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“QO futuro tem muitos nomes.

Para os fracos € o inalcancavel.
Para os temerosos, o desconhecido.
Para os valentes € a oportunidade.”

Victor Hugo



RESUMO

A carne de pescado é rica em proteinas, lipideos e altamente perecivel, de facil
contaminacdo e decomposicao devido a sua composicao quimica especifica.
Em seu preparo e manipulacao sdo essenciais condi¢cdes sanitarias adequadas
e adocao de praticas que dificultam a contaminacdo cruzada com outros
alimentos a partir do peixe fresco, a fim de que ndo causem nenhum risco a
saude do consumidor. Objetivou-se avaliar as condicdes higiénico-sanitarias
dos pescados frescos do Estuario do Bacanga, S&o Luis/MA, através da
enumeracado de coliformes totais e coliformes a 45°C, assim como, isolar,
identificar bactérias da familia Enterobacteriaceae e determinar o padréo de
susceptibilidade de suas cepas frente a acado de antibiéticos. As 30 amostras
de pescados frescos coletadas no periodo de margo a julho de 2008 foram
submetidas a técnica do Numero Mais Provavel (NMP/g) de coliformes totais e
a 45°C. Em seguida a identificacdo das bactérias da familia Enterobacteriaceae
foi realizada pelo método API-20E (BIOMERIEUX, 1997) e o teste de
sensibilidade aos antimicrobianos (CLSI, 2008). Os antibiéticos testados foram:
ampicilina (10 pg), gentamicina (10 ug), cefotaxima (30 ug), aztreonam (30 ug),
trimetoprim/sulfametoxazol (1.25/23.75 pg) e tetraciclina (30 pg). Os resultados
evidenciaram que os pescados frescos do Estuario do Bacanga, Sao Luis/MA,
possuem qualidade higiénico-sanitaria insatisfatéria por conta dos elevados
indices de amostras contaminadas por coliformes totais e coliformes a 45°C. As
bactérias isoladas com maior freqiéncia foram Escherichia coli 17(28,33%),
Enterobacter aerogenes 12(20%) e Klebsiella pneumoniae 8(13,33%). Todas

as espécies identificadas possuem suscetibilidade ao antibiético aztreonam.

Palavras-chave: coliformes; Enterobacteriaceae; antibiéticos.



ABSTRACT

The fish meat is rich in proteins, lipids and highly perishable, of easy
contamination and decomposition due to its specific chemical composition. In its
preparation and handle are essential adequate sanitary condition and adoption
of practices that hinder the cross contamination with others foods from fresh
fish, in order to don’t cause any risk to consumers healthy. Aim evaluate the
hygienic-sanitary conditions of the fresh fishes of the Bacanga’s Estuary, Séo
Luis/MA, through the enumeration of total coliforms and coliforms on 45°C, like
this, isolate, identify bacteria from the Enterobacteriaceae family and
determinate the sensitivity pattern of its strains front the antibiotics action. The
30 samples of fresh fishes got in the period of March to July 2008 were
submitted to the Number More Probable (NMP/g) technique of total coliforms
and on 45°C. After, the identification of bacteria from the Enterobacteriaceae
family was carried out by the API-20E method (BIOMERIEUX, 1997) and the
test of sensitivity to the antimicrobials (CLSI, 2008). The antibiotics tested were:
ampicillin (10 pg), gentamycin (10 pug), cefotaxime (30 pg), aztreonam (30 ug),
trimethoprim / sulfamethoxazole (1.25/23.75 ug) and tetracycline (30 pg). The
results showed that the fresh fishes from Bacanga’s Estuary, Sdo Luis/MA have
hygienic-sanitary quality unsatisfactory because of the high rate of
contaminated samples by total coliforms and coliforms on 45°C. The isolated
bacteria with higher frequency were Escherichia coli 17(28.33%), Enterobacter
aerogenes 12(20%) e Klebsiella pneumoniae 8(13.33%). All the species

identified have sensitivity to the aztreonam antibiotic.

Key-word: coliforms; Enterobacteriaceae; antibiotic
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1 INTRODUCAO

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
a denominacdo genérica "Pescado" compreende o0s peixes, crustaceos,
moluscos, anfibios, quelénios e mamiferos de agua doce ou salgada, usados
na alimentagdo humana. Entretanto, em sua natureza pode ser: fresco,
resfriado, congelado. Entende-se por "fresco" o pescado dado ao consumo
sem ter sofrido qualquer processo de conservacao, a nao ser a agao do gelo
(BRASIL, 1952).

A carne de pescado é rica em proteinas, lipideos e altamente perecivel,
de féacil contaminacdo e decomposicdo devido a sua composi¢cdo quimica
especifica. Em seu preparo e manipulagdo sao essenciais condi¢oes sanitarias
adequadas e adocao de praticas que dificultam a contaminagdo cruzada com
outros alimentos a partir do peixe fresco, a fim de que ndo causem nenhum
risco a saude do consumidor (AGNESE et al., 2001; GERMANO; GERMANO,
1998; MARTINS; VAZ; MINOZZO, 2002; VIEIRA et al., 2000). Também pode
ocorrer contaminagdo cruzada decorrente do contato do pescado com a
embarcacao, no transporte por terra e, ainda, na manipulacdo durante a venda
(FILHO et al., 2003).

As principais falhas na manipula¢cdo de alimentos se concentram em
torno de préticas inseguras, tais como, contaminagdo cruzada; falhas na
higiene pessoal, ambiental e no controle de temperaturas. Dessa forma &
extremamente importante a conservagao do pescado em condigdes de higiene
e em temperatura préxima a 0°C, para manter sua qualidade microbiolégica por
um periodo maior (AGNESE et al., 2001; LEITE; WAISSMANN; VEGGI, 2007).

A qualidade do peixe fresco, além da quantidade insuficiente de gelo
pode ser influenciada por habitos ndo higiénicos dos manipuladores, como
manipular o alimento quando esta apresentando lesées ou sintomas de
enfermidades que possam comprometer a qualidade higiénico-sanitaria dos
alimentos, nao terem asseio pessoal, ndo lavar as maos, falar, tossir, espirrar,
manipular dinheiro préximo aos alimentos, ndo usar prote¢cdo nos cabelos,
entre outros (RDC 216, 2004).



No aspecto da contaminacéo, tanto a higiene dos manipuladores como
das superficies usadas na manipulacdo e armazenamento, tais como mesas,
utensilios, caixas plasticas de armazenagem e bancadas, sdo determinantes
da qualidade microbioldégica do pescado. A higienizacdo da area de
manipulagdo & importante por ser um ponto critico para a contaminacdo de
alimentos, uma vez que microrganismos que permaneg¢am na superficie depois
da limpeza, sado potenciais contaminadores, permitindo que populagbes de
microrganismos se desenvolvam e sejam transferidos direta ou indiretamente
ao pescado (DAMS; BEIRAO; TEIXEIRA, 1996; VARGAS; QUINTAES, 2003).

Vivendo em um ambiente aquatico, os peixes possuem microbiota
variada alojada principalmente sobre a pele, branquias e trato intestinal. Aliado
a este fator existe também a falta de medidas que priorizem a qualidade do
pescado por parte dos pescadores e empresarios, que negligenciam o aspecto
higiénico, desde a obtencdo até a comercializagdo do produto exposto a
contaminagao (FILHO et al., 2002).

Em pesquisa realizada por Vieira, et al. (2000), destacam-se trés
pontos criticos de contaminagcdo: desembarque, transporte e comercializacao.
O primeiro, onde os peixes sdao mantidos de forma rude propiciando a ruptura
da cavidade abdominal e também s&o expostos por longo tempo a temperatura
ambiente; o segundo onde ndo ha nenhum cuidado com a manutengdo de
baixas temperaturas. A falta de refrigeragdo nos pontos de comercializagao
acelera os processos de deterioracdo do pescado. A temperatura durante o
armazenamento e transporte dos pescados é crucial para o desenvolvimento
de microrganismos indesejaveis. Entretanto, a qualidade microbiolégica do
alimento também vai depender do local de pesca (VARGAS; QUINTAES, 2003;
VIEIRA et al., 2000).

Um dos pontos mais importantes a ser considerado € o que se refere a
procedéncia do pescado, pois a mesma esta relacionada diretamente com os
niveis de contaminacao das 4guas: pesca em mar alto ou costeiro, em rios, em
lagos ou em reservatérios. A fim de assegurar as boas condigbes higiénico-
sanitarias dos peixes capturados, a inspecao tem de ser avaliada desde o
desembarque até a sua destinagcdo. As agdes da inspegcdo e da Vigilancia

Sanitaria devem ser complementadas através do apoio laboratorial, com vistas



a realizacdo de analises que certifiquem a qualidade microbiolégica desses
alimentos (GERMANO; GERMANO, 1998).

Os alimentos de origem animal, particularmente aqueles que passam
por apreciavel manuseio, apresentam condicées propicias para instalacao,
sobrevivéncia e multiplicacdo de grande numero de microrganismos (MOTTA;
BELMONTE; PANNETA, 2000). Desse modo, o pescado & extremamente
vulneravel a proliferacdo de microrganismos patogénicos e deteriorantes,
aparecendo como um dos principais alimentos associados a Doengas
Transmitidas por Alimentos (DTA’s) (VARGAS; QUINTAES, 2003).

O pescado foi responsavel por aproximadamente 11% dos surtos de
enfermidades de origem alimentar registrados nos EUA, de 1970 a 1978. No
Canada, durante os anos de 1978 e 1979, 8,1% € 6,2% dos surtos registrados
respectivamente, foram atribuidos ao consumo de pescado. Na Franga, o
consumo de pescado foi relacionado a 10% dos surtos registrados no ano de
1988. No periodo de 1980 a 1994, foram registrados em Cuba 4.032 surtos de
enfermidades de origem alimentar, sendo o pescado o alimento responséavel
por cerca de 12% destes surtos (SOARES; GERMANO, 2004).

No Brasil, as enfermidades de origem alimentar ndo sdo de notificacao
compulséria, o que compromete a real avaliacdo do problema. A andlise
microbiolégica dos alimentos envolvidos em surtos de intoxicagdo alimentar,
juntamente com avaliagdes sanitarias e epidemiologicas, sao ferramentas
indispensaveis para elucidar a origem e as condi¢gdes que possibilitaram a
veiculagao dos microrganismos (RALL; CARDOSO; XAVIER, 2008; SOARES;
GERMANO, 2004).

Microrganismos patogénicos como Vibrio sp., Salmonella sp., Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Clostridium
perfringens, podem ser encontrados em pescados e produtos de pesca
(FELDHUSEN, 2000). De acordo com Germano et al. (1993), podem ainda
contaminar o pescado e causar risco a saude, as espécies: Klebsiella sp,
Citrobacter sp, Enterobacter sp, Yersinia enterolytica, Escherichia coli,

Pseudomonas sp, Aeromonas sp € Enterococus sp.



No Egito pesquisadores analisaram microbiologicamente, amostras de
peixes lacustres (Tilapia nilotica) e encontraram patdgenos intestinais em
11,8% do total de amostras analisadas. Escherichia coli enteropatogénica e
Salmonella spp foram isoladas em 7,9% e 3,9% das amostras, respectivamente
(SOARES; GERMANO, 2004).

Gaspar, Vieira e Tapia (1997), Hoffmann et al. (1999), Agnese et al.
(2001) e Pacheco et al. (2004) avaliaram as caracteristicas microbiologicas em
pescados provenientes de diferentes estados brasileiros e encontraram

resultados preocupantes.

Vieira et al. (2000), analisaram 60 amostras de tilapias (Oreochromis
niloticus), coletadas ao longo da cadeia de producao de filés congelados em
um frigorifico de uma fazenda de criacdo de peixes, situada em Campina
Grande-PB. Os peixes recém-capturados apresentaram o valor minimo de
3,0/g para o Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais, coliformes a

45°C e Escherichia coli.

A Legislacéao vigente limita a presenca de algumas bactérias patégenas
ao homem, através do pescado. As figurantes na Legislacdo, causadoras de
infeccdes alimentares, sdo as espécies do grupo dos coliformes (coliformes
totais e coliformes a 45°C), considerados importantes por serem indicadores
gerais das condi¢des higiénico-sanitarias e para avaliagdo microbiolégica dos
alimentos (ANVISA, 2001; OPAS/INPPAZ, 2001).

Coliformes sao bacilos aerdbicos e/ou anaerdbicos facultativos, gram-
negativos, ndo esporulados, capazes de fermentar a lactose com produgéo de
acido e gas. Esse grupo inclui varios géneros e espécies da familia
Enterobacteriaceae, com potencial variado de patogenicidade para o homem.
O habitat natural e principal nicho das enterobactérias é o trato intestinal do
homem e de outros animais. Os géneros deste grupo sao Klebsiella,
Enterobacter e Escherichia (NOVAK et al., 2001). Esse grupo € constituido de
uma alta proporcdo de E. coli, indicando assim uma possivel ocorréncia de
patégenos (COSTA; ALVES; MONTE, 2000).

A E. coli é uma bactéria gram-negativa amplamente distribuida na

natureza, algumas sdo patogénicas, isto €, podem contaminar os alimentos,



produzir toxinas e causar doenca em humanos (LIAO et al., 2007). E uma
espécie muito versatil com cepas comportando como comensais, enquanto
outras sao responsaveis pelas infeccbes intestinais em seres humanos
(CHOUIKHA et al., 2008)

Cerca de 90% das cepas de E. coli sao lactose positiva. As seis
principais categorias incluem E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enterohemorragica (EHEC ou STEC) e E. coli
difusamente aderente (DAEC). A contaminacao cruzada por E. coli € muito
comum, pois pode causar dor abdominal, diarréia aquosa ou sanguinolenta,
febre, ndusea e vémito. Os sintomas variam em fungdo da categoria a que
pertence a cepa implicada assim como do periodo de incubagédo e da duragao
da doenca onde as demais categorias provocam diarréia dentro de 8 a 24
horas apds a ingestdo do alimento contaminado (NATARO; KAPER, 1998).

Os indices de microrganismos de origem fecal, tais como E. coli sédo
considerados como melhores indicadores de contaminacado (ABADIAS et al.,
2008). Por nao fazer parte da microbiota normal do pescado, a presenca de E.
coli pode estar associada a contaminagao fecal da agua do local onde esse
pescado foi capturado, ao transporte, manuseio, incluindo utensilios, gelo
utilizado etc, que ocasionalmente, tenham entrado em contato com o pescado
fresco (GASPAR; VIEIRA; TAPIA, 1997).

O ambiente aquatico € um importante meio para a selecéo de espécies
de bactérias resistentes a varios antibiéticos, devido a utilizacdo de tais
farmacos no tratamento e profilaxia de doengas bacterianas, muitas vezes de
forma indiscriminada. O contato fisico entre as bactérias no meio aquatico
possibilita uma alta freqiéncia de troca de elementos genéticos moveis, como
plasmidios e transposons, codificadores de resisténcia aos antibidticos. Casos
como esses sao particularmente importantes para difusdo de resisténcia a
drogas como a tetraciclina (RHODES et al., 2000; SHMIDT; MORTEN;
DALSGAARD, 2000).

O desenvolvimento de resisténcia pelas bactérias patogénicas €
inevitavel, em consequiéncia do uso clinico de antibiéticos (MENG, et al., 1998).

Varios estudos tém realizado contagens de bactérias resistentes aos



antibiéticos em produtos alimentares. E, portanto, de importancia crucial
identificar a presenca de cepas resistentes aos antibidticos em alimentos
destinados ao consumo humano (DEVIRGILIS et al., 2008). Alimentos
contaminados com bactérias resistentes a antibioticos pode ser uma grande
ameaca a Saude Publica (VAN et al., 2008).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é um tema amplamente
pesquisado por diversos autores, devido a grande importancia desta condicao
para a saude publica. A medida que os antimicrobianos védo sendo utilizados
indiscriminadamente, aumenta-se 0 numero de bactérias resistentes as drogas

mais utilizadas na terapia humana (MANTILLA et al., 2008).

A evolugao da resisténcia antibacteriana em patégenos humanos e
microrganismos comensais € resultante da interacdo entre a exposicdo a
antibiéticos e a transmissdo da resisténcia entre individuos (GUILLEMOT,
1999).

O aumento da ocorréncia de resisténcia antimicrobiana e as possiveis
implicagbes para saude publica tém levado a uma intensiva fiscalizagao do uso
de antibidticos (LIMA et al., 2006). Entretanto, a importancia das substancias
antimicrobianas reside no seu papel selecionador dos exemplares resistentes,
através da pressao seletiva resultante do seu emprego clinico (CHAVES et al.,
2003).

Antes de escolher um antimicrobiano, € essencial obter informagdes
sobre o padréo de sensibilidade do microrganismo infectante. O sucesso da
terapia com base em antimicrobianos depende, entre outros aspectos, do
conhecimento da sensibilidade do agente etiologico in vitro (ESMERINO;
GONCALVES; SCHELESKY, 2003). A sensibilidade dos germes a acao das
drogas antimicrobianas pode ser determinada in vitro por meio do teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos. Esta indicado, sobretudo para a
averiguacao da sensibilidade de germes que apresentam grande variabilidade
de resisténcia (CHAVES et al, 2003).

Torna-se importante, por conseguinte avaliar as condi¢cdes higiénico-
sanitarias dos pescados frescos do Estuario do Bacanga, Sao Luis/MA, através

da enumeracgdo de coliformes totais e coliformes a 45°C, assim como, isolar,



identificar e determinar o padrao de susceptibilidade de bactérias da familia
Enterobacteriaceae frente a agéo de antibidticos. Diante disso, a verificacao da
presenca de microrganismos nos pescados, inclusive os patogénicos, reveste-
se de grande importancia para a saude publica e contribui para um melhor
conhecimento da condi¢ao que o produto chega a mesa do consumidor.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar as condi¢des higiénico-sanitarias e o perfil da sensibilidade
antimicrobiana de enterobactérias isoladas de pescados frescos do Estuario do

Bacanga, Sao Luis-MA.

2.2 Objetivos especificos

o Determinar o Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e
coliformes a 45°C de pescados frescos do Estuario do Bacanga, Sao Luis-MA;

o Identificar as espécies da familia Enterobacteriaceae que estéo
associadas com a contaminagao de pescados frescos;

o Determinar o perfil de sensibilidade frente aos antimicrobianos

das espécies de bactérias isoladas.



3 CAPITULO I

CONDIGOES HIGIENICO-SANITARIAS, E PERFIL DA SENSIBILIDADE
ANTIMICROBIANA DE ENTEROBACTERIAS ISOLADAS DE PESCADOS
FRESCOS DO ESTUARIO DO BACANGA, SAO LUIS-MA.

DARCILEIA RIBEIRO DUTRA*
ADENILDE RIBEIRO NASCIMENTO**

Objetivou-se avaliar as condi¢gées higiénico-sanitarias dos
pescados frescos do Estuario do Bacanga, Sao Luis/MA,
através da enumeracao de coliformes totais e coliformes a
45°C, assim como, isolar, identificar bactérias da familia
Enterobacteriaceae e determinar o padrao de susceptibilidade
de suas cepas frente a acao de antibiéticos. As 30 amostras
de pescados frescos coletadas no periodo de marco a julho
de 2008 foram submetidas a técnica do Numero Mais
Provavel (NMP/g) de coliformes totais e a 45°C. Em seguida a
identificagdo das bactérias da familia Enterobacteriaceae foi
realizada pelo método API-20E (BIOMERIEUX, 1997) e o
teste de sensibilidade aos antimicrobianos (CLSI, 2008). Os
resultados evidenciaram que os pescados frescos do Estuario
do Bacanga, Sao Luis/MA, possuem qualidade higiénico-
sanitaria insatisfatéria por conta dos elevados indices de
amostras contaminadas por coliformes totais e coliformes a
45°C. Os microrganismos isolados com maior freqiéncia
foram Escherichia coli 17(28,33%), Enterobacter aerogenes
12(20%) e Klebsiella pneumoniae 8(13,33%). Todas as
espécies identificadas possuem suscetibilidade ao antibidtico
aztreonam. Apenas uma cepa de P. mirabilis apresentou
resisténcia a cefotaxima.

PALAVRAS-CHAVE: PESCADOS; COLIFORMES; ENTEROBACTERIAS;

ANTIBIOTICOS

* Mestranda em Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Maranho.
(UFMA), Sao Luis (MA), Brasil.

** Professora do Departamento de Tecnologia Quimica, Pavilhdo Tecnologico,
Universidade Federal do Maranh&o. (UFMA), S&o Luis (MA), Brasil.



1 INTRODUCAO

Sao considerados como pescados 0s animais que vivem em agua doce ou
salgada, compreendendo peixes, crustaceos, moluscos, anfibios, queldnios e
alguns mamiferos. Geralmente sao caracterizados como frescos, recebendo,
no entanto, protecao de gelo (BARUFFALDI;OLIVEIRA, 1998).

Um fator importante apresentado pelos pescados frescos € a sua extrema
perecibilidade, dessa forma s&o susceptiveis, sobretudo, a autdlise e a
deterioragdo microbiana durante o0 processamento e armazenamento
(ANIHOUVI et al., 2007). Alimentos frescos pode ser um veiculo para a
transmissdo de bactérias capazes de causar doenga em humanos (ABADIAS
et al.,, 2008).

De acordo com VAN et al. (2008), doencas causadas por alimentos sao
provocadas principalmente por bactérias, virus, parasitas e produtos quimicos.
Constituem uma importante causa de morbidade e mortalidade em todo o
mundo. No entanto, a infecgédo sistémica e, conseqientemente a morte pode
ocorrer, especialmente em grupos vulneraveis com imunidade diminuida, como
idosos e criangas. As bactérias sdo provavelmente a causa mais comum
dessas doencas.

A presenca de bactérias do grupo coliformes nos alimentos é prejudicial, pois
indica a possivel contaminagdo por bacilos entéricos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, podendo causar gastrenterites. Os coliformes sao
bactérias utilizadas como indicadoras de qualidade higiénico-sanitaria e
avaliagdo microbiolégica dos alimentos, destacando-se os coliformes a 45°C,
que séao indicadores de contaminagao fecal. Os géneros mais importantes do
grupo dos coliformes sao Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter e Escherichia.
Os indices de microrganismos de origem fecal, tais como Escherichia coli séo
considerados como melhores indicadores de contaminac¢ao fecal (MEDONGCA;
GRANADA, 1999; OPAS/INPPAZ, 2001; MARTINS; VAZ; MINOZZO, 2002;
REYNOLDS, 2003; ABADIAS et al., 2008).

A Escherichia coli € uma bactéria gram-negativa amplamente distribuida na
natureza, algumas s&@o patogénicas, isto €, podem contaminar os alimentos,
produzir toxinas e causar doenca em humanos (LIAO et al., 2007). E uma
espécie muito versatil com cepas comportando-se como comensais, enquanto
outras patogénicas (CHOUIKHA et al., 2008).

A andlise de pescados contaminados por enterobactérias patogénicas tem sido
reportada com frequéncia (PACHECO et al, 2004; SOARES; GERMANO,
2004; LIMA, et al., 2006). Sao considerados enteropatogénicos, aqueles que
exercem importante papel nas infeccdées nosocomiais e outras infeccoes extra-
intestinais, além de exibirem resisténcia para varios tipos de antibiéticos
(NASCIMENTO et al, 2005).

Varios estudos tém realizado contagens de bactérias resistentes aos
antibiéticos em produtos alimentares. E, portanto, de importancia crucial
identificar a presenca de cepas resistentes aos antibidticos em alimentos
destinados ao consumo humano (DEVIRGILIIS et al, 2008). Alimentos
contaminados com bactérias resistentes a antibidticos pode ser uma grande
ameaca a Saude Publica (VAN et al., 2008). A medida que os antimicrobianos
vao sendo utilizados indiscriminadamente, aumenta-se o niumero de bactérias



resistentes as drogas mais utilizadas na terapia humana (MANTILLA et al.,
2008).

A presente pesquisa objetivou avaliar as condi¢cdes higiénico-sanitarias e o
perfil da sensibilidade antimicrobiana de enterobactérias isoladas de pescados
frescos do Estudrio do Bacanga, Sao Luis-MA.

2 MATERIAL E METODOS

No periodo de margo a julho de 2008, 30 amostras de pescados frescos foram
coletadas, levando-se em consideracao as espécies mais comercializadas no
Estuario do Bacanga, Sao Luis-MA. Transportadas para o Laboratério de
Controle de Qualidade de Alimentos da Universidade Federal do Maranhao, as
amostras de pescados (25g) foram pesadas assepticamente em frascos de
erlenmeyer contendo 225 mL de solugdo salina estéril a 0,85%. Ap6s a
pesagem, fez-se a homogeneizagdo. A partir do homogeneizado obteve-se a
diluigé0310 . Dessa diluicdo foram efetuadas as diluicdes decimais seriadas
até 10 .

Para determinar o Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e a 45°C
foram inoculadas séries de trés tubos contendo 9 mL de caldo Lauril
SulfatoTriptose, com 1mL das diluicées 10 ' , 10 2 e 10 °. Homogeneizou-se e
incubou-se a 35°C por 48 horas. Os tubos considerados positivos fizeram-se
repicagem em caldo Verde Brilhante com incubagéao a 35 °C e caldo EC com
incubacgao a 45°C por 24 horas. Apds a incubacao foram efetuados o calculo do
(NMP/g) de coliformes totais e a 45°C com auxilio da Tabela de Hoskins
(APHA, 2001). Posteriormente os inoculos foram retirados dos tubos positivos
do caldo EC (producéo de gas), os quais foram estriados em placas com Agar
Eosina Azul de Metileno (EMB) e Agar MacConkey, para o isolamento e
identificagdo das espécies da familia Enterobacteriaceae em Kit do sistema
API-20 E (BIOMERIEUX, 1997).

Para o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos de 60 cepas recorreu-se ao
método de difusdo dos discos impregnados, seguindo as recomendacdes
técnicas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), (2008),
empregando-se 0s seguintes agentes antimicrobianos: ampicilina (10 pg),
gentamicina (10 pg), cefotaxima (30 ug), aztreonam (30 pg),
trimetoprim/sulfametoxazol (1.25/23.75 pg) e tetraciclina (30 pg). Sendo
empregadas as seguintes cepas padrao de microrganismos como controles:
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218 e Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 estéo distribuidos os resultados das andlises bacteriol6gicas das
30 amostras de pescados frescos coletados no Rio Bacanga, S&o Luis-MA.
Segundo MARTINS, VAZ e MINOZZO (2002), a presenca de bactérias
coliformes é considerada como sinal de contaminacao por dejetos organicos e
indica possivel contaminacdo por bactérias patogénicas, podendo causar
gastroenterites.

Tabela 1: Distribuicdo dos resultados do Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes totais e do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes a 45°C nas
30 amostras de pescados frescos coletados no Rio Bacanga, Sao Luis-MA no
periodo de marco a julho de 2008.

N2 amostra Coliformes totais (NMP/g) Coliformes a 452 (NMP/g)
1 2400 1100
2 2400 2400
3 2400 2400
4 2400 2400
5 1100 23
6 2400 23
7 2400 3
8 2400 3
9 2400 3
10 2400 3
1 1100 3.6
12 2400 2400
13 2400 2400
14 2400 2400
15 2400 2400
16 2400 2400
17 2400 2400
18 2400 2400
19 2400 43
20 2400 15
21 2400 240
22 2400 210
23 2400 2400
24 2400 64
25 2400 2400
26 2400 2400
27 1100 35
28 2400 75
29 2400 1100

w
o

2400 160




Os valores de coliformes totais obtidos nas amostras de pescados frescos
variaram de 1100 a 2400 NMP/g. Pesquisa realizada por AGNESE et al.
(2001), verificaram resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho que
variaram de 4 a 2400 NMP/g. J4, ALVARES et al. (2008), ao estudarem
pescado comercializado na grande S&o Paulo, obtiveram valores variando de
3.6 a > 1100 NMP/g. A contagem de coliformes a 45°C (NMP/g) variou de 3 a
2400 NMP/g nesse estudo. Resultado semelhante foi obtido por ALVARES et
al. (2008). MARTINS, VAZ e MINOZZO (2002) encontraram em sua pesquisa
de pescados comercializados em “pesque-pagues” de Toledo (PR), uma
variacdo <10 a 1,2x10*. Em contrapartida, constatou-se auséncia de coliformes
totais e coliformes a 45°C em todas as amostras de pescados analisadas por
FILHO et al. (2003). LIBERATO e LOPES-SHIKIDA (2005) estudando
coliformes totais em filé de tilapia encontrou valor inferior a 15 NMP/g de peixe
e nenhuma apresentou confirmacdo para coliformes a 45°C e,
consequentemente, para Escherichia coli. Resultados encontrados por VIEIRA
et al. (2000) em filés congelados de tilapias foi crescente ao longo da cadeia
de producgao, com valores variando de 3 a 4600 NMP/g para coliformes totais e
3 a 4300 NMP/g para coliformes a 45°C, sugerindo contaminagdes fecais e
mas condi¢des higiénico-sanitarias ao longo do processamento. Verificou-se
durante a obtencdo das amostras, a falta de refrigeracdo nos pontos de
comercializagédo, a deficiéncia de higiene dos manipuladores ou pescadores,
auséncia de superficies usadas na manipulagdo e armazenamento, tais como
mesas e bancadas, caixas plasticas de armazenagem sujas e deterioradas.
Essas condigdes podem, provavelmente, estar associadas aos elevados niveis
de coliformes totais e coliformes a 45°C encontrados nos pescados.

Segundo AGNESE et al. (2001), valores de coliformes totais acima de 50 a 100
NMP/g de carne de pescado, é motivo suficiente para realizar um controle mais
rigido relacionado a higiene de elaboragéo e comercializagcado deste produto. A
Legislacado brasileira ndo estabelece indices de coliformes totais e a 45°C para
pescado fresco ou refrigerado, mas é de grande relevancia a presencga deste
grupo de bactérias em alimentos, por estarem relacionados a sua qualidade
higiénico-sanitaria.

Os elevados indices de coliformes totais e coliformes a 45°C encontrados nos
pescados indicam uma provavel fonte poluidora em seus habitats,
consequentemente ha um potencial perigo desse alimento provocar infec¢oes
ou intoxicacbes aos consumidores. Os coliformes ocorrem em grande
abundancia em aguas de esgotos e aguas poluidas. Geralmente excedem
substancialmente em numero os enteropatdgenos veiculados pela dgua (WHO,
2003).

Apés a identificacdo dos coliformes, os resultados obtidos revelaram a
presenca de dez espécies da familia Enterobacteriaceae nas 60 cepas
estudadas (Figura 1). Foram classificadas como: Escherichia coli 17(28,33%),
Enterobacter aerogenes 12(20%), Klebsiella pneumoniae 8(13,33%),
Escherichia blatae 7(11,66%), Escherichia hermani 6(10%), Proteus mirabilis
4(6,67%), Citrobacter freundi 3(5%), Enterobacter cloaceae 1(1,67%),
Klebsiella oxytoca 1(1,67%) e Serratia marscescens 1(1,67%).

Destaca-se a espécie E. coli com 17(28,33%) das cepas identificadas. A
presenca dessa bactéria em alimentos indica direta ou indiretamente uma
possivel contaminacao fecal com possivel presenca de patdgenos. A contagem



elevada dessa bactéria em alimentos geralmente indica falta de higiene na
manipulagdo, nas operagoes de produgao, armazenamento inadequado e de
contaminacao pos-processamento (GONZALEZ et al., 2003).

O E. aerogenes, foi o microrganismo encontrado em 12(20%) dos pescados
frescos coletados no Rio Bacanga, Sao Luis-MA. Este dado é comparavel com
os encontrados por ALVARES et al. (2008) apresentando 18% em pescados
comercializados em Sao Paulo, visto que a presenca dessa bactéria esta
relacionada com a qualidade da agua e com os procedimentos pds-captura. Ja
a K. pneumoniae identificada em 8(13,33%) das amostras, também foi
encontrada por VARGAS e QUINTAES (2003) em 18,75% de caixas plasticas
tipo monobloco para o armazenamento e transporte de pescados em Sé&o
Paulo, essa bactéria é tida como um importante patégeno, podendo causar
pneumonia e infeccao do trato urinario.
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Figura 1: Distribuicao da freqiéncia das enterobactérias isoladas de pescados
frescos coletados no Estuario do Bacanga, Sao Luis-MA no periodo de margo a
julho de 2008.



Quanto a suscetibilidade aos antimicrobianos (Tabela 2), verificou-se que todas
as especies identificadas foram sensiveis ao antibiético aztreonam. Apenas
uma cepa de P. mirabilis apresentou resisténcia a cefotaxima, provavelmente
produz ESBL (Beta Lactamase de Espectro Estendido). Conforme o CLSI
(2008) essa espécie que produz ESBL pode ser clinicamente resistente a
terapéutica com penicilinas, cefalosporinas, ou aztreonam, apesar da aparente
susceptibilidade in vitro a alguns desses agentes. No tocante ao perfil
antimicrobiano da K. pneumoniae. SANTOS et al. (2005) revelaram um alto
indice de sensibilidade da mesma espécie frente aos mesmos antibiéticos
testados nesse trabalho, sendo resistente apenas a ampicilina, confirmando,
portanto a resisténcia intrinseca ou natural dessa bactéria a droga.

MARTINS et al. (2003) estudaram o perfil de resisténcia aos antibioticos de
linhagens de E. coli em alimentos de origem animal no Estado do Ceara,
verificaram que 12 cepas (9,6%) foram sensiveis a todos os antibi6ticos
testados. No presente estudo, a maioria das cepas de E.coli foram também
sensiveis a todos os antimicrobianos. Esses resultados diferem da pesquisa de
FLUIT, SCHMITZ e VERHOEF (2001), na qual 50% desse microrganismo
isolado foram resistentes a gentamicina, tetraciclina e ampicilina. O
desenvolvimento de resisténcia pelas bactérias patogénicas é inevitavel, em
consequéncia do uso clinico de antibiéticos (MENG et al., 1998).

Tabela 2: Perfil de sensibilidade das enterobactérias isoladas de pescados
frescos coletados no Estuario do Bacanga, Sdo Luis-MA no periodo de margo a
julho de 2008.

ANTIBIOTICOS TESTADOS

Microrganismos(N) AMP GEN CFT AZT TRI/SUL TET

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
E. coli (17) 17 (100) 15(88,24) 17 (100) 17 (100) 15(88,24) 12 (70,58)
E. hermani (6) 6 (100) 6 (100) 6 (100) 6 (100) 5 (88,33) 3 (50)
E. blatae (7) 6 (8571) 4 (57,14) 7 (100) 7 (100) 5 (71,43) 4 (57,14)
E. aerogenes (12) 2 (16,66) 12 (100) 2(100) 12(100) 8 (66,66) 5 (41,66)
E. cloaceae (1) 0(0) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
K. pneumoniae (8 ) 0(0) 8 (100) 8 (100) 8 (100) 4 (50) 3 (37,50)
K. oxytoca (1) 0 (0) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 0 (0)
P. mirabilis (4) 3 (75) 2 (50) 3 (75) 4 (100) 4 (100) 1 (25)
C. freundii (3) 3 (100) 2 (66,66) 3 (100) 3 (100) 3 (100) 0 (0)
S. marscescens (1) 0 (0) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)

N* = Total de 60 amostras.
AMP = Ampicilina; GEN = Gentamicina; CFT= Cefotaxima; AZT=Aztreonam;
TRI/SUL=Trimetropim/Sulfametoxazol; TET = Tetraciclina.



4 CONCLUSAO

Verificou-se que os pescados frescos do Estuario do Bacanga, Sao Luis/MA,
possuem qualidade higiénico-sanitarias insatisfatérias por conta dos elevados
indices de amostras contaminadas por coliformes totais e coliformes a 45°C.

Destaca-se que a presencga do grupo coliformes indica sempre a inobservancia
dos procedimentos higiénico-sanitarios, constituindo assim, um risco para a
saude dos consumidores.

Constatou-se suscetibilidade ao antibiético aztreonam em todas as espécies
identificadas. Apenas uma cepa de P. mirabilis apresentou resisténcia a
cefotaxima.

Abstract

HYGIENIC-SANITARY CONDITIONS AND PROFILE THE ANTIMICROBIAL
SENSITIVITY THE ENTEROBACTERIAS ISOLATED FROM FRESH FISHES
OF THE BACANGA’S ESTUARY, SAO LUIS/MA (BRAZIL)

Aim evaluate the hygienic-sanitary conditions of the fresh fishes of the
Bacanga’s Estuary, Sao Luis/MA, through the enumeration of total coliforms
and coliforms on 45°C, like this, isolate, identify bacteria from the
Enterobacteriaceae family and determinate the sensitivity pattern of its strains
front the antibiotics action. The 30 samples of fresh fishes got in the period of
March to July 2008 were submitted to the Number More Probable (NMP/g)
technique of total coliforms and on 45°C. After, the identification of bacteria from
the Enterobacteriaceae family was carried out by the API-20E method
(BIOMERIEUX, 1997) and the test of sensitivity to the antimicrobials (CLSI,
2008). The results showed that the fresh fishes from Bacanga’s Estuary, Séo
Luis/MA have hygienic-sanitary quality unsatisfactory because of the high rate
of contaminated samples by total coliforms and coliforms on 45°C. The isolated
bacteria with higher frequency were Escherichia coli 17(28.33%), Enterobacter
aerogenes 12(20%) e Klebsiella pneumoniae 8(13.33%). All the species
identified have sensitivity to the aztreonam antibiotic. Only one strain P.
mirabilis showed resistance to cefotaxime.

KEY-WORDS: Coliforms, Enterobacteriaceae, antibiotics.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

o A partir dos resultados encontrados, verificou-se que os pescados frescos
do Estuario do Bacanga, Sao Luis/MA, possuem qualidade higiénico-sanitarias
insatisfatorias por conta dos elevados indices de amostras contaminadas por

coliformes totais e coliformes a 45°C.

o Os elevados niveis de coliformes totais e coliformes a 45°C encontrados
nos pescados indicam, provavelmente, uma fonte poluidora constante em seus
habitats, consequentemente, esse alimento podera causar infecgbes ou

intoxicagbes ao consumidor.

o Sabendo-se que os pescados foram obtidos do Estuario do Bacanga e da
possibilidade da contaminacdo dos mesmos ser pela prépria agua do seu
habitat, € necessario um sistema melhorado de controle do material langcado

nessas aguas.

J O langamento dos esgotos em suas aguas, certamente, € uma causa de
contaminagéo dos peixes capturados. Outra possivel fonte de contaminagéo €
a manipulacdo do pescado, desde a captura, principalmente nas canoas

caracterizadas pela auséncia de meios de conservacao, até seu destino final.

o O principal objetivo do controle do desenvolvimento bacteriano nos
alimentos seria a eliminacao dos riscos a saude do consumidor, uma vez que a

presenca de bactérias patogénicas no alimento é prejudicial.

o A contagem de enterobactérias e de coliformes ndo possuem indices
estabelecidos pela legislagdo brasileira relacionados ao pescado fresco ou
refrigerado, o que impossibilita a comparacdo dos resultados com padrdes

adotados pelos 6rgaos nacionais de inspecao e controle deste alimento.
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ANEXO — NORMAS DO BOLETIM DO CEPPA



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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