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RESUMO

LINK, DANIELLA TOSTA, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, outubro de 2023.
Qualidade microbiolégica e perfil de resisténcia antimicrobiana de isolados de
Escherichia coli de camardes comercializados em feiras livres na Regido da
Grande Vitoria, Espirito Santo. Orientador: Gabriel Augusto Marques Rossi, Co-
orientadora: Marita Vedovelli Cardoso.

A seguranca do alimento é uma preocupacao global, e a analise microbioldgica de
alimentos vendidos em feiras livres é de extrema importancia para garantir a saude
dos consumidores. O camardo é um alimento altamente valorizado devido ao seu
sabor, seu valor nutricional e sua relevancia cultural, especialmente em paises com
regides costeiras, porém é um alimento de alta taxa de perecibilidade que requer
armazenamento e manuseio cuidadosos para garantir sua qualidade e seguranca.
Este estudo objetivou verificar a qualidade microbiolégica de camarbes
comercializados em feiras livres da Grande Vitéria no Espirito Santo, que inclui os
municipios de Vitoria, Vila Velha e Serra, e verificar o perfil de resisténcia
antimicrobiana dos isolados de Escherichia coli obtidos. Foram coletadas 30 amostras
de camardes frescos, sendo 10 de cada municipio, e analisadas quanto as contagens
de bactérias mesdfilas, psicrotroficas e enterobactérias. Conforme o International
Comission of Microbiological Specification of Foods (ICMSF), os valores méaximos de
contagem sugeridos tanto para meséfilos quanto para psicrotréficos é de 10° UFC/g.
Todas as médias das amostras analisadas tiveram um resultado superior ao
estipulado pelo ICMSF, enquanto para enterobactérias, os limites também excederam
o valor de 10* UFC/g estipulado pelo Centre of Food Safety (CSF). Além disso, das
30 amostras, 9 apresentaram col6nias sugestivas de E. coli. Dos isolados sugestivos
de E. coli, 6 (66,66%) isolados se mostraram resistentes & Amoxicilina + Acido
Clavulanico (AMC), 5 (55,55%) isolados eram resistentes a Ampicilina (AMP) e
Ciprofloxacina (CIP), 3 (33,33%) isolados resistentes a Fosfomicina (FOS) e 2
(22,22%) isolados resistentes a Tetraciclina (TET). Esses resultados indicam um
problema significativo na seguranca do alimento e resisténcia a antibiéticos nos
camardes vendidos nas feiras livres da Grande Vitdria, 0 que pode representar um
risco para a saude dos consumidores. Para assegurar a qualidade dos camardes

vendidos em feiras e reduzir os riscos associados ao seu consumo, é essencial adotar



medidas de controle rigorosas, incluindo inspec¢des regulares nos estabelecimentos,

capacitacdo dos vendedores e rastreabilidade completa do produto.

Palavras chaves: Seguranca do alimento; saude do consumidor; bactérias

patogénicas.



ABSTRACT

LINK, DANIELLA TOSTA, M.Sc, University of Vila Velha — ES, Outubro de 2023.
Microbiological quality and antimicrobial resistence profile of Escherichia coli
isolates from shrimp sold at open-air markets in the Greater Vitéria region,
Espirito Santo. Advisor: Gabriel Augusto Marques Rossi, Co-advisor: Marita Vedovelli
Cardoso.

Food safety is a global concern, and the microbiological analysis of foods sold in open
markets is crucial to ensure consumer health. Shrimp is a highly valued food due to its
taste, nutritional value, and cultural significance, especially in countries with coastal
regions. However, it is a highly perishable food that requires careful storage and
handling to ensure its quality and safety. This study aimed to assess the
microbiological quality of shrimp sold in open markets of Greater Vitéria in Espirito
Santo, which includes the municipalities of Vitéria, Vila Velha, and Serra, and to check
the antimicrobial resistance profile of isolated Escherichia coli strains. 30 fresh shrimp
samples were collected, 10 from each municipality, and analyzed for mesophilic,
psychrotrophic, and enterobacteria counts. According to the International Commission
of Microbiological Specification of Foods (ICMSF), the maximum count values
suggested for both mesophiles and psychrotrophs are 10° CFU/g. All average samples
analyzed exceeded the ICMSF stipulated values, while for enterobacteria, the limits
also exceeded the 10* CFU/g value set by the Centre of Food Safety (CSF). Moreover,
out of the 30 samples, 9 showed colonies suggestive of E. coli. Of the suggestive E.
coli isolates, 6 (66.66%) were resistant to Amoxicillin + Clavulanic Acid (AMC), 5
(55.55%) were resistant to Ampicillin (AMP) and Ciprofloxacin (CIP), 3 (33.33%) were
resistant to Fosfomycin (FOS), and 2 (22.22%) were resistant to Tetracycline (TET).
These results indicate a significant issue in food safety and antibiotic resistance in
shrimp sold in the open markets of Greater Vitéria, posing a risk to consumer health.
To ensure the quality of shrimp sold in markets and reduce associated consumption
risks, it's essential to adopt strict control measures, including regular inspections,

vendor training, and full product traceability.

Keywords: Food Safety; Consumer health; Pathogenic Bacteria



1. INTRODUCAO

A dieta humana é profundamente influenciada pelo consumo de pescado e
seus derivados, que sdo conhecidos por seu alto teor de proteinas e outros nutrientes
essenciais. A relevancia econémica global desses produtos é ressaltada pelo aumento
de sua disponibilidade no mercado alimenticio (Barbosa et al., 2016; Sanjee et al.,
2016; Garlock et al., 2020).

No Brasil, em 2019, a aquacultura destinada ao consumo humano produziu
notaveis 760.000 toneladas, representando um crescimento de 25% nos ultimos cinco
anos (Valenti et al., 2021), enfatizando ainda mais seu papel fundamental.

Dentre os diversos tipos de pescado, os camardes se destacam, sendo
amplamente comercializados e consumidos, principalmente em regifes litoraneas
(Cornejo-Granados et al, 2018, FAO, 2022). Em 2021, o mercado global de camarfes
foi estimado em USD 53,91 bilhdes, e projecbes indicam um crescimento de
aproximadamente 5,2% entre 2022 e 2030 (FAO, 2022).

No contexto brasileiro, a pesca de camardes vai além de sua mera dimensao
econdmica; ela também abraca valores sociais, culturais e histéricos (Branco, 2005).
No entanto, € importante reconhecer que o consumo de pescado in natura ou
preparado de forma inadequada tem sido associado a surtos de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA) (Barret et al., 2017). A contaminagédo do pescado
pode ocorrer em Vvarias etapas, desde a captura até a comercializacao (Sanjee et al.,
2016).

As DTAs representam uma preocupacao relevante para autoridades de saude
publica, industrias alimenticias e a populacdo consumidora (Hughes et al., 2007). Nos
Estados Unidos, entre 1975 e 1995, o pescado figurou como o alimento mais
frequentemente implicado em surtos alimentares, sublinhando a ameaca a saude
publica (Jain et al., 2008). E notavel que surtos de DTAs possam ser desencadeados
pelo consumo de alimentos que, apesar de aparentemente normais em termos de
aparéncia, odor e sabor, podem conter niveis de carga bacteriana insuficientes para
causar alteracbes sensoriais perceptiveis (Oliveira et al.,, 2010). Os sintomas das
DTAs variam, mas frequentemente incluem diarreia, vémitos, febre, dor abdominal e

perda de apetite (Brasil, 2022).



Em comunidades com infraestrutura sanitaria precaria, surtos de diarreia séo
comuns e frequentemente associados ao consumo de alimentos com alta carga
microbiolégica, como o pescado (Gongalves et al., 2008). A doenca pode resultar da
manipulagéo inadequada, falhas na conservagéo e armazenamento do produto, bem
como das condi¢cdes microbiologicas da agua de cultivo ou pesca. Nos Estados
Unidos da América, cerca de 3% das DTAs séo atribuidas aos pescados (Barret et al.,
2017).

No entanto, o perfil epidemiolégico das DTAs ainda ndo € completamente
compreendido devido a falta de dados publicados sobre os agentes etioldégicos mais
comuns, alimentos frequentemente associados e grupos de maior risco, entre outros
fatores que contribuem para a ocorréncia de surtos (Oliveira et al., 2010). Mesmo
qguando disponiveis, esses dados muitas vezes nao refletem a realidade devido a
subnotificacao.

Um fator que potencialmente agrava a qualidade de alimentos de origem animal
€ a venda em feiras livres ou estabelecimentos de rua, onde geralmente sdo
comercializados sem refrigeragdo, manipulagéo e conservacéao corretas. Alimentos in
natura vendidos em mercados publicos e feiras livres podem veicular patdgenos,
colocando em risco a saude do consumidor (Jain et al., 2008). A qualidade da agua e
do gelo usados na conservacéao € crucial para a qualidade do pescado, uma vez que
a adgua contaminada pode comprometer todo o processo produtivo (Sanjee et al.,
2016).

Além disso, alimentos contaminados por bactérias patogénicas, além de
representarem um risco a saude publica, podem também veicular genes relacionados
a resisténcia aos antimicrobianos, constituindo um problema adicional para a saude
humana (Cordeiro et al., 2020). Escherichia coli, um comensal da microbiota
gastrointestinal humana e animal, € um microrganismo comumente associado a
resisténcia aos antimicrobianos em alimentos (Van et al.,, 2008). A colonizagao
humana por E. coli resistentes aos antimicrobianos pode ocorrer através do contato
direto com animais que estdo em uso de antibidticos, pelo consumo de alimentos
contaminados e até mesmo pelo ambiente circundante (Hammerum e Heuer, 2009).

Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade
microbiologica e o perfil de resisténcia dos isolados de E. coli em amostras de

camardes comercializados em feiras livres da Grande Vitéria, no Espirito Santo. Essa



pesquisa busca contribuir para uma compreensdo mais profunda dos riscos
associados ao consumo de camardes, fornecendo insights importantes para a

seguranca dos alimentos e para a saude publica.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Importéancia do Pescado na Alimentagé&o

A aquacultura tem adquirido extrema importancia e tem experimentado um
rapido crescimento no fornecimento de proteina para o consumo humano (Ahmda et
al., 2021; FAO, 2022). O Brasil, que detém vasto potencial para a expansao da pesca
e aquacultura, ocupa atualmente a 132 posicdo mundial na producdo de peixes em
cativeiro e a 82 posicdo em relagdo aos peixes de agua doce (Embrapa, 2020). E
relevante notar que o Brasil ja foi o segundo maior produtor de aguacultura na América
Latina (De Oliveira et al., 2017; Saint-Paul, 2017).

O pescado e seus derivados, incluindo os produtos processados, representam
uma excelente fonte de proteinas de alta qualidade. Diversas evidéncias respaldam
os beneficios do seu consumo para a saude humana (Telle-Hansen et al., 2012;
Aadland et al., 2015; FAO, 2022). O consumo de pescado € recomendado em dietas
saudaveis e esté inversamente relacionado a ocorréncia de doencgas coronarias fatais
(He et al., 2004).

No estudo de Aadland et al. (2015), que envolveu 20 individuos considerados
saudaveis, as dietas incluiram 60% de proteina de pescado com baixo teor de gordura
durante 4 semanas. Esse regime resultou na reducéo das taxas de triglicerideos, na
proporcdo elevada de colesterol total para a lipoproteina de alta densidade (HDL) e
na prevencdo do aumento da lipoproteina de baixa densidade (VLDL), em
comparacao com os resultados obtidos apds 4 semanas de dieta com proteina de
outras fontes animais, como exemplo a carne bovina.

Apesar dos inumeros beneficios associados ao consumo de pescado, uma
preocupacao primordial para a populacdo é assegurar a qualidade e a seguranca
desse alimento (Prabhakar et al., 2020). Devido a alta quantidade de agua e ao pH
proximo da neutralidade encontrados no pescado, em comparagdo com outros
produtos de origem animal (Masniyom, 2010), o pescado tem adquirido grande

relevancia na transmissao de DTAs, especialmente quando consumido in natura,



devido a presenca de microrganismos patogénicos de origem entérica provenientes

de aguas contaminadas por dejetos (Swanson et al., 2011).

2.2. Doencgas Transmitidas pelo Pescado

Doencas e mortes causadas por alimentos contaminados ocorrem
frequentemente em escala global. A maioria desses casos resulta, muitas vezes, da
manipulagéo e preparagao inadequada dos alimentos por consumidores, afetando um
namero desconhecido de pessoas, visto que raramente é reportado as autoridades.
Isso faz com que a real dimensédo do problema ndo seja conhecida (WHO, 2017
Madigan et al., 2016).

A propagacéo global das DTAs ocorre principalmente devido a contaminagéo
microbiana de alimentos, seja de origem animal ou vegetal, e da agua (Soragni et al.,
2019). Surtos de DTAs séo identificados quando pessoas que consumiram o mesmo
alimento contaminado por microrganismos patogénicos, suas toxinas ou substancias
quimicas apresentam sintomas em comum (BRASIL, 2020).

Os patogenos de origem alimentar incluem uma grande variedade de bactérias,
virus, parasitas e prions (Machado, 2013). Os sintomas mais comuns podem incluir
nausea, vomitos, diarreia e dor no estdbmago (Welker et al.,, 2009). Entre os
microrganismos mais frequentemente associados a doencas alimentares bacterianas
estdo Salmonella spp., E. coli, L. monocytogenes, Vibrio spp., Yersinia spp., C.
botulinum, S. aureus e Aeromonas spp. (Fernandes et al.,, 2018; Forsythe, 2013;
Novoslavskij et al., 2016; Vaiyapuri et al., 2019).

Em uma pesquisa recente da Secretaria de Vigilancia e Saude (BRASIL, 2022),
ocorreram 6.347 surtos de DTAs no periodo entre 2012 e 2021. Das 610.684 pessoas
expostas, 104.839 ficaram doentes (17,16%). Somente 2.126 surtos foram
conclusivos, e 1,9% deles foram atribuidos a produtos derivados do pescado. Dos
agentes etiologicos identificados (N=1.559), 2,8% foram causados pela E. coli
enteropatogénica (EPEC).

Welker et al. (2009) observaram que os alimentos contaminados mais
frequentes em surtos (36%) eram produtos carneos, com 14% atribuidos ao pescado
€ a carne suina juntos.

O pescado desempenha um papel relevante na transmissédo de DTAS, como

estimado pela European Food Safety Authority e pelo Centre for Disease Prevention



and Control (ESFA e CDC, 2021). Em seu relatorio de zoonoses de 2020, mencionam
gue um dos alimentos mais frequentemente associados aos surtos de DTAS,

envolvendo estados membros da Unido Europeia, sédo os pescados e seus derivados.

2.3.Processo de Deterioracdo do Pescado

Os musculos de animais classificados como pescados sao ricos em proteinas,
lipidios, agua, carboidratos, minerais, extratos organicos e acidos nucleicos. No
entanto, essa composicdo varia de acordo com as espécies, tornando-os mais
suscetiveis a deterioracdo em comparacdo com 0s musculos de mamiferos. Devido a
alta quantidade de 4gua e aminoacidos livres, além da menor quantidade de tecido
conectivo em comparagcdo com outras carnes, 0 pescado possui uma taxa de
deterioracdo mais elevada (Laorenza et al., 2022; Masniyom, 2010).

Para determinar o frescor do pescado, o decreto de nimero 10.468/20, também
conhecido como Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA), em seu artigo 210, estabelece que, respeitadas as
particularidades de cada espécie, devem ser verificadas caracteristicas sensoriais.
Por exemplo, em crustaceos, essas caracteristicas incluem: a) aspecto geral brilhante
e umido; b) corpo em curvatura natural, rigida, articulos firmes e resistentes; c)
carapaca bem aderente ao corpo; d) coloracdo propria da espécie, sem qualquer
pigmentacado estranha; e) olhos vivos e proeminentes; f) odor préprio e suave; e g) ho
caso de lagostas, siris e caranguejos, devem estar vivos e vigorosos (BRASIL, 2020).

A microbiota do pescado € composta por diversas espécies bacterianas,
incluindo géneros como Pseudomonas, Alcaligenes, Vibrio, Serratia e Micrococcus,
entre outros. A multiplicacdo microbioldgica no pescado gera diferentes compostos,
como alcoois, aminos biogénicos, acidos organicos, aldeidos e cetonas (Guerrero-
Legarreta, 2009). Em pescado ndo conservado, a deterioracdo geralmente é causada
por bactérias Gram-negativas fermentativas, como as da familia Vibrionaceae, que
comeca entre 0 1° e 0 2° dia. Em pescado refrigerado, as bactérias responsaveis pela
deterioracdo sdo as Gram-negativas psicrotréficas, como as Pseudomonas spp. e
Shewanella spp. (Amuna, 2014; Nielsen et al., 2016; Swanson et al., 2011).

Devido a caracteristica de serem animais ectotérmicos e a capacidade de
adaptacao de sua microbiota a temperaturas mais baixas, os peixes ndo acumulam

glicogénio, acelerando assim o processo post mortem em relagdo aos animais



endotérmicos. Por outro lado, os crustaceos liberam enzimas proteoliticas quando sé&o
pescados, iniciando o processo de autdlise, 0 que resulta na perda da qualidade
sensorial (Swanson et al., 2011). Essa rapida deterioracdo torna o pescado mais
suscetivel a veicular DTAs. O conhecimento da viruléncia das bactérias presentes &
crucial para a saude humana, uma vez que podem causar desde enfermidades leves

até a morte dos individuos (Letchumanan et al., 2015).

2.3.1. Bactérias Mesofilas

As bactérias mesodfilas compreendem um grupo constituido por
Enterobacteriaceae, Clostridium, Streptococcus, entre outras. Dentre essas, as
enterobactérias Salmonella spp. e E. coli sdo de grande relevancia para a saude
humana, pois podem causar infec¢des ou intoxicagcdes intestinais e urinarias, podendo
até mesmo levar a morte (Furlan et al., 2017).

A contagem de microrganismos aerdbios mesofilos tem sido amplamente
utilizada para avaliar a qualidade microbiol6gica dos alimentos (Barcellos et al., 2016;
Bordignon et al., 2010; Da Silva Pens et al., 2020) e serve como indicador da higiene
dos produtos. Quando detectados em numeros acima do limite de recomendacao,
esses microrganismos indicam falhas nas praticas de higiene durante a producéo
(Cardoso et al., 2000).

Os microrganismos mesofilos sdo ativos em temperaturas préximas a ambiente,
com crescimento entre 20°C e 40°C, sendo sua temperatura ideal de crescimento de
37°C (ICMSF, 1986; Saeki e Masumoto, 2010; DA Silva Pens et al., 2020).

Conforme Da Silva et al. (2017) descreveram, a técnica de contagem padrao
de bactérias mesofilas ndo diferencia as bactérias presentes, mas avalia a qualidade
do produto e as praticas de manipulagéo e fabricacao.

O limite aceitavel de microrganismos mesoéfilos em pescados, como 0 camarao
in natura, é de 5x10° UFC/g, conforme estipulado pela International Commission of
Microbiological Specifications for Foods (ICMSF). A deterioracdo do pescado é
geralmente detectada quando a contagem de bactérias causadoras de deterioracao
atinge valores acima de 107 UFC/g (ICMSF, 1986; Swanson et al., 2011).
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2.3.2. Bactérias Psicrotroficas

Microrganismos psicrotréficos sdo aqueles que se multiplicam em temperaturas
mais baixas, geralmente entre 0°C e 7°C, mas também podem crescer em
temperaturas acima de 20°C. Eles sdo considerados um subgrupo dos mesofilos
guando classificados com base na temperatura (Da Silva et al., 2017).

Dentro do grupo dos psicrotroficos, existem microrganismos que representam
riscos para a saude publica (Dos Reis et al., 2020) e podem causar infeccbes
alimentares, incluindo Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica e cepas néo
proteoliticas do Clostridium botulinum (Kréamer, 2010).

Conforme observado por Da Silva et al. (2017), as principais bactérias
psicrotroficas abrangem varios géneros, incluindo cocos e bastonetes, esporogénicos
e ndo esporogénicos, aerébios e anaerdbios. Algumas das espécies mais comuns
estdo listadas nos géneros: Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Arthrobacter,
Bacillus, Brochothrix, Carnobacterium, Chromobacterium, Citrobacter, Clostridium,
Corynebacterium,  Enterobacter,  Escherichia,  Flavobacterium, Klebsiella,
Lactobacillus, Leuconostoc, Listeria, Microbacterium, Micrococcus, Moraxella,
Pseudomonas, Psychrobacter, Serratia, Shewanella, Streptococcus e Weissella. No
entanto, as espécies de maior importancia na deterioracdo de pescados incluem
Aeromonas, Pseudomonas, Photobacterium e Vibrio.

A avaliacdo da quantidade de microrganismos psicrotréficos € fundamental
para controlar o nivel de deterioracdo de alimentos armazenados sob refrigeracao,
garantindo a seguranca dos produtos, conforme destacado por Telles e Aquino (2018).

O ICMSF ressalta que o limite recomendado de microrganismos psicrotréficos
em pescados é de 10 UFC/g. Quando essa contagem se aproxima ou ultrapassa os
valores de 107 UFC/g e 108 UFC/g, indica que o pescado pode estar em processo de
deterioracdo (ICMSF, 1986; Broekaert et al., 2011).

2.4. Enterobactérias
As enterobactérias sdo um grupo de bactérias pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, caracterizadas por serem Gram-negativas, bastonetes, nao
esporogénicas, anaerobias facultativas e oxidase negativas (Da Silva et al., 2017).

Dentre os 26 géneros dessa familia, alguns se destacam como causadores de
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infeccBes gastrointestinais em humanos, incluindo Cedecea, Citrobacter, Cronobacter,
Edwardsiella, Enterobacter aerogenes, E. coli, Ewingella, Hafnia, Klebsiella,
Photorhabdus, Plesiomonas, Proteus, Rhanella, Salmonella, Serratia, Shigella, entre
outros (Hirai, 2020).

Essas bactérias tém uma ampla distribuicdo na natureza, sendo encontradas
no solo, agua, plantas, vegetais, frutas, carnes, ovos, animais, insetos e no trato
gastrointestinal humano e animal, e podem representar uma ameaca para a indastria
de alimentos devido a perdas econO6micas (Da Silva et al., 2017).

Embora muitas enterobactérias habitem o trato gastrointestinal de vertebrados
como comensais, algumas delas sao patogénicas, causando infeccdes em humanos
e animais. Por exemplo, Yersinia ruckeri e varias espécies de Edwardsiella afetam
peixes tropicais, enquanto Salmonella spp. é a de maior relevancia para a saude
humana (Da Silva et al., 2017).

Dentro da familia Enterobacteriaceae, existe o subgrupo dos coliformes totais,
caracterizados por sua capacidade de fermentar a lactose com producédo de gés a
35°C. Isso difere dos coliformes termotolerantes, anteriormente chamados de
coliformes fecais, que fermentam a lactose em temperaturas mais elevadas,
geralmente entre 44,5-45,5°C, com produc¢éo de gas (Da Silva et al., 2017).

Embora a maioria das infec¢des gastrointestinais causadas por enterobactérias
seja benigna e ndo represente um grande risco para o sistema imunol6gico, em
situacdes especificas, como em grupos de maior vulnerabilidade, incluindo criangas,
idosos e pessoas com imunossupressdo, essas infeccbes podem evoluir para
complicagBes graves, inclusive com risco de 6bito (Jackson e Meah, 2018).

A manipulagdo inadequada de alimentos crus, bem como a contaminagéo
cruzada em &reas de processamento, pode contribuir para a disseminacdo de
enterobactérias, representando um risco significativo para os consumidores. A
contaminacao do pescado por essas bactérias pode ser influenciada pelas condicbes
de captura, especialmente quando as aguas de origem estdo comprometidas. Embora
as enterobactérias facam parte da microbiota de animais ectotérmicos e estejam
presentes em ambientes aquaticos, sua presenga em quantidades elevadas pode
indicar problemas sanitarios (Youssef et al., 1992).

De acordo com as diretrizes do Centre for Food Safety (CFS), o limite maximo
recomendado de UFC/g para enterobactérias é de 10* UFC/g. Essa regulamentagéo
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visa minimizar o risco de contaminacdo alimentar e assegurar a seguranca dos
alimentos para consumo (Centre for food safety, 2014).

Nos ultimos anos, tem-se observado um aumento da resisténcia bacteriana
relacionada as enterobactérias (Dalben et al., 2008). A presenca dessas bactérias em
ambientes marinhos representa um potencial risco para a saude humana,
especialmente em areas onde o pescado € consumido ou em locais marinhos usados
para recreacdo (Murugaiyan et al., 2015).

Dentro da familia Enterobacteriaceae, o género predominante é Escherichia, e
a espécie mais notoéria é E. coli, que pode causar uma variedade de infeccdes e
intoxicacdes, incluindo enterites, meningites, infeccbes urinarias e infeccbes
generalizadas (Strockbine et al., 2015; Grevskott et al., 2017).

2.4.1. E. coli

E. coli € uma bactéria indicativa de contaminacdo fecal, frequentemente
encontrada no trato gastrointestinal de humanos e animais. Ela pertence ao grupo dos
coliformes termotolerantes e pode causar varias doencas, como pneumonias,
infeccOes intestinais e meningites (Alessio et al.,, 2009). Algumas cepas tém a
capacidade de provocar doencas urindrias e do sistema nervoso central, além das
gastrointestinais (Pormohammad et al., 2019).

Conforme destacado por Pohkarel et al. (2023), E. coli é conhecida por sua
versatilidade genética, permitindo-a colonizar tanto hospedeiros primarios, como
seres humanos e animais, assim como ambientes secundarios onde ndo dependem
diretamente de hospedeiros. No entanto, apenas algumas cepas de E. coli séo
patogénicas, sendo estas intrinsecas a microbiota entérica humana (Madigan et al.,
2016). A deteccao de altas contagens de E. coli geralmente sugere falhas em praticas
de higiene, tratamentos térmicos ineficazes ou inadequada conservacgao de alimentos
(Cardoso et al., 2005).

E. coli patogénica é subdividida em dois grupos principais: extraintestinais
(EXPEC) e intestinais (INPEC), sendo as INPEC uma das principais causadoras de
diarreia (Pohkarel, 2023).

Dentro do grupo InPEC, é possivel categoriza-la em diferentes patégenos,
dependendo dos mecanismos de infecgdo, sintomas clinicos e tropismo por células.

Estes incluem a E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohnemorragica (EHEC),
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frequentemente associada a diarreia aguda e cronica, E. coli enterotoxigénica (ETEC),
E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli difusamente aderente (DAEC), que
geralmente causa diarreia aguosa em criangas pequenas, e E. coli enteroinvasiva
(EIEC), responsavel por disenteria e diarreia aquosa. Além disso, E. coli invasiva
aderente (AIEC) esta associada a doencas inflamatorias intestinais (Pohkarel, 2023;
Hammerum e Heuer, 2009).

Dentre as variantes de E. coli InPEC, as EPEC frequentemente causam
infeccbes gastrointestinais e febre, com potencial para causar diarreia aguda em
bebés, variando de quadros subclinicos a morte (Pohkarel, 2023; Denamur et al.,
2021).

EHEC € uma bactéria patogénica que pode causar colite hemorragica e
sindrome hemolitica urémica. Essas condi¢des podem levar a surtos esporadicos de
doencas alimentares graves, resultando, em alguns casos, em complicacées graves
e morte devido a producao de enterotoxinas (Pohkarel, 2023; Madigan et al., 2016).
Uma subcategoria dessa linhagem € a E. coli produtora de toxina Shiga (STEC),
também conhecida como E. coli produtora de verotoxinas (VTEC). Essa cepa coloniza
o0 intestino delgado e libera verotoxinas, que podem causar diarreia sanguinolenta e
sintomas de insuficiéncia renal. No entanto, é importante ressaltar que nem todas as
cepas de STEC sédo patogénicas (Madigan et al., 2016; Rivas et al., 2016; Denamur
et al., 2021).

Devido ao uso excessivo de antibidticos em seu tratamento, a EHEC é uma
preocupacao significativa para a saude publica. Esta bactéria tem sido associada a
diversos casos de doencas transmitidas por alimentos e ja foi identificada em carnes,
agua contaminada, alimentos mal-cozidos e vegetais e frutas que ndo foram
adequadamente higienizados (Bavaro, 2012; Smith et al., 2012). O primeiro surto
documentado de colite hemorragica causada pela EHEC ocorreu nos anos 80 nos
Estados Unidos, associado ao consumo de carne bovina mal-cozida, em particular
pelo sorotipo O157:H7, que ainda é considerado o mais virulento dentro do grupo
EHEC (Denamur et al., 2021). Bovinos, juntamente com outros ruminantes, como
cabras e ovelhas, sédo frequentemente as principais fontes de cepas de EHEC. A
contaminagcdo em humanos pode ocorrer diretamente ou por meio do consumo de

carne, leite ou agua contaminados com os dejetos desses animais (Menge, 2020).
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ETEC é considerada uma das principais causas de diarreia em viajantes em
paises subdesenvolvidos, onde ndo ha acesso adequado a saneamento basico e
tratamento de agua. Ela causa diarreia aquosa, com sintomas de febre baixa, cdlicas
abdominais, nduseas e fadiga, que podem durar de 3 a 19 dias (Pohkarel, 2023;
Cangemi, 2011). Globalmente, € responsavel por muitos casos de morte em criancas
com menos de 5 anos de idade em paises em desenvolvimento (Khalil et al., 2021).

EIEC possui semelhancas bioquimicas e patogénicas com a Shigella. Ao
contrario de outros patdgenos, como EPEC, EHEC e ETEC, que se replicam e
infectam extracelularmente, a EIEC invade as células epiteliais (Pasqua et al., 2017;
Pohkarel, 2023).

EAEC e DAEC também estéo associadas a ocorréncia de surtos de diarreia em
todo o mundo, sendo comuns em criangas subnutridas com menos de 2 anos de idade
(Pohkarel, 2023). Além das infeccBes diarreicas, as DAEC também estéo relacionadas
a infecc¢des do trato urinario, complicacdes durante a gravidez e infec¢des intestinais
assintomaticas em criancas e adultos (Servin, 2014; Pohkarel, 2023).

Devido a capacidade de invadir e colonizar as células epiteliais intestinais, a
AIEC esta associada a doenca inflamatéria intestinal, doenca de Crohn e colite
ulcerativa. Suas infeccfes sdo geralmente caracterizadas por diarreia, dores
abdominais, sangramento retal, fadiga e complicacbes que podem levar a morte
(Palmela, 2018; Chervy, 2020).

De acordo com a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA),
o Centro Europeu de Controle e Prevencao de Doencas (ECDC) e o Relatério One
Health de 2019 sobre zoonoses, a infeccao por STEC ocupa o quarto lugar entre as
zoonoses mais frequentes, seguindo-se a Campilobacteriose, Salmonelose e
Yersiniose (Autority, 2019).

Um estudo realizado por Ryu et al. (2012) na Coreia, envolvendo amostras de
peixes e frutos do mar, revelou que, das 2663 amostras analisadas, 179 continham E.
coli, representando 6,7% do total. A distribuicdo da contaminagé&o foi a seguinte: 74
(7,6%) de 971 (36,4%) amostras de peixe, 57 (6,8%) de 834 (31,3%) de mariscos, 41
(6,3%) de 652 (24,5%) moluscos e 7 (3,4%) de 206 (7,7%) crustaceos apresentavam
a bactéria. Por outro lado, um estudo conduzido por Nunes (2022) envolvendo a 4gua
utilizada para a lavagem de camardes em feiras livres no nordeste do Para mostrou

gue, das 36 amostras coletadas, 30 (83,3%) eram positivas para coliformes totais e,
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destas 28 estavam contaminadas com E. coli, representando uma taxa de

contaminacao de 77,7%.

2.4.2. Resisténcia aos Antimicrobianos

A globalizacdo exerceu um impacto significativo na disseminacéo de bactérias
resistentes aos antimicrobianos (Abushaheen et al., 2020; Morrison e Zembower,
2020). Embora os antibidticos sejam cruciais para o tratamento de varias doencas,
sua eficicia tem diminuido devido ao seu uso excessivo e rotineiro (Nathan, 2020).
Tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos, o0s
antibidticos tém sido amplamente empregados na criagdo de animais para promover
o crescimento (Bartlett et al., 2013). Essa pratica resulta na ingestdo de antibiéticos
por seres humanos quando consomem produtos de origem animal, criando uma
transferéncia de bactérias resistentes a antimicrobianos dos animais para os humanos
(Golkar et al., 2014).

Em um relatério divulgado pelo Primeiro-Ministro do Reino Unido, estima que até
2050, aproximadamente 10 milhdes de pessoas perderdo suas vidas devido a
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos (O’Neal, 2014). A resisténcia bacteriana
aos antimicrobianos envolve a habilidade dos microrganismos de sobreviver e
proliferar sob a influéncia de agentes antimicrobianos (Abushaheen et al., 2020). Essa
resisténcia € responsavel por cerca de 700.000 mortes em todo o mundo a cada ano
e implica em gastos de cerca de 55 milhdes de dolares apenas nos Estados Unidos
da América, relacionados a saude publica e a perda de produtividade (Ventola, 2015).

Bactérias resistentes aos antimicrobianos representam um desafio significativo
no tratamento de diversas doencas, frequentemente exigindo o uso de medicamentos
mais téxicos e dispendiosos, que as vezes ndo estdo acessiveis ou disponiveis. O
aumento dessas bactérias resistentes tem suscitado maior interesse na comunidade
meédica e académica em compreender sua prevaléncia no ambiente natural (Pruden
et al., 2006; Tang et al., 2011).

E. coli, em particular, tem a capacidade de compartilhar material genético com
outras bactérias, transmitindo genes de resisténcia aos antimicrobianos para bactérias
patogénicas para o0s seres humanos (Alexander et al., 2010). Entre os antimicrobianos

de grande importancia para o tratamento de E. coli em seres humanos, destacam-se
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as cefalosporinas de 32 e 42 geracdo, quinolonas e aminoglicosideos, sendo as
cefalosporinas e as sulfonamidas de suma importancia (Hammerum e Heuer, 2009).

No entanto, o uso indiscriminado desses antimicrobianos tem contribuido para a
criacdo de um reservatorio de bactérias resistentes em seres humanos, tornando o
tratamento de doencas relacionadas a E. coli mais desafiador. Os B-lactamicos, que
incluem penicilinas e cefalosporinas, também estéo sujeitos a resisténcia por parte da
E. coli e de outras bactérias Gram-negativas devido a producdo de R-lactamase
(Hammerum e Heuer, 2009).

Frequentemente encontrada em E. coli, a enzima ESBL (Extended Spectrum
Beta Lactamase) € amplamente reconhecida por causar resisténcia bacteriana e fazer
com que a transferéncia de elementos genéticos em ambientes intestinais e extra-
intestinais ocorra (Ceccarelli et al., 2019; Lazarus et al., 2014). Essa enzima é
frequentemente identificada em enterobactérias, com destaque para E. coli (Li et al.,
2015), fazendo com que a bactéria se torne resistente a diferentes tipos de antibiéticos
beta lactamicos, incluindo as penicilinas e as cefalosporinas, comumente utilizados
para tratamento de infec¢gdes bacterianas (Pitout e Laupland, 2008).

O aumento de isolados multirresistentes (MDR), especialmente de bactérias
produtoras de ESBL, aumenta a preocupacao com o potencial aumento de infeccdes
resistentes a antimicrobianos, afetando tanto animais quanto seres humanos (De
Pinho Rodrigues, 2022).

Um estudo conduzido por Singh (2020) nas feiras de Mumbai, na india, analisou
50 amostras de pescado, das quais foram identificados 475 isolados de E. coli.
Alarmantemente, 71,58% desses isolados apresentaram positividade para a enzima
ESBL, o que levanta preocupacoes significativas, sugerindo que o pescado pode atuar
como uma fonte de disseminacdo de bactérias resistentes a antibioticos para a
populacao.

A exposicado a determinados antimicrobianos esta diretamente relacionada a
resisténcia correspondente em E. coli comensal em suinos, aves e bovinos
(Chantziaras et al., 2014), o que pode contribuir para o desenvolvimento de resisténcia
em bactérias comensais em seres humanos (Forslund et al., 2013). Os alimentos
podem ser contaminados por bactérias resistentes de varias maneiras, incluindo a

presenca de bactérias resistentes nos produtos devido ao uso de antimicrobianos na
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agricultura ou na criacdo de animais, 0 uso proposital durante a producdo e a
contaminacao cruzada durante a fabricacdo de alimentos (Verraes et al., 2013).

Além disso, antimicrobianos sdo amplamente utilizados na aquacultura,
representando aproximadamente 5,7% de todos os antimicrobianos utilizados em
medicina veterinaria, medicina humana e criacdo animal (Cabello et al., 2023).
Estudos também tém destacado falhas no tratamento de agua proveniente de esgotos,
gue podem contaminar lagos, rios e mares (Xu et al., 2006; Zou et al., 2011),
levantando preocupacdes emergentes na aquacultura devido a disperséo de residuos
de farmacos no meio aquatico (Golet et al., 2002).

Mackinnon et al. (2020) enfatizaram em seu estudo a importancia da avaliacao
da resisténcia a antimicrobianos para a saude publica, estimando que de 58 a 130
pessoas a cada 1000 vieram a 6bito devido a infeccbes causadas por E. coli resistente.
Esses dados mostram a necessidade urgente de abordar a resisténcia antimicrobiana

de maneira abrangente e interdisciplinar.

3. MATERIAL E METODOS
3.1.Delineamento e Coleta de Amostras

As amostras foram adquiridas de 15 barracas de feiras livre situadas na regiao
da Grande Vitéria, no estado do Espirito Santo. Destas, 5 barracas localizam-se em
Vitéria, 5 em Serra e 5 em Vila Velha. Foram adquiridas de cada barraca 2 amostras
de 50 gramas de camardo Sete Barbas (Xiphonaeus kroyeri), sendo o intervalo de
coleta das amostras de 15 dias aproximadamente, totalizando 30 amostras. Apds a
coleta, as amostras foram mantidas em sua embalagem original e transportadas em
caixa isotérmica com gelo reutilizavel até o Laboratério de Microbiologia de Alimentos
da Universidade Vila Velha.

As embalagens passaram por processo de desinfeccdo externa com alcool
etilico 70% antes da abertura. Posteriormente, foram abertas assepticamente, e
homogeneizadas. Foram retiradas 25g de cada amostra e submetidas a diluicdo
seriada decimal até a diluicdo 107. Para homogeneizacdo foram acrescidos 225
mililitros (ml) de &gua peptonada 0,1% (1g por litro) estéril, para a preparacao da
diluicdo 10! e das demais diluicdes em tubos de ensaio contendo 9ml da agua
peptonada 0,1%. Para cada amostra foi utilizado nesse processo um liquidificador de

uso laboratorial de aluminio, lavado primeiramente com agua e sabao neutro,
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enxaguado em agua corrente e borrifado com alcool etilico 70%. Apos a lavagem, o
liquidificador foi acondicionado sob luz UV por 20 minutos com sistema de ventilacao
para que pudesse secar. Apés a utilizacdo do liquidificador, 0 mesmo processo de
esterilizagéo foi repetido para as amostras seguintes.

Cada amostra foi homogeneizada no liquidificador por 20 segundos. A seguir,
1ml dessa solucdo foi transferida para um o tubo de ensaio ja contendo agua
peptonada 0,1%, sendo essa a diluicdo 102. Posteriormente, as demais diluicdes

foram feitas nos 6 tubos de ensaio remanescentes.

3.2.Analises Microbioldgicas

Nesse estudo, foi realizada a avalicdo das contagens das populacdes de
microrganismos mesofilos aerdbios, psicrotroficos, enterobactérias, assim como o
isolamento de coldnias sugestivas de E. coli.

Para identificar e cultivar microrganismos, foram utilizadas diferentes diluicbes
qgue foram semeadas em meios apropriados. Para crescimento de bactérias mesofilas,
foi adicionado no Agar Padrdo para Contagem (PCA) 1 ml de todas as diluicdes. O
cultivo das bactérias mesdfilas foi realizado utilizando a técnica de Pour Plate. Nesse
meétodo, 1ml da diluicdo foi adicionado a uma placa de Petri estéril e, em seguida,
entre 15 a 20ml de agar liquido foram vertidos. Posteriormente, essas placas foram

incubadas a uma temperatura 35 + 1°C por 24 horas.

No caso das bactérias psicrotréficas, 100 pL de cada diluicdo foram adicionados
ao PCA e com auxilio da alca de Drigalski foi feita a cobertura da superficie do agar
com a diluicdo e as placas incubadas a 7 + 1°C durante 7 dias, conforme indicado por
APHA (2015).

Para detectar enterobactérias, 1ml de cada diluicio foi adicionado ao Agar Bile
Vermelho Violeta com Glicose (VRBG). Foi empregada a técnica de Pour Plate, mas
com a adicdo de uma segunda camada de &gar na superficie do 4gar estabilizado.
Estas placas foram incubadas a uma temperatura 35 £ 1°C por 24 horas. Na
contagem, foram selecionadas colbnias de cor vermelho-parpura, com pelo menos

0,5mm de didametro, que estavam cercadas por um halo avermelhado, indicativo da
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precipitacdo de sais biliares. Seguindo as orientacfes de Da Silva et al. (2017), essas

placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.

E para identificar colonias sugestivas de E. coli, 200 pL da diluicdo foram
inoculados também com auxilio da alca de Drigalski para cobrir a superficie do agar
Eosina Azul de Metileno (EMB) e incubados a uma temperatura 35 + 1°C por 24 horas.
Para o isolamento de coldnias sugestivas de E. coli, foram escolhidas as colonias que
apresentavam uma coloracao verde metalica brilhosa no meio de cultura 4gar EMB

conforme preconizado por Leiniger et al. (2001)

3.3.Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos

As colbnias sugestivas presentes nas placas com agar EMB foram isoladas e
transferidas para tubos contendo 10 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) e foram
encubadas a 37°C por 24 horas.

Foi transferido 2 mL de caldo BHI de cada tubo contendo 10 mL para tubos
eppendorf, no qual foi adicionado glicerol e armazenado a -20°C. Posteriormente, o
material do tubo foi utilizado para reativagdo dos microrganismos para teste de
susceptibilidade a antimicrobianos, que foi realizado pelo método de disco de difusédo
estabelecido por Bauer et al (1966). Os isolados foram semeados em Agar Nutriente
para crescimento e incubados em estufa por 37°C por 24 horas para preparacdo dos

in6culos.

Os in6culos foram preparados em tubos contendo 3 mL de solucéo salina 0,85%,
turvando-se a solugdo com a cultura, até atingir ODezsnm de 0,1 a 0,2 nm.
Posteriormente, esse indculo foi semeado com auxilio de um swab estéril em placas
de Mueller-Hinton (MH, Himedia — india) e, logo ap6s foram adicionados nessa placa
os discos contendo os principios ativos de antimicrobianos selecionados, sendo eles:
amoxicilina + &cido clavulanico (30ug), ampicilina (10ug), ciprofloxacina (5ug),
fosfomicina (50ug) e tetraciclina (30ug).

As placas foram incubadas por 24 horas em estufa a 37°C, os halos de inibicdo
formados foram medidos e classificados como sensiveis, resistentes ou de
sensibilidade intermediaria para o respectivo principio ativo, utilizando os parametros
adotados pelo Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI,2023).
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3.4.Analise de Dados

Inicialmente analisou-se a normalidade de cada conjunto de dados por meio do
teste de Shapiro-Wilk, utilizando o programa estatistico “R”. Os dados que ndo tinham
distribuicdo normal (P<0,05 no teste de Shapiro-Wilk) foram transformados em log de
base 10 e novamente submetidos ao teste de normalidade.

Havendo distribuicdo normal, sem transformacdo ou com transformacéo
logaritmica, as contagens das amostras dos municipios de Vitoria, Vila Velha e Serra,
foram comparadas entre si por meio de analise de variancia. Em seguida, procedeu-
se a analise dos residuos do modelo linear, e teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
Aplicou-se também, utilizando o pacote “car” do “R”, o teste de Breusch-Pagan para
heterocedasticidade da variancia, com o propdésito de verificar se a variancia era
contante (P>0,05).

Quando o modelo linear obtido atendeu aos pressupostos acima, realizou-se a
comparagdo multipla entre os dados dos trés municipios por meio do teste de Tukey,

utilizando o pacote “agricolae” do “R” e adotando o nivel de confianga de 95%.

Quando os dados néo tiveram distribuicdo normal ou quando o modelo linear nédo
atendeu aos pressupostos de analise de variancia, empregou-se analise néo
paramétrica, por meio do teste de soma dos ranques de Kruskal-Wallis. Essa analise

também foi feita utilizando o programa “R”.

4. RESULTADO E DISCUSSAO

A média das amostras coletadas (Anexo |) nos municipios de Vitéria, Vila Velha
e Serra variaram de 2,4x10” UFC/g para mesofilos em Vitéria, 8,1x108 UFC/g para
Vila Velha e 1,3x107 UFC/g para Serra. Enquanto para psicrotréficos as médias foram
para Vitéria 3,9x10%8 UFC/g, 1,5x10° UFC/g para Vila Velha e 1,4x10° UFC/g para
Serra. Para enterobactérias se apresentaram valores que variavam entre 2,2x10°

UFC/g a 4,9x10% UFC/g entre as amostras coletadas entre os municipios (Tabela 1).
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Média das amostras de camaréo frescos coletadas em Vitéria, Vila Velha e Serra

Mesofilos UFC/g Psicrotroéficos Enterobactérias
UFCl/g UFCl/g
Variavel N =30
Vitoria 10 2,4x107 3,9x108 4,9x10°
Vila Velha 10 8,1x106 1,5x10° 2,2x10°
Serra 10 1,3x107 1,4x10° 1,2x108

Tabela 1 - Média (M) das amostras coletadas dos municipios de Vitéria, Vila Velha e Serra. UFC/g - Unidade formadoras de colénia por grama.

Conforme a ICMSF (1986), o limite aceitavel de microrganismos mesofilos em
amostras de peixes frescos e/ou refrigerados é de 5x10° UFC/g, enquanto para a
categoria de crustaceos congelados o valor aceitavel é de 10° UFC/g. Havendo
diferencas aceitaveis entre diferentes tipos de pescado.

Neste estudo, embora as amostras analisadas fossem frescas e ndo se tenha
estabelecido um valor especifico para essa categoria, € prudente considerar a
referéncia para pescado, levando em consideracéo a proximidade das caracteristicas
entre peixes frescos e as amostras frescas de camar&o. As amostras apresentavam
caracteristicas sensoriais sem alteracdo, odor tipico e agradavel e coloracéo
adequada.

Todas as amostras analisadas dos trés municipios apresentaram contagens de
bactérias mesofilas superiores ao limite recomendado de 5x10° UFC/g. E importante
observar que, ao considerar a média das amostras dos municipios, Vila Velha se
encontra dentro do limite superior aceitavel de 106 UFC/g. A maior média foi registrada
em Vitéria, atingindo 2,4x10” UFC/g, Porém, ndo foram identificadas alteracées
macroscopicas quanto a textura do camardo e diferencas de manipulagdo com relacéo
aos demais municipios, tendo eles padrdo similar de exposicdo para venda. Embora
nao se tenha informacdes aprofundadas sobre a forma de conservacao e do tempo
gue o0 camarao estava em exposi¢cao até o momento da compra da amostra, supde-
se que o camarao ficou em exposicdo em ambiente de temperatura ndo controlada,
ndo havendo refrigeracdo satisfatéria a ponto de inibir o crescimento exacerbado de
bactérias mesoéfilas nas amostras analisadas deste municipio.

Apesar dos valores elevados encontrados, € importante acentuar que niveis

mais altos de microrganismos mesofilos ndo indicam necessariamente um risco de
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DTA. Tanto a ICMSF (1986) quanto Broekaert et al., (2011) enfatizam que a presenca
desses microrganismos ndo esta diretamente ligada a DTA. Portanto, enquanto os
resultados sdo motivos de atencao, eles ndo devem ser interpretados como uma
ligacdo direta de risco a saude.

Do ponto de vista estatistico, os dados das trés cidades apresentaram uma
distribuicdo normal (P>0,05), conforme verificado pelo teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. Isso permitiu que fossem inicialmente submetidos a uma anélise de
variancia. No entanto, embora os residuos do modelo tivessem distribuicdo normal
(P=0,05394 no teste de Shapiro-Wilk), havia um valor discrepante e o teste de
Breusch-Pagan apontou heterocedasticidade de variancia (P=0,002739). Por este
motivo, foi utilizado o método ndo paramétrico para comparacdo das contagens. O
teste da soma dos ranques de Kruskal-Wallis revelou que, apesar das diferencas
encontradas nas contagens das médias entre 0s municipios, ndo ha diferenca
estatistica significativa entre elas. Pode-se sugerir que esse fato se da pela forma com
gue os camardes sdo vendidos nos municipios analisados. O padrao de refrigeracédo
€ similar em todos 0s municipios, porém ndo se sabe ao certo o tempo de
permanéncia desse alimento na exposi¢cao antes de serem comprados para consumo.

A qualidade microbiologica do pescado é um indicador essencial para
determinar sua seguranca para 0 consumo humano e seu estado de conservacgao.
Conforme apontado Broekaert et al., (2011), o valor maximo recomendado de 108
UFC/g também se aplica as bactérias psicrotréficas. A partir desse ponto, entre 107
UFC/g e 108 UFC/g, inicia-se o processo de deterioracdo do pescado (ICMSF, 1986).
Ao analisar a Tabela 1, é evidente que todas as regifes examinadas apresentam
valores que excedem o limite maximo sugerido, indicando que as amostras podem
estar em processo de deterioracdo, muito embora estejam visualmente dentro dos
padrdes estipulados pelo RIISPOA com relacdo as caracteristicas macroscépicas
(BRASIL, 2020).

Os niveis elevados de contaminacdo observados podem ser atribuidos a
diversos fatores, incluindo a inadequada conservacao dos alimentos, a contaminacao
ambiental, e as praticas insatisfatérias de higiene por parte dos manipuladores de
alimentos e utensilios utilizados, bem como a qualidade da agua utilizada no
transporte e na producéo de gelo para resfriamento (Salem et al., 2018). Além disso,

embora as amostras tenham sido mantidas em condigdes frescas, ndo se pode afirmar
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com certeza se esses produtos foram recentemente pescados ou se foram
submetidos a ciclos repetidos de refrigeracdo ou congelamento e descongelamento.
Tais préaticas podem levar a um aumento no nimero de bactérias psicrotréficas, pois
cada ciclo de descongelamento pode potencializar o crescimento bacteriano.

Do ponto de vista estatistico, os dados ndo seguiram uma distribuicdo normal,
por isso foram convertidos em Log, porém nao foi o suficiente para normalizar a
distribuicdo. Dessa forma, optou-se pelo teste da soma dos ranques de Kruskal-Wallis
para comparar as contagens de psicrotroficos entre os trés municipios. O resultado
(P=0,4295) indica que, apesar das contagens elevadas, ndo ha diferenca estatistica
significativa entre os municipios na contagem de psicrotroficos. Da mesma forma
como ocorrido com as bactérias mesdfilas, ndo se pode afirmar ao certo se essas
amostras anteriormente a venda foram submetidas a diferentes formas de
condicionamento, podendo influenciar no resultado das contagens. Supde-se que,
pela quantidade exposta nas bancadas, o camardo nao € vendido em sua totalidade
no dia em que estd sendo exposto, sendo assim, possivelmente ele pode ter sido
refrigerado ou até mesmo congelado para que pudesse ser vendido em diferentes
oportunidades.

Os resultados apontam para uma necessidade de uma revisao das praticas de
manuseio, armazenamento e conservacao do pescado nas regifes analisadas, tendo
em vista os valores aumentados de bactérias meséfilas e psicrotréficas,
especialmente na forma em que o alimento é posto em exposi¢do para venda, a fim
de garantir a qualidade e seguranc¢a do produto oferecido ao consumidor.

E importante notar que a presenca elevada de enterobactérias também pode
ser um indicativo de falhas nas praticas de higiene durante a manipulacdo dos
alimentos (Salem et al., 2018). De acordo com as diretrizes estabelecias pelo Centre
for Food Safety, o limite maximo recomendado de enterobactérias em pescado é de
10* UFC/g (Centre for food safety, 2014). No Brasil atualmente estd em vigor a
Instrugdo normativa IN 161 de 1° de julho de 2022 (Brasil, 2022b), onde também
dispde sobre a qualidade microbioldgica de alimentos para consumo humano. Apesar
da IN 161 ndo fazer mencao direta as enterobactérias em pescado, ela faz referéncia
aos valores maximos permitidos de E. coli em pescado consumido cru de 10?2 UFC/g,
enguanto para pescado ndo consumido cru o valor é de 5x102 UFC/g. Os dados desse

trabalho revelam que as amostras coletadas e analisadas dos municipios pesquisados



24

excederam esses limites, sendo as amostras do municipio de Vitoria apresentando
maior contagem meédia de enterobactérias. Este fato sugere deficiéncias nas praticas
de higiene durante a manipulagédo do camarao destinado a venda.

Estudos anteriores, como o realizado por Pinheiro et al. (2006), também
identificaram problemas semelhantes. Em sua pesquisa, avaliou estabelecimentos
gue comercializavam peixe cru, foi constatado que 30% das amostras analisadas
excediam o limite de enterobactérias. E possivel considerar esses achados
preocupantes, tendo em vista que, conforme Goes et al. (2001), a maioria dos casos
de DTAs esta associado a falta de higiene na manipulacdo dos alimentos,
representando um risco para a seguranca alimentar dos consumidores.

Do ponto de vista estatistico, os dados brutos das contagens de enterobactérias
ndo seguiram uma distribuicdo normal, portanto, foram convertidas em Log. Apés a
conversao os dados se ajustaram a normalidade. A analise de variancia realizada com
os dados transformados revelou diferencas significativas entre os municipios
(P=0,02484). O teste de comparacdo mdultipla de Tukey forneceu informacdes
adicionais, mostrando que, enquanto Serra e Vitéria, bem como Vitoria e Vila Velha
nao apresentaram diferencas significativas em suas contagens, porém houve uma
diferenca significativa entre Serra e Vila Velha. As barracas em que as amostras foram
adquiridas em Serra, apesar da manipulacao ser similar a de Vitéria e de Vila Velha,
estavam em um local mais aberto, proximo a um terminal rodoviario, com maior
rotatividade de pessoas e menor possibilidade de higienizacdo das maos dos
manipuladores. Levando-se em consideracdo que os utensilios utilizados ficam em
cima dos camardes expostos e todos os manipuladores presentes na barraca fazem
o uso do mesmo utensilio sem higienizacao prévia, a chance de contaminacéo é maior
do que em locais mais reservados, com menor rotatividade de pessoas e com
condi¢cBes sanitarias melhores.

Os resultados deste estudo reforcam a necessidade de praticas de higiene
rigorosas durante a manipulacdo de pescados, sendo a presenca elevada de
enterobactérias um sinal que néo deve ser ignorado, pois constitui um risco potencial
para a saude publica.

Das 30 amostras (100%), observou-se que apenas 9 (30%) delas exibiram
crescimento de colonias sugestivas de E. coli. Notavelmente, a presenca de uma

camada verde metalica na superficie das col6nias € um indicativo de possivel
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presenca da bactéria E. coli. Este fendmeno é particularmente observado em placas
de meio EMB, que contém eosina e azul de metileno. Esses componentes atuam
como indicadores de pH e inibem o crescimento de bactérias Gram-positivas em
ambientes acidos (MacFaddin,1985) (figura 1).

Figura 1 - Colbnias sugestivas de E. coliem EMB

Fonte: Arquivo pessoal.

Das 9 (100%) amostras que apresentaram colbnias sugestivas de E. coli, todas
se mostraram resistentes a algum antimicrobiano (Tabela 2), sendo a maioria

resistente a multiplos antimicrobianos.
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Resultado Antibiogramas de isolados de E. coli de amostras de camardes frescos da Grande Vitéria

o Estado da ) o
Amostra Municipio Resistente Intermediario Sensivel
amostra
C1 Vitoria FR AMC, AMP, CIP FOS, TET
C2 Vitoria FR CIP, FOS AMC AMP, TET
AMC, AMP,
C3 Vitoria FR TET
CIP, FOS
C4 Vitoria FR AMC, CIP AMP FOS, TET
AMC, AMP,
C5 Vitoria FR FOS
CIP, TET
C6 Vitoria FR FOS, TET AMC AMP, CIF
C7 Vitoria FR AMC AMP CIP, FOS, TET
C9 Vila Velha FR AMP AMC CIP, FOS, TET
C30 Vila Velha FR AMC, AMP CIP, FOS, TET

Tabela 2 - AMC - Amoxicilina + Acido Clavulanico; AMP - Ampicilina; CIP - Ciprofloxacina; FOS - Fosfomicina; TET -

Tetraciclina.

Nota-se que 6 amostras (66,66%) se mostraram resistentes a Amoxicilina +
Acido Clavulanico (AMC), 5 amostras (55,55%) resistentes a Ampicilina (AMP) e
Ciprofloxacina (CIP), 3 amostras (33,33%) resistentes a Fosfomicina (FOS) e 22,22%

resistentes a Tetraciclina (TET). Enquanto 7 amostras (77,77%) se mostraram

sensiveis a Tetraciclina (TET), 6 amostras (66,66%) sensiveis a Fosfomicina, 4

amostras (44,44%) sensiveis a Ciprofloxacina, 2 amostras (22,22%) sensiveis a

Ampicilina e nenhuma amostra se mostrou sensivel & Amoxicilina + Acido Clavulanico
(Tabela 2; Figura 2).
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ANTIBIOGRAMA ISOLADOS DE E. CcOLI

B % isolados resistentes % isolados intermediarios % isolados sensiveis

77,77%

66,66%
66,66%

22,22%
22,22%

L A
0,00%

44,44%
I 33
0,00%
I 2%
0,00%

33,33%
0,00%
R

AMC AMP CcIp FOS TET

Figura 2 - Antibiograma de isolado de E. coli; AMC - Amoxicilina + Acido Clavulanico; AMP - Ampicilina; CIP - Ciprofloxacina;
FOS - Fosfomicina; TET - Tetraciclina.

Antibiéticos Beta lactamicos, como a Ampicilina e a Amoxicilina, contém um
anel beta-lactdmico em sua estrutura molecular. Isso 0s torna susceptiveis a
resisténcia bacteriana, uma vez que 0s microrganismos produtores de betalactamase,
hidrolisam esse anel, neutralizando a eficacia do antibiético (Ling et al., 2020; Bush,
2018).

Além disso, tem-se observados um aumento na resisténcia de bactérias como
E. coli a antibiéticos especificos, incluindo a combinagdo de amoxicilina + &cido
clavulanico e ampicilina, especialmente em animais de producdo. Esse fendmeno
representa um risco para a saude publica, pois essas bactérias resistentes podem
contaminar produtos de origem animal, como leite e carne, até mesmo alimentos
processados. Isso, por sua vez, pode contribuir para o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana em humanos (Ariyanti et al., 2022; Tadesse, 2012).

Os resultados apresentados por Singh (2020) indicam uma resisténcia
significativa de isolados de E. coli a AMC, com uma taxa de 37,35% nas amostras de
pescado em feiras de Mumbai, india. Esta taxa, embora elevada, € inferior a
observada em estudos realizados em outras regides. Por exemplo, Indrawati et al.

(2021), relataram uma resisténcia alarmante de 89% na Indonésia. De forma similar,
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Patel et al. (2022), encontraram uma taxa ainda mais elevada de resisténcia, com
93,57% das amostras de E. coli resistentes a Amoxicilina. Em contrapartida, uma
pesquisa elabora por Santos (2019), com filés de Tambaqui provenientes de feiras
livres e principais supermercados na cidade de S&o Luis — Maranh&o, nenhum dos 13
isolados de E. coli foram resistentes a AMC.

Embora o presente estudo tenha apresentado um resultado de 66,66% das
amostras de isolados sugestivos de E. coli, € importante notar que estas comparacdes
sugerem uma tendéncia global de aumento de resisténcia de E. coli a AMC. A
consisténcia dos resultados entre diferentes estudos reforca a necessidade de
abordar a resisténcia antimicrobiana, especialmente em relacdo a AMC, um antibiético
amplamente utilizado.

Com relacéo as fluoroquinolonas como a Ciprofloxacina, estudos indicam uma
preocupacao crescente em relacao a esse antibiético. Onu et al., (2023), encontraram
uma resisténcia de 73,13% em isolados de E. coli nas aguas do Rio Nworie, na Nigéria.
Esta taxa € superior a observada no presente estudo, onde 55,55% das amostras
mostraram resisténcia a este antibiotico. No entanto, é importante notar que o estudo
de Anyadoh-Nwadike et al., (2020) apresentou uma resisténcia alarmante de 100%
em isolados de E. coli retirados de feridas de pacientes diabéticos.

A ciprofloxacina €é amplamente reconhecia por sua eficacia contra
enterobactérias, incluindo E. coli. No entanto, a crescente resisténcia a este antibiotico,
como evidenciado por Reuben et al. (2013) é motivo de grande preocupacéo. O
presente estudo visa reforcar essa tendéncia, com mais da metade das amostras
mostrando-se resistentes a CIP.

A variacdo nas taxas de resisténcia entre os estudos pode ser atribuida a
diversos fatores, incluindo a origem das amostras (dgua do rio, feridas de pacientes
diabético, amostras de camardes) e as praticas de uso de antibiéticos em diferentes
regides. No entanto, a resisténcia observada em todos os estudos citados indica a
necessidade de monitoramento continuo, pesquisa e implementacédo de estratégias
para combater a resisténcia antimicrobiana.

No presente estudo, observou-se uma resisténcia relativamente moderada a
tetraciclina, com uma taxa de 22,22%. Esta taxa € superior a encontrada por Marijani
et al. (2022), que relataram uma resisténcia de 13%, mas esta alinhada com os 20,4%
observados por Sifuna et al. (2008). No entanto, esses numeros contrastam
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fortemente com o estudo de Kibret e Abera (2011), que encontraram uma resisténcia
alarmante de 72,6% a tetraciclina em isolados de E. coli.

Varias raz6es podem explicar essas discrepancias. Primeiramente, a origem e
0 ambiente das amostras podem influenciar os niveis de resisténcia, como exemplo
as praticas de prescricdo e uso de antibidticos variam entre regiées e ao longo do
tempo, o0 que pode levar a diferentes taxas de resisténcia.

De acordo com o estudo de Sifuna et al. (2008), o padrdo de resisténcia
antibidtica observado em diversas pesquisas pode ser parcialmente atribuido ao uso
desses medicamentos na medicina veterinaria, o que, por sua vez, pode contribuir
para o aumento da resisténcia em populacdes humanas.

Embora o presente estudo tenha mostrado niveis moderados de resisténcia a
tetraciclina, é importante reconhecer que a resisténcia antimicrobiana € dinamica e
pode variar consideravelmente dependendo de varios fatores.

A resisténcia aos antimicrobianos em isolados de E. coli é uma preocupacéo
emergente na aquacultura, sendo varias causas e fatores responsaveis para o
desenvolvimento dessa resisténcia. O uso indiscriminado de antibidticos na
aquacultura, o despejo de dejetos humanos em mares e rios, a contaminacao
ambiental com residuos provenientes da agricultura e da criagdo de animais, podem
ser responsaveis pelo aparecimento de bactérias resistentes a antibidticos.

Praticas inadequadas como a falta de higiene na manipulacdo dos camardes
em feiras livres podem promover o crescimento de bactérias resistentes nos camardes.

Algumas estratégias para amenizar o problema sdo indicadas, como a
monitorizacdo continua quanto aos padrdes de higiene, foco nas boas praticas de
manipulagcédo, educacao e treinamento dos manipuladores que fazem o manuseio
desse alimento, a rastreabilidade e a comparagcédo com outros estudos séo essenciais
para compreender as tendéncias e implementar estratégias eficazes de combate a

resisténcia aos antimicrobianos.
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5. CONCLUSAO

Conclui-se, portanto, que € de suma importancia uma revisdo abrangente e
aprimoramento das praticas de manuseio e preservac¢do do pescado, principalmente
camardes, na regido da Grande Vitoria, dada a elevada contagem de microrganismos
detectada e o notavel indice de resisténcia aos antimicrobianos identificado nos
isolados de E. coli. E importante que se tenha uma atencédo, em especial do poder
publico, principalmente voltada para a regulamentacéo e fiscalizacdo dessas barracas
em feiras livres, visando adequar o produto vendido as normas vigentes. Assim como
a producédo de conteudo didatico para os pescadores e vendedores de pescado em
como se deve ser feita a manipulacdo correta, o0 armazenamento e a refrigeracao
desse produto de rapida deterioracdo. Desta forma, recomenda-se um enfoque mais
rigoroso na sensibilizacdo dos manipuladores de alimentos, na implementacdo de
medidas de higiene e na supervisdo ampliada do uso de antibiéticos, especialmente
na Medicina Veterinaria, visando assegurar a seguranca e a qualidade dos produtos
pesqueiros disponibilizados aos consumidores. Adicionalmente, sugere-se a
realizacdo de estudos complementares em diferentes regides para uma avaliagéo

mais abrangente desse problema.
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Tabela geral de dados das amostragens de camardes coletadas de 10 barracas de

feiras livres de Vitéria, 10 barracas de feiras livres de Vila Velha e 10 barracas de

feiras livres da Serra.

Amostragem de camardes obtidos de feiras da Grande Vitoria, ES

Amostra
C1
Cc2
C3
C4
C5
C6
Cc7
C8
C9
C10
Cl1
C12
C13
C14
C15
C16
C17
C18
C19
C20
c21
C22
Cc23
C24
C25
C26

Cidade
Vitéria
Vitéria
Vitéria
Vitéria
Vitéria
Vitéria
Vitéria
Vitéria
Vitéria
Vila Velha
Vila Velha
Serra
Serra

Vila Velha
Vila Velha
Vila Velha
Serra
Serra
Serra
Serra
Vitéria
Serra

Vila Velha
Serra

Vila Velha
Vila Velha

Mesofilos

7,5x10°
2,4x107
3,38x107
6,88x107
3,8x10¢
4,58x107
4,05x107
1,67x107
3,20x103
1,28x10°
3 x108
1,92x107
5x108
2,55x108
7,2x10%
1,15x107
5,1x10°5
6,30x10°
3,7x10°5
2,57x107
4,4x106
1,49x107
2,51x107
3,37x108
1,59x107
1,98x10¢

Psicrotréficos

3,31x108
2,87x108
3x108
4,1x108
1,05x10°
1,13x10°
2,32x108
1,7x107
2,5x10°
2,42x10°
1,04x10°
1,57x10°
6,6x10°
1,03x101°
9,2x107
7,8x108
7x108
2,1x10°
4,5x108
6,5x107
9,3x107
1,58x10°
1,74x108
2,96x108
1,02x108
2,01x108

Enterobactérias

2,13x108
3,5x104
3x104
1,33x10°
4,42x107
2,2x10¢6
2,3x10¢
7,6x104
8x102
2,45x10%
3,3x103
1,83x10°
7,90x106
1,3x108
9x10*
9x102
5,6x10*
2,1x10¢6
3,6x10°
7x10°%
6,2x103
1,86x10°
1,2x10%
9x108
3x108
5x103



Cc27 Serra 3,78x107 1,53x108 4,9x104
C28 Vila Velha 1,34x107 8,9x107 3x10?
C29 Serra 2,19x107 2,23x108 4,7x10°
C30 Vila Velha 7,9x10°8 2,23x108 9x10°
Média 1,49x107 1,1x10° 2,11x108
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