Zemelman (2002) em seu estudo com bactérias isoladas de salmao
provenientes de fazendas no Chile reforcou a hipdtese de que bactérias resistentes também
estdo presentes em ambientes de criagdo de salmdo em periodos em que nenhuma terapia
antibacteriana é administrada.

Uma limita¢do importante desta pesquisa € a falta de informacao relativa a utilizacio e
frequéncia de aplicacdo de antimicrobianos, visto que as amostras foram coletadas
diretamente dos restaurantes e a informacdo que se tem, é que a origem desse peixe na
maioria dos locais é do Chile, porém foi observado um elevado percentual de resisténcia de

Aeromonas spp. a varios antimicrobianos, sugerindo que ¢ feita a utilizacao de antibidticos ou


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969702000220#BIB44
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969702000220#BIB45
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estes chegam por meio da dgua de outras propriedades que fazem uso e acabam provocando
resisténcia as bactérias presentes no meio, especialmente as do gé€nero Aeromonas spp,
conforme verificado na presente pesquisa.

Ao analisar a resisténcia aos antimicrobianos de acordo com as espécies isoladas
podemos observar que tanto Aeromonas caviae como Aeromonas hydrophila apresentaram
elevados niimeros de cepas resistentes.

Verificou-se que todas (6/6) as cepas de A. caviae testadas foram resistentes a
ampicilina, cefuroxima e cefoxitina (Figura 7).

Figura 7: Susceptibilidade a antimicrobianos de cepas de Aeromonas caviae isoladas de amostras de
sashimi coletadas em dez restaurantes da cidade de Sdo Luis - MA, 2016
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Evangelista-Barreto et al. (2010) constatou em seu estudo que as A. caviae isoladas do
Rio Coc6 no Cearéd/Brasil apresentaram maior indice de multipla resisténcia, sendo resistente
a quatro antibidticos. Os antibidticos com menor resisténcia a A. caviae foram cefepime,
piperacicilina, ciprofloxacina, amicacina e gentamicina.

A Figura 8 apresenta o nimero de cepas de A. hydrophila resistentes aos
antimicrobianos testados. Assim como observado na espécie A. caviae, os antibidticos com
maior resisténcia a A. hydrophila foram ampicilina, cefuroxima e amoxicilina-clavulanato. E

os de menor resisténcia cefepime, amicacina, gentamicina, ciprofloxacina e piperaciclina.
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Figura 8: Susceptibilidade a antimicrobianos de cepas de Aeromonas hydrophila isoladas de amostras
de sashimi coletadas em dez restaurantes da cidade de Sdo Luis - MA, 2016
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Hirsch (2005) verificou que todas as cepas de A. hydrophila isoladas de peixes e
ambientes aquaticos em Minas Gerais foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano
dentre os nove testados.

Dessa forma, de modo geral, ndo foram observadas diferencas evidentes nos padroes
de resisténcia aos antimicrobianos entre isolados de A. caviae e A. hydrophila.

Bactérias resistentes podem ser transmitidas e chegar a novos lugares através do
movimento de pessoas, ou serem disseminadas aos seres humanos por meio de feridas, pela
exposi¢do obtida apds a manipulacdo do peixe, pelo contato com animais e através da
alimentacao (AARESTRUP, 2006; CABELLO, 2006; JACOBS, 2007; BURRIDGE, 2010).

Dessa forma, o uso de antimicrobianos em animais tem consequéncias para a saude
publica, sendo um tema de preocupacio mundial (GUARDABASSI, 2010), pois o
aparecimento da resisténcia limita severamente as op¢des em medicina humana, devendo sua
utilizacdo ser evitada ou controlada a fim de prevenir a disseminagcdo de resisténcia a
antimicrobianos (HEUER, 2009; REGITANO, 2010).

O ambiente aquético possuiu grande diversidade de espécies bacterianas, dessa forma,
ao estudar a resisténcia a antimicrobianos podemos avaliar o papel das bactérias na
manuten¢do e na transferéncia de genes de resisténcia a outras bactérias, inclusive
patogénicas, com a intencdo de compreender a transmissdo de micro-organismos resistentes

no ambiente de cultivo do pescado (MIRANDA e ZEMELMAN, 2001).
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Com o objetivo de diminuir o risco do uso de antimicrobianos em animais sobre a
saude publica e animal, vdrias organizacdes e associacdes profissionais internacionais, nos
dltimos anos, t€ém se preocupado com a utilizagdo correta e ldgica de antimicrobianos em
animais, ndo s6 para guardar a eficdcia dos antibi6ticos em medicina veterindria, mas sim para
evitar o desenvolvimento e a transmissdo de fendtipos resistentes indesejaveis em patdgenos
zoondticos, bem como a disseminag¢do entre animais € humanos (GUARDABASSI, 2010)

Entretanto, os piscicultores ainda utilizam de forma irracional e agressiva os
quimioterdpicos para debelar infec¢cdes bacterianas e infestagdes de ectoparasitas, bem como
desinfetantes para evitar a propagacdo de doencas (CABELLO, 2006).

Dessa forma, o uso de antimicrobianos na aquicultura do salmado no Chile precisa ser
controlado e reduzido, porque este aumento tem o potencial de gerar problemas de seguranca
alimentar e saude publica (SAMUELSEN et al., 1992; SORUM, 2006; FORTT et al., 2007;
BUSCHMANN et al., 2009; MILLANAO et al., 2011).

5.5 Indice de Miiltipla Resisténcia a Antibiéticos

No presente estudo observou-se que os resultados obtidos com base no indice MAR
demonstraram que houve variagdo entre 0,18 até 1,0 nos isolados de Aeromonas spp. obtidos
de sashimi, e o perfil de multirresisténcia dos isolados de Aeromonas spp. foi observado em
94%, demonstrando alto indice de multirresisténcia, ou seja, resisténcia a 2 ou mais drogas
das onze testadas (Tabela 4).

Miranda e Zemelman (2002) observaram ocorréncia de resisténcia simultanea a varios
antibacterianos e uma alta frequéncia de bactérias resistentes a 6-10 antibacterianos, e os
valores do indice MAR, variando 0,38 - 0,48, sugerindo que fazendas de salmdo do Chile
podem desempenhar um papel como reservatérios de bactérias multirresistentes, levando,
assim, a necessidade de uma atitude mais restritiva quanto ao uso intensivo de antibacterianos

na cria¢ao de salmao.
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Tabela 5: Indice de multipla resisténcia a antimicrobianos (MAR) encontrados nos 66 isolados de A.
hydrophila e A. caviae em amostras de sashimi coletadas em dez restaurantes na cidade de Sao Luis —
MA, 2016

Numero de A. hydrophila  A. caviae Indice MAR  Total %
antimicrobianos
2 4 . 0.18 4 6
3 3 ; 0,27 3 4
4 9 1 0,36 10 15
5 9 ; 0,45 9 14
6 15 2 0,45 17 26
7 8 1 0,63 9 14
8 4 1 0,72 5 7
9 1 1 0,81 2 3
10 0 0 0 0 0
11 7 ) 1,00 7 1
Total 60 6 - 66 100

Quando analisamos os resultados do indice MAR para a espécie A. caviae podemos
observar que todos os isolados foram resistentes a 4 ou mais antimicrobianos ou seja, todas
com caracteristica de multirresisténcia. Quanto aos isolados de A. hydrophila, somente 4 (6%)
apresentaram resisténcia a 2 antimicrobianos (indice MAR 0,18) sendo que todos os outros
isolados dessa espécie apresentaram-se resistentes a 2 ou mais drogas e 7 (11%) foram
resistentes aos onze antimicrobianos testados (indice MAR igual a 1,00).

Hirsch et al. (2005) trabalhando com a identificagdo e resisténcia de Aeromonas spp.
em ambientes aqudticos, relataram que diversas espécies isoladas deste gé€nero foram
resistentes a varios antimicrobianos testados, com indice MAR acima de 0,2 em 43% dos
isolados.

A multipla resisténcia a antibidticos é elevada em ambiente onde hd uso frequente
dessas drogas, sendo que indices superiores a 0,2 ocorrem geralmente com antimicrobianos
que sdo utilizados constantemente sendo considerados de alto risco, ja valores menores ou
igual a 0,2 s@o de antimicrobianos que sdo ocasionalmente utilizados (KRUMPERMAN,
1983; VIVEKANANDHAN et al., 2002; ADELEKE e OMAFUVBE, 2011).

Estudo realizado por Pablo (2009) verificou que fatores de viruléncia, como
citotoxinas geneticamente semelhantes a shiga-toxina de Escherichia coli verotoxigénica
(VTEC), foram encontrados em plasmideos de Aeromonas spp., comprovando que essa

bactéria pode transmitir genes de resisténcia a antibidticos a outros agentes patogénicos.
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A presenca desses isolados multirresistentes, sugere que pode haver uma transmissao
de genes de resisténcia de Aeromonas spp. a outros micro-organismos que fazem parte da
microbiota intestinal dos seres humanos, dessa forma, caso o consumidor apresente uma
infecc¢do intra ou extra-intestinal apds o consumo do pescado contaminado, pode limitar as
opg¢oes de tratamento uma vez que se trata de antibidticos administrados com frequéncia.

O aumento da resisténcia a varios agentes antimicrobianos tem sido uma preocupagao
para a comunidade cientifica, pois influenciam de forma negativa nas populacdes de outros
organismos, alterando o equilibrio ecoldgico. Assim, a busca por alternativas que adotem
medidas de manejo adequado sdo essenciais para minimizar possiveis riscos ao ambiente € a

saude publica sem comprometer a producdo na aquicultura (CABELLO et al. 2006).
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6 CONCLUSOES

- As espécies de bactérias do género Aeromonas spp., identificadas, A. hydrophila e A.
caviae, apresentam risco de causar gastrenterites e infecgdes extraintestinais nos
consumidores de sashimi;

- As amostras de sashimi analisadas ndo apresentam riscos de veicular intoxicac¢ao
alimentar por Staphylococcus coagulase positivo;

- Os antibidticos que apresentaram maior sensibilidade as cepas de Aeromonas spp.
isoladas foram cefepime, gentamicina, amicacina e ciprofloxacina, sendo portando as drogas
de escolha para tratamento de infeccao causadas por Aeromonas;

- As cepas isoladas de bactérias do género Aeromonas apresentaram caracteristica de

multirresisténcia, ou seja, resisténcia a 2 ou mais drogas das onze testadas.
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7 CONSIDERA COES FINAIS

Considerando-se que o sashimi é um alimento que vem sendo cada vez mais
consumido na cidade de Sdo Luis, e isso € evidenciado pelo crescente nimero de restaurantes
especializados nessa culindria, deve-se ter especial aten¢do no processamento € na obtencao
do mesmo para evitar e/ou diminuir o risco de infec¢des causadas por Aeromonas spp. Deve
ser feita uma rastreabilidade do sashimi desde a origem até o local de comercializagdo para
identificar as possiveis fontes de contaminacao do produto por Aeromonas spp. A presenca de
bactérias Staphylococcus coagulase negativo nas amostras de sashimi analisadas ndo deve ser
ignorada e indica falhas durante a manipulacdo e armazenamento do salmdo, dessa forma ¢é
necessdria ado¢@o de boas praticas de fabricacdo e controle adequado de temperatura durante
a manipulagdo e armazenamento do salmdo. O alto indice de resisténcia dos isolados de
Aeromonas spp. frente aos antimicrobianos demonstra que é feita a utilizagdo excessiva
dessas drogas e isso pode limitar as op¢des de tratamento para uso em humanos, em caso de
infec¢Oes provocadas por Aeromonas spp. Se recomenda uma maior atencdo por parte das
autoridades sanitdrias para com estabelecimentos que comercializem pratos a base de peixe
cru. O publico também deve ser esclarecido sobre os riscos aos quais estd sendo submetido ao
consumir esse tipo de alimento servido sem tratamento térmico. Os dados encontrados no

presente trabalho podem contribuir para subsidiar pesquisas futuras em saude publica.
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