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Ainda que eu fale as linguas dos homens e dos anjos, se ndo tiver amor, serei
como o bronze que soa ou como o cimbalo que retine.

Ainda que eu tenha o dom de profetizar, e conhega todos os mistérios e toda a
ciéncia, e ainda que tenha tamanha fé, a ponto de transportar os montes, se ndo tiver
amor, nada serei.

E ainda que distribua fodos os meus bens entre os pobres, e ainda que enfregue o
meu préprio corpo para ser queimado, se ndo tiver amor, nada disso me aproveitard.
O amor ¢ paciente, é benigno; o amor ndo arde em cilmes, ndo se ufana, ndo se
ensoberbece,
ndo se conduz inconvenientemente, ndo procura os seus interesses, ndo se exaspera,
ndo se ressente do mal.
ndo se alegra com a injustiga, mas regozija-se com a verdade;
tudo sofre, tudo cré, tudo espera, tudo suporta.

O amor jamais acaba; mas havendo profecias, desaparecerdo; havendo linguas,
cessardo; havendo ciéncia, passard,
porque, em parte conhecemos e, em parte profetizamos;

Quando, porém, vier o que € perfeito, entdo o que € em parte serd aniquilado.
Quando eu era menino, falava como menino;sentia como menino, pensava como menino;
quando cheguei a ser homem, desisti das coisas proprias de menino.

Porque, agora, vemos como em espelho, obscuramente, entdo veremos face a face.
Agora, conhego em parte, entdo conhecerei também sou conhecido.

Agora, pois, permanecem a fé, a esperanga, o amor, estes trés; mas o maior destes é

o0 amor.

(T Corintios 13:1,2)
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RESUMO

O desenvolvimento da aquicultura ocasionou 0 aumento da oferta do pescado em
comércios varejistas. Entretanto, esse produto requer atencdo para que nao
ocorra contaminacdo por microrganismos. Assim, o objetivo desta pesquisa foi
identificar microrganismos indicadores de qualidade sanitaria (Staphylococcus
coagulase positivos e Salmonella sp.) e qualidade higiénica (coliformes totais,
coliformes termotolerantes e Staphylococcus sp.) em tilapias comercializadas no
varejo, além de verificar a ocorréncia de Escherichia coli patogénica e Aeromonas
sp. Para isso, a colheita da tilapia, na forma de filé e in natura, foi realizada em
dez estabelecimentos de municipios da regido Nordeste do Estado de Sdo Paulo.
Para a caracterizacdo da Escherichia coli patogénica, os genes pesquisados
foram: stx1, stx2, eae, eltB, estA, estB, aggR e aafll por PCR multiplex. Além
disso, os isolados obtidos de Aeromonas sp. e Escherichia coli foram submetidos
ao teste de susceptibilidade a antimicrobianos. Os resultados para Salmonella sp.
e Staphylococcus coagulase positivos estiveram de acordo com a legislagéao
brasileira. Entretanto, foram encontradas altas populacdes de Aeromonas sp.,
coliformes totais e termotolerantes. A partir das amostras, foi possivel obter 216
isolados de Escherichia coli e 96 isolados de Aeromonas sp. Cinco isolados de
Escherichia coli apresentaram genes codificadores de fatores de viruléncia (estA
e eae). Em relagédo aos isolados de Aeromonas sp., as espécies mais frequentes
foram Aeromonas trota (50%), Aeromonas veronii biovar sobria (28%) e
Aeromonas schubertii (17%). De forma geral, as maiores frequéncias de isolados
resistentes foram observadas para o0s antimicrobianos ampicilina 10ug,
amoxicilina + acido clavulanico 20ug, cefalotina 30ug, cefoxitina 30ug, cefuroxima
30ug e cotrimozaxol 25ug. Além disso, foi possivel observar maltipla resisténcia
entre os isolados. Assim, esta pesquisa alerta para a manutencdo das praticas
sanitarias e higiénicas na producdo aquicola e venda do pescado devido a
presenca de microrganismos patogénicos e com mdltipla resisténcia aos

antimicrobianos avaliados.

Palavras chave: Pescado, PCR multiplex, Staphylococcus sp., coliformes,

resisténcia antimicrobiana.
Caunesp viii
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ABSTRACT

Aquaculture development contributed to increase the fish supply at retail.
However, this product requires attention to avoid contamination by
microorganisms. The objective of this research was to identify microorganisms that
indicate hygienic (Staphylococcus coagulase positive and Salmonella sp.) and
sanitary (total coliforms, fecal coliforms and Staphylococcus sp.) quality in tilapia
that were sold at retail. In addition, it was verified the occurrence of pathogenic
Escherichia coli and Aeromonas sp. the sample included tilapia fillets and in
natura that was obtained from ten establishments in Sdo Paulo State, Brazil. For
the characterization of pathogenic Escherichia coli, the genes stx1, stx2, eae, eltB,
estB, estA, aggR and aafll were studied. In addition, the isolates obtained from
Aeromonas sp. and Escherichia coli were tested for antimicrobial susceptibility.
The results for Salmonella sp. and Staphylococcus coagulase positive were in
accordance with Brazilian regulation. However, we found high populations of
Aeromonas sp., total and fecal coliforms. The sample allowed to obtain 216
Escherichia coli strains and 96 Aeromonas sp. strains. Five Escherichia coli
strains presented genes that were virulence factors coders (eae and estA).
Compared to isolates of Aeromonas spp., the most frequent species were
Aeromonas trota (50%), Aeromonas veronii biovar sobria (28%) and Aeromonas
schubertii (17%). In general, higher frequency of resistant isolates was observed in
antimicrobials ampicillin 10ug, amoxicillin + clavulanic acid 20ug, cephalothin
30ug, cefoxitin 30ug, cefuroxime 30ug and cotrimozaxol 25ug. Moreover, it was
possible to observe multiple resistance among isolates. In conclusion, the
maintenance of health and hygiene practices both in aquaculture and fish sales is
necessary because the presence of pathogenic microorganisms with multiple
resistances to antimicrobials tested.

Keywords: Fish, multiplex PCR, Staphylococcus sp., coliforms, antimicrobial

resistance.
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Introducgéo Geral

Os peixes e o0s produtos obtidos por meio da atividade pesqueira
destacam-se nutricionalmente de outros alimentos de origem animal (GIOVANINI
et al., 2012). Assim, a procura por este tipo de alimento como alternativa ou em
substituicdo a outras fontes de proteinas aumentou consideravelmente nos
altimos anos, o que levou a ampliacdo da producdo aquicola, principalmente em

paises em desenvolvimento (SILVA et al., 2008).

Com isso, o consumo de pescado pode ser influenciado por diversos
fatores, dos quais se destacam o0s socioecondmicos, os padrées de consumo
alimentar, caracteristicas pessoais e estado de saude (TRONDSEN et al., 2003).
Registra-se que o consumo mundial de pescado aumentou de 9,9 kg/per
capita/ano em 1960 para 18,4 kg/per capita/ano em 2009 (FAO, 2012).

O pescado pode ser adquirido em diversas formas de comércio,
especializados ou ndo, como peixarias, sacoldes, supermercados e feiras livres.
Em geral, pode ser vendido inteiro ou na forma de filé e pode estar in natura,

(“peixe fresco”) refrigerado ou congelado (RODRIGUES et al., 2004).

Entretanto, semelhantes aos demais produtos alimenticios, o pescado cuja
a presenca esta sujeito a contaminacdo pelos mais variados microrganismos. A
presenca desses microrganismos evidencia falhas em alguma das etapas da
cadeia do pescado, pois podem ser adquiridos ja no ambiente aquatico ou
durante as diferentes etapas de captura, transporte e distribuicdo (VALLANDRO
et al., 2011).

Além disso, por ser um alimento de fécil decomposicdo, o pescado exige
cuidado especial, notadamente os relacionados com a conservagéo pelo frio.
Além do mais, o conceito de qualidade engloba o fator inocuidade, ou seja, 0
alimento deve ser sadio, sem causar danos a saude do consumidor final. Este
aspecto € uma condicdo essencial para a “boa qualidade” dos produtos da pesca
e aquicultura (GONCALVES, 2011).

No entanto, esses alimentos tém sido associados a doencas humanas e
sdo veiculo de transmissdo de microrganismos patogénicos e intoxicacoes,
constituindo-se num problema de saude publica (LORENZON et al.,, 2010).

Caunesp 1
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Alguns desses microrganismos contaminantes do alimento s&o patogénicos,
enquanto outros nao causam enfermidades nos seres humanos, mas sao
indicadores de condi¢des higiénicas inadequadas, sendo sua presenga sugestiva

da existéncia de microrganismos patogénicos (BASTI et al., 2006).

A contaminacdo com patdégenos de reservatorios animal/humano, como
Salmonella sp. e Escherichia coli, pode ocorrer na pré ou pos-captura do
pescado, enquanto a manipulacdo inadequada durante o preparo pode introduzir
no alimento Staphylococcus aureus de origem humana, dentre outros (MILLARD
e ROCKLIFF, 2003).

Portanto, os problemas de saude ocasionados pelo consumo de pescado
se devem, principalmente, a pratica deficiente na produgdo, transporte e
armazenamento, razao pela qual a seguranca alimentar vem ganhando espaco e
atencdo global, devido a ocorréncia de doencas transmitidas pelos alimentos
(DTA’s). No Brasil, a ocorréncia de DTA’s é bastante comum, embora ndo seja
dada a devida importancia pela populacdo dos diversos niveis socioecondmicos
(BARRETO et al., 2012).

De forma diferente, em paises onde se mantém o registro das doencas
veiculadas por alimentos, o pescado contribui significativamente para os casos de
surtos relatados, variando de um pais para outro, dependendo do clima, costume
alimentar e outras diferencas sociais (JANDA e ABBOTT, 2011).

hY

Assim, devido a identificacdo de diversos microrganismos indicadores e
patogénicos nos peixes e demais produtos de origem aquatica, essa pesquisa
teve como objetivo estudar a qualidade sanitaria (Staphylococcus coagulase
positivos e Salmonella sp.) e qualidade higiénica (coliformes totais, coliformes
termotolerantes, Aeromonas sp. e Escherichia coli) em tilapias oriundas de
cultivo, comercializadas no varejo da regido nordeste do Estado de S&o Paulo,
bem como verificar o perfil de susceptibilidade dos isolados de Aeromonas sp. e

Escherichia coli a antimicrobianos.

Caunesp 2



Doutoranda Mayhara Martins Cordeiro Barbosa Orientador - Luiz Augusto do Amaral

Revisao Bibliografica

Producédo Aquicola

O cultivo de peixes no mundo intensificou-se, principalmente, para suprir a
demanda alimentar devido ao aumento populacional nas ultimas décadas. Assim,
diversas espécies de peixes foram introduzidas em todo mundo para a criacédo de
novas areas pesqueiras, o aumento dos rendimentos comerciais e instituicdo da
aquicultura (GOZLAN et al., 2010).

A producdo mundial do pescado (proveniente tanto da pesca extrativa
guanto da aquicultura) atingiu aproximadamente 146 milhdes de toneladas em
2009 e 148 milhdes de toneladas em 2010 (FAO, 2013a). Os maiores produtores
aquicolas em 2010, foram a China com aproximadamente 36,7 milhdes de
toneladas, a India com 4,65 milhes de toneladas e o Vietnd com 2,67 milhdes de
toneladas (FAO, 2012).

Segundo dados obtidos pelo Ministério da Pesca e Aquicultura em 2010, o
Brasil produziu aproximadamente 1,25 milhdes de toneladas de pescado, sendo
38% cultivados. Além disso, o crescimento da producdo aquicola entre os anos de
2008 e 2010 foi cerca de 40%, quando a producéo passou de 282.008t para
394.340t, sendo a tilapia a espécie mais cultivada, representando

aproximadamente 40% da producao nacional (BRASIL, 2012).

Entre os peixes mais produzidos, a tilapia teve origem na Africa e as
pesquisas para a criacdo desta espécie tiveram inicio no Congo Belga (atual
Zaire), no comeco do século XIX. A partir de 1924, a criacao foi intensificada no
Quénia e a expansdo para outras partes do mundo ocorreu a partir da Malasia
(CAMPO, 2008). No Brasil foi introduzida em 1971, por intermédio do
Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS) nos acudes do
Nordeste, difundindo-se para todo o pais (CASTAGNOLLI, 1996).

Caunesp 3
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Consumo do pescado

Peixe e produtos da pesca representam fontes de nutrientes de
fundamental importancia para uma dieta diversificada e saudavel. Com algumas
excecOes, 0 peixe, geralmente, apresenta baixo teor de gorduras saturadas,
carboidratos e colesterol (BENE et al., 2010).

Assim, mesmo pequenas quantidades de peixe pode ter um impacto
significativamente positivo em relacdo a nutricdo por fornecer aminoacidos
essenciais, gorduras e micronutrientes que sdo escassos em dietas a base de
vegetais (BENE et al., 2009). Além disso, diversas evidéncias dos efeitos
benéficos do consumo de peixes foram descobertas, principalmente, na
prevencao de muitas doencas (GARCIA e ROSENBERG, 2010).

Com isso, de acordo com Bostock et al. (2010), a aquicultura foi o setor da
industria alimenticia com maior crescimento nos ultimos anos, e se a produgéo
pesqueira continuar aumentando em resposta a demanda global, essa atividade
podera tornar-se responsavel por mais de 50% do consumo alimentar até 2015.

Outros fatores, como a forte expansdo da producdo pesqueira e 0
desenvolvimento tecnologico de distribuicdo, favoreceram o abastecimento
mundial de peixes que cresceu a uma taxa média de 3,2% ao ano no periodo
1961-2009, superando o aumento populacional mundial de 1,7% ao ano.
Portanto, a disponibilidade média do pescado per capita aumentou
consideravelmente. O consumo mundial per capita de peixe aumentou de 9,9 kg
em 1960 para 11,5 kg em 1970, 12,6 kg em 1980, 14,4 kg na década de 1990,
17,0 kg na década de 2000 e atingiu 18,4 kg em 2009 (FAO, 2012).

Em 2010, dos 148 milhdes de toneladas de peixes, crustaceos e moluscos
produzidos mundialmente, 128 milhdes de toneladas foram utilizadas como
alimento humano, proporcionando uma oferta de alimentos per capita estimado de
cerca de 19 kg (peso vivo). Dessa forma, os produtos oriundos da pesca
desempenham um importante papel no fornecimento mundial de alimentos,
diretamente por representar 17% da proteina animal consumida pelos seres
humanos e, indiretamente pelo apoio a producdo de alimentos pela aquicultura
(FAO, 2013a). No Brasil, 0 consumo per capita do pescado no pais em 2010 foi

Caunesp 4



Doutoranda Mayhara Martins Cordeiro Barbosa Orientador - Luiz Augusto do Amaral

de 9,75 Kg/hab./ano, com crescimento de 8% em relagdo ao ano anterior. Desse
total, 66% do pescado consumido sédo produzidos no pais (BRASIL, 2012).

O peixe para consumo pode ser encontrado em diversos tipos de varejo,
como supermercados, estabelecimentos especializados na venda do pescado
(peixarias), mercados municipais e feiras-livre. O pescado, ainda, pode ser
encontrado em variadas formas: inteiro in natura com ou sem visceras, filetado ou
processado. Além disso, o pescado pode ser encontrado fresco, resfriado ou

congelado.

Higiene, conservagao e manipulagéo do pescado

O pescado, apesar de seu excelente valor nutritivo, é bastante perecivel,
necessitando de condi¢des sanitarias adequadas desde sua captura, manipulagéo
e comercializacdo a fim de que seja oferecido ao consumidor um produto seguro
e de boa qualidade microbiolégica (ABREU et al., 2008).

Assim, além de sua microbiota saprofita, inerente ao ambiente, os peixes
podem ser contaminados por bactérias patogénicas oriundas ndao apenas do
ambiente aquatico, mas também do processamento e da estocagem inadequados
(LANZARIM, 2011).

Geralmente, a lavagem com agua hiperclorada a cinco ppm de cloro
residual livre auxilia na conservagcdo do pescado. Além disso, a evisceragdo €
importante na eliminagdo das bactérias contidas no intestino animal, como
também na reducdo da autélise causada pela enzima digestiva e a lavagem apos
a evisceracdo tem como finalidade remover restos de sangue e visceras
(GERMANO et al., 2001). Outro fator que também auxilia na conservacdo do
peixe por um tempo maior é o descabecamento, pois assim sdo eliminadas as

branquias, um dos principais focos de putrefacéo do pescado (ORDONEZ, 2005).

Outros fatores de importancia fundamental sdo as préaticas de higiene
adequadas por parte dos manipuladores para auxiliar na conservacao e
preservacdo da qualidade do pescado, pois apesar da contaminacdo dos

alimentos terem varias origens, as principais causas sao a falta de higiene
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pessoal e higienizagdo dos utensilios, dos equipamentos e superficies que entram
em contato com os alimentos (AZEVEDO et al., 2008).

Além disso, segundo Reij e Den Aantreker (2004), a recontaminacao, ou
seja, contaminagdo apOs preparo é uma importante causa de surtos de doencas
alimentares causadas por pescados. Em seu estudo, afirmam que equipamentos
e utensilios ndo limpos ou inadequadamente limpos sédo fontes de numerosos
patdgenos. Ainda, os manipuladores de alimentos e veiculos de transmissao,
como insetos, passaros e roedores, sao importantes transmissores de
microrganismos (REIJ e DEN AANTREKER, 2004).

Com isso, o efeito da higiene na conservacgéo e deterioracdo do pescado
varia e depende do tipo de contaminacdo que pode ocorrer. Pois apenas uma
fracdo da contaminacdo geral € provocada por bactérias especificas da
deterioracdo. Entretanto, as medidas de higiene contribuem de forma positiva
para o tempo de conservacao, evitando que bactérias especificas de deterioragédo
contaminem peixes e produtos derivados (HUSS et al., 2000).

Para evitar o aumento da populagdo de microrganismos, principalmente,
dos responséaveis pela decomposi¢cdo excessivamente rapida, existem trés formas
importantes de prevencdo segundo Graham et al. (1993): cuidado, limpeza e
refrigeracdo. O cuidado durante a manipulacdo é essencial, visto que os danos
podem facilitar, através de cortes e feridas, o acesso de bactérias deteriorantes,
acelerando, deste modo, seu efeito sobre a carne. A limpeza é importante sob
dois pontos de vista: (1) as fontes naturais de bactérias podem ser eliminadas; e
(2) a probabilidade de contaminagdo pode ser reduzida ao minimo, assegurando
gue o pescado seja sempre manipulado de forma higiénica. Porém, o mais
importante € resfriar o pescado o mais rapido possivel e manté-lo assim. Quanto
maior a contaminag&o, menor o tempo de conservacdo, a uma dada temperatura
(PEIXOTO e TOLEDO, 1998).

Em estudo realizado por Vicente (2005) sobre a qualidade do pescado
comercializado em Niteréi (RJ), o autor constatou uma baixa qualidade sanitéria e
de conservacao de tal produto, fato que € observado em varias outras localidades
do territorio brasileiro. Essa circunstancia justifica trabalhos qualitativos sobre o

levantamento dos grupos de peixes encontrados no varejo como também sobre o
Caunesp 6



Doutoranda Mayhara Martins Cordeiro Barbosa Orientador - Luiz Augusto do Amaral

estado de conservacdo dos produtos aquicolas comercializados, uma vez que
esses produtos podem estar relacionados as doencas de origem alimentar. Pois a
ocorréncia de toxinfeccOes alimentares possui correlagdo elevada com a

manipulacdo e conservacgao inadequada dos alimentos (CHESCA et al., 2001).

Por exemplo, no Rio Grande do Sul, em pesquisa realizada por Pinto
(1999), foram constatados 1.187 surtos de toxinfec¢bes alimentares entre 0s anos
de 1988 a 1997. Entretanto, Franco e Landgraf (2008) afirmaram que mesmo em
paises desenvolvidos, nos quais o fornecimento de géneros alimenticios é
considerado seguro do ponto de vista higiénico e de saude publica, a ocorréncia
de doencas dessa natureza é significativa e crescente.

De acordo com Silva (2002), diversos fatores relacionados & manipulacéo e
ao estado de conservacao e higiene do pescado podem influenciar na ocorréncia
de enfermidades, entre eles: tratamento térmico inadequado, ingredientes
contaminados e a forma de manipulacdo dos alimentos. Deve-se levar em conta
gue mais de um desses fatores podem ocorrer concomitantemente e possibilitar a
ocorréncias de infeccoes. Em pesquisa realizada em Curitiba, a conservagao
inadequada dos alimentos foi responsével por 46,5% dos surtos das toxinfec¢des
encontradas (SILVA, 2002), enquanto Pinto (1999), no Rio Grande do Sul,
encontrou uma porcentagem de 30,7%.

Frequentemente, a presenca de microrganismos responsaveis pela
ocorréncia de doencas, evidencia falhas em alguma das etapas da cadeia
produtiva do pescado, o que compromete a qualidade e o grau de frescor do
produto final. Além disso, a contaminagdo com patdgenos como Salmonella e
Escherichia coli, que pode ocorrer na pré ou pdés-captura, oferece risco ao
consumidor, pois em alguns casos uma pequena populagdo é suficiente para
provocar a doenca. Também pode ocorrer a contaminacdo por Staphylococcus
aureus, encontrado nas mucosas e superficies da pele de humanos como

consequéncia direta da manipulacao inadequada (BARRETO, 2012).
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Deterioracao do pescado

O pescado é um produto de origem animal muito suscetivel a deterioracao,
devido ao pH proximo da neutralidade, a elevada atividade de agua nos tecidos e
aos altos teores de nutrientes. Além disso, os métodos de captura, que provocam
morte lenta, contribuem para a rapida decomposi¢do, ocasionando diversos

problemas relacionados a conservacdo (SOUSA et al., 2011).

A deterioracdo do pescado instala-se logo apds a morte e avanga com o
tempo. As alteracbes mais comuns s&o: as enzimaticas, as fisico-quimicas e as
microbioldgicas. A rapida morte do musculo, a fadiga ocasionada pelo esfor¢co que
o0 pescado faz na tentativa de livrar-se da captura, provoca um consumo
consideravel das reservas energéticas, esgotando desta forma, as substancias
necessarias para a contracdo muscular que sdo a Adenosina Trifosfato (ATP) e o
Glicogénio. Depois da morte e sem o glicogénio necessario para a resintese do
ATP, cessa a contragdo muscular e inicia-se o chamado “Rigor Mortis”
(GERMANO et al., 2001).

No periodo pés-morte imediato, as principais alteracdes que afetam a
qualidade do pescado sédo aquelas relacionada a degradacdo dos nucleotideos,
através de enzimas que desdobram o ATP até Hipoxantina (Hx), caracterizada
pelo odor azedo do pescado. Na deterioragdo, essas enzimas tissulares, enzimas
naturalmente presentes na pele e nos tecidos, passam a atuar na carne,

causando a desintegracdo e amolecimento (BARROS, 2003).

Outro grupo de enzimas, denominadas autoliticas (digestivas) é associado
aos processos normais de digestdo no pescado vivo. No pescado morto, a parede
intestinal ndo impede a passagem dos sucos digestivos, de natureza acida, que
atuam sobre os tecidos musculares, causando decomposicao e facilitando a
disseminagdo de microrganismos restritos ao trato intestinal o que acelera o
processo de deterioragdo, através da putrefacdo das visceras, caso o pescado

tenha sido capturado e armazenado sem evisceracao (SAAID et al., 2009).

Apesar de pouco tecido conjuntivo, 0 musculo do pescado possui pouco
colageno, isto facilita a digestdo, porém torna o muasculo mais vulneravel a

invasdo e atividade microbiana. A fraca ligacdo dos anéis protéicos e a grande
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guantidade de agua sdo caracteristicas dos componentes do pescado que
favorecem a sua digestibilidade, porém disponibilizam, de forma mais facil e em
guantidades adequadas, 0os nutrientes necessarios para a multiplicacdo e intensa
atividade microbiana (MEIRA et al., 1999).

A velocidade de decomposicdo depende de fatores enddgenos e
exbégenos. Os fatores exdgenos sao a temperatura, microrganismos presentes,
processamento e manipulacdo. Os fatores enddgenos sdo a composicao quimica
e a textura dos tecidos (BARROS, 2003).

Assim, um dos fatores mais importantes ao inicio da deterioracdo € a
presenca dos inUmeros microrganismos presentes na agua, bem como na
microbiota natural, localizada principalmente nos intestinos, branquias e muco
superficial do pescado (FELDHUSEN, 2000).

Doengas Transmitidas por Alimentos

As doencgas transmitidas por alimentos (DTAs) configuram um termo
genérico, aplicado a uma sindrome geralmente constituida de anorexia, nauseas,
vOmitos e/ou diarreia, acompanhada ou nédo de febre. Sintomas digestivos, no
entanto, ndo sdo as Unicas manifestacfes dessas doencas, podendo ocorrer,
ainda, afeccdes extraintestinais em diferentes o6rgdos e sistemas, como:
meninges, rins, figado, sistema nervoso central e outros, de acordo com o agente
envolvido. Sob o aspecto etioldgico, podem ser causadas por toxinas, bactérias,
virus, parasitas e substancias téxicas (BRASIL, 2005).

Portanto, segundo a Organizacdo Mundial da Saude, as DTAs podem ser
definidas como aquelas doencas, de natureza infecciosa ou toxica, causadas por
agentes gue sao introduzidos no organismo através da ingestdo de alimentos ou
agua contaminados (WHO, 2010).

A ocorréncia de DTA aumentou consideravelmente em nivel mundial.
Varios sao os fatores que contribuem para a emergéncia dessas doencas, entre
0s quais se destacam: o crescente aumento das populagdes; a existéncia de
grupos populacionais vulnerdveis ou mais expostos; o processo de urbanizacédo

desordenado e a necessidade de producdo de alimentos em grande escala.
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Contribui, ainda, o deficiente controle dos 6rgaos publicos e privados no tocante a
qualidade dos alimentos ofertados as popula¢des (BRASIL, 2010).

O perfil epidemiolégico das doencas transmitidas por alimentos ainda é
pouco conhecido. Somente alguns estados e/ou municipios brasileiros disp6em
de estatisticas e dados sobre o0s agentes etioldgicos mais comuns, alimentos mais
frequentemente implicados, populacdo de maior risco e fatores contribuintes
(BRASIL, 2010).

O numero de casos de doencas transmitidas por alimentos (DTAS) no
ambito do pescado é geralmente baixo quando comparado ao dos causados por
aves, lacticinios e outras carnes. Entretanto, a importancia do pescado como
veiculador de patdgenos depende de fatores como a dieta e a forma de preparo
para consumo (HUSS et al., 2000).

No Brasil, a obtencdo de dados coletados entre os anos de 1999 a 2004,
constatou-se que dos 3.737 surtos notificados 1% foram relacionados ao
consumo de pescado e 0,37% aos frutos do mar, acarretando em custos com
hospitaliza¢des, ao redor de 280 milhdes de reais e média de 46 milhdes de reais
por ano (SILVA et al., 2008). Assim, a ocorréncia de DTA’s é bastante comum,
embora ndo seja dada a devida importancia pela populagdo dos diversos niveis
socioecondmicos (BARRETO et al., 2012).

Em paises onde se mantem o registro das doencas veiculadas por
alimentos, as caracteristicas que influenciam os numeros de surtos relatados
variam de um pais para outro, dependendo do clima, costumes da dieta e outras
diferencas sociais (JANDA e ABBOTT, 2011). Por exemplo, na Coreia e Japéo,
onde o peixe é importante parte da dieta, peixes e frutos do mar sdo os principais
veiculos de transmissdo de doencas de origem alimentar (HUSS et al., 2000).

Outro exemplo, nos Estados Unidos, no periodo de 1999 a 2006, o
pescado foi responsavel por 1.140 casos de surtos alimentares. Peixes como o
atum, a garoupa e o salméo, estiveram envolvidos em 694 casos, enquanto 0S
moluscos, incluindo ostras, mariscos e mexilhées em 175 surtos (CSPI, 2008). De
acordo com o Center for Science in the Public Intesres (CSPI) um quilo de peixe e
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marisco tem 29 vezes mais probabilidade de causar DTA’s do que a categoria de
alimento considerada mais segura, os alimentos lacteos (CSPI, 2008).

O pescado e os microrganismos

Os musculos, 6rgdos e liquido corporal do peixe sadio e recentemente
capturado sdo estéreis uma vez que o sistema imunoldgico deste previne a
multiplicacdo microbiana no muasculo. Entretanto, a pele, branquias e escamas,
gue tém contato direto com a A&gua, apresentam um razoavel nivel de
contaminacao, especialmente por bactérias. Assim, ap6s a morte, o sistema de
defesa cessa e a proliferacdo bacteriana ocorre livremente, sendo muito intensa
na superficie da pele (GERMANO et al., 2001).

Segundo Germano e Germano (2003), o pescado, capturado
recentemente, apresenta uma microbiota natural com caracteristicas peculiares e
é influenciada pela natureza do ambiente aquatico, onde a temperatura é um dos
fatores seletivos. O muco, que recobre a superficie externa do peixe e branquias,
contém bactérias dos géneros Pseudomonas, Achromobacter, Micrococcus,
Flavobacterium, Vibrio, Bacillus, Clostridium e Escherichia coli. Estes e outros
microrganismos, como 0s patogénicos, podem estar presentes no pescado
principalmente devido a sua extensa cadeia produtiva — beneficiamento,
conservacgdo, distribuicdo, transporte, armazenamento - até alcancar o

consumidor final, comprometendo a qualidade do produto disponivel.

De forma geral, dependendo das variacbes de fatores como época de
captura, métodos e area da pesca, podem-se encontrar nos peixes de 10? a 10°
bactérias/cm? de escama e 10° a 10’ bactérias/g nas branquias. Além disso,
pode-se observar nos peixes, um aumento de 10 a 100 vezes no numero de
bactérias em capturas por arrasto em relacdo aos capturados com vara. O
nimero de bactérias intestinais do pescado pode variar entre 10° e 10%g do
conteudo e esta variacdo pode ser relacionada ao volume da dieta do animal, pois
peixes ndo alimentados apresentam menor numero de bactérias (OGAWA e
MAIA, 1999).
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Prevenir a contaminagdo do pescado na pré-captura € muito dificil ou
impossivel. O ambiente natural ndo pode ser modificado facilmente e os agentes
causadores de doencas que ocorrem naturalmente (algumas bactérias
patogénicas, parasitas, biotoxinas) estardo sempre presentes. J4 a contaminagao
quimica e poluicdo fecal podem ser prevenidas, com 0 monitoramento das areas
de pesca, pela verificacdo de presenca de algas téxicas e de coliformes
termotolerantes e Escherichia coli (REIJ et al., 2004).

Alguns microrganismos que podem contaminar o pescado sédo patogénicos,
enquanto outros nao causam enfermidades nos seres humanos, mas sao
indicadores de condi¢des higiénicas inadequadas, sendo sua presenga sugestiva
da existéncia de microrganismos patogénicos. Entre 0s microrganismos
indicadores de qualidade higiénica estdo os coliformes totais e coliformes
termotolerantes. Apesar de alguns trabalhos relatarem a presenca de coliformes
no trato intestinal de peixes, estes ndo sao considerados habitantes naturais da
sua microbiota intestinal, permitindo, assim, correlacdo com as condi¢des

microbiolégicas da agua onde o peixe se encontra (BASTI et al., 2006).

Em relagdo aos microrganismos patogénicos encontrados no pescado, a
FAO (2013b) classifica os patdgenos em dois grupos bacterianos (Tabela 1). No
Grupo 1 estéo relacionadas as bactérias mais frequentes e que se encontram
amplamente distribuidas nos ambientes aquaticos de varias partes do mundo.
Entretanto, as bactérias do Grupo 2 sao menos frequentes em peixes e podem
estar relacionadas aos processos inadequados de cultivo e processamento (FAO,
2013Db).

Assim, microrganismos patogénicos como Vibrio sp., Salmonella sp., Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Clostridium perfringens,
encontrados nos produtos da pesca, dependendo da sua dose infectante e do seu
modo de atuag&o, causam nos seres humanos gastroenterite aguda caracterizada por
guadro disentérico, principalmente apds consumo de peixe in natura, mariscos,
camardes e ostras (FELDHUSEN, 2000).

Com isso, todos os produtos da atividade aquicola precisam estar com sua
microbiota contaminante dentro dos limites impostos pela legislacdo, sob pena de

nao poder ser comercializado e/ou exportado. Os microrganismos sobre os quais
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a legislacdo estabelece limites sdo aqueles que quase sempre nao alteram a
aparéncia do pescado, logo a razdo de suas limitagGes decorre do fato de serem
patogénicos para 0 homem e nao deteriorantes do alimento (VIEIRA et al., 2004).

Tabela 1. Bactérias patogénicas presentes no pescado.

Modo de atu_?gfi(r)]a Estabilidade Dose
Bactérias Infeccéo - térmica da infectante
P toxina minima
formada
Clostridium botulinum + Baixa i
Vibrio sp. + Alta
V. cholerae i
V. parahaemolyticus (>10°qg)
Bactérias |, o5 vibrios i
indigenas
(Grupo 1) | Aeromonas + N&ao
hydrophila conhecida
Plesiomonas + conl\rl12(():ida
shigelloides
N&ao
Listeria + conhecida/
monocytogenes Variavel
Desde <10°
Salmonella sp. + até>10°
Bactérias S
_hao Shigella N 10°-10
indigenas
T 1032
(Grupo 2) E coli + 10°-10
Staphylococcus -
aureus " Alta

1 Qutros vibrios sao: V. vulnificus, V. hollisae, V. furnsii, V. mimicus, V. fluvialis.
2 Para a estirpe 0157:H7 produtora de verotoxina.
Fonte: FAO (2013b)

Assim, no Brasil, a Resolugdo RDC n° 012, de 2 de janeiro de 2001, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria - ANVISA, consta a definicAo dos
critérios microbiolégicos para alimentos expostos a venda e a exportagdo
(BRASIL, 2001). Entre os parametros a serem observados no pescado a venda,
estdo: Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella sp. (BRASIL, 2001).
Entretanto, para o pescado comercializado in natura, resfriados ou congelados
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ndo é necessaria a determinacdo de microrganismos indicadores de higiene como

os coliformes termotolerantes ou Escherichia coli.

Salmonella sp.

O género Salmonella é constituido por bactérias Gram-negativas em forma
de bastonete pertencentes a familia Enterobactereaceae. Sao microrganismos
aerobios, em sua maioria moveis com flagelos peritriquios, ndo esporulados e néao
capsulados, oxidase negativa e catalase positiva. O pH 6timo para a multiplicagédo
€ proximo de 7,0 e a temperatura ideal encontra-se na faixa de 35 a 37°C. Sua
taxonomia € baseada na composi¢do dos antigenos somaticos (O), flagelares (H)
e capsulares (Vi). Os antigenos H sdo de natureza protéica, também sao
espécies-especificos e sdo termoldbeis. Enquanto, os antigenos O e Vi séo
termorresistentes, ndo sendo destruidos pelo aquecimento a 100°C por duas
horas (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

Possui ampla distribuicdo na natureza, sendo o principal reservatério
destas bactérias o trato intestinal do homem e animais homeotérmicos e
pecilotérmicos, exceto peixes, moluscos e crustaceos, 0s quais contaminam - se
apos a captura e durante a manipulacdo. A penetracdo no organismo humano ou
animal ocorre mediante o consumo de alimento ou agua contaminados, podendo
persistir de 4 a 7 dias, os sintomas que caracterizam as salmoneloses de origem

alimentar sdo: nauseas, vomito, febre, colicas, cefaléia e diarreia (PINTO, 2001).

Assim, esta bactéria é frequentemente utilizada no estudo da qualidade
higiénica do pescado por indicar a qualidade da agua no local de captura. As
pessoas mais susceptiveis a salmonelose sdo aquelas que estdo no grupo de
risco, ou seja, idosos, mulheres gravidas e imunocomprometidos. A salmonelose
€ considerada um dos mais importantes problemas de salde publica, estando a
Salmonella entre os principais agentes envolvidos nos surtos de toxinfeccdes
alimentares (PUI et al., 2011).

Em experimento realizado no Egito, das 101 tilapias do Nilo investigadas
para organismos patogénicos, em 7,9% das amostras foi detectada a E. colie em
3,9% Salmonella (YOUSSEF et al., 1992).
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No mercado de peixes em Cochin, na india, foi detectada a presenca de
Salmonella em 5,76% das amostras de peixes frescos e em 8,66% dos
congelados, tendo sido isoladas 32 cepas (NAMBIAR e MAHADEVAIYER, 1991).
Além disso, a presenca de Salmonella foi relatada na piscicultura em todo mundo,
e as pesquisas mostraram que 21% das culturas de enguias no Japéo (SAHEKI et
al., 1989), 5% das culturas do bagre do canal nos E.U.A. (WYATT et al., 1979) e
22% das culturas de camarido da Asia (REILLY e TWIDDY, 1992) estavam

contaminadas com 0 microrganismo.

Na regidao Nordeste do Brasil, foi detectada a presenca de Salmonella nos
ambientes de fazendas de carcinicultura costeira e nas aguas dos rios da referida
regidao (FIGUEIREDO et al. 2005; PARENTE, 2005; CARVALHO, 2006). Sua
presenca esta relacionada principalmente aos despejos de efluentes sanitarios
sem tratamento nos corpos aquaticos, situagdo comumente encontrada no pais
(VIEIRA et al. 2003).

Em outro estudo realizado em um sistema de consércio suino-piscicultura
da regido metropolitana de Belo Horizonte-MG, foi isolado Salmonella do sistema
de drenagem do viveiro e foi observado que nesta propriedade havia a presenca
de aves e suas fezes nos sacos das ragdes de peixes (MURATORI, 2000).

De acordo com Bhaskar et al. (1995), a presenca de Salmonella em
amostras de sedimento, agua, peixe e camardo, ocorre pelo fato desse
microrganismo sobreviver bem no sedimento, sendo transferido posteriormente

para a coluna de agua e para o animal com facilidade.

Assim, para o controle das doencas relacionadas a presenca desses
microrganismos em peixes encontrados no varejo, a legislagéo impde auséncia de
Salmonela para qualquer amostra aleatéria de 25g do alimento (BRASIL, 2001).
Pois a Salmonella quando em pequeno numero em pescado ja é capaz de causar
danos ao consumidor, bem antes de causar odor amoniacal no alimento, razéao
pela qual se investiga apenas sua presenga ou auséncia em qualquer alimento
(MOHAMEDHATHA e LAKHMANAPERUMALSAMY, 1997).

Caunesp 15



Doutoranda Mayhara Martins Cordeiro Barbosa Orientador - Luiz Augusto do Amaral

Staphylococcus sp.

O Geénero Staphylococcus (Familia Micrococcaceae) € composto por 19
espécies de cocos Gram positivos, iméveis, de forma esférica, medindo 0,5 a
1,0um agrupadas em massas irregulares em forma de “cachos”. Apresentam
metabolismo respiratério e fermentativo, atuando sobre carboidratos com
producdo de &cidos, sendo aerdbias ou anaerdbias facultativas. Podem crescer
em temperaturas de 7 a 48°C, com um 6timo de 30 a 37°C (BERGEYS, 1994).

Dentre as espécies que compdem o0 género, as coagulase positivas sao
apontadas como patogénicas aos seres humanos. Nesta categoria enquadram-se
S. hyicus, S. intermedius e S. aureus. Esta ultima espécie tem sido implicada com
frequéncia como agente causal em surtos de doencas estafilococicas.
Adicionalmente, a sua deteccdo em certos niveis é utilizada pela indlstria de
alimentos como bioindicadora da qualidade sanitaria de um produto (FRANCO e
LANDGRAF, 2008).

O Staphylococcus. aureus € uma bactéria patogénica que nédo faz parte da
microbiota normal dos peixes. Geralmente, este microrganismo € transmitido aos
alimentos por seus manipuladores e séo responsaveis por aproximadamente 45%
das toxinfec¢cdes do mundo, sendo um dos agentes patogénicos mais comuns em
surtos de origem alimentar (GONCALVES et al., 2011).

Os estafilococos sdo organismos que podem ser encontrados em
diferentes regibes do corpo como as maos, garganta, faringe, glandulas
mamarias, trato intestinal, e urindrio, dos quais por contaminagdo cruzada
contamina o0 pescado, pois encontram no pescado um ambiente favoravel para
sua multiplicacdo. Assim, o Staphylococcus coagulase positivos séo utilizados
como indicadores de manipulacdo inadequada, pois sua presenca indica que o
manuseio foi realizado com as maos e, dependendo do nimero encontrado, que o
produto permaneceu em condi¢cdes inadequadas para a sua conservagao
(EVANGELISTA-BARRETO, 2001).

A intoxicacdo alimentar provocada por este microrganismo é devido a
ingestdo de enterotoxinas produzidas e liberadas pela bactéria durante sua

multiplicacdo no alimento, representando um risco para a saude publica. A
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enterotoxina estafilocécica é termoestavel e esta presente no alimento mesmo
apos o cozimento, possibilitando, desta forma, a instalagdo de um quadro de
intoxicagéo de origem alimentar (MILLER e KAPLAN, 2009).

Na avaliacdo da qualidade microbiolégica do pescado, a contagem de
Staphylococcus implica também na pesquisa da capacidade desse organismo
produzir a enzima termonuclease e, quando necessario, de toxina estafilocdccica
a fim de estabelecer dados e informacdes de interesse a saude publica
(MURATORI et al., 2004). O limite descrito na legislacdo federal para esse
microrganismo em pescado é de no méximo 10° UFC.g" (BRASIL, 2001).

Aeromonas sp.

O género Aeromonas é formado por bactérias Gram-negativas, oxidase-
positiva e sdo anaerobias facultativas (JANDA e ABBOTT, 2010). A Unica fonte de
carbono e energia é a D-glicose e os sais amoniacais sdo utilizados como fonte
de nitrogénio. S&o quimiorganotroficas capazes de desenvolver metabolismo
oxidativo ou fermentativo. A maioria € movel, por meio de flagelo polar
monotriquio. Normalmente encapsuladas e ndo esporuladas, fermentam a glicose
com producdo 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) (MARTIN-CARNAHAN e JOSEPH, 2005).

Os membros do género Aeromonas sdo habitantes naturais de
ecossistemas aquaticos e desempenham um importante papel como patégeno
primério no trato gastrointestinal de alguns animais (BRAVO et al., 2011). Assim,
por possuir ampla distribuicdo no meio aquatico, principalmente dulcicola, é
descrito por alguns autores como patdgenos de peixes e, no caso de espécies
como A. hydrophila, A. caviae, A. jandaei, A. schubertii, A. sébria e A. veronni, por
originar enfermidades de veiculacdo hidrica em seres humanos (MANUEL
PABLOS et al., 2009; ABEROUN e JOOYANDEH, 2010).

Em relacdo aos patdgenos de peixes, as doencas causadas por
Aeromonas sp. podem atingir qualquer espécie por ser um agente tipicamente
oportunista. Seu habitat natural em viveiros € o material em decomposi¢cdo na
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agua e no fundo dos tanques. Além disso, pode estar presente na microbiota
intestinal de peixes saos (POND et al., 2006).

Geralmente, o ser humano é exposto a essa bactéria através do consumo
de peixes e derivados mal cozidos; ou pela contaminacdo cruzada entre
alimentos, aguas e matérias-primas; ou manipulacdo ndo higiénica de alimentos
(LEAL et al. 2009). O mecanismo de patogenicidade de Aeromonas sp. €
complexo, pois sua viruléncia € considerada multifatorial. As diversas espécies de
Aeromonas produzem varios produtos extracelulares biologicamente ativos, tais
como: hemolisinas (aerolisinas), citotoxinas, enterotoxinas, proteases,
leucocidinas, fosfolipases, elastases, DNAses, adesinas e, ainda, colinesterases e
endotoxinas. Assim, essa capacidade de producdo de fatores de viruléncia
contribui para a patogénese da doenca ocasionada por esse grupo bacteriano
(TRABULSI e ALTERTHUM, 2002).

Com isso, a Aeromonas esta relacionada a diferentes doencas no ser
humano, principalmente diarréia autolimitante e mesmo severa semelhante a que
ocorre em casos de colera. Pois relatos afirmam a presenca de isolados de
Aeromonas spp. em surtos de gastroenterites colérica, disentérica ou diarréia
cronica e colite ulcerativa em adultos e criangcas, assim como de infeccdes

extraintestinais em pacientes imunocomprometidos (KO et al., 2005).

Do mesmo modo, diversas pesquisas realizadas mundialmente tem
relatado a presenca de Aeromonas em peixes comercializados. Salgado-Miranda
et al. (2010), analisaram truta de pisciculturas no México e observaram que as
bactéria Aeromonas foram frequentemente isoladas; Vivekanandhan et al. (2005)
em estudo realizado na India, isolaram Aeromonas em 33,58% de amostras de
peixes comercializados no varejo; e Abrahim et al. (2007) isolaram Aeromonas em
65% das amostras analisadas de peixes encontrados no varejo da Grécia.

Em relacdo a presenca do género Aeromonas em tilapia comercializada,
Morales et al. (2004) detectaram a presenca desse microrganismos em 98% das
amostras analisadas na Costa Rica. Enquanto, Newaj-Fyzul et al. (2008)
identificaram Aeromonas em 44% das amostras de tilapias comercializadas nas

ilhas de Trinidad e Tobago, na América Central.
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No Brasil, varios estudos apontam a ocorréncia desses patdgenos isolados
de ecossistemas aquaticos. Em pesque-pague da regido metropolitana de Séao
Paulo, foram avaliadas amostras de agua de viveiros e de peixes, sendo que 93%
e 87%, respectivamente, apresentaram-se contaminados por Aeromonas
(AZEVEDOQO, et al., 2003).

Em outro trabalho realizado por Silva et al. (2010) em um mercado
municipal da Cidade de Sao Paulo, os autores isolaram Aeromonas em 50% das

amostras do pescado comercializado no local.

Além disso, as espécies de Aeromonas, que podem ser identificadas no
pescado, podem variar de acordo com o local estudado, como também entre as
espécies de peixes analisadas. Por exemplo, na pesquisa realizada por Hatha et
al. (2005), as espécies de Aeromonas spp. encontradas em intestino de varias
espécies de peixes, revelou que 61% dos isolados foram de A. hydrophila, 30%
de A. caviae, 7% de A. sobria e 2% considerados atipicos. A maioria dos isolados
de A. hydrophila demonstrou atividade hemolitica, enquanto nas demais espécies

essa atividade nao foi verificada.

A legislacdo nao faz referéncia em relagdo a pesquisa, identificacdo e/ou
quantificacdo de bactérias do género Aeromonas em &guas e alimentos,
entretanto este patégeno j4 foi descrito como emergente pela Organizagdo
Mundial da Saude (OMS). Assim, apesar do género Aeromonas nhao ser
rotineiramente investigado nem ser preconizado pela legislacdo ambiental e
sanitaria vigente no pais, o seu estudo em aguas e peixes de cultivo € de
indiscutivel importancia econémica e de saude publica, uma vez que podem
trazer grandes prejuizos a atividade piscicola e graves enfermidades ao ser

humano e outros animais (MORITA et al., 2006).

Coliformes e Escherichia coli

Os coliformes totais sdo bacilos Gram-negativos, aerébios ou anaerébios
facultativos, ndo esporogénicos. Este grupo é composto por bactérias da familia
Enterobacteriaceae, capaz de fermentar a lactose com producdo de gas, quando
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incubadas a temperatura de 35-37°C, por 48 horas. Sao comensais e sdo importantes
na manutencao da fisiologia intestinal (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

Por ser um grupo formado por diversos géneros encontrados naturalmente no
meio ambiente, a presenca de coliformes totais no alimento n&o indica
necessariamente contaminacao fecal recente ou ocorréncia de enteropatégenos, mas

pode indicar as condi¢Oes de higiene de alimentos frescos ou processados.

O grupo dos coliformes termotolerantes € um subgrupo dos coliformes totais,
restrito aos membros capazes de fermentar a lactose em 24 horas a 44,5 a 45,5°,
com producdo de gas (JAY, 2005). Fazem parte desse grupo bactérias do género
Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella. Destas apenas a Escherichia coli
tem como habitat primério o trato intestinal do homem e animais homeotérmicos. Os
demais, além de serem encontrados nas fezes, também estdo presentes em outros
ambientes como vegetais e solos (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

A pesquisa de coliformes termotolerantes ou de Escherichia coli nos alimentos
fornece, com maior seguranca, informacdes sobre as condi¢des higiénicas do produto
e a melhor indicagdo da eventual presenca de enteropatdogenos (FRANCO e
LANDGRAF, 2008).

Assim, as bactérias do grupo coliformes s&do consideradas como
microrganismos indicadores. A denominagdo de microrganismo indicador pode ser
aplicada a qualquer grupo taxondmico, fisiolégico ou ecolégico de microrganismos
gue quando presente em determinados alimentos proporciona uma evidéncia indireta
referente a uma caracteristica particular do histérico da amostra podendo ser
indicador de condi¢cBes sanitarias inadequadas de producdo e manipulacdo de
alimentos (GEUS e LIMA, 2008).

A resolucdo RDC n°12, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Saude (ANVISA) ndo estabelece padrdo microbiolégico para coliformes
termotolerantes em peixes comercializados in natura, resfriado ou congelado.
Entretanto, a determinacdo da presenca desses microrganismos pode identificar os
padrées de higiene do pescado comercializados, além de indicar as condi¢cdes de
toda a cadeia produtiva em relacdo a contaminagdo microbiolégica.
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Dentre os coliformes termotolerantes mais importantes para avaliar a
presenca de patdogenos em ambientes aquicolas pode-se mencionar a espécie
Escherichia coli que de acordo com AGNESE et al., (2001) esse microrganismo, por
nao fazer parte da microbiota normal do pescado, pode estar associada: a
contaminacao fecal do local onde o pescado foi capturado; ao transporte e manuseio,
incluindo vasilhame e gelo utilizado; e aos outros processos e materiais que possam
ter entrado em contato com o pescado fresco. Portanto, sua presenca indica

condicdes sanitarias insatisfatérias.

Desde 1945, quando foi verificado o primeiro caso de diarreia associada a
uma linhagem de Escherichia coli, as pesquisas relacionadas ao conhecimento de
como esta bactéria causa diarreia tem aumentado. Os mecanismos de
patogenicidade de E. coli sdo complexos e envolvem um grande nimero de fatores de
viruléncia, que variam entre suas diferentes categorias, muitos destes fatores podem
ter sido adquiridos de outros patégenos entéricos, como Vibrio cholerae e Shigella
dysenteriae (GILLIGAN, 1999). Toxinas e fimbrias sdo os fatores de viruléncia mais
comumente encontrados em E. coli e algumas toxinas estdo intimamente

relacionadas com determinadas categorias (KUHNERT et al., 2000).

Atualmente existem seis categorias causadoras de diarreia: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasora
(EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli
difusamente aderente (DAEC) (NATARO e KAPER, 1998).

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) é causadora de uma variedade de
doencas, que vao desde leve diarreia a doencas graves como a colite hemorragica e
sindrome hemolitico-urémica (NAKANISHI et al., 2009). O sorogrupo mais comum e
conhecido € denominado O157. EHEC inclui uma diversa populacdo de E. coli
produtoras de shigatoxinas, sendo o bovino seu principal reservatorio (MANNING et
al., 2008). Porém, outras fontes como verduras, legumes, consumo ou uso recreativo
de agua também sdo associados a infec¢Bes esporadicas e a surtos de diarreias em
seres humanos (RANGEL et al., 2007).

Segundo CLARKE (2001), as toxinas Shiga (stx) ou toxina “Shiga-like” (slt) séo
componentes de viruléncia similares aos produzidos pela Shigella dysenteriae. Dois

principais grupos antigénicos distintos da toxina ocorrem e séo identificados com stx1
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gue é similar a toxina tipo | de S. dysenteriae, e a stx2 que apresenta 11 variantes
distintas (WANI, 2007). Portanto, o subgrupo da espécie que comumente é
denominado E. coli enterohemorragica (EHEC), é também conhecido por E. coli
produtora de toxina Shiga (STEC) (GARCIA-ALJARO et al., 2005).

As bactérias do grupo ETEC séo importantes causas de diarreia em paises
subdesenvolvidos onde as condi¢cdes de saneamento sdo precérias. Além disso,
ETEC é considerada um dos principais agentes etiolégicos da chamada “diarreia dos
vigjantes”, acometendo individuos que se deslocam de areas desenvolvidas para
regides com problemas de saneamento basico, atingindo pessoas de todas as faixas
etarias (MENG et al., 2001). Para Vicente et al. (2005), a viruléncia das linhagens de
ETEC é devido a habilidade da bactéria de produzir enterotoxinas e expressar
adesinas de superficie que permitem a colonizacéo das células do epitélio intestinal.
As enterotoxinas termoestaveis (estA e estB) sdo capazes de resistir ao tratamento
térmico, a 100°C por 30 minutos, sendo que estA é sollvel em agua e em solventes
organicos, além de ser resistente a acdo de enzimas proteoliticas (KAPER et al.,
2004).

A categoria de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é reconhecida como
um patégeno emergente que causa diarreia em criangas e adultos em todo o0 mundo
(NGUYEN et al., 2006). Estudos envolvem EAEC em casos de diarreia persistente,
principalmente em pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia adquirida
(HIV) (BERNIER et al., 2002).

A principal caracteristica da EAEC € sua capacidade de apresentar um
padrdo de aderéncia, em células HEp-2 e Hela, caracterizado pela presenca de
agregados de células bacterianas que aderem a superficie celular bem como a
superficie da laminula, em um arranjo semelhante a tijolos empilhados — aderéncia
agregativa (AA) (NATARO et al., 1987). Esta caracteristica permite que se diferencie
amostras EAEC de amostras EPEC ou DAEC. Cepas EAEC sao heterogéneas tanto
pelos sintomas desenvolvidos pelas pessoas infectadas, quanto pelos genes de
viruléncia. Diversos tipos de fimbrias tém sido descritas para EAEC, embora apenas
duas delas, denominadas “Aggregative adherence fimbriae | (aafl) e Aggregative
adherence fimbriae Il (aafll)” tenham sido mais bem caracterizadas (HUANG e

DUPONT, 2004).
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Utilizag&@o de antimicrobianos na atividade aquicola

O aumento da producdo aquicola tem influenciado o desenvolvimento de
doencas em organismos aquaticos cultivados na pratica da aquicola. Assim, para
o controle de doencas, diversos pesquisadores tém elaborados modelos de
avaliagdo de risco para identificar patdgenos em cenérios aquicolas preé-
estabelecidos (PEELER e TAYLOR, 2011). Pois, o sucesso nha piscicultura
depende da implantacdo de boas praticas de manejo nos viveiros, destacando-se:
o controle da qualidade da &gua; a realizacdo de quarentena na aquisicdo de
novos lotes; fornecimento de alimentacdo de qualidade e balanceada; garantia da
saude dos animais; e a prevenc¢ao de doengas (TAVECHIO et al., 2009).

Portanto, as doencgas infecciosas por serem reconhecidas como um dos
problemas frequentes na aquicultura, o uso de agentes antimicrobianos e
quimioterapéuticos sdo convencionalmente incluidos nas praticas aquicolas e
representam uma importante ferramenta para evitar surtos infecciosos e para

reduzir as perdas econdmicas associadas as doencas (LAGANA et al., 2011).

De acordo com Aminov (2009), os usos extensivos de antimicrobianos na
medicina veterinaria, agricultura, aquicultura e outras atividades humanas
conduzem a ocorréncia emergente da resisténcia antimicrobiana em diversos
ecossistemas e na ineficacia do tratamento antimicrobiano. Como na aquicultura,
0os antimicrobianos sdo utilizados diretamente nas &guas superficiais, a carga
elevada de residuos de antimicrobianos pode acumular-se nos sedimentos, com

potencial de alterar negativamente o ecossistema aquatico (ALEXY et al., 2004).

Segundo Cabello (2006), este processo origina varios problemas:
surgimento de bactérias resistentes a antimicrobianos em ambientes aquicolas;
aumento da resisténcia a antimicrobianos em patdgenos de peixes; transferéncia
desses determinantes de resisténcia as bactérias de animais terrestres e aos
patdgenos humanos; e em alteracdes nas espécies bacterianas encontradas em

sedimentos e na coluna de agua.

Em relagcdo ao desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana, a ocorréncia

e disseminacdo de determinantes de resisténcia a antimicrobianos, se tornaram
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graves problemas emergentes da atividade aquicola, desencadeada pela presséao
seletiva sobre as populacgbes bacterianas (SMITH, 2008).

De acordo com Sgrum (2006), bactérias resistentes a antimicrobianos
podem representar um potencial risco a saude publica. Diretamente pela
transmissao de patdégenos aos seres humanos através do consumo de agua
contaminada e alimentos (DURAN e MARSHALL, 2005), ou indiretamente, por
meio da transferéncia de genes de resisténcia entre bactérias presentes no peixe
e patégenos humanos (GUGLIELMETTI et al, 2009).

A ampla troca genética provavelmente bidirecional entre bactérias dos
ambientes aquaticos e terrestres é demonstrada pela ocorréncia dos mesmos
determinantes genéticos em bactérias aquaticas, patdégenos de peixes e
patdogenos humanos (MACINTOSH, 2008). Isso demonstra que bactérias dos
meios aquatico e terrestre compartilham informac6es genéticas, provavelmente,
através da transferéncia horizontal de genes mediada por diversos mecanismos

que transferem elementos genéticos (MAZEL et al., 2006).

Além disso, bactérias com baixa patogenicidade para humanos, mas
resistentes aos agentes antimicrobianos, podem transmitir essa caracteristica
para os patdgenos humanos por meio de genes moveis, como 0s plasmideos R
(COSTA et al., 2009). Por exemplo, bactérias intestinais humanas sdo muitas
vezes expostas a pressao seletiva de agentes antimicrobianos e podem constituir
um reservatorio de determinantes de resisténcia a antimicrobianos, com a
capacidade ndo s6 de trocar essas caracteristicas com bactérias do préprio
grupo, mas também com patdégenos transientes presentes no célon (MITSOU et
al., 2010).

Em estudo realizado na Australia, bactérias isoladas de amostras de agua
de tanque e de espécimes animais empregadas na aquicultura mostraram
resisténcia generalizada aos antimicrobianos ampicilina, amoxicilina, cefalexina e
eritromicina; resisténcia frequente aos antimicrobianos oxitetraciclina, tetraciclina,
acido nalidixico e moléculas do grupo das sulfonamidas; e resisténcia pouco
frequente aos antimicrobianos cloranfenicol, florfenicol, ceftiofur, acido oxolinico,

gentamicina e trimetoprina, além de outros (AKINBOWALE et al., 2006).
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Estudos realizados por Silva (2010) em pisciculturas da Baixada Ocidental
Maranhense, identificaram alto perfil de resisténcia em isolados de Aeromonas sp.
aos antimicrobianos cefalotina, amoxicilina + clavilonato e cefoxitina. Em outro
estudo realizado por Barbosa (2010), em pesque-pagues do Estado de Séao
Paulo, isolados de Escherichia coli apresentaram resisténcia frequente aos
antimicrobianos: eritromicina, estreptomicina e novobiocina, enquanto néo se
verificou resisténcia aos antimicrobianos: ciprofloxacina, cloranfenicol,

enrofloxacina e norfloxacina.
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Objetivo Geral

Avaliar a qualidade sanitaria (Staphylococcus coagulase positivos e
Salmonella sp.) e qualidade higiénica (coliformes totais, coliformes
termotolerantes, Staphylococcus sp. e Aeromonas sp.) de tilapias oriundas de
cultivo, comercializadas no varejo da regido nordeste do Estado de S&o Paulo,
bem como verificar as espécies de Aeromonas sp. isoladas e a presenca de
genes codificadores de viruléncia de isolados Escherichia coli. Além de verificar o
perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados de Aeromonas sp. e
Escherichia coli.

Objetivos Especificos

- Verificar a qualidade sanitéria de amostras de tilapias, na forma de filé
fresco e in natura, comercializadas no varejo através dos parametros
microbiologicos estabelecidos pela resolucdo RDC n°12 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria;

- Investigar a qualidade higiénica da tilapia comercializada através da
determinacdo de Aeromonas sp., Staphylococcus sp., coliformes totais e

coliformes termotolerantes;

- Isolar Escherichia coli e detectar a presenca dos genes codificadores de
viruléncia eae, stxl, stx2, eltB, estB, estA, aggR e aafll pela técnica de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase);

- Isolar e identificar as espécies de Aeromonas presentes nas amostras da

tilapia in natura e filé fresco;

- Determinar o perfil de susceptibilidade dos isolados de Escherichia coli e
Aeromonas sp. a 12 antimicrobianos por meio da técnica de difusdo em disco.
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Qualidade microbioldgica e deteccdo de Escherichia coli patogénica por

PCR multiplex em tilapias comercializadas no varejo*

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi identificar microrganismos indicadores de qualidade sanitaria
e higiénica em tilapias (Oreochromis niloticus) comercializadas no varejo, além de
verificar a presenca dos genes de viruléncia stx 1, stx 2, eae, eltB, estA, estB, aggR e aafll
e o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de isolados de Escherichia coli. A colheita
da tilapia em forma de filé e in natura foi realizada em dez estabelecimentos de municipios
do Estado de Séo Paulo. Os resultados para Salmonella sp. e Staphylococcus coagulase
positivos estiveram de acordo com a legislagdo brasileira. Entretanto, foram encontradas
altas populacbes de Aeromonas sp., coliformes totais e termotolerantes. Escherichia coli
patogénica foi isolada em amostras de dois estabelecimentos, com a presenca dos genes
estA e eae. Ainda, todos os antimicrobianos testados apresentaram isolados resistentes.
Assim, esta pesquisa alerta para a manutengdo das praticas sanitarias e higiénicas tanto na
producédo aquicola quanto na venda do pescado, ja que a presenca de patdgenos em peixes
pode oferecer risco a salde publica.

Palavras chave: Viruléncia, coliformes, Staphylococcus sp., Aeromonas sp.,

Antimicrobianos.

Microbiological quality and detection of pathogenic Escherichia coli by

multiplex PCR in tilapia sold in retail

ABSTRACT

The objective of this study was to identify microorganisms indicators of hygienic
and sanitary quality in marketed tilapia (Oreochromis niloticus) and to verify the presence
of virulence genes stx 1, stx 2, eae, eltB is, eSTB, aggR and aafll and the profile of
antimicrobial susceptibility of strain Escherichia coli. The sample included tilapia fillets
and in natura that was collected from ten establishments in cities of the Sdo Paulo, Brazil.

The results for Salmonella sp. and coagulase positive Staphylococcus were in accordance

* Artigo nas normas da revista Cadernos de Satide Piblica
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with the Brazilian resolution. However, we found high concentrations of Aeromonas sp.
and total and fecal coliforms. Pathogenic Escherichia coli was isolated in two
establishments, where was observed the presence of estA and eae genes. All antimicrobials
tested were resistant isolates. In conclusion, this study points to the maintenance of health
and hygiene practices both in aquaculture and in fish sales, since the presence of fish

pathogens can be a public health risk factor.

Keywords: Virulence, coliforms, Staphylococcus sp., Aeromonas sp.,

Antimicrobial.

Calidad microbiologica y deteccidon de Escherichia coli patégena por PCR

multiplex de tilapia en la venta en el comercio

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue identificar microorganismos indicadores de la calidad
sanitaria e higiénica en pescados (tilapias) (Oreochromis niloticus) comercializadas,
ademas de verificar la presencia de los genes de virulencia stx1, stx2, eae, eltB, estA, estB,
aggR y aafll y el perfil de susceptibilidad por antimicrobianos del aislado de Escherichia
coli. La coleta de tilapia en forma de filete e in natura fue realizada en diez
establecimientos en los municipios del Estado de Sdo Paulo, Brasil. Los resultados para
Salmonella sp. Y Staphylococcus coagulase estuvieron positiva de acuerdo con la
Resolucién Brasilefia. Sin embargo, fueran encontradas altas concentraciones de
Aeromonas sp., coliformes totales y termo tolerantes. Escherichia coli patogénica fue
aislada en dos establecimientos, con la presencia de los genes estA e eae. Todavia, todos
los antimicrobianos testados presentaran resistentes aislados. Asi, este estudio alerta para la
manutencidn de las practicas sanitarias y higiénicas en la produccion acuicola cuanto en la
venta del pescado, ya que la presencia de patdgenos en el pescado puede ofrecer risco para
la salud publica.

Palabras clave: Virulencia, coliformes, Staphylococcus sp., Aeromonas sp.,

Antimicrobianos.
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INTRODUCAO

A producdo mundial de pescado, proveniente tanto da pesca extrativista quanto da
aquicultura, atingiu aproximadamente 148 milhdes de toneladas em 2010. Assim, nesse
mesmo ano, a aquicultura brasileira foi responsavel por 18% da produgdo mundial,
gerando aproximadamente 1,25 milhdes de toneladas de pescado, sendo 38% cultivados *.
Além disso, o crescimento da producdo pesqueira entre os anos de 2008 e 2010 foi cerca
de 40%, quando a producgdo passou de 282.008t para 394.340t, estando a tilapia como a
espécie mais cultivada, representando proximo de 40% da producéo nacional 2.

Em geral, para consumo, o pescado pode ser adquirido em diversas formas de
comércio, especializados ou ndo, pode ser vendido inteiro ou em forma de filé e estar in
natura, refrigerado ou congelado. Entretanto, semelhantes aos demais produtos
alimenticios, o pescado esta sujeito a contaminacdo por diversos microrganismos o que
pode evidenciar falhas em alguma das etapas da cadeia produtiva °. Ainda, por ser um
alimento de féacil decomposicdo, o pescado comercializado exige cuidado especial para
manter-se seguros e livres de agentes causadores de danos a saude do consumidor final. J&
que o consumo do pescado pode originar surtos de doencgas transmitidas pelos alimentos
(DTA%S)*

No Brasil, a ocorréncia de DTA’s é bastante comum, embora ndo seja dada a
devida importancia pela populagdo dos diversos niveis socioecondmicos °. De forma
diferente, em paises onde se mantém o registro rigoroso das doencas veiculadas por
alimentos, o pescado contribui significativamente para os casos dos surtos relatados,
variando de um pais para outro, dependendo de diversos fatores, como clima, costumes da

dieta e outras diferencas sociais °.

Para o controle da qualidade sanitaria do pescado vendido fresco ou congelado no
Brasil, as populagdes de Staphylococcus coagulase positivos e Salmonella sp. tém que estar
de acordo com a Resolucdo RDC 12/2001 ”. Entretanto, ndo é necessaria a determinagéo de
microrganismos indicadores de higiene, como coliformes termotolerantes, ou a
identificacdo e quantificacdo de possiveis patdgenos, como as bactérias do género
Aeromonas e Escherichia coli. Porém, a determinacdo da presenca desses microrganismos
pode identificar os padrdes de higiene do pescado comercializado, além de indicar as

condi¢des de toda a cadeia produtiva em relacdo a contaminacao microbiolégica.
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Apesar de ndo pertencer a microbiota natural do pescado, a presenca de Escherichia
coli em ambientes aquicolas é comum. E, geralmente, pode estar relacionada a diversos
fatores, como: contaminacdo fecal do local onde o pescado foi capturado; transporte e
manuseio, incluindo vasilhame e gelo utilizado; e outros processos e materiais que possam
ter entrado em contato com o pescado fresco 2. Algumas estirpes de Escherichia coli
podem causar diarreia, tanto em paises em desenvolvimento como desenvolvidos, os surtos
causados por Escherichia coli diarreiogénica (DEC) séo comuns e importantes problemas
relacionados & satide publica °. Existem seis categorias de DEC com diversas propriedades
de viruléncia '°. As estirpes produtoras de shigatoxinas (stx1 e stx2) do sorogrupo da
Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) estdo entre as mais pesquisadas em surtos
alimentares no mundo **. Além disso, outros sorogrupos sdo comuns em casos de diarreia

12

no Brasil, como a Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) e Escherichia coli

enteroagregativa (EAEC) *2.

Outro fator que pode favorecer a ocorréncia de estirpes de Escherichia coli
patogénicas no ambiente aquicola ou no pescado comercializado € a utilizacdo inadequada
de antimicrobianos, pois estas podem adquirir genes de resisténcia e aumentar a
possibilidade de infeccdo aos consumidores do produto final . A presenca de Escherichia
coli multirresistente tem sido relatada tanto em ambientes aquaticos > como em fontes
animais *°.

Assim, essa pesquisa teve como objetivo identificar e quantificar microrganismos
indicadores de qualidade sanitaria e higiénica em tilapias (Oreochromis niloticus)
comercializadas no varejo na forma de filé e in natura, alem de verificar a presenca de
genes de viruléncia STEC (stx 1, stx 2 e eae), ETEC (eltB, estA e estB) e EAEC (aggR e
aafll) por PCR multiplex e o perfil de susceptibilidade de isolados de Escherichia coli a

antimicrobianos.

MATERIAL E METODOS
Local e colheita das amostras

A regido escolhida para pesquisa abrangeu os municipios de Ribeirdo Preto/SP
(n=5), S@o José do Rio Preto/SP (n=3), Araraquara/SP (n=1) e Franca/SP (n=1),

localizados na regido Nordeste do Estado de S&o Paulo, Brasil. Oito supermercados e duas
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peixarias foram visitados para colheita das amostras entre outubro e dezembro de 2010.
Para avaliagdo microbiol6gica em cada estabelecimento, foram colhidas cinco embalagens
de filés e cinco peixes in natura de tilapia (Oreochromis niloticus). Assim, as amostras
foram colocadas, individualmente, em sacos plasticos esterilizados e hermeticamente
fechados para transporte em caixa isotérmicas com gelo reciclavel. Ao final, foram obtidas

50 amostras de tilapia in natura e 50 amostras de filé.
Preparo das amostras
Til4pia in natura

A pesquisa de microrganismos do peixe in natura foi analisada em trés partes
distintas: pele (agua de enxaguadura), tecido muscular e trato gastrointestinal. Para a
obtencdo da agua de enxaguadura da pele, foram adicionados 200mL de &gua peptonada
0,1% estéril ao saco que continha o peixe in natura. Posteriormente, o peixe foi

massageado por um minuto, e a agua foi transferida para recipiente estéril.

Para analise do tecido muscular, o peixe foi dissecado com o auxilio de
instrumentos esterilizados e pesados 25 g de musculo de cada peixe em frascos estéreis
contendo 225 mL de agua peptonada tamponada a 0,1%.

Para a obtencdo da amostra do trato gastrintestinal do peixe, todo o seu conteudo
foi retirado e pesado para adi¢do de um volume proporcional de dgua peptonada 0,1% para
se obter a diluigdo 10™.

Tildpia em forma de filé

De cada embalagem, foram pesados 25g de filé em frascos estéreis contendo 225

mL de 4gua peptonada tamponada a 0,1% para a obtencéo da diluicdo 107

Para todas as amostras de tilapia in natura e filé, as demais diluicGes decimais
foram realizadas de acordo com APHA ’. Todas as amostragens tiveram cinco repeticées.

Anélises higiénicas e sanitarias

Para a andlise das condicGes sanitarias das amostras, foi determinada a populagdo
de Staphylococcus coagulse positivos e a presenca do género Salmonella *’. Assim, para
avaliagdo dos resultados, os mesmos foram comparados com a Resolugdo RDC 12/2001 '
Para avaliacdo da qualidade higiénica do pescado, foram pesquisadas as populacfes de
coliformes totais, coliformes termotolerantes, Staphylococcus sp. e Aeromonas sp. .
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O isolamento de Escherichia coli foi realizado com a utilizagdo do meio Agar

MacConkey 2

e para cada amostra foram selecionadas cerca de cinco coldnias para
posterior confirmagdo bioquimica pelos testes de indol, citrato, vermelho de metila e
Voges Proskauer *°. Os isolados positivos para Escherichia coli foram preservados em
caldo TSB (Tryptic Soy Broth) com 40% de glicerol a -70°C até o0 momento da extracdo do

DNA bacteriano.
Pesquisa de Escherichia coli patogénica

A partir dos isolados de Escherichia coli obtidos, a extragdo do DNA bacteriano foi

realizada pela técnica proposta por Keskimaki et al. %

com algumas modifica¢des. Cada
colonia de Escherichia coli foi semeada em um tubo de ensaio contendo 2mL de caldo
BHI (Brain Heart Infusion), e incubada em estufa a 37°C por 18 horas. Em seguida, cada
cultura foi transferida para um microtubo e centrifugada a 172269 (12.000 rpm) por 2 min
para a precipitacdo das células e descarte do sobrenadante. As células precipitadas foram
ressuspendidas em 1000uL de PBS (Tampdo Fosfato Salino) estéril e agitadas em vortex
até completa diluicdo do precipitado. A cultura bacteriana foi novamente precipitada e foi
descartado o sobrenadante conforme descrito anteriormente. Em seguida, 500uL de agua
ultrapura (Milli-Q) esteril foi adicionada e o tubo foi agitado em vortex até dissolver o
precipitado. O microtubo contendo cada cultura foi colocado por 10 min em agua fervente.
Apos esse periodo, as células foram precipitadas por centrifugacdo a 172269 (12000 rpm)
durante 2 minutos e uma aliquota de 400pL foi retirada do sobrenadante e transferida para

outro microtubo. Esse material foi estocado em freezer a —20°C até da realizacdo da PCR.

O DNA das amostras foi submetido as reacdes da PCR multiplex para a detec¢do
dos genes EHEC (stx1, stx2 e eae) %!, EAEC (aggR ** e aafll ©®) e ETEC (eltB ?*, estA * e
estB 2°). Foram utilizadas como padrdes, as cepas Escherichia coli edl933 e Escherichia
coli O42 para EHEC (stx1, stx2 e eae) e EAEC (aggR e aafll), respectivamente, cedidas
pelo Laboratério de Epidemiologia e Patogenicidade de Escherichia coli Diarreiogénica da
Unifesp (Universidade Federal de Sdo Paulo), S&o Paulo, Brasil. Para o sorogrupo ETEC
(eltB, estA e estB), foi utilizada a cepa padrdo Escherichia coli EcL7805, cedida pelo
Laboratério de Escherichi coli da Universidade de Montreal, cidade de Saint-Hyacinthe,

Quebec, Canada.
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Teste de susceptibilidade a antimicrobianos

Para a realizagdo desse teste, os isolados de Escherichia coli foram repicados em tubos
contendo &gar TSA e incubados a 37°C por 20 horas. Apds incubacéo, cada cultura foi diluida
em solucéo salina na concentracdo ¥ da escala de MacFarland e semeada em agar Mueller-
Hinton. Posteriormente, os multidiscos com o0s seguintes agentes antimicrobianos foram
adicionados as placas: Ampicilina 10pg (AMP), Meropenem 10ug (MER), Ceftazidima 30 pg
(CAZ), Cefepima 30ug (CPM), Cefoxitina 30pg (CFO), Amoxicilina + Ac. clavulanico 20ug
(AMC), Cefuroxima 30ug (CRX), Cefalotina 30ug (CFL), Cotrimoxazol 25ug (SUT),
Amicacina 30ug (AMI), Gentamicina 10ug (GEN) e Ciprofloxacino 5ug (CIP). Apo6s
incubacdo a 37°C por 24 horas, 0 halo de inibicdo foi medido ?’ e cada isolado de Escherichia
coli foi classificado como sensivel, resistente intermediario e resistente de acordo com o

padrdo estabelecido para cada antimicrobiano .
Analise dos dados

Diferenca entre as pecas nos resultados das populacées (em logaritmos) coliformes
totais, coliformes termotolerantes, Aeromonas sp., Staphylococcus sp. e Staphylococcus
coagulase positiva foram testadas usando a Analise de variancia (ANOVA) one-way, seguida
do post-hoc de Tukey. As andlises foram realizadas com o auxilio do programa Statistical

Package for Social Science (SPSS, versdo 15.0), considerando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta os resultados encontrados para todos os microrganismos
pesquisados nas amostras dos dez estabelecimentos. Em relagdo aos parametros sanitarios,
0s resultados encontrados para Salmonella sp. demonstraram que todas as amostras
estiveram de acordo com a legislacdo vigente, pois o que é preconizado pela Resolucao
RDC 12/2001 é auséncia em 25 gramas do pescado in natura ou refrigerado ’. Assim,
todas as amostras de tilapia em filé e in natura apresentaram auséncia dessa bactéria.
Outras pesquisas apresentaram resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho em
pescado comercializado no varejo % *°. Entretanto, Bartolomeu et al. ** detectaram a
presenca de Salmonella sp. em filés de tilapias de uma industria de processamento,

32
l.

enquanto Santos et al. *~ encontraram em filé de piramutaba proveniente de supermercados.
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Além disso, a presenga de Salmonella em ambientes aquicolas também foi
diagnosticada em diferentes paises * **. Assim, apesar da baixa frequéncia em pescado
comercializado, a pesquisa de Salmonella deve ser frequente, pois as infeccOes causadas

por esse microrganismo esta entre as principais DTAs mundiais *

. Apesar de sua
ocorréncia em ambientes aquicolas estar relacionada a contaminacdo da agua por fezes
humanas e/ou de animais, evidéncias apontam a presenga de sorotipos em ambientes

aquaticos tropicais *°.

As populacdes de Staphylococcus coagulase positivos estiveram de acordo com a
legislagdo vigente que determina valor méximo de 10° UFC.g™ para amostra indicativa .
Os estabelecimentos seis e nove apresentaram contagem para esse grupo com valores
inferiores ao preconizado, 3,6x10* UFC.g™ no filé e 0,4x10 UFC.ml™ na pele do peixe in
natura, respectivamente (Tabela 2). Outras pesquisadas com tilapia provenientes do
comércio varejista também apresentaram resultados de acordo com a legislacdo 3* 3" %,
Porém, mesmo com o cumprimento dos padrfes, a presenca desses microrganismos nas
amostras de filé e pele demonstra que pode ter ocorrido contaminacdo durante a
manipulagdo ou beneficiamento do pescado nos estabelecimentos. Pois esses
microrganismos estdo presentes em diferentes partes do corpo humano que, por
contaminagdo cruzada, chegam ao pescado, encontrando ambiente favoravel para sua

multiplicacéo.

Entre as espécies coagulase positivas mais pesquisadas, o Staphylococcus aureus €
um dos agentes patogénicos mais comuns em surtos de origem alimentar *. No Brasil, a
presenca Staphylococcus aureus foi detectada por Rocha et al. *° em 100% das amostras de
filés de tilapia colhidas no mercado municipal de Currais Novos/RN e por Boari et al.
em 30% das amostras da cadeia produtiva de filés de tilapia na cidade de Lavras/MG. Essa
presenca representa um risco a saude publica, pois a intoxica¢do alimentar ocorre com a
ingestdo de enterotoxinas termoestaveis produzidas e liberadas pela bactéria durante sua
multiplicago no alimento *.

Em pesquisa realizada com pescado adquiridos em supermercados no Japéo, Saito

etal ®

, identificaram que aproximadamente 26% dos 173 isolados pertenciam a espécie
Staphylococcus aureus. Entretanto, Romero-Janero e Negrete-Redondo ** ndo encontraram
essa espécie no musculo do pescado comercializado na regido do Caribe Mexicano. Porém,

um fator de importéncia deve ser considerado, a producdo de enterotoxinas por isolados
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coagulase negativos j4 foi relatada *°. Assim, as elevadas populages de Staphylococcus sp.
nas amostras requer atencdo as condicdes sanitarias e higiénicas da tildpia comercializada.
Além disso, as duas maiores populacBes de Staphylococcus sp. em filé foram encontradas
nas duas Unicas peixarias estudadas, estabelecimentos 3 e 4, com valores de 4,5x10° e
3,56x10° UFC.g”, respectivamente, demonstrando a fragilidade higiénica desses locais.
Ainda, foi constatado que o filé e a pele do peixe in natura foram significativamente
semelhantes em relacdo a esse parametro, ratificando o tipo de contaminagdo ocorrida pela
manipulacdo (Tabela 3).

Entre os microrganismos pesquisados, Aeromonas sp. foi uma das mais frequentes,
com aproximadamente 98% de presenca nas amostras colhidas. A contagem desse
microrganismo no filé variou entre 2,4x10 e 9,1x10° UFC.g™ (Tabela 2). Na tilpia in
natura, os resultados foram <2 UFC.g™ na musculatura do peixe e variaram entre 0,6 x 10
e 1,2x10* UFC.mL™ na 4gua de enxaguadura da pele. Do mesmo modo, Morales et al. %
detectaram a presenca do género Aeromonas em 98% das amostras de tildpia

47
l.

comercializadas na Costa Rica. Enquanto, Newaj-Fyzul et a identificaram Aeromonas

em 44% das tilapias comercializadas nas ilhas de Trinidad e Tobago, na América Central.

48
l.

Além disso, Vivekanandhan et a em estudo realizado na India, isolaram Aeromonas

49
l.

em 33,58% de amostras de peixes comercializados no varejo e Abrahim et a isolaram

Aeromonas em 65% das amostras analisadas de peixes encontrados no varejo da Grécia.

As populagbes de Aeromonas sp. encontradas no filé enfatizam que pode ter
ocorrido contaminagdo da carne pelas bactérias que estavam presentes na pele do peixe por
ocasido do beneficiamento, pois analisando o teste estatistico, as populagGes do filé e da
pele ndo tiveram diferenga significativa (Tabela 3). Como esse género é comum em
ambientes aquaticos, o pescado pode albergar microrganismos oriundos do seu habitat
natural, na pele, nas brénquias e no trato gastrointestinal. Esse fato pode ser observado
pelas populacdes de Aeromonas sp. no trato gastrointestinal (1x10 a 9,1x10° UFC.g™) e na
pele do peixe in natura (0,6x10 a 1,2x10* UFC.mL™). Além disso, a presenca de
Aeromonas spp. pode estar relacionada a deterioracdo do pescado, pois a multiplicacdo
desse microrganismo ocasiona o0 aumento da sua populagdo durante a estocagem >°. Assim,
a ampla disseminagdo desses microrganismos nas amostras de tildpia em forma de filé e in
natura representa risco de infeccdo microbiologica ao consumidor, visto que as mesmas

espécies podem ser patogénicas para peixes e seres humanos .
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De forma geral, as maiores populacfes para coliformes totais foram no trato
gastrointestinal da tilapia in natura, com valores entre 1,9x10° e 1,6x10° NMP.g™. Esses
resultados apontam que o pescado pode ter sido cultivado em ambiente com alta carga
orgénica, uma vez que os coliformes totais ndo pertencem a microbiota natural do peixe,
representando, assim, a qualidade da &gua de cultivo. Além disso, a presenga de
Escherichia coli no trato gastrointestinal foi detectada em oito amostras dos dez
estabelecimentos pesquisados, confirmando a contaminagdo do ambiente por fezes animais

e/ou humanas durante a producdo aquicola (Tabela 2).

Outro fator importante em relagéo a esse grupo microbiano foi a alta concentracao
na tilapia em forma de filé, com valores entre 2,6x10% e 1,6x10° NMP.g™. Pesquisas
semelhantes foram realizadas com tilapias comercializadas em supermercados de diversos
locais. Por exemplo, em Kolkata na india, Manna et al. * determinaram concentracdes entre
2x10% e 2,6x10° UFC.cm®. Begum et al. %, também encontraram coliformes totais e
termotolerantes com valores entre 2,1 e 2,4x10° e 0,4 e 1,1x10° NMP.g'l, respectivamente,
na cidade Bangladesh. Além disso, Fontes et al. > quando analisaram diversas espécies de
peixes comercializadas em supermercados da cidade de Vila Real, Portugal, encontraram
coliformes totais entre 0,9x10% e 1,1x10° NMP.mL™. Com esses resultados foi possivel
presumir que o grau de poluicdo microbiana a que foi exposto o alimento pesquisado foi
elevado, sinalizando que é necessario rever 0s procedimentos operacionais realizados para
a identificacdo das causas de contaminacdo do produto final. Uma vez que a determinagao
do grupo coliforme para controle das préticas higiénicas do beneficiamento do pescado

fresco é recomendada.

Em relacdo as populagdes de coliformes termotolerantes, os valores encontrados
nesta pesquisa variaram entre <2,0 e 1,9x10° NMP.g™ no fil¢, 1,2x10 e 1,6x10* NMP.mL™
na 4gua de enxaguadura da pele, <2,0 e 9,2x10* NMP.g™ no trato gastrointestinal e <2,0
NMP.g? na musculatura. A concentragdo de coliformes termotolerantes foi
significativamente maior na pele do peixe in natura em comparacao ao filé (Tabela 3). No
peixe in natura, resultados préximos também foram observados por Silva et al. ** em
feiras-livres da cidade de Sdo Paulo, Brasil, com valores entre <3,0 e 4,3x10° NMP.g™.
Enquanto na cidade de Botucatu, Brasil, Rall et al. ** encontraram valores entre <3,0 a
9,3x10 NMP.g™.
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Em amostras de filés de tilapia colhidas em supermercados do estado da Virginia,
Estados Unidos, Pao et al. *® encontraram uma média de 5,2 x 10 NMP.g™ de coliformes
termotolerantes, tendo sido isolada Escherichia coli em 8,3% das amostras. Enquanto,
Polimetla e Kunda > encontraram Escherichia coli em 95,83% das amostras de peixes da
familia ciprinideos comercializadas na cidade de Guntur, india. Esse resultado é
semelhante ao encontrado nesta pesquisa, pois foi possivel isolar Escherichia coli do filé e
da pele do peixe in natura em 90% e 100% das amostras dos estabelecimentos
pesquisados, respectivamente (Tabela 2).

De forma geral, a discrep@ncia observada entre os resultados das analises higiénicas
e sanitarias, denota que embora os manipuladores da cadeia produtiva parecam ndo ter sido
as principais fontes dos microrganismos pesquisados, podem ter ocorrido falhas
operacionais durante o beneficiamento do pescado, principalmente nas etapas de
descamacdo e evisceracdo por expor a carne a contaminagdo bacteriana. Esse fato pode
explicar as concentragdes estatisticamente semelhantes de coliformes termotolerantes no

trato gastrointestinal e no filé (P>0,05) (Tabela 3).

Para a pesquisa de genes relacionados a patogenicidade das estirpes, foram
avaliados 216 isolados de Escherichia coli provenientes da pele (n=121) e do trato
gastrointestinal (n=33) do peixe in natura; e da tilapia em forma de filé (n=62). Assim,
para 0s genes aggR e aafll do sorogrupo EAEC nédo foi encontrado nenhum isolado
positivo. Esse patdgeno também ndo foi encontrado em frutos do mar da cidade de

Casablanca, Marrocos °’ e peixes da Coreia do Sul *®.

De forma geral, a ocorréncia de Escherichia coli patogénica em ambientes
aquicolas e produtos da pesca ainda possui pouca atencdo. Porém a pesquisa por esse
patégeno neste ambiente pode ser uma forma facil para o controle de contaminantes e
garantia da qualidade do produto final. Neste estudo, entre as cepas patogénicas
pesquisadas, ETEC foi a mais frequente, encontrada em amostras de dois estabelecimentos,
tendo sido isolada da pele (n=4) e trato gastrointestinal (n=1) do peixe in natura (Figura 1).
Nestes isolados, foi identificado o gene estA e resultados semelhantes foram encontrados
por Alagarsamy et al. *® quando detectaram o gene est em sete isolados de diversos
sistemas de producéo aquicola em Cochim, india.

Entre os genes do sorogrupo EHEC (stx1, stx2 e eae) pesquisados, somente se
obteve resultado positivo em uma amostra da pele do peixe in natura para 0 gene eae
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(Figura 1). De forma diferente, Manna et al. *

encontraram 0 gene stx2 em peixes,
crustaceos e mariscos comercializados em supermercados de Kolkata na India. Kumar et
al. ® também realizou pesquisa semelhante em supermercados de Mangalore, india, e
encontraram o gene stx em dois dos sessenta isolados de Escherichia coli de peixes. Esses
resultados evidenciam a importancia do cuidado higiénico que deve ser dado ao pescado
exposto em comércios varejistas, pois a presenca de genes que dao caracteristicas de
patogenicidade as estirpes de Escherichia coli na pele do peixe in natura pode, por
contaminagdo cruzada, ocasionar a contaminacao de outros tipos de apresentacéo da tilapia
ou outro pescado exposto. Isto pode originar surtos de enfermidades por Escherichia coli

patogénica ja que estdo presentes no pescado comercializado.

A infeccdo por Escherichia coli patogénica geralmente é tratada com
antimicrobianos especificos. Entretanto, dependendo da origem da estirpe, o tratamento
pode torna-se mais complicado, pois, geralmente, isolados de origem ambiental sdo mais
resistentes. Além disso, 0 uso desse tipo de droga é recomendado para o tratamento da
doenga diarreica quando considerada severa. O uso de antimicrobianos, na aquicultura, é
realizado como medida de profilaxia, porém quando realizado de forma inadequada pode
gerar bactérias resistentes atraves da pressdo seletiva estabelecida no ambiente. Os
antimicrobianos utilizados nesta pesquisa sdo importantes para o tratamento de infeccOes

causadas por bactérias Gram negativas na medicina humana e veterinaria.

Os padrd@es de sensivel, intermediério e resistente dos 216 isolados Escherichia coli
contra os 12 antimicrobianos testados estdo apresentados na Figura 2. Assim, 0S
antimicrobianos com maior ndmero de isolados resistentes, foram: cefalotina
(n=126/61%), cefoxitina (n=106/51%), ampicilina (n=107/52%) e amoxicilina + &cido
clavulanico (n=91/44%). E entre os antimicrobianos com menos de 20 isolados resistentes,
foram: meropenem (n=5/2%), cefepima (n=8/4%), ciprofloxacina (n=12/6%), ceftazidima
(n=14/7%), amicacina (n=16/8%) e gentamicina (n=19/9%).

Jeyasanta et al. ®

quando avaliaram 92 isolados de Escherichia coli de frutos do
mar comercializados na Costa de Tuticorin, india, encontraram 47% e 34% de resisténcia
para amoxicilina e ampicilina, respectivamente. Em isolados de Escherichia coli de

. %2 também observaram 65% de

estuérios da cidade de Cochim, india, Sukumaram et a
resisténcia para ampicilina entre os 75 isolados avaliados. No Brasil, Dias et al. ®,

encontraram aproximadamente 60% de resisténcia para ampicilina e cefoxitina em 44
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isolados de Escherichia coli de mexilhdes capturados em areas de extrativismo na cidade

de Niteréi/RJ. Por fim, Lima et al. ®

, em Lavras/MG, observaram a presenca de isolados
microbianos resistentes a todos os antimicrobianos testados de filé de tilapia e de
ambientes de criagdo da tilapia, com maiores percentuais de resisténcia para eritromicina e

ampicilina.

Com base nos resultados encontrados nesta pesquisa e nas demais citadas, é
possivel considerar uma alta frequéncia de resisténcia a ampicilina em isolados
microbianos de ambientes aquicolas. A resisténcia a antimicrobianos, como a ampicilina,
por microrganismos presentes na aquicultura sugere que outros fatores, além das suas
utilizacBes, favorecem a manutengdo de bactérias resistentes no ambiente aquético ®°. Do
mesmo modo, Alagarsamy et al. ®®, ndo encontraram diferencas entre isolados patogénicos
clinicos e ambientais de Escherichia coli em relacio ao padrdo de resisténcia

antimicrobiana.

Embora tenha ocorrido variagdo entre os padrdes de resisténcia nos isolados
estudados, aproximadamente 67% do total de isolados apresentaram resisténcia a dois ou
mais antimicrobianos com diversas combinagdes. Entre as partes analisadas, 62% e 70%
dos isolados da pele e trato gastrointestinal do peixe in natura, respectivamente,
apresentaram resisténcia a dois ou mais antimicrobianos. Enquanto 76% dos isolados da
tilapia em forma de filé apresentaram multirresisténcia. Além disso, foi possivel observar
isolados resistentes a todos os antimicrobianos testados. O aumento do aparecimento de
bactérias resistentes as multiplas drogas é preocupante e diminui as opgdes de uso de
antimicrobianos. Limitando, assim, a terapéutica para casos clinicos. Outros autores
também relataram a ocorréncia de resisténcia mualtipla em pesquisas com Escherichia coli

provenientes de ambientes aquicolas > ®*.

Outros problemas também podem surgir a partir do uso intensivo dos
antimicrobianos na aquicultura. Bactérias, como a Escherichia coli, podem ser patogénicas
aos seres humanos e podem ocorrer em viveiros de peixes € no ambiente aquatico. Assim,
a medida que o peixe é utilizado para consumo humano, a presenga nesse alimento de
microrganismos com resisténcia a antimicrobianos pode representar um risco a satde do
consumidor, pois as DTAs sdo responsaveis por altas taxas de mortalidade em diversos

paises. Assim, a seguranca alimentar deve ser mantida em toda a cadeia de producao ate
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sua fase final, ja que € possivel a troca de genes de resisténcia entre os patdgenos de peixes

e seres humanos °°.

Assim, a alta frequéncia de isolados de Escherichia coli resistentes a
antimicrobianos em pescado, alerta para os efeitos que a utilizacdo dessas drogas pode
causar entre patdgenos humanos encontrados em ambientes aquaticos. Desta forma, as
informacdes apresentadas neste trabalho s&o Uteis para estimular a busca pelo uso seguro e
eficiente de antimicrobianos nas atividades antropicas. Além disso, esta pesquisa corrobora
que as praticas sanitarias e higiénicas devem ser mantidas tanto na producdo aquicola
quanto na etapa de beneficiamento do pescado até sua disponibilizacdo final no varejo, j&
que a presenca de patdgenos em peixes pode oferecer risco a saide publica por contribuir
para o surgimento de DTAs em seres humanos.
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Tabela 2. Populagdes de Coliformes Totais (CT), Coliformes Termotolerantes (CTT), Staphylococcus sp.
(STA), Staphylococcus coagulase positivos (STA C+), Aeromonas sp. (AERQ) e Escherichia coli nas
amostras de tildpia in natura e em filé dos dez estabelecimentos pesquisados.

Estab. Amostra cT CTT STA STAC+ AERO  E.coli Eerc‘glsl
Tilapia em filé 2,6x10 4x10 1,5x10? <1,0 1,2 X102 * -
1 Tilapia Musc. 0,2 x10 <2,0 <1,0 <1,0 1,7 x10? . .
in Trato 3,6 x10° 1,2 x10? <1,0 <1,0 1,2 x10° + -
natura oo 1,3x10°  41x10° 05x10 <10  25x10° + estA
Tilapia em filé 1,3x10° 1,8x10°  29x10° <10  1,1x10° * -
2 Tilapia Musc. <2,0 <2,0 <1,0 <1,0 4,2 x10 ) )
in Trato 1,6 x10° <2,0 <1,0 <1,0 1,7 x10 -
natra ool 16x10°  12x10° 05x10 <10  1,6x10 -
Tilapia em filé 6,8 x10° 40x10 4,6 x10° <1,0 2,6 x10 + -
3 Tilapia Musc. 0,8 <2,0 <1,0 <1,0 0,4 x10 ) )
N Trato 1,8 x10° <2,0 <1,0 <1,0 1,9 x102 + -
t .
nalura  pele 12x10°  21x102  85x10° <10 3.6x10 +
Tilapia em filé 2,3x10° 28x10 35x10° <10  15x10° * -
4 Tilapia Musc. 0,2 x10 <2,0 <1,0 <1,0 <1,0 ) )
in Trato 6,6 x10° <2,0 <1,0 <1,0 2,5 x10 - -
natura oo 5,1 x10° 26x10  57x10° <10  06x10 + -
Tilapia em filé 3,4 x10° 1,3x10°  38x10° <10  26x10° * -
5 Tilapia Musc. <2,0 <2,0 <1,0 <1,0 <1,0 ) )
in Trato 1,2 x10° <2,0 <1,0 <1,0 1,0 x10 -
natura oo 1,2 x10* <20  23x10° <10  13x10 -
Tilapia em filé 1,6 x10° 33x10 36x10 36x10  83x10° * .
6  Tilapia Musc. <20 <2,0 <1,0 <10 <1,0 ) -
in Trato  3,9x10* 9,2 x10? <1,0 <1,0 8,7 x10 + -
natura oo 1,4 x10° 04x10 91x10 <10  34x10 + -
Tilapia em filé 1,1x10° 1,9x10°  2,7x10 <10  54x10° * -
7 Tilapia Musc. <2,0 <2,0 <1,0 <1,0 3,0x10 B B
N Trato 2,3 x10° <2,0 <1,0 <1,0 3,0 x10 + -
hatura  peje 1,4 x10° 7x10°  19x10 <10  63x10° + )
Tilapia em filé 1,5 x10* <2,0 2,2x10 <1,0 1,1 x10? .
8 Tilapia Musc. <2,0 <2,0 <1,0 <1,0 <1,0 - -
in Trato 3,7 x10* 46x102 <10 <1,0  9,1x10? + estA
natura  pgjo 1,6 x10* 1,6 x10* 0,7 x10 <1,0 3,3x10 + eae, estA
Tilapia em filé 1,1 x10° <2,0 6,2 x10 <1,0 2,4 x10 i i
g  Tilapia Musc. <20 <2,0 <1,0 <10 3,4x10 ) )
in Trato 2,3 x10° <2,0 <1,0 <1,0 2,6 x10 - -
natura oo 1,3x10* 12x10  04x10 04x10 9,9 x10° + -
Tilapia em filé 4,9 x10* 33x10  3,6x10 <10  9,1x10° * -
10 Tilapia Musc. <2,0 <2,0 <1,0 <1,0 <1,0 ) )
in Trato 1,1 x10* <2,0 <1,0 <1,0 4,3 x10 + -
natura + -

Pele 1,4 x10* 7,2x10 2,5 x10? <1,0 1,2 x10*

Legenda: Estab. — Estabelecimento; CT — coliformes totais (NMP.g" ou NMP.mL™); CTT - coliformes termotolerantes (NMP.g™ ou NMP.mL™); STA -
Staphylococcus spp. (NMP.g™ ou NMP.mL™); STA C+ — Staphylococcus coagulase positivos (NMP.g™ ou NMP.mL™); AERO - Aeromonas sp. (NMP.g™
ou NMP.mL™; E. coli - Escherichia coli presenca (+) e auséncia (-)
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Tabela 3. Média Logaritmica das concentragdes encontrados para Coliformes Totais (CT),
Coliformes Termotolerantes (CTT), Staphylococcus sp. (STA), Staphylococcus coagulase positivos (STA
C+) e Aeromonas sp. (AERO) nas amostras de tildpia in natura e em filé dos dez estabelecimentos
pesquisados.

Amostra CT CTT STA STAC+ AERO
(logyo) (logso) (logso) (logso) (logso)
Tilapia em Filé 4,1 40,9 0,6 +1,3 1,8 +1,2° 0,1 +0,32 1,6 +1,2°
o Musc 0,87 1,6 0,540,3 0,0 +0,0° 0,0 £0,0° 0,4 £0,6°
T:Zfl:f_‘a'” Trato 3,5+1,1° 0,3+0,0® 0,0 £0,0° 0,0 +0,0° 0,8 +1,0°
Pele 4,0 +0,3% 1,5+1,3° 1,8 +1,2° 0,02 +1,0° 1,6 +1,6°

Legenda: Médias seguidas de letras distintas, na mesma coluna, diferem estatisticamente, com p<0,05 (Anova one-way com post hoc de Tukey).

Figura 1. PCR Multiplex para a detec¢do dos genes patogénicos de Escherichia coli. (a) isolados
positivos da pele (P) do estabelecimento 1 para o gene estA; (b) isolados positivos da pele (P) do
estabelecimento 8 para o gene eae; (c) isolados positivos da pele (P) e trato gastrointestinal (T) do
estabelecimento 8 para o gene estA. PM - Marcador Molecular de Peso Molecular conhecido, 100 pb DNA
(Ladder - Invitrogen®). CP — Controle positivo para 0os genes estA (163pb), eltB (275pb) e estB (368) e
genes stx1 (388pb), eae (507pb) e stx2 (807).
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Figura 2. Isolados de Escherichia coli em relacdo ao perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos:
Ampicilina (AMP), Meropenem (MER), Ceftazidima (CAZ), Cefepima (CPM), Cefoxitina (CFO),
Amoxicilina + Ac. clavulanico (AMC), Cefuroxima (CRX), Cefalotina (CFL), Cotrimoxazol (SUT),
Amicacina (AMI), Gentamicina (GEN) e Ciprofloxacino (CIP). P.S: Sensibilidade; P.l: Resisténcia
Intermediéria; P.R: Resistente.
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Aeromonas sp. em tilapias comercializadas no varejo na forma de filé

fresco e in natural
RESUMO

A pesquisa teve como objetivo avaliar a ocorréncia de espécies de Aeromonas
sp. em tildpias comercializadas na forma de filé e in natura, bem como verificar
o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos das espécies encontradas. A
pesquisa foi realizada em dez estabelecimentos (supermercados e/ou
peixarias) em municipios do interior de S&o Paulo, Brasil. Um total de 96
isolados de Aeromonas sp. foram obtidos das amostras de tilapia em forma de
fileé (n=36) e in natura (n=60). As espécies mais frequentes foram Aeromonas
trota (50%), Aeromonas veronii biovar sobria (28%) e Aeromonas schubertii
(17%). De forma geral, as maiores frequéncias de isolados resistentes foram
observadas para os antimicrobianos ampicilina, amoxicilina + acido clavulanico,
cefalotina, cefoxitina, cefuroxima e cotrimozaxol. A maioria dos isolados (34%)
apresentou multipla resisténcia, com indice MAR 0,50 (resisténcia a seis
antimicrobianos), o que pode representar um risco a saude publica. Assim,
impedir a disseminacdo da multipla resisténcia antimicrobiana na aquicultura é
necessario, ja que microrganismos autéctones desse ambiente podem oferecer
riscos a saude dos consumidores do pescado uma vez que estas espécies de

Aeromonas sp. podem causar doengas em peixes e em seres humanos.

Palavras chave: Peixe: Aeromonas trota; Atimicrobianos; indice MAR.
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Aeromonas sp. in tilapia sold at retail in the form of fresh fillet and fresh

fish

ABSTRACT
The research aimed to evaluate the occurrence of species of Aeromonas sp. in
tilapia fillet and in natura as well as checking the profile of antimicrobial
susceptibility of the microorganism species. The sample was collected in ten
establishments (supermarkets and fish markets) from Sao Paulo, Brazil. A total of
96 strains of Aeromonas sp. were obtained from samples tilapia fillet (n=36) and in
natura (n=60). The most frequent species were Aeromonas trota (50%),
Aeromonas veronii biovar sobria (28%) and Aeromonas schubertii (17%). In
general, the highest frequencies of resistant isolates were observed to
antimicrobials ampicillin 10ug, amoxicillin + clavulanic acid 20ug, cephalothin 30ug,
cefoxitin 30ug, cefuroxime 30ug and cotrimozaxol 25ug. Most isolates (34%)
showed multiple resistance, with the MAR index of 0.50 (resistance to six
antimicrobials), which may represent a risk to public health. In conclusion,
preventing the spread of multiple antimicrobial resistance in aquaculture is
necessary. Indigenous microorganisms found in this research offer consumer’s

health risks because Aeromonas sp. can cause disease in fish and humans.

Keywords: Fish; Aeromonas trota; Antimicrobials; Index MAR.
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INTRODUCAO

A criacdo de peixes iniciou-se, principalmente, para suprir a demanda
alimentar devido ao aumento populacional ocorrido. Assim, diversas espécies
de peixes foram introduzidas, em todo mundo, para a criagdo de novas areas

pesqueiras e 0 aumento dos rendimentos comerciais.

Consequentemente, 0 pescado tornou-se uma das principais fontes de
proteinas de origem animal. Em 2010, dos 148 milhdes de toneladas de peixes,
crustaceos e moluscos produzidos mundialmente, 128 milhdes de toneladas
foram utilizadas como alimento humano, proporcionando uma oferta de
alimentos per capita estimada em cerca de 20 kg (peso vivo). Dessa forma, os
produtos oriundos da pesca desempenham um importante papel no
fornecimento mundial de alimentos, diretamente por representar 17% da
proteina animal consumida pelos seres humanos e, indiretamente, pelo apoio a

producéo de alimentos pela aquicultura (Fao, 2013).

Apesar dos beneficios relacionados ao consumo desse produto, 0 risco
da contaminacdo microbiana é consideravel nesta atividade e, representando
uma preocupacédo a saude publica. Isso decorre pelo fato dos peixes poderem
apresentar bactérias patogénicas oriundas tanto do ambiente aquatico quanto

do tipo de processamento e estocagem (Lanzarim, 2011).

Entre os microrganismos presentes na atividade aquicola, o género
Aeromonas sp. € habitante natural de ecossistemas aquaticos e também

desempenha um importante papel como patégeno primario no trato
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gastrointestinal de alguns animais (Bravo et al., 2012). Assim, por possuir
ampla distribuicdo no meio aquatico, principalmente dulcicola, € descrito por
alguns autores como patdégenos de peixes e, no caso de espécies como A.
hydrophila, A. caviae, A. jandaei, A. schubertii, A. sobria e A. veronni, por
originar enfermidades veiculadas pela agua e alimentos (Manuel Pablos et al.,
2009; Aberoun e Jooyandeh, 2010). Geralmente, o ser humano é exposto a
esse grupo bacteriano pelo consumo de peixes e derivados mal cozidos; ou
pela contaminacdo cruzada entre alimentos, aguas e matérias-primas; ou

manipulacdo nao higiénica dos alimentos (Leal et al., 2009).

hY

Outro aspecto importante relacionado a intensificagdo da criacdo de
peixes é 0 uso crescente de antimicrobianos, o que pode ocasionar, entre 0s
microrganismos presentes, o desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana e
a disseminacédo desses determinantes, desencadeada pela pressao seletiva
sobre populagdes bacterianas (Smith, 2008). A troca genética desses genes de
resisténcia pode ocorrer entre o0s diversos grupos bacterianos, sendo
demonstrada pela ocorréncia dos mesmos determinantes em bactérias

aguaticas, patdgenos de peixes e humanos (Macintosh et al., 2008).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo pesquisar a ocorréncia de
espécies de Aeromonas sp. em tilapias comercializadas na forma de filé e in
natura e avaliar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados

encontrados.
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MATERIAL E METODOS

A regido escolhida para pesquisa abrangeu os municipios de Ribeirdo Preto,
Sdo José do Rio Preto, Araraguara e Franca, com um total de dez
estabelecimentos, sendo oito supermercados e duas peixarias, localizados na
regidao Nordeste do Estado de S&o Paulo, Brasil. Em cada estabelecimento foram
colhidas cinco unidades amostrais de filés frescos (n=50) e cinco peixes
comercializados in natura (n=50). As amostras foram colocadas em sacos plasticos
esterilizados hermeticamente fechados e transportadas em caixa isotérmica com
gelo reciclavel.

O peixe in natura foi avaliado em trés partes distintas: pele (dgua de
enxaguadura), tecido muscular e trato gastrointestinal. Para cada peixe, foram
realizados os procedimentos descritos a seguir. A Agua de enxaguadura da pele foi
obtida ao adicionar 200mL de agua peptonada 0,1% ao saco plastico contendo o
peixe in natura, para transferéncia dos microrganismos da pele para a agua
peptonada. Enquanto para a obtencdo da amostra correspondente ao trato
gastrintestinal do peixe, todo o conteudo foi retirado e pesado em recipiente estéril
para adicdo de agua peptonada 0,1%. Assim, para 0 enriquecimento seletivo,
25mL das amostras da agua de enxaguadura da pele e 25mL da mistura de agua
peptonada e trato gastrointestinal foram transferidas para recipientes contendo
225mL de caldo tripticase de soja (TSB) adicionado de ampicilina 30mg/L. Para
analise do tecido muscular, o peixe in natura foi dissecado com o auxilio de
instrumentos esterilizados, foram retirados 25g de masculo e colocados em frascos
estéreis contendo 225mL de caldo tripticase de soja (TSB) adicionado de ampicilina

30mg.L™. Em relacéo a tilapia em forma de filé fresco, de cada embalagem, foram
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pesados 25g em frascos estéreis contendo 225mL de caldo tripticase de soja (TSB)
adicionado de ampicilina 30mg.L™. Todas as amostras foram incubadas a 28°C por
24 horas.

A partir das culturas de enriguecimento seletivo, as amostras foram
semeadas, com auxilio de al¢a de niquel-cromo, em placas contendo agar vermelho
de fenol-amido-ampicilina (Majeed et al., 1990) e agar dextrina-ampicilina (Havelaar e
Vonk, 1988), ambos os meios de cultura continham ampicilina a 10mg.L?, e a
incubacdo foi realizada por 24 horas a 28°C. De cada cultura, foram escolhidas cinco
colénias com caracteristicas sugestivas do género Aeromonas e semeadas em agar
tripticase-soja (TSA) e incubadas a 28°C por 24 horas. Cada isolado foi caracterizado
em relacdo ao género pelos testes: coloracdo de Gram, consumo de agucares em
agar triplice-acucar-ferro (TSI) (Saad et al., 1995), provas da motilidade, oxidase,
catalase (Mac Faddin, 1976) e resisténcia ao agente vibriostatico O/129 (fosfato de
2,4-diamino-6,7-diisopropylpteridine) (Pathak et al., 1988). A caracterizagdo das
espécies foi realizada seguindo a chave de classificagdo Aerokey Il (Carnarhan et al.,
1991).

Para a realizacdo do teste de susceptibilidade a antimicrobianos das
espécies de Aeromonas sp., 0s isolados foram semeados em agar Mueller-Hinton
e utilizado multidisco com os seguintes antimicrobianos: Ampicilina 10ug (AMP),
Meropenem 10ug (MER), Ceftazidima 30 pg (CAZ), Cefepima 30ug (CPM),
Cefoxitina 30ug (CFO), Amoxicilina + Ac. clavulanico 20ug (AMC), Cefuroxima
30ug (CRX), Cefalotina 30ug (CFL), Cotrimoxazol 25ug (SUT), Amicacina 30ug
(AMI), Gentamicina 10ug (GEN) e Ciprofloxacino 5ug (CIP). Apés incubagéo a

28°C por 24 horas, o halo de inibicdo foi medido segundo recomendacbes de
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Bauer et al. (1966). Cada isolado de Aeromonas sp. foi classificado como
sensivel ou resistente de acordo com o padrdo estabelecido para cada
antimicrobiano (Nccls, 2012). Para determinagcdo da multirresisténcia foi
utilizado o indice Mdltipla Resisténcia a Antimicrobianos (MAR), segundo

Krumperman (1985).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 96 isolados de Aeromonas sp. foram obtidos das amostras
de tilapia em forma de filé (n=36) e in natura (n=60). A espécie mais frequente
foi Aeromonas trota (50%), seguida da Aeromonas veronii biovar sobria (28%)
e Aeromonas schubertii (17%). Essas espécies foram isoladas de todas o0s
tipos de amostras analisadas. Enquanto, Aeromonas caviae (2%) foi isolada da
pele do peixe in natura e do filé de til4pia e Aeromonas hydrophila (1%) apenas

da pele (Tabela 1).

Tabela 1. Numero (N) de espécies de Aeromonas sp. isoladas das

amostras das tilapias comercializadas no varejo em forma de filé e in natura.

Tildpia in natura N

. o Total
Espécie Tilapia
o Musculo Trato Pele N (%)
em Filé N
Aeromonas trota 19 9 9 13 50 (52)
Aeromonas veronii
_ _ 8 4 4 11 27 (28)
biovar sobria
Aeromonas schubertii 8 1 5 2 16 (17)
Aeromonas caviae 1 0 0 1 22
Aeromonas hydrophila 0 0 0 1 1()
Total N (%) 36 (37) 14 (15) 18 (19) 28 (29) 96 (100)
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Diversas pesquisas realizadas em mercados e supermercados
demonstraram a frequéncia dessas espécies em pescados frescos ou
congelados. Abrahim et al. (2007) identificaram 120 isolados classificados
como A. hydrophila (28%), A. caviae (29%) e A. sobria (12%), em um estudo
com amostras de peixes marinhos comercializados em mercados de peixes da
cidade de Tessalbnica, Grécia. Suarez e Herrera (2011) observaram maiores
frequéncias das espécies A. hydrophila (29,7%), A. veronii biovar sobria (19%),
A. jandaei (17%) e A. veronii biovar veronii (17%), em um estudo com amostras
de diversas espécies de pescado fresco comercializado na cidade de
Pamplona, Colombia. Castro-Escarpulli et al. (2003) identificaram A. hydrophila
(56%), A. caviae (30%) e A. veronii (13%), ao analisar em filés congelados de

tilapia comercializados na Cidade do México.

Diferente deste trabalho, as pesquisas relatadas identificaram maior
frequéncia da espécie Aeromonas hydrophila. Entretanto, Yucel e Balci (2010)
também obtiveram menor quantidade de isolados de A. hydrophila em peixes
de &gua doce comercializados em mercados da cidade de Ancara, Turquia. O
escasso isolamento dessa espécie nas amostras colhidas pode indicar baixo
risco de infecgbes gastrointestinais pelo consumo do pescado amostrado. A.
hydrophila representa a espécie de Aeromonas sp. com maior potencial
patogénico em alimentos de origem da pesca e aquicultura, por apresentar
diversos fatores de viruléncia frequentemente associados as infecgbes

causadas pelo consumo de alimentos contaminados (Oliveira et al., 2012).

Também de forma diferente, outras pesquisas identificaram maior
frequéncia da espécie Aeromonas caviae em pescado comercializado. Nespolo
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et al. (2012) avaliaram filés de salmdo de supermercados do Estado de Séo
Paulo, Brasil, e verificaram maior presenca dessa espécie em 44% e 20% dos
isolados de amostras de filé fresco e congelado, respectivamente. Yucel et al.
(2005) isolaram estirpes de Aeromonas em 82,8% em amostras de carpa
Cyprinus carpio, sendo as espécies mais frequentes A. caviae (66%), seguida

por A. hydrophila (22,6%) e A. veronii biovar sobria (11,6%).

Estudos com resultados semelhantes ao desse trabalho também foram
relatados em pesquisas com pescados de agua doce e salina. Lanzarim et al.
(2011) isolaram 45 estirpes de Aeromonas sp. em filé de pintado
(Pseudoplastystoma coruscans) fresco comercializado no varejo e observaram
gue A. trota foi a espécie dominante, representando 26,7% dos isolados.
Enquanto, a dominancia de A. veronii biovar sobria foi verificada em amostras
de peixes frescos de supermercados de Selangor, Malasia (Radu et al., 2003) e

de ostras de um estuario do Ceara, Brasil (Evangelista-Barreto et al., 2006).

A alta prevaléncia de Aeromonas em amostras de pescado pode estar
associada aos diversos fatores que acarretam sua contaminagao, cComo o grau
de poluicdo da a&gua de criagdo, a contaminacdo secundéria pela manipulacdo
e 0 armazenamento, transporte e distribuicdo. Como esta bactéria é
psicrotrofica, ela consegue proliferar em temperaturas de refrigeracdo ou no
gelo usado para preservar os peixes durante a venda (Newaj-Fyzul et al., 2008;
Yucel e Balci, 2010). Deste modo, a presenca dessa espécie nas amostras do
peixe em forma de filé pode representar que as condi¢des higiénicas nao foram
adequadas durante o beneficiamento do pescado para evitar a contaminagéo
do filé pelas bactérias presentes no trato gastrointestinal e na pele do peixe in
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natura. Embora o género Aeromonas nao seja rotineiramente investigado nem
preconizado pela legislacdo sanitéria vigente no Brasil, 0 seu estudo em peixes

de cultivo é de indiscutivel importancia econdmica e de saude publica.

A espécie A. trota, a mais frequente nesse estudo, ndo é considerada
um patdégeno humano comum em paises em desenvolvimento (Hirsch et al.,
2006; Ghenghesh et al., 2008). Contudo, algumas pesquisas ja relataram a
presenca dessa espécie em isolados de infec¢bes gastrointestinais. Um
exemplo foi o estudo de Bravo et al. (2012), em Cuba, com 166 estirpes de
Aeromonas sp. isoladas de 2.322 criancas com diarreia, nas quais identificaram
A. trota e A. veronii biovar sobria em 4,2% e 21,6% dos isolados,
respectivamente. Além disso, a A. veronii biovar sobria, a segunda mais
frequente nesta pesquisa, € comumente relatada em casos de diarreia no

Brasil (Hofer et al., 2006; Guerra et al., 2007).

Além disso, 0 mecanismo de patogenicidade da Aeromonas sp. €
complexo, pois sua viruléncia é considerada multifatorial e dependera das
espécies envolvidas e dos produtos extracelulares produzidos. Ullmann et al.
(2005) isolaram diversas espécies de Aeromonas sp. em amostras de frutos do
mar crus e prontos para consumo encontrados no varejo de Berlim, Alemanha.
Os autores detectaram que 63% dos isolados produziram citotoxinas a 37°C.
Com isso, os frutos do mar foram considerados como importantes vias de
transmissao para patdgenos, como a Aeromonas, responsaveis por infeccbes
humanas transmitidas por alimentos. Além disso, diversos fatores de viruléncia
ja foram detectados em pesquisas realizadas com Aeromonas sp. isoladas de

peixes de agua doce, como a tilapia (Oliveira et al., 2012) e o catfish (Nawaz et
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al., 2010). Ainda, Ottaviani et al. (2011), encontraram estirpes citotdxicas de
Aeromonas sp. isoladas a partir de fontes de alimentos e meio ambiente (solo e
agua). A presenca de citotoxinas identificadas a partir de isolados ambientais e
de peixes representa um risco a saude dos consumidores dos produtos
aquicolas. Espécies como A. hydrophila, A. veronii biovar sobria, A. caviae, A.
jandael, A. schubertii e A. veronii sdo produtoras de citotoxinas e quatro dessas

espécies foram identificadas no presente estudo.

De forma geral, as maiores frequéncias de isolados resistentes foram
encontradas para os antimicrobianos ampicilina, amoxicilina + acido clavulanico
e cefalotina (Tabela 2). O género Aeromonas € rotineiramente considerado
resistente a ampicilina. Além disso, a espécie Aeromonas veronii biovar sobria
possui como caracteristica especifica a resisténcia a cefalotina (Abbott et al.,
2003). Porém, foi possivel verificar que a resisténcia a esse antimicrobiano foi
observada entre a maioria dos isolados de todas as espécies. A resisténcia aos
antimicrobianos cefoxitina, cefuroxima e cotrimozaxol também foi frequente
entre os isolados. Entretanto, nenhum isolado apresentou resisténcia a
ciprofloxacina e apenas trés isolados foram resistentes aos agentes
antimicrobianos amicacina e gentamicina.

De acordo com Heuer et al. (2009), antimicrobianos como amoxicilina e
ampicilina podem ser utilizados na aquicultura com rota de administragao oral.
Entretanto, os autores consideraram esses mesmos antimicrobianos como
criticamente importante para o tratamento de doencas na medicina humana.

Diversos pesquisadores avaliaram a presenca de resisténcia antimicrobiana em

Aeromonas sp. isoladas tanto da aquicultura (Belém-Costa e Cyrino, 2006;
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Akinbowale et al., 2006; Suhet et al., 2011) como em pescado colhido de

mercados varejistas (Radu et al., 2003; Castro-Escarpulli et al., 2003).

Tabela 2. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos pesquisados das espécies

de Aeromonas sp. isoladas das tilapias comercializadas no varejo.

Espécie AMP MER CAZ COM CFO AMC CRX CFL SUT AMI GEN CIP
Aeromonas trota 50 23 13 12 42 46 42 50 39 1 2 0
Aeromonas veronii biovar

) 27 8 4 5 22 27 23 26 24 1 1 0
sobria
Aeromonas schubertii 16 2 3 3 15 14 15 16 14

Aeromonas caviae

wlf O o o
of o o o

0

1

Aeromonas hydrophila 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0
96 33 20 20 80 90 81 95 78 3

Toral N (%) (100) (34 (@1 @) (3 (4 6 (9 ©6) @ @ (O

Legenda: Ampicilina (AMP), Meropenem (MER), Ceftazidima (CAZ), Cefepima (CPM), Cefoxitina (CFO), Amoxicilina +
Ac. clavulanico (AMC), Cefuroxima (CRX), Cefalotina (CFL), Cotrimoxazol (SUT), Amicacina (AMI), Gentamicina (GEN)
e Ciprofloxacina (CIP).

Resultados diferentes aos encontrados nesta pesquisa foram relatados
por Castro-Escarpulli et al. (2003), em estudos com Aeromonas sp. isoladas
de filés congelados de tilapia, pois observaram 41,5% e 58,4% dos isolados
resistentes a ciprofloxacina e a gentamicina, respectivamente. Ainda, nao
observaram resisténcia para o0s antimicrobianos cefoxitina e cefuroxima.
Porém, os autores também observaram que todos os isolados foram
resistentes aos antimicrobianos cefalotina e ampicilina. Esses dois ultimos
antimicrobianos citados foram referidos por Akinbowale et al. (2006) em
estirpes de Aeromonas sp. resistentes isoladas de ambientes de criacdo de

peixes. Além disso, os autores também ndo observaram isolados com

resisténcia a gentamicina e a ciprofloxacina.
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Yucel e Ergogam (2010) observaram a presenca de altas porcentagens
de resisténcia para amoxicilina-clavulanato e cefalotina em 73 estirpes de
Aeromonas sp. isoladas de amostras de origem ambiental e fontes alimentares
da Turquia. Suhet et al. (2011) isolaram 74 estirpes de A. hydrophila, A. caviae,
A. sobria, A. veronii, A. salmonicida e A. jandaei de amostras de agua de
criacdo e superficie e rim de tildpia e encontraram maior frequéncia de
resisténcia a amoxicilina e eritromicina e resisténcia a gentamicina em apenas
trés isolados. Resultados semelhantes foram obtidos nesta pesquisa. Belém-
Costa e Cyrino (2006), ao examinar a sensibilidade aos antimicrobianos de
amostras de A. hydrophila isoladas de pacus e tildpias confinados,
identificaram 100% de resisténcia a amoxicilina, lincomicina, novobiocina,
oxacilina, ampicilina e tetraciclina.

Do mesmo modo, os resultados desta pesquisa para 0s antimicrobianos
foram semelhantes ao estudo de Guerra et al. (2007). Os autores analisaram
estirpes de Aeromonas sp. isoladas de casos de diarreia e verificaram
menores perfis de resisténcia das estirpes para os antimicrobianos amicacina,
gentamicina e ciprofloxacina, enquanto maiores perfis foram encontrados para
cefalotina. Esses resultados demonstram a ocorréncia de caracteristicas
semelhantes entre isolados de Aeromonas sp. de produtos aquicolas e
patdgenos humanos. Além disso, essas caracteristicas de resisténcia podem
ser transferidas entre diferentes géneros bacterianos. Rhodes et al. (2000)
investigaram a transferéncia de plasmideos de resisténcia a oxitetraciclina

entre os isolados aquicolas e hospitalares, e observaram que plasmideos de
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resisténcia foram transferidos entre Aeromonas spp. (isolados de peixes) e
Escherichia coli (isolados humanos) em localizagBes geograficas especificas.

A alta frequéncia de isolados com mudltipla resisténcia foi outro fator de
risco a saude publica observado nesse trabalho. Conforme a Tabela 3, a
maioria dos isolados de Aeromonas trota, Aeromonas veronii biovar sobria e
Aeromonas schubertii apresentou um indice MAR de 0,50. De acordo com
Sarter et al. (2007), em isolados microbianos de fontes animais, um valor do
indice MAR menor ou igual a 0,2 é um indicador de que o uso de
antimicrobianos é raro ou nunca foram utilizados durante a producdo animal.
Entretanto, valores acima de 0,2 indicam que a producao animal pode ter sido
realizada com uso de antimicrobianos, representando alto risco. Assim, pode-
se deduzir que o uso de antimicrobianos no cultivo da tilapia pode estar
ocorrendo e causando multirresisténcia em espécies de Aeromonas sp., ja que
apenas trés isolados apresentaram indice MAR abaixo de 0,2.

Entre as espécies estudadas, Aeromonas trota e Aeromonas veronii
biovar sobria apresentaram isolados com perfis de resisténcia a onze dos doze
antimicrobianos avaliados. Resultados semelhantes foram observados por
Hisrch et al. (2006), em isolados de Aeromonas trota de tilapias e ambientes de
criagdo, quando os isolados apresentaram resisténcia a sete dos oito
antimicrobianos avaliados. Entretanto, no presente estudo, um isolado de

Aeromonas veronii biovar sobria apresentou maior indice MAR, 0,92.
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Tabela 3. indice MAR encontrado nas espécies de Aeromonas sp. isoladas das

tilapias comercializadas no varejo.

Espécie 0,08 0,16 025 033 042 050 058 067 0,75 0,92
Aeromonas trota 1 0 1 6 2 14 10 5 9 0
Aeromonas veronii
biovar sobria 0 ! 0 2 4 12 4 0 3 !
Aeromonas schubertii 0 0 0 2 0 1 0
Aeromonas caviae 0 0 1 0 0 0
Aeromonas hydrophila 0 1 0 0 0 0 0

1 2 2 11 8 34 15 6 14 1

Total N (%) 0 @ @ @1 @® (3B @) (6 (@15 (A

Radu et al. (2003), em estudo realizado com peixes de varejo, isolaram
A. hydrophila, A. veronii biovar sobria e A. caviae e determinaram que todos os
isolados foram resistentes a trés ou mais antibiéticos testados. Schmidt et al.
(2001) também consideraram um alto nivel de multirresisténcia em 48% dos
isolados de Aeromonas sp. de sistemas aquicolas. A multirresisténcia aos
antimicrobianos entre espécies de Aeromonas sp. isoladas de ambientes
aquicolas tem sido considerada como frequente (Hatha et al., 2005). Portanto,
€ possivel deduzir que essa caracteristica possa permanecer entre 0s isolados
desse género no pescado comercializado.

Assim, considerando o rapido crescimento da aquicultura em diversas
regides e a difusdo da producdo intensiva, impedir a disseminagcdo da multipla
resisténcia antimicrobiana na aquicultura é necessario, pois o0 risco de
transferéncia horizontal de genes de patdgenos de peixes aos patdégenos
humanos pode ocorrer. Além disso, sdo necessarios esfor¢cos para o controle
sanitario dessa atividade, jA que microrganismos autéctones desse ambiente

podem oferecer riscos a saude dos consumidores de pescado ja que as
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mesmas espécies de Aeromonas sp. podem causar doengas em peixes e em

seres humanos.
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Consideracéo Final

De forma geral, os resultados encontrados neste trabalho para os
parametros sanitarios demonstraram que esses aspectos durante a oferta da
tilapia em filé e in natura estdo sendo cumpridos, diminuindo os riscos de
ocorréncia de DTAs entre os consumidores. Entretanto, os resultados
encontrados para os demais parametros higiénicos estudados indicaram altas
populacdes de microrganismos. Com isso, o0s resultados alertam para o controle
gue deve ser realizado nas etapas de producgéo e oferta do pescado.

Primeiramente, em relacdo a etapa de criacdo, os resultados das amostras
do trato gastrointestinal da tilapia in natura demonstraram que oS microrganismos
presentes no pescado comercializado podem advir do ambiente de producéo.
Portanto, microrganismos como os coliformes termotolerantes, Escherichia coli e
Aeromonas sp., podem permanecer no peixe in natura ou no pescado beneficiado

e serem uma fonte de contaminagao ao produto final.

Assim, critérios para a prevencao da ocorréncia desses microrganismos no
pescado devem ser estabelecidos durante a criacdo de peixes, enfocando a
qualidade da agua utilizada na producdo aquicola e o controle das cargas
poluidoras presentes no seu ambiente de entorno. Além disso, as populacdes
microbianas encontradas na agua de enxaguadura da pele do peixe in natura
também demonstraram que a desinfeccao realizada apds a captura desse produto
pode néo estar sendo suficiente para a diminuicdo da carga microbiana presente

no pescado.

Em relacdo a etapa de beneficiamento do pescado, as altas populacdes de
Staphylococcus sp. nas amostras da tilapia em forma de filé e na agua de
enxaguadura da pele do peixe in natura evidenciaram que a manipulacdo do
pescado pode estar sendo realizada de forma inadequada. Assim, esses
resultados corroboram que as altas populagbes dos demais microrganismos
pesquisados podem indicar que a higiene realizada nesse processo ainda deve
ser reavaliada para a diminuicdo do risco de contaminagao entre os consumidores

desse produto, uma vez que 0s microrganismos estudados no presente trabalho
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podem colocar em risco a saude dos consumidores. Do mesmo modo, esse
produto pode se tornar uma fonte de contaminacdo cruzada tanto durante a sua

oferta no varejo quanto na sua utilizagéo pelo consumidor final.

A presenca de Escherichia coli patogénica e algumas espécies de
Aeromonas sp. no pescado comercializado representa um risco a saude publica.
Pois, esses microrganismos sao causadores de infeccdes em seres humanos e
por diversas vezes podem se tornar mais resistentes, facilitando sua
sobrevivéncia no pescado. Ainda, esses microrganismos, quando presentes no
alimento, podem produzir toxinas resistentes ao calor, o que potencializa o risco

de contaminacéo entre os seres humanos.

A ocorréncia de resisténcia a antimicrobianos entre os isolados de
Escherichia coli e Aeromonas sp. demonstrou que 0 uso desses compostos
podem estar sendo realizado durante o cultivo de tildpias, pois os isolados
apresentaram padrées semelhantes de resisténcia aos antimicrobianos:
ampicilina, amoxicilina + &cido clavulanico, cefalotina e cefoxitina. Assim, esses
microrganismos resistentes podem ser transferidos aos seres humanos, como
também seus genes de resisténcia podem ser disseminados entre 0s patdégenos

humanos, limitando gravemente as opcoes terapéuticas em infec¢gdes humanas.

Portanto, considerando o crescimento da atividade aquicola sao
necessarios esforcos para impedir a disseminagdo da resisténcia antimicrobiana
na aquicultura, ja que o uso de agentes antimicrobianos nesta area de producgéo
animal ndo é regulamentado. Assim, para eficacia da prevencdo e controle da
utilizacdo de agentes antimicrobianos na aquicultura, atividades, como melhoria
nas rotinas de gestéo, aplicagédo das diretrizes de uso prudente e monitoramento

do uso de antimicrobianos e resisténcia antimicrobiana, sdo indispensaveis.
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