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RESUMO

O consumo de mariscos tem sido responsavel por inUmeros surtos epidémicos,
devido ao seu contato com a poluicdo ambiental ou a falta de Boas Praticas durante
a manipulacdo. As bactérias do género Escherichia e Salmonella tém sido os
microrganismos mais implicados em surtos alimentares. Além disso, a elevada
resisténcia antimicrobiana a diferentes agentes antimicrobianos comerciais tem
dificultado o tratamento de pacientes com infec¢oes alimentares. Assim, esse estudo
teve como objetivo identificar cepas de Escherichia coli e Salmonella previamente
isoladas de amostras de sururu in natura e siri processado, bem como verificar a
resisténcia antimicrobiana frente a diferentes agentes antimicrobianos. As cepas pré-
isoladas (25 de E. coli e 25 de Salmonella) que se encontravam no banco de
culturas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Ambiental no Nucleo de
Estudos em Pesca e Aquicultura, inicialmente foram ativadas e purificadas para
posteriormente serem submetidas a diversos testes bioquimicos e soroldgicos
guando se tratou das cepas de Salmonella. Para a suscetibilidade antimicrobiana
dos microrganismos foram usados 12 antimicrobianos comerciais. A presenca de
Salmonella foi observada apenas nas amostras de sururu in natura, enquanto E. coli
foi confirmada em ambos os alimentos analisados. Salmonella apresentou 100% de
resisténcia a vancomicina e 88,8% a cefalotina e a tetraciclina, respectivamente.
Todas as cepas de Salmonella apresentaram perfil de multirresisténcia. Escherichia
coli apresentou resisténcia aos antimicrobianos, vancomicina (100%), tetraciclina
(29,4%), ampicilina (23,5%), sulfametoxazol-trimetropin (23,5%) e a cefalotina
(5,9%). Multipla resisténcia foi observada apenas para as cepas de E. coli isoladas
de sururu in natura. Resisténcia antimicrobiana mediada por plasmidio foi observada
tanto nas cepas de E. coli quanto nas cepas de Salmonella. Diante disso, as
amostras de sururu in natura e siri processado apresentam um risco a saude da
populacdo por conterem bactérias de origem fecal, além de servirem de veiculo para

a disseminacao de bactérias resistentes a diferentes antimicrobianos comerciais.

Palavras - chave: Contaminacdo. Seguranca alimentar. Multiressisténcia

antimicrobiana.



ABSTRACT

The consumption of shellfish has been responsible for numerous epidemic outbreaks
due to its contact with environmental pollution or lack of good practice during
handling. Bacteria of the genus Escherichia and Salmonella have been implicated in
most food outbreaks. Furthermore, the high antimicrobial resistance to various
commercial antimicrobial agents, has hindered treatment of patients with food
infections. Thus, this study aimed to identify strains of Escherichia coli and
Salmonella previously isolated from samples of fresh mussels and crab processed,
as well check as antimicrobial resistance front to different antimicrobial agents. The
pre-strains isolated (25 E. coli and 25 Salmonella) that were on the bench cultures
Laboratory of Food Microbiology and Environmental on Core for Environmental
Studies in Fisheries and Aquaculture initially were activated and purified for later
subjected to various biochemical and serological tests when treated strains of
Salmonella. For antimicrobial susceptibility of microorganisms were used 12
commercial antimicrobials. The presence of Salmonella was observed only in
samples of fresh mussels, while E. coli was confirmed in both foods analyzed.
Salmonella presented 100% resistance to vancomycin and 88.8% the cephalothin,
and tetracycline, respectively. All Salmonella strains presented profile of multidrug.
Escherichia coli presented resistencia to antimicrobials vancomycin (100%),
tetracycline (29.4%), ampicillin (23.5%), trimethoprim-sulfamethoxazole (23.5%) and
cephalothin (5.9%). Multiple resistance was observed only for strains of mussels in
natura. Antimicrobial resistance mediated by plasmid was observed in strains of E.
coli as the in strains of Salmonella. Thus, samples of mussels in natura and
processed crab can pose a risk to public health because they contain bacteria of
faecal origin, besides serving of vehicle to dissemination to bacteria resistant to

different antimicrobials commercial.

Key - words: Contamination. Food safety. Multidrug resistance.
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1. INTRODUCAO

Os mariscos sdo alimentos usualmente consumidos nas regifes costeiras, e
apresentam importancia nutricional destacavel, por serem fontes de proteinas e de
minerais (PEDROSA; COZZOLINO, 2001). Os moluscos bivalves marinhos tém
atraido a atencdo mundial, ndo somente devido ao crescente aumento de sua
producdo e consumo nas ultimas décadas, mas também porque eles podem atuar
como indicadores biolégicos de poluicdo fecal tanto de humanos como de animais,
nos locais onde os moluscos sao cultivados ou coletados para o consumo humano
(LEAL, 2008).

Conhecer a qualidade da agua no local onde ocorre a coleta de moluscos
bivalves destinado ao consumo humano é de grande importancia (LIPP et al., 2001,
LENOCH, 2004), pois a microbiota presente na carne desses organismos esta
diretamente relacionada com a qualidade do ambiente em que sdo cultivados ou
extraidos, devido a sua forma de alimentacéo, que ocorre por filtracdo (NAVARRO,
2003; SAPKOTA et al., 2008).

Os crustaceos como o siri, pertencente a familia Portunidae, possui um
exoesqueleto calcario que Ihe confere sustentacdo e protecdo. Esta protecao
dificulta o processo de retirada da carne do siri, que deve ser realizada apdés uma
rapida coccao do crustaceo, seguida da quebra e abertura de sua carapaca. A acao
microbioldgica sobre este alimento se inicia no momento da captura e se estende
por todas as etapas do processamento até a sua comercializacdo (ALVES, 2002;
VIEIRA et al., 2006). Assim o contato direto com a agua e o material calcario do
exoesqueleto do siri, que € cortante, pode provocar ferimentos nas maos dos
manipuladores (VIEIRA et al., 2006) propiciando a contaminagao do alimento.

Diante disso, préticas higiénicas durante as etapas de processamento dos
frutos do mar sdo fundamentais para um produto com baixa carga microbiana e
auséncia de patogenos (DANTAS, 2010). Os agentes biolégicos envolvidos na
contaminacdo dos mariscos consistem em bactérias, virus e parasitas, 0s quais
podem causar doencas que vao desde gastroenterites leves a doencas mais graves,

como por exemplo, meningites e hepatite A. Alguns agentes patogénicos estdo
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naturalmente presentes no meio aquatico, enquanto outros séo introduzidos através
de animais ou da poluicdo de aguas residuais (AMAGLIANI, 2012).

Os géneros Salmonella, Shigella e Escherichia estdo entre as principais
bactérias patogénicas veiculadas pelos moluscos bivalves, como resultado da
contaminacao fecal (FELDHUSEN, 2000).

A Escherichia coli é a principal bactéria representante do grupo dos coliformes
termotolerantes, sendo considerada a indicadora especifica de contaminacéo fecal e
da eventual presenca de microrganismos patogénicos pertencentes as
enterobactérias (FRANCO, 2002; VIEIRA, 2004).

A Salmonella é um dos microrganismos mais envolvidos em casos e surtos de
doencas de origem alimentar em diversos paises, inclusive o Brasil. As doencas
causadas por Salmonella costumam ser divididas em febre tif6ide, febre entérica e
samonelose (FRANCO; LANDGRAF, 2005). Este género se encontra amplamente
distribuida na natureza, sendo o principal reservatério da bactéria o trato intestinal
do homem e animais (JAY, 2005).

A resisténcia antimicrobiana tem sido frequentemente elevada entre os
membros da familia Enterobacteriaceae. Dessa forma a presenca de bactérias
multirresistentes nos alimentos é uma ameaca a saude publica, pois o0s
consumidores ao ingerirem moluscos crus ou ligeiramente cozidos, podem ser
contaminados com cepas de Salmonella de dificil tratamento, devido alguns
antimicrobianos ndo possuirem atividade contra esses microrganismos (MALLMANN
et al., 2007).

Bactérias resistentes aos antimicrobianos podem ser encontradas em
diferentes nichos ecoldgicos, sendo o ambiente aquatico o mais eficiente para a
selecdo de populacdes bacterianas resistentes (ALI ABADi; LESS, 2000;
WEGENER; MOLLER, 2000). O contato fisico entre as bactérias no meio aquatico
possibilita a troca de elementos genéticos moéveis, como transposons e plasmidios,
codificadores de genes de resisténcia aos antimicrobianos. Eventos como esses sao
importantes na difusdo de resisténcia a diversas drogas (RHODES et al., 2000).

Dessa forma a selecdo de drogas apropriadas tanto para testes de
suscetibilidade quanto para a terapia antimicrobiana torna-se cada vez mais dificil,
podendo levar ao aumento da morbidade e da mortalidade dos pacientes tratados
incorretamente (VASCONCELOS, 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

O consumo de moluscos bivalves marinhos crus ou levemente cozidos é uma
pratica crescente em todas as regides litordneas do Brasil, no entanto, sdo vistos
como alimentos de alto risco, pois estdo associados a casos de surtos alimentares
como consequéncia do aumento da poluicdo ambiental (PEREIRA et al., 2006;
PEREIRA et al., 2007).

Dentre os principais microrganismos envolvidos na contaminacdo dos
mariscos, a Salmonella sp. e a Escherichia coli se destacam, pois sdo causadoras
de inumeras doencas, sendo frequentemente tratadas com antimicrobianos.
Entretanto, a ocorréncia de bactérias patogénicas e resistentes aos agentes
antimicrobianos representa um risco a saude em todo o mundo (BUSANI et al.,
2004), sendo o aparecimento continuo, bem como o desenvolvimento e a
disseminacao de organismos patogénicos, motivo de preocupacéo crescente (WHO,
2010).

Tendo em vista a importancia desses microrganismos no contexto da saude
publica, torna-se fundamental a verificacdo de sua presenca nos alimentos para o
consumo humano, bem como verificar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana, com

0 intuito de constatar quais antimicrobianos sdo eficazes para o seu tratamento.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Consumo de Frutos do Mar

Os moluscos bivalves e crustaceos sédo encontrados praticamente, em todo o
litoral brasileiro e sdo utilizados na composicdo de diversos pratos tipicos da
culinaria regional. Todavia a carne dos mariscos é altamente perecivel e pode
transmitir microrganismos com potencial patogénico, em caso de falhas higiénicas
durante as etapas de processamento (DANTAS, 2010). Os moluscos bivalves s&o
frequentemente ingeridos crus, ou levemente cozidos, porém o habito de aquecer os
bivalves somente até que abram as valvas, é insuficiente para a eliminacdo de
microrganismos patogénicos eventualmente presentes no molusco (SALAN, 2005).

A carne de mariscos é de alto valor nutricional, pois contém baixo valor
calorico e pouca gordura quando comparado com a carne bovina, além de serem
ricos em acidos graxos insaturados e poliinsaturados (AVEIRO, 2007). Os acidos
graxos poliinsaturados das familias 6mega-3 e 6mega-6 sdo importantes agentes
antioxidantes, melhoram o desenvolvimento do sistema nervoso, a higidez da pele, o
bom funcionamento da visédo e o sistema imune, bem como previne problemas
cardiovasculares. Além disso, agem na prevencdo de varios tipos de cancer e
retardam o envelhecimento (LIRA et al., 2004).

Mundialmente, a captura e o consumo de pescado e seus derivados tem
crescido, tendo em vista que muitas regides tém a pesca e a extracdo de mariscos
como importante fonte de alimento e renda (RALL et al., 2008). No Brasil, o
consumo de pescado ainda € inferior guando comparado ao consumo mundial, onde
a falta de informac6es pela populacao brasileira, quanto aos beneficios da ingestéao
diaria de pescado e seus derivados, tem sido um dos principais fatores para o

consumo reduzido do produto no pais (SILVA et al., 2008).

3.2 Moluscos Bivalves
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O sururu é um molusco bivalve pertencente a familia Mytilidae, e entre os
géneros mais comuns destaca-se o Mytillus. Este género é frequentemente
encontrado em colchdes rochosos ou na lama, sendo muito abundante no litoral
brasileiro. Tem sua concha em forma de cunha lisa, ndo possuindo sabor tao
agradavel como as ostras, embora seja bastante apreciado e de grande valor
comercial (MOUCHEREK FILHO et al., 2003).

Durante o beneficiamento do sururu os manipuladores podem contribuir de
forma significativa para a sua contaminacdo, uma vez que o alimento é
comercializado fora de sua concha. Além disso, o0 sururu geralmente é
comercializado a temperatura ambiente, o que contribui para uma rapida proliferacéo
de sua microbiota (DELGADO et al., 2002).

A alimentacdo dentro de padrbes higiénicos satisfatérios é essencial para a
manutencdo da qualidade da saude. Enquanto falhas na higienizacdo das méos dos
manipuladores de alimentos é um fator de risco, por contaminar o alimento que esta
sendo manipulado (MILLEZI, 2007). Armazenamento inadequado também contribui
para a contaminacdo microbiana dos mariscos, visto que a auséncia de refrigeracéo
abaixo de 4°C favorece a multiplicagdo de microrganismos, dentre eles os
patogénicos (PEREIRA et al., 2004).

Dessa forma, moluscos bivalves, como o0s mexilhdes, apresentam
caracteristicas microbioldgicas, relacionadas tanto com seu habitat, sua microbiota
natural, como também com a forma como estes séo tratados no processamento e
conservagao (JAY, 2005).

3.3 Crustaceos

Os crustaceos, como os siris sdo frequentemente encontrados proximo aos
ecossistemas estuarinos ao longo de todo o litoral brasileiro (WAKASA, 2003). No
Brasil, estdo registradas cerca de 21 espécies de siris da Familia Portunidae que
séo explorados comercialmente (FERNANDES et al., 2006).

Esses animais possuem alto valor nutricional, porém podem albergar agentes
etiolégicos transmissores de doencas. A microbiota da carne do siri é variada, e

pode conter bactérias indicadoras de contaminacdo fecal. O fato deste alimento
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albergar agentes etiologicos transmissiveis de doengas estd relacionado a sua
manipulagéo, processamento e conservagdo inadequadas, alem da captura em
ambientes contaminados. Assim, o consumo de crustaceos contaminados, crus ou
levemente cozidos, tem sido responsavel por altas taxas de mortalidade (ROCHA et
al., 2009).

3.4 Microrganismos indicadores

Os microrganismos indicadores podem ser utilizados na avaliagdo da
gualidade microbiologica dos alimentos em relacdo a seguranca alimentar devido a
presenca de patogenos alimentares (LIMA, 2007).

Os mariscos, por exemplo, podem ser veiculadores de diversos
microrganismos com potencial patogénico. Esses microrganismos podem ser
oriundos da microbiota enddégena do produto, como também introduzidos durante as
etapas de processamento do pescado (DANTAS, 2010).

De acordo com a Legislagdo brasileira (RDC N° 12/2001 — ANVISA), as
bactérias que podem causar infec¢des alimentares, ligadas ao consumo de produtos
a base de pescado, sdo a Salmonella sp., e os coliformes termotolerantes ou a

45°C, cujo maior percentual esta ligado a E. coli (VIEIRA, 2003).

3.5 Escherichia coli

A E. coli é uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae e entre
suas principais caracteristicas destacam-se: bacilos Gram negativos, néo
formadores de esporos, anaerébios facultativos, capazes de fermentar glicose com
producao de acido e gas (FRANCO; LANDGRAF, 2006).

E encontrada no solo, na 4gua e na microbiota de quase todos os animais de
sangue quente, incluindo os seres humanos. Como parte da microbiota humana,
esse microrganismo tem papel importante na contaminagcéo fecal dos alimentos
(MERCK, 2010).
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A maioria das cepas de E. coli ndo sdo patogénicas, embora algumas estirpes
sejam envolvidas com frequéncia em diarréias na infancia, septicemia, meningite
neonatal e infecgBes do trato urinario (YINGST et al., 2006). Atualmente apenas seis
linhagens de E. coli sé@o consideradas virulentas: E. coli enteropatogénica classica -
EPEC, E. coli enterotoxigénica - ETEC, E. coli enteroinvasiva - EIEC, E. coli
enteroagregativa — EAEC, E. coli de aderéncia difusa — DAEC e E coli
enterohemorragica - EHEC (SILVA et al., 2007).

Por ndo fazer parte da microbiota do pescado marinho, a presencga de E. coli
nesses organismos estd normalmente associada a contaminacéo fecal da 4gua no
local de captura e/ou transporte e manuseio do pescado (TORRES, 2004). Assim,
dejetos provenientes de aguas residuais de esgoto podem contaminar as aguas
estuarinas onde habitam os moluscos bivalves, acarretando na contaminacéo destes
organismos (SERRA et al., 2004).

3.6 Salmonella

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e compreende
bacilos Gram negativos ndo produtores de esporos. Sao anaerébios facultativos,
produzem gas e &cido a partir da glicose (exceto S. Typhi), bem como utilizam o
citrato como unica fonte de carbono (FRANCO; LANDGRAF, 2004).

A sua temperatura Otima de crescimento é de aproximadamente 38°C e a
temperatura minima é de 5°C. S&do termossensiveis por ndo formarem esporos,
podendo ser destruidas a 60°C, por 15 a 20 minutos (FORSYTHE, 2005).

A Salmonella é considerada um dos mais importantes patégenos causadores
de infeccbes de origem alimentar. Apresentam grande importancia para a saude
coletiva por causarem enfermidades de dificil controle, devido a sua ampla
distribuicdo na natureza, ser patogénica para o0 homem e muitas espécies de
animais, e por ter sua disseminagdo favorecida por individuos portadores
assintomaticos (BERSOT, 2006).

Dentre os sorovares do género Salmonella patogénicas ao homem destacam-
se a S. Typhi, responsavel pela febre tifdide, S. Paratyphi (A, B e C), causadora da
febre entérica, e as salmonelas (S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Bongori, S.



21

Choleraesuis, S. Nyanza, S. Paratyphi, S. Virginia) responsaveis pela salmonelose
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Mundialmente a salmonelose € uma das doencas infecciosas mais comuns
(OLIVEIRA et al., 2003), onde os sintomas surgem de 12 a 14 horas ap0s a ingestao
do alimento contaminado e normalmente sdo caracterizados por nauseas, vomitos,
dores abdominais, cefaléia, calafrios e diarréia. Os sintomas podem ser
acompanhados também por fraqueza, fadiga muscular e febre (JAY, 2005).

O tratamento da salmonelose com antimicrobianos normalmente ndo €
indicado, pois prolonga o periodo de eliminacao da bactéria pelas fezes e pode levar
ao aparecimento de cepas multirresistentes. Todavia, o tratamento pode ser
indicado em casos de salmonelose com complicacdes sistémicas e na febre tifoide
(CAMPOS, 2005).

3.7 Resisténcia Antimicrobiana

Os agentes antimicrobianos sdo essenciais nos cuidados com a saude
humana e animal, porém, promovem pressdo seletiva na populagdo bacteriana,
fortalecendo o surgimento de cepas resistentes (FAO/ OIE/ WHO, 2003/ 2006).

De acordo com a suscetibilidade antimicrobiana as bactérias podem ser
classificadas em sensiveis, intermediarias e resistentes:

1. Sensiveis (S): quando a dose padrdo do antimicrobiano é apropriada para
tratar a infeccdo causada pelo mesmo,

2. Intermediaria (l): quando as cepas sdo moderadamente resistentes
indicando que a cepa pode ser inibida por altas doses do antimicrobiano e,

3. Resistente (R): indica que a infec¢cdo causada pela bactéria ndo respondera
ao agente antimicrobiano (COLLINS et al.,, 2004), resultando em tratamentos
ineficazes, infec¢des persistentes e a possibilidade de transmitir essa caracteristica
para outros microrganismos (WHO, 2012).

Relatos de estirpes bacterianas resistentes aos antimicrobianos tém sido cada
vez mais comum, principalmente, em espécies de interesse clinico (NIKAIDO, 2009).

O desenvolvimento de patdgenos bacterianos zoonéticos resistentes como a

Salmonella enterica sorovar Typhi, E. coli e Listeria monocytogenes, devido ao



22

amplo uso de antimicrobianos, tem ocasionado preocupacao do ponto de vista da
salde publica, visto que as bactérias resistentes tém sido transmitidas aos seres
humanos através de alimentos de origem animal, provocando a reducdo da eficacia
das drogas utilizadas (HARADA; ASAI, 2010).

Uma bactéria sensivel em uma determinada populacdo pode vir a se tornar
resistente através de mutacdo cromossbmica (TAVARES, 2001), embora, a
resisténcia também possa ser transferida de uma bactéria resistente para uma
sensivel através da conjugacdo. Este tipo de resisténcia é denominada de
transferivel ou transmissivel (SMITH, 1974 apud MOTA et al., 2005). A transmissao
da resisténcia € realizada por meio de elementos genéticos extracromossomais
denominados plasmidios (MOTA et al., 2005).

Os plasmidios sdo pequenas moléculas de DNA de fita dupla, circulares,
auto-replicativas, ndo conectadas ao cromossomo bacteriano principal. Podem ser
transferidos de uma bactéria a outra, podendo transportar genes para determinadas
atividades, como por exemplo, resisténcia aos antibidticos, tolerancia a metais
toxicos, producdo de toxinas e sintese de enzimas (TORTORA et al., 2012). Por
esse motivo tanto a aquisicdo como a propagacao de determinantes de resisténcia
aos antimicrobianos entre populacdes de bactérias tem sido os problemas mais
relevantes no tratamento de doencas infecciosas (ALONSO et al., 2001).

Segundo Palermo-Neto et al. (2005), os principais mecanismos de resisténcia
aos antimicrobianos englobam a inativacado enzimatica, alteracéo do seu alvo celular
e reducao do nivel intracelular do antimicrobiano. A inativacdo enzimatica consiste
na atuacdo de enzimas bacterianas sobre o principio ativo do antimicrobiano e
também o que se refere a alteracbes induzidas no local de acdo dos
antimicrobianos. A segunda estratégia de resisténcia consiste em alteracdo do alvo
celular, alterando o alvo do antimicrobiano e finalmente, através de bombas de
efluxo capazes de expulsar o antimicrobiano para fora da célula bacteriana,
reduzindo rapidamente seu nivel intracelular.

Assim, enquanto as bactérias resistentes continuarem a aumentar, novos
problemas de resisténcia continuardo a emergir, complicando e impedindo o
tratamento de doencas infecciosas. A problematica da resisténcia antimicrobiana
abrange ndo somente as bactérias, mas também infec¢bes fungicas, virais e

parasiticas. O diagnostico correto dos agentes responsaveis pela infeccéo,
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identificando o microrganismo e a selecdo apropriada da terapia para o tratamento

destas infeccbes assegura o uso rapido e eficaz dos agentes antimicrobianos
(LEVY, 2005).

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Realizar a identificacdo bioquimica de cepas previamente isoladas de

amostras de sururu (Mytella guyanensis) e siri processado (Portunideos)

provenientes da Baia de Iguape, Maragogipe, Bahia, bem como realizar testes

de suscetibilidade antimicrobiana nas cepas identificadas.

4.2. Objetivos especificos

Identificar através de testes bioquimicos e sorolégicos o género Salmonella;
Identificar através de testes bioquimicos cepas de E. coli;

Determinar o perfil fenotipico de resisténcia a diferentes agentes
antimicrobianos nas cepas de E. coli e Salmonella;

Verificar a presenca de cepas com perfil de multirresisténcia aos
antimicrobianos;

Submeter as culturas existentes a agente de cura para verificar se a
resisténcia aos antimicrobianos € de origem plasmidial ou cromossémica.
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5. MATERIAL E METODOS

Para a realizagao desse trabalho foram utilizadas cepas suspeitas de E. coli e
Salmonella sp. previamente isoladas de amostras de sururu in natura e Siri
processado e que se encontravam depositadas no banco de culturas no Laboratorio
de Microbiologia de Alimentos e Ambiental no Nucleo de Estudos em Pesca e
Aquicultura da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, UFRB. As cepas se
encontravam armazenadas em estufa do tipo B.O.D. a 10°C, que ap0s ativacao em
caldo nutriente foram novamente re-isoladas em meios seletivos especificos a fim de

verificar a sua pureza antes da identificacdo bioquimica.

5.1. Identificagdo de Salmonella sp.

Para a identificacdo do microrganismo usou-se a metodologia recomendada
por Silva et al. (2010). Ao todo foram testadas 25 cepas suspeitas de Salmonella,
sendo 10 cepas provenientes de amostras de siri processado e 15 de sururu (Mytella
guyanensis) in natura.

Para o re-isolamento, as cepas foram crescidas em tubos contendo caldo
nutriente (Himedia) a 37°C por 24 horas. Apdés esse periodo foram retiradas
aliqguotas com o auxilio de uma alca niquel-cromo e inoculadas por esgotamento em
placas de Petri contendo o meio seletivo Agar SS (Agar Salmonella-Shigella)
(Himedia). As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Em seguida, coldnias
com caracteristicas de Salmonella (col6nias incolores com ou sem o0 centro preto)
foram transferidas para tubos contendo agar TSA (Agar Triptona de Soja) (Himedia)
inclinado e incubados a 37°C por 24 horas. Depois deste periodo as cepas foram
submetidas aos testes bioquimicos de triagem, sendo eles: agar TSI (Agar Triplice
Acucar Ferro), agar LIA (Agar Lisina Ferro), agar Citrato de Simmons, Indol, Uréia e
Malonato. Todos os meios utilizados foram da marca Himedia. Essa estratégia
experimental estd apresentada na Figura 1. As cepas que apresentaram
caracteristicas tipicas de Salmonella sp. (Tabela 1) foram submetidas ao teste

soroldgico usando o soro polivalente somatico (antigenos O e Vi) da Probac®.
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Figura 1. Fluxograma de identificacdo de Salmonella a partir de isolados
provenientes de amostras de sururu e siri processado (Fonte: Elaboracéo do autor).



Tabela 1. Reacdes bioquimicas caracteristicas de Salmonella.

Meios Reacdes Reacdes (+) ou (-)
Rampa alcalina (vermelha), fundo
TSI acido (amarelo), producdo de gas, +
producdo de H2S ou ndo
Fundo e rampa alcalinos (roxo,
Lia sem alteracdo da cor do meio), +
com presenca ou auséncia de H2S
Uréia Permanéncia do meio na cor -
original
Anel amarelo na superficie do
Indol meio, apos colocacdo do reagente -
Kovacs
Malonato Permanéncia da cor verde do meio -
Citrato Cor azul do meio +

Fonte: Silva et al. (2010).

5.1.1 Agar Triplice Acucar Ferro (TSI)

Neste teste as cepas foram inoculadas em agar TSI (Himedia) inclinado, com
picada no fundo e estrias na rampa. Os tubos foram incubados a 37°C por 24 horas.
Apos este periodo foi observado se havia positividade tipica para o género
Salmonella, ou seja, rampa alcalina (vermelha), fundo acido (amarelo) com producao

de gas (bolhas ou rachaduras no meio de cultura), com ou sem producéo de H,S

(escurecimento ou ndo do meio no fundo) (Figura 2).
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Figura 2. Crescimento caracteristico para o género Salmonella em agar TSI.

5.1.2 Agar Lisina Ferro (LIA)

Neste teste as cepas foram inoculadas no meio de cultura com duas picadas
profundas no meio e estrias na rampa e incubadas a 37°C por 24 horas. Apés o
periodo de incubacdo, observava-se se havia positividade tipica para o género
Salmonella, ou seja, fundo e rampa alcalinos (roxo, sem alteracdo da cor do meio),

com ou sem producao de H,S (escurecimento do meio) (Figura 3).

Figura 3. Crescimento caracteristico para o género Salmonella em agar LIA. (A —
sem producao de H,S e B — com producéo de H,S).
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5.1.3 Teste de Citrato de Simmons

Foi transferido um in6culo da cultura para tubos de ensaio contendo agar
Citrato de Simmons (Himedia) inclinado, com estrias na rampa e uma picada no
fundo. Os tubos foram incubados a 37°C por 96 horas e observado se havia
crescimento com viragem alcalina do indicador, alterando a cor do meio de verde
para azul (teste positivo). A ndo alteracdo do meio indicava teste negativo.

Salmonella é positiva para este teste (Figura 4).

Figura 4. Teste de Citrato de Simmons para Salmonella spp.

5.1.4 Indol

Cada cultura de Salmonella foi inoculada em tubos de ensaio contendo 5 ml
de caldo Triptona (Himedia) e incubados a 37°C por 24 horas. Apés esse periodo foi
adicionado de trés a cinco gotas do Reagente de Kovac’s para o teste de indol. A
positividade do teste era observada se havia desenvolvimento de um anel vermelho-
violeta na superficie do meio de cultura (teste positivo), ou se o0 anel permanecia
amarelo (teste negativo). As cepas de Salmonella sdo indol negativas (Figura 5).
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Figura 5. Teste de indol para Salmonella spp.

5.1.5 Caldo Uréia (UA)

As culturas de Salmonella foram inoculadas em tubos contendo Caldo Uréia
(Himedia) e incubadas a 37°C por 24 horas. A ocorréncia de viragem alcalina do
indicador, com alteracdo da cor do meio de péssego para uma cor rosa escuro
indicava teste positivo, enquanto que a permanéncia do meio na cor original indicava
teste negativo. A maioria das cepas de Salmonella sdo uréase negativas (Figura 6).

Figura 6. Teste de uréase para Salmonella spp. Fonte: Reis (2012)



30

5.1.6 Malonato

A partir da cultura crescida em Caldo Triptona 1%, foi inoculada trés alcadas
em tubos contendo Caldo Malonato e incubados a 37°C por 48 horas. A ocorréncia
de viragem alcalina do indicador, alterando a cor do meio de verde para azul
indicava teste positivo. A permanéncia da cor verde do meio indicava teste negativo
(Figura 7).

Figura 7. Teste de Malonato para Salmonella spp.

5.1.7 Teste Soroldgico

As cepas que apresentaram positividade nas provas bioquimicas foram
submetidas ao teste soroldgico. Para a confirmacdo do género Salmonella foi
utilizado o soro polivalente soméatico (antigenos O e Vi) da Probac®. Com o auxilio
de uma alca estéril as cepas foram inoculadas em agar nutriente e incubadas a 37°C
por 24 horas. Apos esse periodo adicionava-se 1 mL de solucéo salina (0,85%) e em
seguida retirava-se 50 pl do inoculo. O inoculo foi colocado em uma lamina, e
adicionado o soro polivalente. O inoculo foi homogeneizado suavemente durante
dois minutos e entdo observado a formacédo de grumos, o que representava teste

positivo (Figura 8).
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Figura 8. Teste de soroaglutinacéo para o género Salmonella Fonte: Tortora (2005).

5.2 Identificacdo de Escherichia coli

Para a identificacdo de E. coli, foram utilizadas 17 cepas, sendo cinco cepas
isoladas de amostras de siri processado e 12 de sururu (Mytella guyanensis) in
natura. A partir das culturas mantidas em agar TSA, armazenadas em estufa B.O.D
foi retirada uma alcada do meio e inoculado em tubos de ensaio contendo caldo
nutriente (Himedia) e incubados a 37°C por 24 horas. ApOs esse periodo, uma
aliguota do meio foi inoculada em placas de Petri contendo o meio de cultura
seletivo agar Eosina Azul de Metileno (EMB) (Himedia), e incubadas a 37°C por 24
horas para o isolamento de colbnias caracteristicas de E. coli (nucleadas com centro
preto, com ou sem brilho metalico). ApGs esse periodo as colbnias tipicas de E. coli
foram transferidas para tubos contendo agar TSA (Himedia), os quais foram
incubados a 37°C por 24 horas. Para as provas bioquimicas foram usados o teste de
IMVIC: Indol, VM (Vermelho de Metila), VP (Voges-Proskauer) e Agar Citrato de
Simmons. Todos o0s meios utilizados foram da marca Himedia. As reacdes
bioquimicas no teste de IMVIC caracteristicas para E. coli estdo apresentadas na

Tabela 2 e o fluxograma desse procedimento esta apresentado na figura 9.
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Figura 9. Fluxograma para a identificagdo de Escherichia coli a partir de isolados de
amostras de sururu e siri. (Fonte: Elaboragio do autor).

Tabela 2. Reac¢6es bioquimicas caracteristicas de Escherichia coli de acordo com o
teste de IMViC.

IMViC
SIM VM-VP CITRATO
INDOL MOTILIDADE VM VP
+/- +/- + - -

Fonte: Adaptado de Mata (2003).

5.2.1 Teste de Indol

As culturas foram inoculadas em tubos de ensaio contendo agar semi-soélido
SIM (Himedia) e incubadas a 37°C por 24 horas. ApGs esse periodo foi observada a

motilidade. Feito isso foi adicionado ao meio de cultura de trés a cinco gotas do
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reagente de Kovac'’s para observar se havia desenvolvimento de um anel vermelho-
violeta na superficie do meio de cultura (teste positivo), a permanéncia da cor
amarelada indicava teste negativo. Desenvolvimento de varios tons entre vermelho e
rosa indicava teste indeterminado. A E. coli € indol positivo, embora também possa

ser negativa (Figura 10).

Figura 10. Teste de Indol para Escherichia coli.

5.2.2 Teste de Vermelho de Metila (VM)

Foi transferido um inéculo da cultura de E. coli para tubos contendo caldo VM-
VP (Himedia) e entéo incubados a 37°C por 96 horas. Apos o periodo de incubacao
foram adicionadas duas gotas de vermelho de metila. O aparecimento de um anel
vermelho indicava a positividade do teste e o aparecimento de um anel amarelo

indicava teste negativo. A E. coli é positiva para este teste (Figura 11).
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Figura 11. Teste de Vermelho de metila (VM) para Escherichia coli. Fonte: Reis (2012)

5.2.3 Teste de Voges-Proskauer (VP)

Cada cultura de E. coli foi inoculada em tubos contendo caldo VM-VP
(Himedia) e incubados a 37°C por 48 horas. ApGs a incubacédo, foi adicionado ao
tubo, trés gotas de solugéo de alfa-naftol 5% e duas gotas de solugédo de KOH 40%,
nesta sequéncia, agitando o tubo entre um reagente e outro. O desenvolvimento de
um anel avermelhado no meio de cultura, no intervalo de 15 min., indicava teste
positivo. A permanéncia do meio na cor do reagente (amarelada) indicava teste

negativo. E. coli é negativa para este teste (Figura 12).

Figura 12. Teste de Voges-Proskauer (VP) para Escherichia coli
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5.2.4 Teste de Citrato de Simmons

Foi transferido um inéculo leve de cada cultura de E. coli para tubos de ensaio
contendo agar Citrato de Simmons (Himedia) inclinado, com estrias na rampa e uma
picada no fundo. Os tubos foram incubados a 37°C por 96 horas. Apos este periodo
foi observado se havia crescimento com viragem alcalina do indicador, com
alteracdo da cor do meio de verde para azul (teste positivo). A ndo alteracdo do meio

indica teste negativo. E. coli é negativa para este teste (Figura 13).

— T—

e T

Figura 13. Teste de Citrato de Simmons para Escherichia coli.

5.3 Testes de suscetibilidade antimicrobiana

A suscetibilidade aos antimicrobianos comerciais foi avaliada pelo método de
difusdo em placa, seguindo a metodologia proposta pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2009).

As cepas confirmadas como Salmonella sp. e E. coli foram testadas frente a
12 antimicrobianos (Tabela 3). Das culturas crescidas em agar TSA (Himedia), foi
transferida uma alcada para tubos de ensaio contendo 9 ml de solucdo salina
(0,85%), até se obter uma suspensédo comparavel a turbidez padréo correspondente
a 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 10® UFC/mL). Para o ajuste da turbidez foi
utilizado o aparelho espectofotdmetro, modelo Spectrum SP - 1105, em absorvancia

de 625 nm. O limite de leitura aceitavel variou entre 0,08 e 0,10. Apés o0 ajuste do
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inoculo, mergulhou-se um swab estéril e em seguida foi espalhado em toda a

superficie da placa de Petri contendo o meio agar Mueller-Hinton (Himedia). A tampa

foi deixada entreaberta de trés a cinco minutos, de maneira a permitir que qualquer

excesso de umidade fosse absorvida antes de se aplicar os discos impregnados da

droga. Os discos foram aplicados com o auxilio de uma pinca estéril e pressionados

levemente, sob a superficie do meio. As placas foram incubadas em estufa a 37°C

por 24 horas, e apés esse periodo foram medidos os halos de inibicdo com o auxilio

de um paquimetro digital (Digimiss) (Figura 14). Para interpretar os resultados foram

utilizadas tabelas do CLSI (2009) padronizadas em milimetros para cada disco de

difusdo (Tabela 4).

Tabela 3. Lista de antimicrobianos utilizados de acordo com a sua classe.

Classe Antimicrobianos Simbolo Concentracao
do disco
Glicopeptideos Vancomicina VAN 30 ug
Cefalotina CFL 30 ug
Ampicilina AMP 10 ug
B-lactamicos Ceftazidima CAZ 30 ug
Imipenem IPM 10 ug
Tetraciclinas Tetraciclina TET 30 ug
Sulfonamidas Sulfametoxazol- SUT 25 ug
Trimetropin

Quinolonas Acido nalidixico NAL 30 ug
Ciprofloxacina CIP 05 ug
Fenicois Cloranfenicol CLO 35 ug
Nitrofuranos Nitrofurantoina NIT 300 ug
Aminoglicosideos Amicacina AMI 30 ug

Fonte: CLSI (2009).
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Figura 14. Fluxograma mostrando o teste de suscetibilidade antimicrobiana para as
cepas de Escherichia coli e Salmonella Fonte: Rocha (2011).

Tabela 4. Tabela com os valores de intervalo dos halos de inibi¢éo.

Antimicrobianos Perfil de suscetibilidade (mm)
Resistente Intermediario Sensivel
Ampicilina 10 ug <13 14 - 16 =17
Amicacina 30 g <14 15-16 =17
Acido Nalidixico 30 pg <13 14 - 18 >19
Cefalotina 30 ug <14 15-17 >18
Ceftazidima 30 ug <14 15 -17 >18
Ciprofloxacina 05 pg <15 16 — 20 > 21
Cloranfenicol 35 g <12 13 -17 =18
Imipenem 10 ug <13 14 - 15 =16
Nitrofurantoina 300 ug <14 15-16 =17
Sulfametoxazol-trimetropin 25ug <10 11-15 216
Tetraciclina 30 ug <14 15-18 =19
Vancomicina 30 ug <14 15-16 =17

Fonte: CLSI (2009).
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5.4 Cura do plasmidio

As cepas de Salmonella e E. coli submetidas ao teste de suscetibilidade
antimicrobiana e que apresentaram perfil de resisténcia foram submetidas a testes
de cura plasmidial de acordo com Molina-Aja et al. (2002). Como agente de cura foi
utilizado o agente mutagénico Laranja de acridina (Sigma) na concentracdo de 100
Mg/mL. A partir do crescimento bacteriano em meio agar TSA, foi transferido um
inoculo da cultura para tubos de ensaio contendo caldo LB (Luria Bertani)
suplementado com o agente de cura e incubados por 37°C por 24 horas em estufa
bacteriol6gica. Apds esse periodo o antibiograma foi repetido novamente para
aguelas drogas em que 0s microrganismos apresentaram resisténcia a fim de se

verificar se a caracteristica de resisténcia foi perdida ou ndo (Figura 15).

TSA
24h/ 37°C

L

24h/ 37°C

TSA
24h/ 37°C
J
® ©
©

ANTIBIOGRAMA CEPA
CURADA

g CALDO LB + ACRIDINE ORANGE

Figura 15. Fluxograma das etapas da cura do plasmidio. (Fonte: Elaborag&o do autor).
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5.5 indice de Resisténcia (ARI)

O indice de resisténcia aos antimicrobianos (ARI) foi calculado através da
férmula y/ (n.x), onde y corresponde o total do niumero de cepas resistentes; n o

namero de isolados e x 0 nimero de antimicrobianos testados (JONES et al., 1986).

5.6 Multipla Resisténcia Antimicrobiana (MAR)

O indice MAR (Mdltipla Resisténcia Antimicrobiana) foi utilizado para
determinacdo da multipla resisténcia. Este indice, quando aplicado a um isolado
bacteriano, é definido como a/b, ou seja, 0 numero de antimicrobianos ao qual o
isolado foi resistente (a) dividido pelo numero de antimicrobianos ao qual o isolado
foi exposto (b), multiplicando-se o valor final por 100 para obteng&o dos resultados
em percentuais (KRUMPERMAN, 1983).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Identificacdo das cepas

Das 25 cepas suspeitas de Salmonella spp. analisadas, 10 (40%) foram
isoladas em amostras de siri processado e 15 (60%) de sururu in natura. Destas,
apenas 09 (36%) foram confirmadas como Salmonella spp., sendo todas

provenientes das amostras de sururu in natura (Figura 16).



40

36%

O Confirmadas

O Naoe coenfirmadas

64%

Figura 16. Percentual de cepas estudadas e confirmadas como Salmonella spp.

O fato de nao ter sido isolado Salmonella nas amostras de siri processado é
justificado porque durante o beneficiamento desses organismos para a retirada da
carapaca 0S mesmos passam por uma etapa de aquecimento o que seria suficiente
para a eliminacdo da bactéria. As bactérias do género Salmonella sao
termosensiveis, podendo ser destruidas a temperatura acima de 60°C por 15 a 20
minutos (FORSYTHE, 2005).

A presenca da bactéria nas amostras de sururu se deve ao fato deste
organismo apresentar carater filtrador e poder acumular altas densidades de
bactérias, além do seu habitat natural ser o sedimento lamoso.

De acordo com a legislagdo brasileira, Resolucdo RDC n° 12 de 2001
(BRASIL, 2001), para os moluscos bivalves, carne de siri e similares cozidos,
temperados ou nao, industrializados resfriados ou congelados, Salmonella deve ser
ausente em 25 g do produto analisado. Dessa forma, a presenca de Salmonella nas
amostras de sururu indica a inadequacdo do produto para o consumo, constituindo
um sério problema para a saude dos consumidores, visto que este grupo é
altamente patogénico, estando frequentemente envolvidos em casos e surtos de
doencas de origem alimentar (FRANCO; LANDGRAF, 2003)

Embora Salmonella ndo seja um componente normal da microbiota de
animais marinhos, a sua presenca nos frutos do mar ocorre devido a contaminacao
de origem fecal da agua, manipuladores assintomaticos ou contaminagédo cruzada
(LUNESTAD; BORLAUG, 2009).

Como no nosso estudo, Gil (2010) analisando amostras de sururu e vongole
quanto a presenca de Salmonella sp. encontrou incidéncia da bactéria em 10% do

sururu e de 20% no vongole, enquanto Calixto (2010) relatou a presenca de
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Salmonella em 100% nas amostras de mexilhdes da espécie Perna perna
provenientes da baia de Ilha Grande, RJ. Furlan (2004) relatou a presenca de
Salmonella em 6,7% da carne de mexilhdes cultivados na regido de Ubatuba, SP.

Resultados opostos foram relatados por Henriques et al. (2000) ao avaliarem
50 mexilhdes coletados da Ilha de Urubuquecaba, SP, e ndo detectarem a presenca
de Salmonella em nenhuma das amostras. Pereira et al. (2006) também néo
relataram a presenca de Salmonella em amostras de ostras cultivadas e
comercializadas em Florianopolis.

A auséncia de Salmonella sp. em amostras de siri provenientes da Baia de
Antonina foi descrito por Vieira (2006) corroborando com o presente trabalho, em
adicdo Lourenco et al. (2006), também constataram auséncia de Salmonella sp. na

carne de caranguejo uca in natura no municipio de Belém-Para.

Com relacdo a presenca de E. coli, das 25 cepas testadas (09 de siri
processado e 16 de sururu in natura apenas 17 (68%) foram confirmadas como E.
coli (Figura 17). Dessas culturas, 05 (29,4%) foram isoladas das amostras de siri

processado e 12 (70,5%) de amostras de sururu in natura (Figuras 18).

@ Confirmadas
O Nao confirmadas

Figura 17. Percentual de cepas confirmadas como Escherichia coli

E Sururu

O Siri processado

Figura 18. Percentual de cepas de Escherichia coli confirmadas de acordo com os
alimentos analisados.
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A presenca de bactérias do grupo dos coliformes a 45°C em alimentos,
principalmente nos frutos do mar é indicativo de contaminacdo de origem fecal, ou
seja, condicdes higiénicas sanitarias insatisfatorias, uma vez que a populacdo desse
grupo € constituida principalmente de estirpes de E. coli (BRITO, 2003). A elevada
contaminacdo fecal observada na érea de estudo pode esta relacionada ao despejo
de esgotos domésticos e o langcamento de lixo na Baia do Iguape, devido a falta de
saneamento basico no municipio. Outro fator que contribui para a presenca de lixo
organico e inorganico nas aguas da Baia é a presenca de estabelecimentos
comerciais, que atraem banhistas, principalmente aos fins de semana.

Considerando que os moluscos bivalves s&o organismos filtradores e,
portanto, acumulam microrganismos, a concentracdo destes no tecido comestivel
dos moluscos indica perigo potencial & satde dos consumidores (GALVAO, 2004),
uma vez que algumas estirpes sdo comprovadamente patogénicas e, portanto,
responsaveis por diarréias e enfermidades graves, tais como colites hemorragicas e
sindrome urénica (NASCIMENTO et al., 2007).

Resultados semelhantes ao presente estudo foram observados por Jesus et
al. (2006), ao relatarem elevadas concentracbes de E. coli na carne de sururu
provenientes de uma area de manguezal na Baia de Vitéria (ES) Barros et al.
(2005), também verificaram elevados percentuais de bactérias do grupo dos
coliformes a 45°C em ostras comercializadas na Praia do Futuro, Ceara.

Nascimento et al. (2011) relataram a presengca de E. coli em amostras de
ostras e sururu comercializadas no mercado central na cidade de Aracaju-SE. Ja
Pereira et al. (2010) relataram a presenca de E. coli em 58,8% em amostras de siri
processado na Baia do Iguape, demonstrando a baixa qualidade microbiolégica do
sururu comercializado na regiéo.

A falta de conhecimento por parte dos manipuladores/marisqueiras no que diz
respeito a higiene pessoal, bem como a higienizacédo de utensilios e equipamentos,
durante o processamento artesanal da carne de sururu e siri, compromete a

inocuidade dos mariscos.
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6.2. Suscetibilidade antimicrobiana de Salmonella

Das nove cepas de Salmonella sp. submetidas aos testes de suscetibilidade
antimicrobiana de diferentes classes, verificou-se que 100% das cepas
apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano.

O maior percentual de resisténcia foi observado para a vancomicina (100%),
seguida da cefalotina e tetraciclina (88,8%), ampicilina e sulfametoxazol (77,7%),
acido nalidixico (33,3%), ceftazidima (22,2%) e ciprofloxacina, cloranfenicol e
nitrofurantoina (11,1%,) (Figural9).
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Figura 19. Susceptibilidade antimicrobiana de Salmonella para os principais
grupos de antimicrobianos testados.

A presenca de bactérias resistentes no presenta estudo pode ser atribuida a
contaminacdo da agua pelo lancamento de esgotos domésticos ou a presenca de
cultivos de animais. A presenca dessas drogas nos sistemas de esgoto pode ocorrer
em virtude do uso de antimicrobianos pela comunidade e que seriam excretados nas
fezes e urinas. No meio aquatico a presenca de bactérias resistentes pode propagar
resisténcia entre a microbiota natural mediante elementos genéticos moveis. Este
fato promoveria a transmissdo de estirpes resistentes aos humanos, através da

ingestao dos alimentos.
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Segundo Schmidt e Cardoso (2003), bactérias resistentes aos
antimicrobianos podem ser encontradas em ambientes contaminados com efluentes
industriais, e sofrerem pressdo seletiva. Este fendbmeno favorece a instalacao,
manutencdo e propagacdo de caracteristicas de resisténcia entre as populacdes
bacterianas no ambiente aquéatico (BELDA et al., 2005; HIRSCH et al., 2006).

A elevada resisténcia verificada para a tetraciclina era presumivel, uma vez
gue a tetraciclina é um dos mais antigos antimicrobianos utilizados no tratamento de
doencas infecciosas. (FUZIHARA, 2001). Enquanto a elevada resisténcia observada
a vancomicina esté relacionada a presenca da membrana externa nas bactérias
Gram negativas, a qual dificulta a passagem de moléculas grandes como a
vancomicina, limitando o seu acesso até o sitio alvo (ARAUJO, 20009).

Com relacédo ao sulfametoxazol-trimetropin, a sua eficacia antimicrobiana e o
seu baixo custo fizeram com que se tornasse o0 antimicrobiano eleito para o
tratamento de diversas infec¢des, como por exemplo, infecgdes urinérias e infecgdes
gastrointestinais (MASTERS et al., 2003). Entretanto, nas ultimas décadas tem-se
verificado um aumento da resisténcia bacteriana a este antimicrobiano (TAVARES,
2010), devido a baixa concentragdo intracelular do antimicrobiano, a
impermeabilizacdo da membrana e a bomba de efluxo (SOUSA, 2006).

A elevada resisténcia antimicrobiana observada para os [-lactamicos,
principalmente ampicilina e cefalotina é preocupante, uma vez que essa classe é
amplamente utilizada no controle de doencas infecciosas (LOURENCO, 2007).

Resultados semelhantes ao presente estudo foram encontrados por Phan et
al. (2001) ao relatarem cepas de Salmonella spp. isoladas de fontes de agua da vila
de Tan Phu Thanh, Vietna, resistente a ampicilina, cloranfenicol e tetraciclina. Ja
Rahimi et al. (2013) relataram resisténcia aos antimicrobianos &cido nalidixico,
tetraciclina, trimetoprim e ciprofloxacin em cepas de Salmonella isoladas de peixe,
camaréo, lagosta e carangueijo no Ira.

Resisténcia intermediaria foi observada aos antimicrobianos acido nalidixico
em 55,5% (05) dos isolados, a ceftazidima em 33,3% (03) e a amicacina e a
nitrofurantoina em 11,1% (01).

Suscetibilidade antimicrobiana nos isolados de Salmonella foi observada
principalmente para o0 imipenem (B-lactamico) em 100%, amicacina

(aminoglicosideo) em 88,8%, ciprofloxacina (quinolona) em 88,8%, cloranfenicol
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(fenicol) em 88,8% e a nitrofurantoina (Nitrofuranos) em 77,7%. O imipenem oferece
excelentes resultados no ponto de vista terapéutico uma vez que apresenta
atividade contra praticamente todos os Gram positivos e negativos (TRABULSI et al.,
2005).

Quando verificado o indice de resisténcia aos antimicrobianos (ARI),
observou-se valores variando de 0,01 a 0,07, ou seja, demonstrando que as
amostras bacterianas podem representar um risco para a disseminagao de genes de
resisténcia (Tabela 6). Com relacdo ao perfil de multirresisténcia, todas as cepas
apresentaram indice MAR variando de 16,6 a 66,6, ou seja, resisténcia a dois e oito
antimicrobianos (Tabela 6). A elevada presenca de resisténcia mdultipla aos

antimicrobianos pode esta associada a existéncia de plasmidios nos isolados.

Tabela 5. indice de resisténcia aos antimicrobianos (ARI), indice de miltipla
resisténcia aos antimicrobianos (MAR) e resisténcia plasmidial das cepas de
Salmonella.

Cepa Antimicrobianos ARI MAR (%) Resisténcia
Plasmidial

1 AMP, NAL, CFL, SUT, TET, 0,05 50,0 NAL, SUT
VAN

2 TET, VAN 0,01 16,6 -

3 AMP, CFL, SUT,TET, VAN 0,04 41,6 SUT

4 AMP, NAL,CFL, SUT, TET, 0,05 50,0 NAL, SUT
VAN

5 AMP, CFL, SUT, TET, VAN, 0,05 50,0 CFL, SUT, CAZ
CAZ

6 AMP, NAL, CFL, SUT, TET, 0,06 58,3 CAZ, SUT

VAN, CAZ
7 AMP, CFL, CIP, CLO,NIT, 0,07 66,6 CIP, CLO, NIT
SUT, TET, VAN
8 AMP, CFL, SUT, TET, VAN 0,04 41,6 -
9 CFL, VAN 0,01 16,6 -

ARI: indice de resisténcia a antimicrobianos; MAR: Mltipla Resisténcia Antimicrobiana.

VAN - vancomicina, CFL- cefalotina, TET - tetraciclina, AMP - ampicilina, SUT - sulfametoxazol-
trimetropin, NAL- 4cido nalidixico, CAZ - ceftazidima, NIT - nitrofurantoina, CIP = ciprofloxacina,
CLO - cloranfenicol.

De acordo com os resultados as cepas de Salmonella spp. multirresistentes e
isoladas dos mariscos analisados, representam um grave risco a saude publica,

principalmente para a populacéo local que consome estes alimentos, uma vez que
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0S surtos causados por cepas resistentes podem representar uma barreira para o
tratamento de infec¢cdes, aumentando o custo do tratamento, bem como a
mortalidade na populacao de risco (PARRY, 2003).

Resultados semelhantes foram relatados por Kumar et al. (2010) ao
encontrarem em frutos do mar tropical cepas de Salmonella resistentes, algumas
das quais resistentes a até quatro antimicrobianos.

Trabalhos recentes relataram a resisténcia de cepas de Salmonella em frutos
do mar ao redor do mundo. Na China, Yan et al. (2010) descreveram sorovares de
Salmonella resistente aos frutos do mar a diversas classes antimicrobianas como os
B-lactamicos, aminoglicosideos, nitrofuranos, sulfonamidas, quinolonas e
fluoroquinolonas, demonstrando ainda padrdes de multirresisténcia de dois até 10
antimicrobianos. Bouchrif et al. (2009) isolaram diversos sorovares de Salmonella
em Marrocos e observaram resisténcia e resisténcia multipla a tetraciclina, acido
nalidixico, ampicilina e estreptomicina.

As cepas de Salmonella spp. resistentes a pelo menos um dos
antimicrobianos testados, foram submetidas a cura plasmidial. Das trés cepas
resistentes ao acido nalidixico, e das sete cepas resistentes para o sulfametoxazol-
trimetropin, 02 (22,2%) e 05 (55,5 %) (Tabela 5) respectivamente apresentaram
resisténcia plasmidial, As cepas resistentes aos antimicrobianos ciprofloxacina,
cloranfenicol e nitrofurantoina, também apresentaram resisténcia plasmidial.

Com relacdo a resisténcia antimicrobiana de Salmonella para os
antimicrobianos ampicilina, cefalotina, tetraciclina, vancomicina e ceftazidima, todos
apresentaram resisténcia cromossémica, uma vez que essa caracteristica ndo foi
perdida apds o processo de cura. Além dessas, duas cepas de Salmonella resistente
ao acido nalidixico e uma resistente ao sulfametoxazol-trimetropin também
apresentaram resisténcia cromossomica.

Costa et al. (2006) analisando 122 cepas de Salmonella isoladas de
diferentes fontes e regiées do Brasil observaram plasmidios de resisténcia para a
tetraciclina e o cloranfenicol, em Salmonella Panama, Salmonella Saintpaul e
Salmonella Mbandaka de origem animal, alimentar e ambiental.

Araujo et al. (2009) constataram a presenca de bactérias portando plasmidios
de resisténcia nas aguas do Ribeirdo Paciéncia, MG o qual recebe dejetos de esgoto

doméstico, abatedouros, o hospital da cidade, criatérios de frangos e suinos. A
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presenca desses dejetos constitui uma fonte de contaminacdo para as pessoas da
regido, bem como um ambiente propicio para a disseminagcdo de plasmidios de

resisténcia.

6.3. Suscetibilidade antimicrobiana de Escherichia coli
Das 17 cepas de E. coli isoladas do sururu in natura e siri processado, 100%

(17/17) foram resistentes a vancomicina, 29,4% a tetraciclina, 23,5% a ampicilina e

ao sulfametoxazol-trimetropin e 5,9 % a cefalotina (Figura 20).
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Figura 20. Susceptibilidade antimicrobiana de Escherichia coli para os principais
grupos de antimicrobianos testados.

Ambientes contendo residuos de antimicrobianos podem exercer forte
pressdo seletiva e contribuir para o isolamento de cepas resistentes (AGERSO;
SANDVANG, 2005; WITTWER et al., 2005). A presenca de linhagens de E. coli com
este perfil € preocupante, uma vez que pode dificultar o tratamento de doencas em
animais e humanos, agravando os quadros clinicos curaveis (MOTA et al., 2005).
Também podem favorecer a disseminacdo de resisténcia para outras bactérias,

inclusive bactérias patogénicas (DEPIZZOL, 2006).
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Dentre o0s antimicrobianos utilizados, as cepas de Escherichia coli
apresentaram resisténcia a ampicilina e ao sulfametoxazol - trimetropin. Essas
drogas sdo muito utilizadas na medicina humana e a sua resisténcia em bactérias
veiculadas pelos alimentos pode comprometer o tratamento de pacientes infectados
(SOARES, 2007).

Alguns trabalhos mostraram cepas de E. coli isoladas de mariscos resistentes
a antimicrobianos, como Vieira et al. (2010) que pesquisando a suscetibilidade aos
antimicrobianos em cepas de E. coli isoladas de camardo e ambientes de
carcinicultura encontraram 33% dos isolados resistentes a tetraciclina, enquanto
Vieira et al. (2008) encontraram cepas de E. coli isoladas de ostras, resistentes aos
antimicrobianos tetraciclina e imipenem.

Resultado semelhante foi relatado por Alam et al. (2006) ao encontrarem
taxas de resisténcia a ampicilina, tetraciclina e sulfametoxazol-trimetropina em
isolados de E. coli obtidos a partir de diversos ambientes como lagoas, rios, lagos e
outros reservatérios aquaticos.

Cepas com resisténcia intermediaria foi observada apenas para 0sS
antimicrobianos cefalotina em 41,1% e ao &cido nalidixico em 11,7% (Figura 20).
Segundo Krempels (2006) cepas com perfil intermediario sédo caracterizadas como
sensiveis, embora possam ser potencialmente resistentes, visto que do ponto de
vista clinico, é necessario uma concentracdo do antimicrobiano superior a
clinicamente usada (CLSI, 2010).

Suscetibilidade antimicrobiana de 100% foi observada frente a seis
antimicrobianos: amicacina, ciprofloxacina, cloranfenicol, nitrofurantoina, imipenem e
ceftazidima.

Jeyasanta et al. (2012) ao analisarem frutos do mar de Tuticorin, Sudeste da
india, também relataram cepas de E. coli com perfil de suscetibilidade a amicacina,
cloranfenicol e a ciprofloxacina,

Segundo Koneman (2001) a E. coli é suscetivel a maioria dos
antimicrobianos, comprovando os resultados obtidos no presente estudo.

Cardonha et al. (2004) ao analisarem a agua em trés praias de Natal, RN
detectaram cepas de E. coli sensiveis a ciprofloxacina e imipinem. Da mesma forma
Vasconcelos (2005), relatou elevada suscetibilidade a estes antimicrobianos em E.
coli isolada em duas praias de Fortaleza, CE.
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Em relagdo ao perfil de multirresisténcia, das 17 cepas analisadas, seis
apresentaram indice MAR variando de 16,6 a 33,3, ou seja, resisténcia entre dois e
quatro antimicrobianos testados (Tabela 6). Nas demais cepas foram verificadas
monorresisténcia. Para o indice de resisténcia aos antimicrobianos (ARI) os valores
observados foram de 0,004 a 0,019 (Tabela 6).

Tabela 6. Indice de resisténcia aos antimicrobianos (ARI), indice de miultipla
resisténcia aos antimicrobianos (MAR) e resisténcia plasmidial das cepas de
Escherichia coli.

Cepa Antimicrobianos ARI MAR (%) Resisténcia
Plasmidial
1 AMP, SUT, VAN 0,014 25 -
2 VAN 0,004 - -
3 AMP, SUT, TET, 0,019 33,3 SUT
VAN
4 VAN 0,004 - -
5 VAN 0,004 - -
6 VAN 0,004 - -
7 VAN 0,004 - -
8 VAN 0,004 - -
9 CFL, VAN, TET 0,014 25 CFL
10 VAN 0,004 - -
11 VAN 0,004 - -
12 VAN 0,004 - -
13 VAN 0,004 - -
14 SUT, TET, AMP, 0,019 33,3 -
VAN
15 TET, VAN 0,009 16,6 -
16 VAN 0,004 - -
17 SUT, AMP, TET, VAN 0,019 33,3 -

ARI: Indice de resisténcia a antimicrobianos; MAR: Mdltipla Resisténcia Antimicrobiana.
VAN - vancomicina, CFL- cefalotina, TET - tetraciclina, AMP - ampicilina, SUT - sulfametoxazol-
trimetropin,

A presenca de bactérias multirresistentes gera implicacdes ecoldgicas e de
saude publica, principalmente em relacdo aos determinantes de resisténcia, que
podem ser disseminados entre as diferentes espécies bacterianas, assim como a
possibilidade de transferéncia de genes de resisténcia para a microbiota do
consumidor (MIRANDA; ZEMELMAN, 2001).

Cardonha et al. (2004), avaliando o perfil de resisténcia de cepas de E. coli,

relataram resisténcia a um ou mais antimicrobianos, enquanto Evangelista-Barreto et
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al. (2012) relataram cepas de Escherichia coli isoladas de pescado na cidade de
Cruz das Almas, BA, resistentes até a cinco antimicrobianos. Segundo o autor o
perfil de multirresisténcia nas cepas de Escherichia coli demonstra que o ambiente
de captura sofre com o langamento de residuos de antimicrobianos.

Em relagdo ao perfil de resisténcia mediado por genes cromossomais ou
plasmidiais, observou-se que apenas duas cepas, uma para o0 sulfametoxazol-
trimetropin e outra para a cefalotina apresentaram resultados que sugerem que a
resisténcia pode ser plasmidial.

De acordo com Alterthum (2008), resisténcia antimicrobiana mediada por
genes cromossOmicos apresenta transferéncia com uma frequéncia relativamente
baixa, sendo o seu impacto clinico menor quando comparado a resisténcia
plasmidial.

Cepas bacterianas com perfil de resisténcia plasmidial representam um
problema de saude publica devido a facilidade de disseminacdo entre o0s
microrganismos da mesma espécie ou de espécies diferentes (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2005) aumentando assim o numero de bactérias multirresistentes em
um determinado ambiente (CARNEIRO et al. 2007).

Vieira et al. (2010) ao avaliarem o perfil de multirresisténcia de cepas de E.
coli isoladas do acude Santo Anastacio — CE, constataram que 78% das cepas
apresentaram resisténcia cromossdmica enquanto 56% apresentaram resisténcia

plasmidial.

7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, a presenca de
Salmonella foi confirmada apenas nas amostras de sururu in natura, enquanto, E.
coli foi verificada em ambos os alimentos. Tendo em vista a presenca de bactérias
patogénicas e de origem fecal, o consumo destes produtos representa um risco a

saude dos consumidores.
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Com relacao a suscetibilidade antimicrobiana, Salmonella apresentou elevada
resisténcia aos antimicrobianos, ao contrario do observado para as cepas de E. coli,
embora o perfil de multiresisténcia tenha sido observado em ambas as bactérias.

Diante do exposto a presenca de bactérias multirresistentes nos alimentos
destinados ao consumo humano é um fator preocupante, uma vez que podem
causar infec¢bes de dificil tratamento, como também transferir genes de resisténcia
para outras bactérias, ou para o homem em virtude da ingestdo de alimentos

contaminados.
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