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APRESENTACAO

Neste segundo volume apresentado em 26 capitulos, a obra “Qualidade de
Produtos de Origem Animal” é composta por abordagens cientificas que discorrem
principalmente sobre parametros de composicao e qualidade microbiolégica de
alimentos de origem animal.

As condicbes microbiologicas e a composicdo fisico-quimica séo fatores
determinantes para definir a qualidade final de um produto destinado a alimentacéao
humana. Os esforgos cientificos para verificar os parametros de qualidade de produtos
alimentares séo imprescindiveis. Tratando-se de um assunto de tamanha relevancia,
a ciéncia deve sempre trazer novas pesquisas a fim de elucidar as principais lacunas
que possam trazer solu¢des ou apresentar riscos ao consumo humano.

Neste sentido, os estudos que sdo apresentados aqui, alinham-se a estes
temas e trazem novas analises que condizem com as necessidades emergentes de
qualidade e seguranca de produtos de origem animal.

A Atena Editora que reconhece a importancia dos valiosos trabalhos dos
pesquisadores, oferece uma plataforma consolidada e confiavel para a divulgacao
cientifica, propiciando a estes autores um meio para exporem e divulgarem seus
resultados, enriquecendo o conhecimento académico e popular.

Por fim, esperamos que a leitura deste trabalho seja agradavel e que as novas
pesquisas possam propiciar a base intelectual ideal para que se desenvolva novas
solugdes, cuidados e desenvolvimento de produtos de origem animal.

Flavio Ferreira Silva
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EM CEPAS DE Escherichia coli

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo
avaliar o grau de contaminagao por coliformes
na agua e ostras de extrativismo, e verificar o
perfil de resisténcia microbiana em cepas de
Escherichia coli. Foram realizadas coletas de
agua e ostras nas regides de Baixao de Guai
e Capanema, estuario da Baia do Iguape,
BA durante 12 meses para a contagem de
coliformes a 35°C e a 45°C. As cepas de E. coli
apoés identificacao foram submetidas a testes
de suscetibilidade antimicrobiana a diferentes
familias de antimicrobianos. indices mais baixos
de contaminacao por coliformes a 45°C na agua
foi observado no periodo seco tanto em Baixao
do Guai (log de 1,78 NMP/100mL) quanto em
Capanema (log de 1,90 NMP/100mL). Ja nas
ostras se verificou valores mais elevados no
periodo chuvoso, com a regidao de Baixao do
Guai apresentando contagem de log de 3,15
NMP/100g e Capanema log de 2,92 NMP/100g.
Asostrasseencontravam propriasparaconsumo
direto em 53% das amostras, enquanto em 38%
das ostras coletadas em Baixao do Guai e 46%
em Capanema necessitavam de depuracao
antes da comercializagcdo. Apesar de todos as
cepas de E. coli apresentarem resisténcia a
oxacilina, 100% apresentaram sensibilidade

a ciprofloxacina, gentamicina, amicacina,
aztreonam; 97% ao imepenem e ceftriaxona e
93% a sulfametoxazol trimetropima. As aguas

estuarinas da Baia do Iguape recebem esgotos
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domésticos provenientes da falta de saneamento basico na regido e apesar da presenca
de coliformes, a maioria das cepas se mostraram sensiveis aos antimicrobianos
testados.

PALAVRAS-CHAVE: acao antropica, antimicrobianos, oxacilina, coliformes.

MICROBIOLOGICAL QUALITY OF OYSTERS AND WATER AND ANTIMICROBIAL
RESISTANCE PROFILE IN Escherichia coli STRAINS

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the degree of coliform
contamination in water and oysters extracted from nature, and to verify the microbial
resistance profile in strains of Escherichia coli. Water and oysters were collected in
the regions in the Baixao of Guai and Capanema, estuary environment Bay of Iguape,
BA for 12 months for coliform counting at 35°C e a 45°C. The strains of E. coli after
identification were submitted to antimicrobial susceptibility tests to different families of
antimicrobials. Lower coliform contamination rates at 45°C in water was observed in
the dry season in the Baix&do of Guai (log 1,78 NMP/100mL) while in Capanema (log
1,90 NMP/100mL). In the oysters, it was observed higher values in the rainy season
in region in the Baixao of Guai presented count of log 3,15 NMP/100g and Capanema
log 2,92 NMP/100g. The oysters were fit for direct consumption in 53% of samples,
while in 38% of oysters collected in the Baixdo of Guai e 46% in Capanema needed
to go through the depuration process before marketing. Even though all strains of E.
coli exhibit oxacillin resistance, 100% showed sensitivity to ciprofloxacin, gentamicin,
amikacin, aztreonam; 97% to imepenem and ceftriaxone and 93% to sulfamethoxazole
trimetropime. The estuarine waters in the Bay of Iguape receive domestic sewage, and
poor sanitation in the region and despite the presence of coliforms, most strains were
sensitive to the antimicrobials tested.

KEYWORDS: anthropic action, antimicrobials, oxacillin, coliforms.

11 INTRODUCAO

As cepas de Escherichia colitém sido investigadas em analises microbioldgicas,
visto que sua presenca indica contaminacao fecal, por ocorrer em grande numero
na microbiota intestinal de humanos e animais endotérmicos. Enquanto as cepas
comensais ndo apresentam determinantes especializados de viruléncia e podem ser
benéficas para seu hospedeiro, linhagens de E. coli patogénica tem sido relatadas
como causadora de um espectro de doengas como gastroenterite bacteriana, infec¢des
do trato urinario e corrente sanguinea, trato respiratério e peritbnio (BAKER, 2015;
BAJAJ et al., 2016; POOLMAN e WACKER, 2016).

As infec¢des causadas por diversas E. colipatogénicas, especialmente em casos
de infecg¢des intestinais e extraintestinais sao tratadas com o uso de antimicrobianos.
No entanto, as bactérias a cada ano tém desenvolvido mecanismos de resisténcia
aos antimicrobianos, em decorréncia do seu uso indevido e/ou excessivo. Em muitos
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casos, a resisténcia ocorre pela producéo de enzimas codificadas por genes, que
além de conferir resisténcia aos farmacos, sdo uma forma de poluicdo que entra
no meio aquatico pela liberacdo de bactérias fecais expostas a altos niveis de
antimicrobianos no sistema digestorio (BAJAJ et al., 2016; DIVYA e HATHA, 2018).
Muitas bactérias produtoras de genes de resisténcia sao encontradas em ambiente
hospitalar, em diversos reservatérios ambientais (BLAAK et al., 2014; FRANZ et al.,
2015), alimentos (THORSTEINSDOTTIR et al., 2010; HUSSAIN et al., 2017), peixes
e frutos do mar (DIB et al., 2018).

O langcamento de efluentes no ambiente aquatico atua como via de dispersao
de bactérias resistentes, bem como, pode favorecer a troca de genes de resisténcia.
As cepas resistentes limitam os tratamentos de doencas causadas por infeccoes
bacterianas, representando uma ameaca a saude publica (PITOUT et al., 2009). As
ostras, por exemplo, sdo largamente consumidas in natura e podem causar sérios
riscos a saude humana devido ao seu habito alimentar por filtracdo, sendo comum
o registro de surtos de enfermidades relacionados ao consumo desses bivalves
(MENDES et al., 2004).

A presenca de bactérias resistentes em alimentos é indesejavel, uma vez
que pode constituir um reservatério para a aquisicdo de genes de resisténcia a
antimicrobianos para o homem (MO et al., 2017). Estudos para detec¢éao de E. coli
em diferentes regides sdo fundamentais para se monitorar a veiculacdo e cepas
resistentes e os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos comerciais. Este
estudo teve como objetivo a avaliagdo do grau de contaminagéo por coliformes na
agua e em ostras de extrativismo, visando o isolamento de cepas de E. coli para
avaliar seu perfil de resisténcia aos antimicrobianos comerciais.

2 | MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de agua e ostras nas comunidades de Baixado do
Guai 12°52'207”S e 38°56’111°0 e Capanema 12°50’876”S e 38°56'032”0 (regides
estuarinas da Baia do Iguape), com periodicidade mensal, durante 12 meses. Ao todo
foram analisadas 39 amostras de agua e 26 de ostras, durante maré vazante para
realizacao da contagem de coliformes a 35°C e a 45°C e isolamento de E. coli. As
amostras foram agrupadas de acordo com a temperatura e pluviosidade da regiao,
e para os meses compreendidos entre maio e outubro foram definidas como periodo
chuvoso, enquanto os meses de novembro a abril foram classificados como periodo
seco. Os resultados foram expressos em log de NMP/100mL para as amostras da
agua e log de NMP/100g para as amostras de ostras.

As amostras de agua foram coletadas em frascos &mbar estéreis com capacidade
para 1000 mL e as amostras de ostras foram realizadas com o apoio de marisqueiras.
Os mariscos foram coletados junto as raizes dos mangues. Em cada coleta foram
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obtidos em média duas duzias de ostras por localidade. As ostras foram armazenados
em embalagens plasticas de primeiro uso e transportadas em caixa isotérmica. A
salinidade, temperatura e o pH foram aferidos durante cada amostragem.

As ostras, apds passarem por uma lavagem em agua corrente foram abertas
assepticamente e, retiradas 25g da massa visceral e adicionadas a 225 mL de
solucao salina a 0,85%. A partir da diluicao 10! foram feitas diluicbes sucessivas até
103. As amostras de 4gua e ostras para a estimativa do Numero Mais Provavel (NMP)
de coliformes a 35°C e a 45°C e presenca de E. coli foi determinada por meio da
técnica de fermentacdo em tubos multiplos em trés etapas: prova presuntiva, prova
confirmatéria e prova bioquimica seguindo a metodologia proposta em Silva et al.
(2010).

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi avaliada pela técnica de difuséo de
disco em placas, seguindo a metodologia proposta por Clinical and laboratory stardards
Institute (CLSI, 2003). Para realizacéo dos testes, 30 cepas (12 isoladas de agua e
18 de ostras) de E. coli foram repicadas em meio Triptona Soja Agar (TSA) inclinado
e incubadas a 35°C/24h. Apos esse periodo, uma algcada da cultura foi emulsionada
em 9 mL de solucédo salina estéril 0,85% até que a densidade bacteriana lida no
espectrofotdmetro (modelo Spectrum SP-1105) estivesse no intervalo de 0,08 a 0,10,
a 625 nm, correspondente a densidade 108 UFC/mL. Da solugao, os isolados foram
semeados em placas contendo Agar Mueller-Hinton, com o auxilio de um swab estéril
umedecido na solucdo. Em seguida, os discos de antimicrobianos foram depositados,
com o auxilio de pinca estéril e as placas foram incubadas por 24h a 35°C.

Para o antibiograma foram utilizados discos com antimicrobianos da marca
LABORCLIN pertencentes as familias B-lactamicos — AMO: amoxicilina (10ug), AMP:
ampicilina (10ug), ATN: azetronan (30pg), IMP: imipenem (10ug), CFL: cefalotina
(30ug), CRO: ceftriaxona (30ug), OXA: oxacilina (1ug); Aminoglicosideos — AMI:
amicacina (30ug), GEN: gentamicina (10pg); Quinolonas —NAL: &cido nalidixico (30ug)
e CIP: ciprofloxacina (5ug); Sulfanamidas — SUT: sulfametoxazol-trimetropim (25u9);
e, Tetraciclina: TET: tetraciclina (30ug). Como controle foi utilizada estirpe referéncia
de Escherichia coliATCC 25922. A atividade antimicrobiana foi determinada com base
nas medidas dos halos de inibi¢do, utilizando paquimetro digital. Os resultados foram
interpretados de acordo com os critérios descritos pelo CLSI (2003).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 é possivel observar que os maiores indices de contaminagao por
coliformes a 35°C nas amostras de agua foram obtidos em Capanema no periodo
seco e chuvoso. Para os coliformes a 45°C houve maior predominéncia do grupo de
bactérias no periodo chuvoso. Para as amostras de ostras a regiao de Baixao do Guai
apresentou contagens para coliformes a 35° e a 45°C superiores aos observados
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para as amostras de agua, com contagens de log de 3,15 NMP/100g em Baixao do
Guai e log de 2,92 NMP/100g em Capanema.
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Figura 1. Contagem de coliformes a 35°C e a 45°C em amostras de 4gua e ostras, das regides
de Baixao do Guai e Capanema, Estuério da Bahia do Iguape, BA. BG.col35 = Baixao do
Guai, coliformes a 35°C; C.col35= Capanema, coliformes a 35°C; BG.col45= Baixao do Guai,
coliformes a 45°C; C.col45= Capanema, coliformes a 45°C.

A presenca de coliformes estad associada a grande concentragdo de matéria
organica, o que permite afirmar que no estuario ha descarga de esgoto doméstico,
favorecendo a proliferacdo de coliformes na coluna d’agua (VIEIRA et al., 2007).
A comunidade de Capanema esta situada na porcéao interior da Baia do Iguape,
recebendo um menor aporte de agua salina. Além disso, as coletas foram realizadas
durante a maré vazante e como as comunidades nao dispdem de fossas assépticas,
podem justificar os altos indices de contaminantes.

Segundo Kolm e Andretta (2008), existe uma relacao direta entre as marés e a
densidade de coliformes. Em seu trabalho, realizado no corrego do Perequé, Pontal
do Sul (PR), os maiores valores de coliformes registrados ocorreram durante a maré
baixa. Ramos et al. (2010), analisando amostras de agua e de ostras em alguns
pontos da Baia Sul da Ilha de Santa Catarina, constataram que em regides com baixa
circulagao de agua, os valores de coliformes sdo mais elevados.

A Figura 2 apresenta os resultados obtidos com os testes de resisténcia
microbiana, sendo verificado que todas as cepas de E. coliapresentaram resisténcia a
oxacilina (OXA) e suscetibilidade de 100% a ciprofloxacina (CIP), gentamicina (GEN),
amicacina (AMI), aztreonam (ATN); 97% ao imepenem (IMP) e ceftriaxona (CRO);
93% a sulfametoxazol trimetropima (SUT), e 90% a tetraciclina (TET) e ampicilina
(AMP).
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Figura 2. Suscetibilidade a antimicrobianos das cepas de Escherichia coli provenientes da agua
e das ostras, das regides de Baixao do Guai e Capanema, Estuario da Bahia do Iguape, BA.
(AMO= amoxicilina; AMP= ampicilina; ATN= azetronam; CFL= cefalotina; CRO= ceftriaxona;

IMP= imepenem; OXA= oxacilina; AMI= amicacina GEN= gentamicina; NAL= &cido nalidixico e

CIP= ciprofloxacina; SUT= sulfametoxazol trimetropima; TET= tetraciclina).

Para o antimicrobiano cefalotina (CFL), os resultados foram distribuidos entre
os perfis de resisténcia intermediaria, com 43% dos isolados e sensiveis, com 57%
das cepas avaliadas. Outro dado que vale ressaltar é a resisténcia obtida para a
amoxicilina (AMO), com 77% das E. coli se mostrando sensiveis. Os resultados
de sensibilidade a oxacilina, confirmam que esse farmaco nao € eficiente contra o
crescimento e evolugdo de cepas de E. coli. A resisténcia a oxacilina € atribuida a
presenca de um gene no DNA cromossémico, conhecido como gene MecA, que se
acopla as proteinas ligadoras de penicilina ocasionando uma desativacao (MIMICA
et al., 2007).

Varios antimicrobianos testados se mostraram eficientes no controle total ou
parcial da E. coli. Esses agentes costumam causar alteragdes na parede celular da
bactéria, modificando o equilibrioosmético e promovendo aquebracelular (NIKOLAIDIS
et al., 2014). O alerta, versa sobre o uso rotineiro destes farmacos no tratamento de
infeccdes que acometem a populagcédo, pois tem contribuido veementemente para
aumentar a resisténcia das bactérias aos mecanismos de combate do antimicrobiano.

Evangelista-Barreto et al. (2014) também encontraram valores superiores ao
presente estudo ao analisarem cepas de E. coli isoladas de ostras e sururus na
Baia do Iguape, relataram resisténcia a tetraciclina em 51,9% das cepas, seguida da
ampicilina com 22%. Segundo os autores, o uso frequente desses antimicrobianos no
tratamento de infecgcbes em humanos tem contribuido para a resisténcia ao farmaco.

A presenca de bactérias resistentes no ambiente pode se associar a liberagao de

Qualidade de Produtos de Origem Animal 2 Capitulo 24



antimicrobianos em corpos d’agua, uma vez que, parte do antimicrobiano é absorvido
pelo organismo e outra parte é excretada na urina. A falta de saneamento basico nos
municipios faz com que estes residuos cheguem até os rios e estuéarios. No entanto,
€ importante notar que varios parametros fisico-quimicos ambientais desempenham
papel adicional na prevaléncia de bactérias resistentes. O aumento da salinidade e da
disponibilidade de nutrientes apresentam influéncia inversamente proporcional aos
niveis de cepas resistentes (NA et al., 2018).

Por se tratar de uma regido de estuario, o ambiente do qual a E. coli foi
isolada recebe diversas fontes de poluicao, como aguas de lastro, do escoamento
de aguas pluviais e insumos organicos e até descargas de esgotos hospitalares,
agricolas e industriais. Todos estes fatores contribuem para um ambiente ideal para
a troca de material genético, e, consequentemente, a disseminacao da resisténcia
aos antimicrobianos. Apesar de ser uma problema de saude publica a resisténcia
bacteriana, ainda é negligenciada em termos ambientais e sociais e necessita de
esforcos mutuos que considerem tanto os prejuizos humanos quanto ao ambiente.

41 CONCLUSAO

A regiao estuarina da Bia do Iguape, nas comunidades de Baix&o do Guai e
Capanema sofrem com a contaminacédo por dejetos de origem fecal. A resisténcia
microbiana das cepas de E. coliao antimicrobiano oxacilina € um dado que caracteriza
preocupacao a saude publica, devendo ser disciplinado por critérios farmacoldgicos
guanto ao seu uso no combate a infeccées ocasionadas por essa bactéria nas regides
de Baixao de Guai e Capanema, BA.
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