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Resumo

O estudo das condicdes higiénico sanitarias de alimentos carneos consumidos crus, como o sashimi, é necessario para
definir sua qualidade e possiveis consequéncias para a salde humana. Foram coletadas 60 amostras de sashimi de salmao
(Salmo salar), de dez restaurantes na cidade de Sao Luis, Maranh&o - Brasil, sendo seis de cada local. As amostras foram
analisadas para contagem de coliformes a 35 °C, coliformes a 45 °C e Staphylococcus coagulase positiva e negativa,
identificacdo da presenga de Escherichia coli, Salmonella sp., Vibrio parahaemolyticus e Aeromonas spp, teste de
suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados e quantificacdo de histamina nas amostras. Os resultados mostraram
elevadas contagens de coliformes a 35 °C e 12 amostras com >10? NMP/g de coliformes a 45 °C, presenca de E. coli e de
Salmonella sp. em 3 amostras cada, auséncia de V. parahaemolyticus e Staphylococcus coagulase positiva e contagem de
Staphylococcus coagulase negativa entre <20 e 5,0x10* UFC/g, presenca de Aeromonas spp. em 95% das amostras, sendo
60 isolados A. hydrophila e 6 A. caviae. Para suscetibilidade aos antimicrobianos, os isolados de E. coli foram sensiveis a
CPM, CTX, LVX, PPT e SUT, dois resistentes a AMP; um resistente a GEN, um a AMI e um a AMC. Os isolados de Salmonella
foram sensiveis a AMC, CPM, CFO, CRX, GEN, LVX e PPT, um resistente a AMI e um a AMP e SUT. Os isolados de Aeromonas
foram resistentes em média a cinco dos antimicrobianos, sendo a AMP (97%), a CRX (90,9%) e a AMC (77,3%), e 81,8%
foram sensiveis ao CPM. Os niveis de histamina variaram de 44,06 + 0,74 a 505,46 + 8,83 mg/kg, sendo 21 das amostras
com niveis superiores a 100 mg/kg. As amostras apresentaram condi¢des higiénicos sanitarias insatisfatérias e riscos para
a saude publica, por identificacdo de bactérias patogénicas e elevadas concentra¢des de histamina capazes de causar
intoxicagdo escombroide, e ainda, isolados com multirresisténcia aos antimicrobianos testados.

Palavras-chave: Peixe cru; Microrganismo; Escombrotoxina; Seguranga alimentar; Histamina; Salmonella; Vibrio;
Staphylococcus.
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Abstract

The study of the hygienic sanitary conditions of raw consumed meat foods, such the sashimi, is necessary to define
their quality and possible health consequences for the population. Sixty samples of salmon sashimi (Salmo salar)
were collected from ten restaurants in the city of S&o Luis, Maranh&o, Brazil, six from each site. The samples were
analyzed for coliform counts at 35 °C, coliforms at 45 °C and positive and negative coagulase Staphylococcus,
presence of Escherichia coli, Salmonella sp., Vibrio parahaemolyticus and Aeromonas spp, antimicrobial susceptibility
test of the isolates and quantification of histamine in the samples. The results showed high counts of coliforms at
35 °C and 12 samples with >10? NMP/g of coliforms at 45 °C, presence of E. coli and Salmonella in 3 samples each,
absence of V. parahaemolyticus and coagulase positive Staphylococcus and coagulase negative Staphylococcus
count between <20 and 5.0x10* CFU/g, presence of Aeromonas in 95% of the samples, 60 isolates being
A. hydrophila and 6 A. caviae. For susceptibility to antimicrobials, E. coli isolates were sensitive to CPM, CTX, LVX,
PPT and SUT, two isolates were resistant to AMP; one resistant to GEN, one to AMI and one to AMC. Salmonella
isolates were sensitive to AMC, CPM, CFO, CRX, GEN, LVX and PPT, one resistant to AMI and one to AMP and SUT.
The isolates of Aeromonas were resistant on mean to five of the antimicrobials, with AMP (97%), CRX (90.9%) and
AMC (77.3%), and 81.8% were sensitive to CPM. Histamine levels ranged from 44.06 + 0.74 to 505.46 + 8.83 mg/kg,
21 of the samples with levels higher than 100 mg/kg. The samples presented unsatisfactory sanitary hygiene
conditions and public health risks, due to the detection of pathogenic bacteria and high concentrations of histamine
capable of causing scombroid poisoning, and isolates show multiresistance to the tested antimicrobials.

Keywords: Raw fish; Microorganism; Scombrotoxin; Food safety; Histamine; Salmonella; Vibrio; Staphylococcus.

1 Introducgao

Os peixes sdo alimentos de alto valor nutricional e sdo base de preparagdes como o sashimi, no qual o
consumo ¢ em forma de filés do pescado cru. Cerca 151 milhdes de toneladas (t) de peixe foram utilizados
para consumo humano em 2016, sendo o salmao um dos produtos mais populares no mercado mundial (Food
and Agriculture Organization of the United Nations, 2018). O consumo de preparacdes da culindria japonesa
apresentou um incremento mundial na demanda por peixe fresco (Centre for the Promotion of Imports, 2016).
No Brasil, esse aumento tem sido evidenciado pelo crescente nimero de restaurantes e lojas especializadas
(Alves et al., 2017).

A microbiota dos peixes pode refletir o seu habitat e representa a contaminagao inicial do alimento, como
as Enterobacteriaceae que refletem a polui¢do do ambiente aquatico por efluentes (World Health
Organization, 2012). Além de fatores relacionados: temperatura, alimentacdo animal e salinidade da agua
(Ghanbari et al., 2015) que, associados as incorretas condi¢cdes de armazenamento ¢ manipulagdo podem
resultar na degradacdo da musculatura do peixe por agdo enzimatica e multiplicacdo microbiana, afetando a
qualidade sanitaria do alimento e seguranga alimentar (Cai et al., 2015).

A criteriosa observacao do fluxo de preparo de alimentos pode certificar a seguranca deste. A falta de boas
praticas de higiene pode resultar na contaminagdo por patégenos (Prado et al., 2014). Preparagdes como
sashimi, sdo servidas apds intensa manipulagdo e, portanto, sujeitas a contaminantes na auséncia de
procedimentos de boas praticas. A qualidade dos alimentos estad associada a indices de Doengas Transmitidas
por Alimentos (DTA), um problema de saude publica com elevada ocorréncia mundial, sendo igualmente

necessaria a vigilancia em relagdo a patégenos emergentes (Chau et al., 2017).

No processo de deteriorag@o bacteriana de alimentos com elevados niveis de aminas biogénicas — onde se
inclui o pescado, produtos lacteos, carnes e produtos fermentados — quando degradados podem produzir
substancias toxicas aos humanos. Como exemplo, temos a histamina, uma amina biogénica ndo volatil,
resultante da descarboxilagdo enzimatica da histidina, resistente ao tratamento térmico e detectavel em niveis
baixos no pescado recém - capturado (Shalaby, 1996; Food and Drug Administration, 2011). A intoxicacdo
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por histamina, também denominada escombrotoxina pode resultar do desenvolvimento de Enterobacteriaceae
no pescado (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2012).

Os sintomas da intoxicagcdo escombroide sdo dependentes da quantidade de histamina ingerida,
sensibilidade individual e capacidade de desintoxica¢do do organismo, e ocorrem logo apds o consumo (até
2h). Envolvem alteragdes no sistema cardiovascular, queimagdo na boca e garganta, dificuldade de
degluticdo, urticaria, rubor, cefaléia, secre¢dao nasal, broncoespasmo, taquicardia, edema, nausea, vomito e
diarreia (Lohiya et al., 2015; Comas-Bast¢ et al., 2009).

O pescado pode veicular contaminantes patogénicos e toxicos durante a cadeia produtiva. Métodos
aplicados ao controle microbiano na aquicultura, como o uso de antimicrobianos, podem resultar em
multirresisténcia bacteriana; assim, discussdes e medidas de controle para mitigar o problema sdo necessarias
(Topp et al., 2018). Os antimicrobianos afetam os humanos e o ambiente, ¢ devem seguir orientagdes
especificas, bem como incluir-se testes de eficdcia e sistemas de vigilancia (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2015; Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2016; Manyi-Loh et al., 2018).

A contaminagdo bacteriana de peixes, resisténcia a antimicrobianos e produgdo de histamina podem ser
atribuidas a falhas na cadeia produtiva e/ou no armazenamento dos alimentos. Os objetivos deste estudo
incluiram a investigagdo da qualidade microbioldgica, com detecgdo e enumeragdo de micro-organismos, do
filé de salmdo na preparagdo de sashimi, produzido e coletado no mercado de varejo brasileiro, na cidade de
Sao Luis — Maranhdo, bem como a avaliag@o da resisténcia bacteriana a antimicrobianos dos microrganismos
isolados e avaliagdo do alimento em estudo, como veiculo de histamina.

2 Material e métodos

2.1 Amostras de sashimi de salmao

Um total de 60 amostras de sashimi (Sa/mo salar) foi obtido de dez restaurantes ou lojas de culinaria
japonesa, sendo seis amostras por local, uma a cada més, durante seis meses, na cidade de Sdo Luis, MA
- Brasil. Todas as amostras foram adquiridas e acondicionadas na embalagem individual descartavel de
cada estabelecimento, colocada em caixa isotérmica com gelo reciclavel e levadas para o Laboratorio
de Microbiologia de Alimentos e Agua da Universidade Estadual do Maranhio. Cada amostra foi pesada
e separada para a realizagdo de todas as analises, somente as por¢des das amostras para analise de
histamina foram armazenadas sob congelamento para realizagdo posterior, de acordo com a sequéncia
abaixo.

2.2 Andlises microbiologicas

A realizagdo das analises microbiologicas seguiu o método da American Public Health Association
(APHA) (Vanderzant & Splitts-Toesser, 1992). Para coliformes a 35 °C ¢ 45 °C a cada amostra previamente
homogeneizada foi adicionada a dgua peptonada (Kasvi®, Brasil) e preparadas dilui¢des decimais. De cada
diluicdo foi transferida aliquota para o caldo Lauril Sulfato Triptose - LST (Merck®, Alemanha) e incubados
a 35 °C por 48 h. Para a identificacdo de E. coli, as culturas positivas do caldo LST foram transferidas para
o caldo EC (E. coli) (Himedia®, USA). Seguindo semeadura em agar Eosina Azul de Metileno (Kasvi®,
Brasil) a 35 °C por 24 h. Coldnias tipicas foram submetidas a coloracdo de Gram (Synth, Brasil) seguindo a
confirmag¢édo bioquimica, com testes INViC: indol (I), Vermelho de metila (MV), Voges-Proskauer (VP) e
do citrato (C).

Para Salmonella sp., a amostra homogeneizada foi diluida em agua peptonada e incubada a 35 °C por
24 h, a partir do crescimento nos caldos de enriquecimento foram realizadas semeadura em meio agar
Xilose Lisina Desoxicolato (Acumedia®, Neogen®, Brasil) e dgar Hektoen (Merck®, Alemanha),
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submetidos a 37 °C por 24 h; colonias tipicas seguiram a identificagdo bioquimica, em agar Triplice Sugar
Iron (TSI) e Lysine Iron Agar (LIA) (Isofar) e teste soroldgico polivalente anti-salmonela somatico e
flagelar (Probac do Brasil).

Para Aeromonas spp., a amostra homogeneizada foi diluida em caldo Tripticase Soja (TSB), aliquotas
foram transferidas para o dgar Vermelho de Fenol amido-ampicilina (Himedia®, USA) (Palumbo et al.,
1985), agar Dextrina Ampicilina (Merck®, Alemanha) (Havelaar & Vonk, 1988), incubados a 28 °C por
24 h. Colonias tipicas foram semeadas em agar Trypticase Soy Agar (TSA), submetidas a coloracdo de Gram
e repicadas em agar TSI. As culturas positivas foram submetidas a prova de oxidase e catalase. Seguiram
testes de acordo com a chave de identificacdo Aerokey 11, testes de fermentagdo, producao de gas, motilidade,
produgdo de indol, teste acido de arabinose, manitol, ornitina, H»S, lisina e sacarose, reagdo de Voges-
Proskauer (Carnahan et al., 1991).

Para Staphylococcus, foram feitas diluigdes decimais da amostra em agua peptonada e aliquotas semeadas
em agar Baird-Parker (Merck®, Alemanha) e submetidos a 35 °C por 48 h, coldnias tipicas foram contadas
e seguiram os testes de catalase, coloragdo de Gram e coagulase (Probac, Brasil). Para Vibrio
parahaemolyticus, a amostra homogeneizada foi diluida em agua peptonada salina — NaCl 3% e dilui¢Ges
seriadas até 10, submetidos a 37 °C por 24 h. Coleta da pelicula superficial do meio e semeadura em agar
Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (Merck, Alemanha), coldnias tipicas foram transferidas para agar TSI com
NaCl (3%) incubados nas mesmas condi¢des. Seguindo-se coloragdo de Gram, motilidade, testes
bioquimicos para oxidase, arginina, lisina, lactose, sacarose, arabinose, ornitina, manose, manitol, Voges —
Proskauer, gelatinase e urease.

Os resultados foram interpretados segundo a Resolugdo da Diretoria Colegiada - RDC n° 12 de 02 de
janeiro de 2001 - Regulamento técnico sobre os padrdes microbioldgicos para alimentos. Que foi atualizada
recentemente para RDC n° 331, de 23 de dezembro de 2019, que dispde sobre os padrdes microbiologicos
para os alimentos e sua aplicagdo. E complementada pela Instru¢do Normativa n°® 60, de 23 de dezembro de
2019 — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2001, 2019a, 2019b). Onde foram acrescentadas as
avaliagdes de E. coli e concentracdo de histamina e entram em vigor no prazo de um ano, a partir da data de
publicacio.

2.3 Analise de suscetibilidade a antimicrobianos

As analises de susceptibilidade in vitro dos isolados a antimicrobianos foi realizada de acordo com o
método descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute de 2015. Os antimicrobianos testados
seguiram as recomendagdes para cada grupo de organismos e incluiram: Ampicilina (AMP) 10 pg,
Gentamicina (GEN) 120 pg, Amicacina (AMI) 30 ug, Amoxilina-clavulanato (AMC) 20/10 png,
Cefuroxima (CRX) 30 pg, Cefepime (CPM) 30 pg, Cefoxitina (CFO) 30 pg, Cefotaxima (CTX) 30 pg,
Levofloxacina (LVX) 5 pg, Piperacilina (PPT) 100 ug e Sulfa-Trimetoprim (SUT) 25 pg (Laborclin,
PR, Brasil).

2.4 Analise de histamina

A identificacdo e quantificagdo de histamina foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
em equipamento HPLC proeminence (LC-10AT, SPD-M20A, CTO-20A, CBM-20A ¢ DGU-20AsR)
(Shimatzu, Japao). Detector UV-Vis PhotoDiode Array Detector (DAD) a 254 nm e coluna de fase reversa
Shim-Pack VP-ODS (250.4.6 mm, 12 nm, 4,6 um, IOOA), com loop de 20 pL. Sob gradiente de eluicdo e
fase movel Acetonitrila (Sigma-Aldrich, USA)/agua, fluxo de 1 mL/min, pressio da bomba em 50 kgf/cm?
e temperatura de 40 °C. Para extracdo, 50 g de cada amostra foi homogeneizada em equipamento tipo
Turrax NT138 (Novatecnica, Brasil). Deste homogeneizado, pesou-se 1,0 g em balanca analitica, que foi
transferido para tubo de polipropileno de 50 mL. Seguindo com a adi¢do de 2,0 mL de 4cido tricloroacético
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(TCA) a 5% mol/L (Sigma-Aldrich, USA) (European Food Safety Authority, 2011) e agitou-se em vortex
por 1 min. Submeteu-se a centrifuga 420R (Hettich, Brasil) 6 min, 4 °C e 11000 rpm e retirou-se o
sobrenadante para tubos de polipropileno 15 mL. A derivatizagdo foi segundo Ben-Gigirey et al. (1998),
com adaptacdes. A histamina foi identificada de acordo tempo de retencdo em cromatografia e comparado
a Curva Padrao, obtida a partir da dilui¢do do padrao de Histamina > 97% CsHoNj3 (Sigma Aldrich, USA)
em solucdo de acido cloridrico (HCI) 0,1 mol/L, nas concentragdes 1,0; 5,0; 25; 50; 100 e 150 mg/L. A
quantificacdo foi determinada a partir da medida das areas sob os picos cromatograficos e equagdo da
curva.

Parametros de estudo da curva - O método de quantificacdo de histamina nas amostras foi avaliado nos
termos dos parametros analiticos: linearidade, limite de detecgdo e limite de quantificacdo (LQ). A analise
das amostras foi realizada em duplicata.

2.5 Analise estatistica

Para analisar os resultados microbioldgicos, os dados foram submetidos a anélise de varidncia ANOVA e
classificacdo de médias e foram tratados pelo teste de Scott-Knott, no programa ASSISTAT Versao 7.7 beta,
ao nivel de 5% de probabilidade.

3 Resultados e discussao

As amostras exibiram coliformes a 35 °C sendo 65% (39) >10> NMP/g e variagio de
0,4.10 a>2,4.10> NMP/g (Tabela 1). Para coliformes a 45 °C 20% (12) das amostras exibiram
valores > 10> NMP/g, e variagdo de 0 a > 2,4.10> NMP/g (Tabela 2). Nio houve diferenca estatistica
significativa entre as médias. Em trés amostras foi detectada a presenca de E. coli, sendo duas da
mesma loja (R6). Também foi detectada presenca de Salmonella sp. em tré€s amostras de lojas
diferentes.

Tabela 1. Determinagdo do Numero Mais Provavel (NMP/g) de coliformes a 35 °C em amostras de sashimi de
salmio de dez restaurantes, 2017.

Local de

Coleta rA rB rC rD rE rF Média®/Desvio Padrio
R1 2,4x10? 2,4x10? 1,1x10? 2,4x10? 4,6x10 2,4x10? 1,9x10%? +0,9x10?
R2 2,4x10? 0,5x10 2,4x10? 2,1x10 2,1x10 2,4x10? 1,3x10%2 +1,2x10?
R3 2,4x10? 1,1x10? 0,9x10 2,4x10? 4,6x10 2,4x10? 1,5x10%2 + 1,0x10?
R4 2,4x10? 2,4x10? 4,6x10 2,4x10? 1,5x10 0,4x10 1,3x10%? +1,2x10?
RS 2,4x10? 2,4x10? 2,4x10? 2,4x10? 1,1x10? 2,4x10 1,8x10%2 +0,9x10?
R6 2,4x10? 2,4x10? 0,9x10 1,1x10? 1,1x10? 2,4x10? 1,6x10%2 + 1,0x10?
R7 1,5x10 2,4x10? 1,5x10 2,4x10? 4,6x10 2,4x10? 1,3x10%? +1,2x10?
RS 4,6x10 2,4x10? 0,9x10 2,4x10? 2,4x10? 4,6x10 1,4x10%2 +1,1x10?
R9 2,4x10? 2,4x10? 2,4x10? 2,4x10? 2,4x10? 1,1x10? 2,2x10%2 +0,5x10?
R10 0,9x10 2,4x10? 4,6x10 2,4x10? 1,1x102 2,4x10? 1,5x10%? +1,1x10?

Coeficiente de Variagio de coliformes a 35 °C (CV) = 26,54%. “Médias seguidas por letras iguais ndo apresentam diferenga estatistica. "Os
dados foram transformados para log X+1 para entrar na normalidade. r: repeti¢do. R: restaurante.
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Tabela 2. Determinagéo do Numero Mais Provavel (NMP/g) de coliformes a 45 °C em amostras de sashimi de
salmio em dez restaurantes, 2017.

L(‘j’f)‘l‘: t:e rA B rC D rE rF Média®/Desvio Padrio
RI 24x102  04x102  09x10  0,5x102  0,55x102  0,1x10? 0,6x10%¢  +0,9x102
R2 24x102  02x10 0,2x10 0,4x10 0,2x10 0,2x10 04x10%*  +1,0x102
R3 24x102 06x102  02x10  24x102  02x102  0,2x10? 0,9x1022  +1,.2x102
R4 24x102  0,1x10 0,1x10 0,2x10 0,2x10 0,4x10 04x10%*  +1,0x102
R5 24x102  0,5x102  09x10  0,1x102  0,7x10 0,9x10 0,5x1028  +0,9x10?
R6 24x102 02x10 0,1x10 LIx102 1,1x102 0,2x10? 0,8x1022  +0,9x102
R7 0,1x102  02x10 0,0 02x102  0,5x102  2,4x1(? 0,5x10%*  +0,9x102
RS 04x10>  0.4x10 01x10  0,5x10>  0,5x10>  02x10 02x10%¢  +0,2x102
R9 24x102 01x102  0,1x10  02x102  1,1x102  0,1x10 0,6x1022 40,9102
R10 02x102  0,1x10 0,2x10 0,1x10  05x10>  0.4x10 09x102%  +0,2x10?

Coeficiente de Variagio de coliformes a 45 °C (CV) = 49,53%. “Médias seguidas por letras iguais ndo apresentam diferenga estatistica. "Os
dados foram transformados para log X+1 para entrar na normalidade. r: repeti¢do. R: restaurante.

A elevada contagem de coliformes a 35 °C ndo implica necessariamente um risco para saude, mas
apresenta precaria qualidade sanitaria do alimento. E considerando a presenca de E. coli em amostras com
baixas contagens de coliformes a 45 °C, deve se ter atencdo redobrada aos critérios de boas praticas de
manipulacdo dos alimentos. Sendo, as contagens acima de 10> NMP/g para coliformes a 45 °C, consideradas
como em condigdes sanitarias insatisfatorias, de acordo com a RDC n.° 12/01 (Brasil, 2001).

A qualidade e infraestrutura do local de preparo de alimentos pode ter impacto na seguranga e qualidade
microbioldgica dos alimentos produzidos. Surtos causados por bactérias patogénicas tém gerado maior
atengdo a seguranca dos alimentos, especialmente quanto ao tamanho da populagdo do patogeno. Pois,
mesmo um pequeno numero de patdogenos podem resultar em contaminagdo cruzada, alimentos inseguros e
causar surtos de origem alimentar (Liang et al., 2016).

Uma vez que a infec¢do por Salmonella é possivel com apenas dez cepas viaveis (Liang et al., 2016) ¢
necessaria aten¢do redobrada a higiene e sanitizagdo de ambientes. Lee et al. (2014) relataram 298 surtos de
2001 a 2009 em um banco de dados do Centers for Disease Control and Prevention (2012) associado a
preparagdes da culinaria japonesa; dos quais, 211 foram devidos a enterite por Salmonella.

Com semelhantes resultados, Nespolo et al. (2012) ratificaram que o congelamento ¢ a melhor pratica de
armazenamento para salmido e Chauetal. (2017) destacou a necessidade de criteriosa escolha dos
fornecedores, para garantia de alimento seguro (Trafialek etal., 2017). Segundo Luizetal. (2017),
estratégias como a aplicacdo de boas praticas ndo tém sido suficientes, havendo necessidade de novas
tecnologias sanitizantes na industria de pescado, assim como, a busca por produtos bactericidas com agéo
sobre microrganismos patogénicos emergentes e que sejam seguros sob o ponto de vista quimico. Igualmente
¢ importante a avaliacdo da viabilidade de medidas para eliminagdo eficiente de Salmonella nos alimentos,
considerando a matriz alimentar, a forma de consumo dos alimentos e parametros econdmicos.

A populagio encontrada de Staphylococcus coagulase negativa variou de <20 a 5,0x10* UFC/g, ndo tendo
sido identificado Staphylococcus coagulase positiva (Tabela 3). Nao houve diferenca estatistica significativa
entre as médias por local de coleta. A presenca de Staphylococcus, Salmonella sp. e E. coli indicam a
condig@o higiénica geral do alimento, e as duas Ultimas a contaminagdo por fezes ou efluentes (Vieira,
2003).Raramente os Staphylococcus coagulase negativa causam doencas em individuos sadios, mas sdo
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considerados micro-organismos oportunistas em hospedeiros imunologicamente imaturos ou comprometidos
(Medeiros et al., 2008), sendo de elevada importincia garantir o minimo de contaminagdo por
Staphylococcus coagulase negativo dos alimentos (Becker et al., 2014; Liang et al., 2016).

Tabela 3. Unidades Formadoras de Colonia (UFC/g) de Staphylococcus coagulase negativa em amostras de sashimi
de salmao de dez restaurantes, 2017.

Local de

Coleta rA rB rC rD rE rF Média"/Desvio Padrio
R1 1,7x10* <20 2,1x10° <20 <20 <20 3,2x10%2 +7,0x10°
R2 2,0x10* <20 2,4x10? 4,3x10° 4,3x10° <20 4,6x10%2 +7,0x10°
R3 8,0x10° <20 1,2x103 5,0x10* <20 <20 1,0x1042 +20x10°
R4 8,0x10° <20 4,6x10° <20 4,2x10? <20 2,2x10%2 +3,0.x103
RS 3,2x10° <20 <20 6,3x10? <20 2,1x10? 0,7x10%2 + 1,0x10°
R6 3,1x10° <20 1,1x103 6,0x103 7,3x10° <20 3,0x1032 +3,0x10°
R7 6,0x10° <20 6,4x10° 1,3x10° 2,2x10° <20 3,0x10%2 +3,0x10°
RS 1,4x10° <20 6,1x10? 3,0x10? <20 <20 0,4x10%2 +0,5x10°
R9 1,8x103 <20 1,8x103 7,5x10? <20 <20 0,7x1032 +1,0x10°
R10 5,0x10° <20 <20 6,0.x103 7,0x10° <20 3,0x10%2 +3,0x10°

Coeficiente de Variagio (CV) = 48,77%. *Médias seguidas por letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica. °Os dados foram
transformados para log X+1 para entrar na normalidade. r: repeti¢do. R: restaurante.

Foi identificada Aeromonas spp. em 95% (57) das amostras analisadas, obtendo-se 66 isolados, destes
91% (60) A. hydrophila e 9% (6) A. caviae (Tabela 4). Nao foi identificado V. parahaemolyticus nas amostras
de sashimi de salmao.

Tabela 4. Espécies de bactérias do género Aeromonas isoladas de amostras de sashimi de restaurantes, 2017.

Restaurantes
Espécies R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 RS R9 R10  Total
A. hydrophila 5 7 6 6 5 7 6 7 5 6 60
A. caviae 0 0 1 0 3 1 0 0 1 0 6
Total 5 7 7 6 8 8 6 7 6 6 66

No Brasil, ndo ha critério de pesquisa para Aeromonas em produtos carneos consumidos crus (Brasil,
2001), mas sua presenca em alimentos constitui um perigo para a saide humana (Nespolo et al., 2012). A
contaminagdo ambiental e a natureza psicrotréfica das cepas (Chau et al., 2017) permitem a identificagdo de
células viaveis em produtos sob refrigeragdo e podem explicar nossos resultados.

Aeromonas sao patogé€nicas para peixes e patdgenos emergentes em humanos; frequentemente presentes
no esgoto bruto ou tratado, lama, aguas estuarinas e praias, sdo tolerantes a alta salinidade (Cantas et al.,
2012) e a concentragdes de cloro, usadas para dgua potavel (Ghenghesh et al., 2008), sendo a 4gua um veiculo
de contaminagdo.

Estudos mostraram que o uso combinado de mecanismos saneantes pode ser efetivo no controle da
populagdo bacteriana. Segundo Al-Qadiri et al. (2016), o uso de 4gua eletrolisada acida com cloro, disponivel
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de 10-20 mg/L, pode ser util na redugdo da contaminacdo por A. hydrophila e V. parahaemolyticus em
mexilhdes e na assisténcia ao controle de higiene da produgéo, sem prejuizo a qualidade do alimento.

A. hydrophila pode ser causa de infec¢des fatais em humanos (Del Castillo et al., 2013), como causa de
DTA, osteomielite, meningite, septicemia e infec¢des da pele e do trato urinario, especialmente em pacientes
imunocomprometidos (Cantas et al., 2012). A. caviae, A. hydrophila e A. sobria estdo associados a diarreia
em criancas (Qamar et al., 2016). Portanto, ¢ imperativo inclui-los na avaliagdo microbioldgica de alimentos
como o pescado (Herrera et al., 2006).

A ndo identificagdo de V. parahaemolyticus pode ser devido a sua fragilidade a frio, que as transforma em
estado ndo cultivavel (Shi et al., 2017; Huang et al., 2018) e contrasta com sua ampla presen¢a no ambiente
marinho. No entanto, o 4gar TCBS utilizado para analise ¢ um meio seletivo para isolamento e cultivo de
espécies de Vibrio sugerindo a possivel presenca de Vibrio sp. (Kaysner et al., 1987). 10 das 38 espécies de
Vibrio sp. sdo patogénicas (Alaboudi et al., 2016).

Miguéis et al. (2015) verificaram cepas ndo patogénicas de Vibrio em sashimi e sugeriram a presenga de
patdogenos. A carga microbiana inicial ¢ influenciada pelo armazenamento e exposicdo dos alimentos,
refletindo sua carga final e possivel causa da DTA (Meretro et al., 2016).

Nos testes de suscetibilidade antimicrobiana, as cepas de E. coli isoladas de trés amostras de sashimi foram
sensiveis a CPM, CTX, LVX, PPT e SUT, apresentando resisténcia a AMP, GEN, AMI ¢ AMC. As trés
cepas de Salmonella sp. foram sensiveis a AMC, CPM, CFO, CRX, GEN, LVX e PPT; e apenas foi resistente
a AMI, a AMP e a SUT. As cepas de Aeromonas apresentaram maior resisténcia aos antimicrobianos
testados, sendo a AMP (97%), a CRX (90,9%), a AMC (77,3%) ¢ CFO (74,24%). Por outro lado, 81,8%
destas cepas foram sensiveis ao CPM (Figura 1).
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Figura 1. Resultado dos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos de isolados de sashimi de salmao. (A) Analise
de comportamento dos isolados de Escherichia coli aos antimicrobianos; (B) Analise de comportamento dos isolados
de Salmonella sp. aos antimicrobianos; (C) Analise de comportamento dos isolados de Aeromonas spp. aos
antimicrobianos.
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O uso indiscriminado de drogas na aquicultura pode afetar organismos e habitat, e produzir pressao
seletiva, resisténcia a drogas e consequéncias negativas para o tratamento posterior de outras possiveis
infeccdes (Marti et al., 2014). E. coli ndo apresenta resisténcia intrinseca a p-lactdmicos. No entanto, pode
apresentar resisténcia adquirida. Carvalho etal. (2016), mostraram cepas de E. coli, originarias de
caranguejos, resistentes a AMP e GEN, para além de multirresisténcia aos demais antimicrobianos testados.

O mecanismo de resisténcia aos -lactimicos geralmente ocorre por agdo das f-lactamases, comuns entre
os isolados de E. coli em alimentos de origem animal (Carvalho et al., 2016). No ambiente marinho, a familia
Vibrionaceae ¢ naturalmente resistente a AMP (Radu et al., 2003); assim, a transferéncia de plasmideo, que
apresenta a sua resisténcia natural, produz bactérias resistentes aos medicamentos (Marti et al., 2014).

Para Salmonella sp. e Shigella sp., aminoglicosideos, cefalosporinas e cefamicinas podem apresentar
eficacia in vitro, mas sdo clinicamente ineficazes. Estes microrganismos ndo possuem resisténcia intrinseca
aos P-lactamicos. Portanto, a resisténcia identificada 8 AMP pode refletir na aquisi¢do por interagdo
microbiana e troca de plasmideos (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2015).

Residuos de antimicrobianos em areas de aquicultura e arredores tém sido associados a presenga de genes
codificados por plasmideos, determinacdo de bactérias multirresistentes, transferéncia de resisténcia entre
micro-organismos ¢ manuten¢do do perfil bacteriano em produtos de pesca (Buschmann et al., 2012).
Plasmideos e transposons estdo relacionados a isolados clinicos e ambientais de Aeromonas spp. Que
apresentam resisténcia a antimicrobianos (Jacobs & Chenia, 2007).

No ambiente aquatico € possivel o compartilhamento de plasmideos, integrons e elementos conjugativos
integrativos geneticamente relacionados com peixes, moluscos e patdgenos humanos, € os peixes constituem
um veiculo para o carreamento de microrganismos multirresistentes (Garcia-Aljaro et al., 2014).

Na aquicultura, fatores como a densidade da cultura e espécies suscetiveis a doengas estdo relacionados a
transmissdo e difusdo de infecgdes (Cabello et al., 2016). Para a salmonicultura chilena, foram utilizadas
557,2 toneladas de antimicrobianos em 2015 e 382,5 t em 2016, sendo 95% administrados no mar e 4,5% em
agua doce. (Chile, 2018), contribuindo para o aumento da resisténcia de Aeromonas spp. no ambiente
(Pablos et al., 2009). Portanto, seu uso deve estar associado aos dados de suscetibilidade para a bactéria alvo.

Embora o uso racional de antimicrobianos seja o objetivo da Organizagdo Mundial de Saude, o uso
permanece agressivo. A resisténcia de Aeromonas, a varios antimicrobianos encontrada nas amostras
recolhidas, pode ser devida ao salmdo consumido no Brasil ser originario do Chile. Em 2016, o salmdo foi
um dos principais produtos exportados do Chile para o Brasil, totalizando US $ 438 milhdes (Brasil, 2017).

Os valores encontrados para o indice de resisténcia multipla a antibidticos (MAR) variaram de 0,18 a 1,00
e mostraram a multirresisténcia de 100% de isolados de Aeromonas, 33% de E. coli e 33% de Salmonella sp.
Duas cepas de Aeromonas foram resistentes a nove dos onze antimicrobianos, € uma cepa apresentou
resisténcia a todos os antimicrobianos testados (MAR = 1,00) (Tabela 5).

Tabela 5. Indice de Multipla Resisténcia aos Antimicrobianos (MAR) de Aeromonas sp., Escherichia coli e
Salmonella sp. provenientes de sashimi de salmao, 2017.

N (%)
(m)
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 T
Aeromonas sp. 4 (6) 5(7 10(15 9(17) 1624 12(18) 7(11) 2(3) - 1(11) 66
E. coli - - 1(33) - - - - - - - 3
Salmonella sp. 1(33) - - - - - - - - - 3
Indice MAR 0,18 0,27 0,36 0,45 0,54 0,63 0,72 0,81 - 1,00 -

n: Numero de antimicrobianos. N (%): Numero de isolados que apresentam resisténcia ao “n” de antimicrobianos e respectiva porcentagem.
T: Ntmero total de isolados testados.
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Alteragdes genéticas em micro-organismos aquaticos e transferéncia horizontal sdo mecanismos decisivos
para a multirresisténcia antimicrobiana e podem ser consequéncia do transporte de seus residuos pelas
correntes marinhas (Buschmann et al., 2012; Yano et al., 2014). Por exemplo, fatores de viruléncia, como
citotoxinas geneticamente similares a toxina E. coli shiga, foram exibidos em plasmideos de Aeromonas
(Pablos et al., 2009). A multirresisténcia com indices > 0,2 e <0,2 estd associada ao uso ocasional de
antimicrobianos (Adeleke & Omafuvbe, 2011).

Da mesma forma, Dib etal. (2018), em analises de sardinha e camardo, observaram uma elevada
percentagem de multirresisténcia dos isolados de E. coli, e a associaram a um alto grau de manipulagdo de
peixes no ambiente de vendas. Além disso, é importante enfatizar que E. coli e outras Enterobacteriaceae sdo
produtores de histamina em peixes marinhos, envolvidos com intoxicacdo alimentar escombroides.

Na producao de salméo chileno, a administracdo de antimicrobianos ¢ inadequada e resulta em alteragdes
na biodiversidade de sedimentos e aguas no entorno de sistemas abertos de aquicultura (Watts et al., 2017).
Portanto, medidas de uso controlado desses compostos sdo necessarias para minimizar esses riscos sem
comprometer a aquicultura.

Os resultados sugerem a aquisicdo de matéria-prima contaminada, armazenamento inadequado e
contamina¢@o cruzada nos procedimentos de producdo. A sensibilidade reduzida as drogas testadas indica
uma diminui¢do na gama de terapéuticas de possiveis infec¢des transmitidas por esses alimentos. E vital que
a populagdo tenha acesso as informagdes, que os surtos sejam notificados, que as agéncias fiscalizadoras
deem atencdo a prevencgdo de DTA e ao controle e inspe¢do de pescado.

Elevados indices de multirresisténcia, de micro-organismos presentes em alimentos, mostram-se um risco
a satide humana. E importante que investigagdes em alimentos, especialmente se consumidos crus como
sashimis e sushis, assim como investigagdes de origem de multirresisténcia e suas possiveis relacdes com
infeccdes e seus agravos em humanos (Smith et al., 2008; Dias et al., 2010). Sendo o controle sanitario de
estabelecimentos e alimentos, através de implementagdo de legislagdo (Fortaleza, 2019) um importante passo
de seguranga de alimentos, visando a protecao a satide da populacdo.

Das 60 amostras analisadas, 47% (28) apresentaram concentragdes de histamina detectaveis pelo método,
com variacdo de 44,06 = 0,74 a 505,46 + 8,83 mg/kg ¢ média de 208,78 mg/kg (LQ > 38,67 mg/kg). Dentre
elas, 35% (21) das amostras apresentaram concentragdes > 100 mg/kg (Mercado Comum Sulamenricano,
1994; Brasil, 1997); e 10% (6) entre 50 e 100 mg/kg. Portanto 45% (27) das amostras apresentaram
concentracdes acima de 50mg/kg - limite preconizado pela Food and Drug Administration (2011), apenas
uma amostra dentro do LQ apresentou concentracdo de 44,06 =+ 0,74 mg/kg, inferior ao limite (Tabela 6).

Tabela 6. Niveis de histamina em amostras de sashimi de salméo (Salmo salar) de dez restaurantes, 2017.

Local de rA rB rC rD rE rF
coleta CA +dp CA £ dp CA+dp CA +dp CA =dp CA +£dp

R1 Nd 137,85+ 4,12 Nd Nd Nd Nd
R2 114,46 £ 1,36 Nd Nd 394,20 +22,56 374,68 £2,37 94,06 £ 2,60
R3 147,64 + 2,90 Nd Nd 102,53 £ 2,07 117,76 + 3,07 157,63 £ 3,55
R4 339,33+ 0,93 Nd Nd Nd Nd 73,52 £ 3,62
RS 456,29 £3,71 Nd Nd Nd Nd Nd
R6 Nd Nd Nd 427,53 £4,26 Nd Nd
R7 90,20 + 1,81 Nd Nd 124,75 £ 3,22 244,09 £9,27 Nd
RS 64,05+ 0,91 78,59 + 0,03 Nd Nd 274,49 £ 3,66 338,89+ 0,92
R9 Nd 316,59 + 6,45 230,39 £ 5,01 182,89 £ 0,15 52,99 + 1,85 44,06 + 0,74
RI10 Nd 175,36 +£3,98 Nd 505,46 + 8,83 323,48 +0,14 Nd

R: restaurantes. r: repeticdo. CA: concentrag¢do do analito. dp: desvio padrdo. Nd: ndo detectavel.
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As elevadas concentragdes de toxinas representam riscos para a saude de seus consumidores, constituindo-
se alimentos veiculadores de escombrotoxina e corroboram com os niveis encontrados por Chen et al. (2010).
Os niveis de histamina entre peixes e dentro de um peixe individual podem ser muito variaveis. Por este
motivo a Food and Drug Administration (2011) estabeleceu o nivel de 50 mg/kg ou PPM de histamina na
porcdo edivel de peixe, considerando que, se esta quantidade for encontrada, existe a possibilidade de em
outras porg¢des, a concentragdo ultrapassar 500 mg/kg.

As bactérias histamina-positivas tais como: Proteus, Enterobacter, Serratia, Citrobacter, E. coli,
Clostridium, Vibrio, Acinetobacter, Pseudomonas ¢ Photobacterium (Tsai et al., 2004), estdo associadas a
condi¢des de higiene e temperatura inadequadas de alimentos. A Food and Drug Administration (2011)
recomenda o uso de temperaturas < 4,4 °C para controle de produ¢do de histamina (escombrotoxina),
considerando a ocorréncia desta producdo a temperaturas > 5 °C e associada a presenga de
Photobacterium spp. em alimentos (Kanki et al., 2004; Bjornsdottir-Butler et al., 2016).

Bactérias histamina-positivas multiplicam-se rapidamente a temperaturas superiores a 20 °C, e apresentam
temperatura 6tima de crescimento de aproximadamente 32 °C (Food and Drug Administration, 2011; World
Health Organization, 2017). Souzaetal. (2015) avaliando amostras de sushi, encontraram elevadas
contagens de coliformes a 45 °C e salientaram que o crescimento deste subgrupo reflete a reduzida aplicagdo
de boas praticas de produgdo de alimentos.

Os niveis de histamina responsaveis pelos surtos de intoxicacdo sdo muito varidveis e baixos niveis
eventualmente podem causar sintomas em individuos sensiveis. Uma dificuldade em definir uma dose toxica
especifica ¢ devida a presenca de outras aminas biogénicas nos alimentos envolvidos, que podem
potencializar os efeitos adversos da histamina (Comas-Basté et al., 2009).

4 Conclusoes

As amostras de sashimi de salmio analisadas apresentaram condigdes higiénicas e sanitarias
insatisfatorias, com a presenca de elevadas contagens de coliformes a 45 °C, alta carga de Staphylococcus
coagulase-negativo, identifica¢do das bactérias patogénicas E. coli e Salmonella sp. e presenga de bactérias
emergentes como A. hydrophila e A. caviae.

Verificou-se multirresisténcia de cepas, principalmente das cepas de Aeromonas. Cepas de E. coli e
Salmonella sp. isoladas apresentaram resisténcia principalmente ao ampicilina. E, ainda, elevadas
concentragdes de histamina, sdo capazes de causar sintomas de intoxicagdo escombroide e, portanto, devem
ser controladas e serem consideradas como uma preocupagdo para a saude dos consumidores.
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