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RESUMO

Este estudo investigou a presenca de bactérias de Gram-negativas em filés de salmao
(Oncorhynchus sp.), tilapia (Oreochromis niloticus) e pangasius (Pangasianodon sp.), peixes
provenientes da aquicultura, comumente consumidos crus como sashimi,
comercializados no mercado municipal de Santos, Sao Paulo, Brasil. Selecionou-se para
o estudo doze amostras de fragmentos musculares das espécies supracitadas. As
amostras foram semeadas em placas de Petri contendo os meios seletivos agar
MacConkey ou Pseudomonas, suplementados com ceftriaxona (2pug/mL), meropenem
(2ug/mL), ciprofloxacina (1ng/mL) ou polimixina (1pg/mL). Em seguida, procedeu-se
a identificacdo das colonias bacterianas por meio Espectrometro de Massas MALDI-
TOF-TOF e teste de sensibilidade aos antimicrobianos. Foram selecionadas duas
amostras bacterianas e realizados os testes de extracdo de DNA, sequenciamento
genético, andlises de bioinformaética, tolerdncia a metais pesados (arsénio, mercurio,
cobre, prata e cromo) de uma das amostras e ensaio in vivo com larvas de Galleria
mellonella. Das amostras resultantes, 28 isolados foram submetidos a identificacdo e teste
de sensibilidade aos antimicrobianos. Constatou-se a presenca das bactérias Aeromonas
veronii (62,06%), Morganella morganii (17,24%), Pseudomonas otitidis (6,89%), Acinetobacter
baumannii (3,44%), Aeromonas jandaei (3,44%) e Citrobacter braakii (3,44%). As espécies de
peixes que apresentaram maior contaminac¢do foram pangasius (62,06%), seguidos por
tilapia (20,68 %) e salmao (17,24 %). Uma das bactérias selecionadas, P. otitidis, apresentou
apenas o gene de resisténcia POM-1 e nenhum gene de viruléncia. J4 a outra bactéria, M.
morganii, apresentou diversos genes de resisténcia, incluindo a arsénio e mercdario, e
viruléncia; assim como taxa de sobrevivéncia de apenas 10% no ensaio com Galleria
mellonella. A hipotese deste estudo é que o pescado comercializado no mercado
municipal de peixes de Santos pode estar sujeito a contaminagao por bactérias de Gram-
negativas, representando um potencial risco para a satide puablica. Os resultados indicam
a presenca de bactérias Gram-negativas resistentes a antimicrobianos nos tecidos (filés)
das trés espécies estudadas, ressaltando a necessidade de aprimorar as praticas de
higienizacdo ao longo da cadeia de producao, com o objetivo de reduzir os riscos de
contaminacao do produto final. Em suma, este trabalho contribuira com a protegdo da
saide dos consumidores, promocdo de seguranca alimentar e com o avanco do

conhecimento cientifico no campo da microbiologia de alimentos.

Palavras-chave: Antimicrobianos; bacteriologia; contaminagdo de alimentos;

microbiologia; seguranca alimentar.



ABSTRACT

This study investigated the presence of Gram-negative bacteria in fillets of salmon
(Oncorhynchus sp.), tilapia (Oreochromis niloticus) and pangasius (Pangasianodon sp.), fish
from aquaculture, commonly consumed raw as sashimi, sold in the municipal market of
Santos, Sao Paulo, Brazil. Twelve samples of muscle fragments from the aforementioned
species were selected for the study. The samples were sown in Petri dishes containing
MacConkey or Pseudomonas agar selective media, supplemented with ceftriaxone
(2ug/mL), meropenem (2pg/mL), ciprofloxacin (1pg/mL) or polymyxin (1ug/mL).
Then, the bacterial colonies were identified using the MALDI-TOF-TOF Mass
Spectrometer and antimicrobial susceptibility testing. Two bacterial samples were
selected and DNA extraction, genetic sequencing, bioinformatics analysis, tolerance to
heavy metals (arsenic, mercury, copper, silver and chromium) tests were carried out on
one of the samples and in vivo testing with Galleria mellonella larvae. Of the resulting
samples, 28 isolates were subjected to identification and antimicrobial susceptibility
testing. The presence of the bacteria Aeromonas veronii (62,06%), Morganella morganii
(17,24 %), Pseudomonas otitidis (6,89%), Acinetobacter baumannii (3,44%), Aeromonas jandaei
(3.44%) and Citrobacter braakii (3,44%) was found. The fish species that showed the
greatest contamination were pangasius (62,06%), followed by tilapia (20,68%) and
salmon (17,24%). One of the selected bacteria, P. otitidis, presented only the POM-1
resistance gene and no virulence gene. The other bacterium, M. morganii, presented
several resistance genes, including arsenic and mercury, and virulence; as well as a
survival rate of only 10% in the trial with Galleria mellonella. The hypothesis of this study
is that fish sold in the Santos municipal fish market may be subject to contamination by
Gram-negative bacteria, representing a potential risk to public health. The results
indicate the presence of Gram-negative bacteria resistant to antimicrobials in the tissues
(fillets) of the three species studied, highlighting the need to improve hygiene practices
throughout the production chain, with the aim of reducing the risks of final product
contamination. In short, this work will contribute to protecting consumer health,
promoting food safety and advancing scientific knowledge in the field of food

microbiology.

Keywords: Antimicrobials; bacteriology; food contamination; food security;

microbiology.



INTRODUCAO GERAL

Salmdo (Oncorhynchus sp.), tildpia (Oreochromis sp.) e pangasius (Pangasianodon
sp.) e sua importdncia econdmica

Entre todas as fontes de proteina animal comercializadas mundialmente, os
peixes representam 56% do total. Segundo a Organiza¢do das Nagdes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO), existem 100 vezes mais espécies de pescado
comercializadas no mundo do que todas as espécies de suinos, aves e bovinos (FAO,
2022).

O salméo (Oncorhynchus sp.) € uma espécie que tem sua origem na dgua doce e,
ap6s dois a trés anos, dirige-se ao oceano (dgua salgada) e retorna a dgua doce em
periodo de reproducdo. Entre as principais espécies da piscicultura importadas pelo
Brasil no primeiro trimestre de 2022, o salmao apresentou o maior valor, totalizando US$
216 milhdes, um aumento de 66% frente a 2021 (Associacao Brasileira da Piscicultura,
2022).

A tildpia (Oreochromis sp.) é uma espécie tropical que prefere viver em aguas
rasas, onde a temperatura ideal varia de 31°C a 36°C. E um onivoro que se alimenta de
fitoplancton, perifiton, plantas aquaticas, pequenos invertebrados, fauna bentonica,
detritos e filmes bacterianos associados a detritos (FAO, 2009). A tilapia foi o destaque
da piscicultura brasileira em 2020, sua producdo cresceu 12,5%, atingindo 486.155
toneladas (contra 432.149 toneladas do ano anterior) (Associacdo Brasileira da
Piscicultura, 2022). Em 2021, foram produzidas 534.005 toneladas da espécie no Brasil,
um salto de 9,8% ante o ano anterior (486.155 toneladas). Com esse resultado, a tildpia
representa 63,5% da producdo nacional de peixes de cultivo, conforme os dados do
Anuario 2022 da Associacgao Brasileira da Piscicultura (Seafood Brasil, 2022).

O pangasius (Pangasianodon sp.), originario do Vietnd, tem como temperatura
ideal para cultivo de 23°C a 29°C (Seafood Brasil, 2019). Em 2020, o pangasius, a carpa e
a truta mostraram bom desempenho, com crescimento de 10,9%, somando 38.104
toneladas contra 34.370 toneladas de 2019. No terceiro trimestre de 2021, entre as
principais espécies da piscicultura importadas pelo Brasil, os bagres (incluindo o
pangasius) ocuparam o segundo lugar, com US$ 13,9 milhdes (Associagdo Brasileira da

Piscicultura, 2021).


http://www.fao.org/home/en/

No entanto, a medida que a demanda global por pescado cresce, questdes criticas
como a resisténcia aos antimicrobianos e a contaminacao de alimentos emergem como
desafios urgentes na indtstria aquicola. Esses problemas nao apenas afetam a seguranca

alimentar, mas também tém implica¢des significativas para a satide publica.

Crescente contaminacdo de alimentos por bactérias

A demanda e o consumo de alimentos aumentam constantemente em todo o
mundo com o aumento da populagdo global. Consequentemente, associadas ao
manuseio de volumes aumentados de produtos alimenticios em varios estdgios de
produgdo, classificagdo, processamento e/ou embalagem de alimentos, as doencas
transmitidas por alimentos tornaram-se cada vez mais uma preocupacao de satide global
(De Florio et al., 2021).

A determinacdo de Procedimentos Padronizados de Higienizacdo Operacional
(PPHO) adequados sao medidas essenciais para todas as agroindustrias de alimentos
(Coelho et al., 2021). Estes procedimentos visam eliminar residuos organicos e micro-
organismos oriundos da linha de producao, para que ndo se depositem na superficie dos
magquindrios e favorega a formacao de biofilmes, o que consequentemente, contribuiria
para a contaminagdo microbiolégica dos produtos, interferindo diretamente na
qualidade e seguridade do que ¢é oferecido ao consumidor (Fabiano et al., 2020; Silva et
al., 2020; Coelho et al., 2021).

O Centro de Controle e Prevencao de Doencas dos Estados Unidos (CDC) estima
que todos os anos aproximadamente 48 milhdes de pessoas contraem doengas
transmitidas por alimentos, das quais 128.000 sdo hospitalizadas e 3.000 morrem
(Centers for Disease Control and Prevention, 2018).

No Brasil, no periodo de 2009 a 2019, foram realizadas 7.674 notificagdes a
Vigilancia Sanitéaria, onde ocorreram, também, registros de 109 6bitos. Neste periodo, os
surtos por doencas transmitidas por alimentos confirmados laboratorialmente somaram
o total de 2226, onde 1870 (84%) dos agentes etiol6gicos identificados eram bactérias
(Amaral et al., 2021). Entre os dez principais agentes etiologicos envolvidos, a bactéria
Escherichia coli representou 645 (29%) do total, seguido de Salmonella spp. e Staphylococcus
aureus, com 378 (17%) e 356 (16%), respectivamente (Amaral et al., 2021).

Panorama e crise mundial de resisténcia aos antimicrobianos



A resisténcia a antimicrobianos (AMR, da sigla em inglés) é atualmente
considerada um dos maiores problemas para a satde publica global. Segundo a
Organizagdo Mundial da Satude (OMS), a definicdo de AMR refere-se a capacidade de
micro-organismos (bactérias, fungos, virus e parasitas) se alterarem quando expostos a
antimicrobianos e de resistirem a esses medicamentos, tornando-os inefetivos (World
Health Organization, 2017).

Mudltiplos relatérios recentes descreveram um aumento de organismos
multirresistentes durante a pandemia de COVID-19. Um estudo retrospectivo descobriu
que a incidéncia de colonizagdo por enterobactérias resistentes a carbapenémicos
aumentou de 6,7% em 2019 para 50% em margo-abril de 2020. Relatou-se que, durante a
pandemia, a necessidade do uso de agentes antimicrobianos aumentou em comparacao
com 0s anos anteriores (Lai et al., 2021). Em um relatério inicial de 99 casos de COVID-
19 na China, mais de 70% dos pacientes receberam tratamento com antimicrobianos e,
aproximadamente, 15% dos quais receberam agentes antifngicos (Lai et al., 2021).

O uso inadequado e excessivo de antimicrobianos na agropecudria também
contribui para o aumento da incidéncia da AMR em humanos (Silva et al., 2020). Esses
medicamentos sao utilizados na produgao animal com o propésito de tratar e prevenir
infec¢des, bem como para promover o crescimento animal, promovendo pressao seletiva
e favorecendo a disseminacdo de micro-organismos resistentes. A transmissao para
humanos pode ocorrer de forma direta, mediante contato, ou indireta, no consumo do
alimento e pela polui¢do provocada pelos residuos biolégicos agricolas (Silva et al., 2020;
Ma et al., 2021).

Na piscicultura, diversos microrganismos ocasionam perdas na produgdo do
pescado, principalmente quando resistentes a antimicrobianos. Estes patdgenos,
presentes na microbiota da dgua e de organismos aquaticos, provocam enfermidades
nestes animais, causando perdas econdmicas consideraveis ao produtor (Lintzmaia et al.,

2021).

Contaminagdo de pescado

O pescado integra o grupo dos alimentos altamente pereciveis e exige cuidados
especiais, uma vez que é suscetivel a contaminacdo dos mais variados micro-
organismos, que podem ser adquiridos ainda no ambiente aquético ou durante as

diferentes etapas de captura e transporte (Giampietro e Rezende-Lago, 2021).



Em 2020, a pesca e a producdo aquicola atingiram um recorde histérico de 214
milhdes de toneladas, movimentando cerca de US$ 424 bilhoes. O resultado representou
um aumento marginal de 3% no volume sobre o estudo anterior, que consolidou dados
de 2018: 178 milhdes de toneladas foram de animais aquéticos e 36 milhdes foram de
algas. O crescimento limitado se deveu principalmente a queda de 4,4% nas capturas,
especialmente em razao da diminuigdo dos volumes de peixes peldgicos, além de uma
reducdo na atividade chinesa e os impactos globais da Covid-19. Ja a aquicultura cresceu
5,7% na soma do cultivo de algas e animais aquaticos, alcancando um volume de 122,6
milhdes de toneladas em todo o mundo - resultado também contido pelos reflexos da
pandemia global (FAO, 2022).

A manutencdo da qualidade do pescado esta ligada, principalmente, a trés
fatores: tempo, higiene e temperatura. Além disso, o conhecimento das doengas, o
controle do uso de drogas, da alimentagdo, da qualidade de agua e da presenca de
agentes patogénicos em todas as etapas do processo de producdo aquicola é
fundamental para a obtencao de produtos de boa qualidade e protegao da satide publica
(Lintzmaia et al., 2021).

Dentre os micro-organismos de maior evidéncia associados ao pescado,
destacam-se E. coli, Salmonella spp. e S. aureus. A existéncia dessas bactérias nos
alimentos é um indicativo de condic¢des higiénica-sanitdria inapropriadas (Sales et al.,
2021).

Altas concentracdes de metais e outros elementos acima do nivel natural em
pescados tém sido mensurados devido seus riscos a satitde humana. Em razdo do
potencial e/ou real perigo do consumo de pescado com expressivos teores de metais
toxicos, muitos paises monitoram os niveis desses elementos tragos no pescado
consumido localmente para proteger a satide humana. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) é a responsédvel pela fiscalizagdo de contaminantes em
alimentos por meio dos Limites Maximos de Tolerancia (LMT) para contaminantes
inorganicos publicados na Resolucdo n°® 42, de 29 de agosto de 2013 (EMBRAPA, 2016).

A hipoétese deste estudo é que o pescado comercializado no mercado municipal
de peixes de Santos, Sdo Paulo, Brasil, pode estar sujeito a contaminagdo por bactérias

de prioridade global, representando um potencial risco para a satide publica



OBJETIVO GERAL

Investigar a presenga de bactérias de prioridade global no tecido (filés) de salmao
(Oncorhynchus sp.), tilapia (Oreochromis niloticus) e pangasius (Pangasianodon sp.)

comercializados para consumo como sashimi.

OBJETIVO ESPECIFICO

Isolar e identificar bactérias Gram-negativas (enterobactérias e bactérias nao
fermentadoras de glicose) resistentes aos antimicrobianos;

Avaliar o perfil de sensibilidade dos isolados bacterianos aos antimicrobianos.
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Resumo

Este estudo investigou a presenca de bactérias de Gram-negativas em filés de salmao
(Oncorhynchus sp.), tilapia (Oreochromis niloticus) e pangasius (Pangasianodon sp.), peixes
provenientes da aquicultura, comumente consumidos crus como sashimi,
comercializados no mercado municipal de Santos, Sao Paulo, Brasil. Selecionou-se para
o estudo doze amostras de fragmentos musculares das espécies supracitadas. As
amostras foram semeadas em placas de Petri contendo os meios seletivos agar
MacConkey ou Pseudomonas, suplementados com ceftriaxona (2pug/mL), meropenem
(2ug/mL), ciprofloxacina (1ng/mL) ou polimixina (1pg/mL). Em seguida, procedeu-se
a identificacdo das colonias bacterianas por meio Espectrometro de Massas MALDI-
TOF-TOF e teste de sensibilidade aos antimicrobianos. Foram selecionadas duas
amostras bacterianas e realizados os testes de extracdo de DNA, sequenciamento
genético, andlises de bioinformaética, tolerancia a metais pesados (arsénio, mercurio,
cobre, prata e cromo) de uma das amostras e ensaio in vivo com larvas de Galleria
mellonella. Das amostras resultantes, 28 isolados foram submetidos a identificag¢do e teste
de sensibilidade aos antimicrobianos. Constatou-se a presenca das bactérias Aeromonas
veronii (62,06%), Morganella morganii (17,24%), Pseudomonas otitidis (6,89%), Acinetobacter
baumannii (3,44%), Aeromonas jandaei (3,44%) e Citrobacter braakii (3,44%). As espécies de
peixes que apresentaram maior contaminac¢do foram pangasius (62,06%), seguidos por
tilapia (20,68 %) e salmao (17,24 %). Uma das bactérias selecionadas, P. otitidis, apresentou
apenas o gene de resisténcia POM-1 e nenhum gene de viruléncia. J4 a outra bactéria, M.
morganii, apresentou diversos genes de resisténcia, incluindo a arsénio e mercdario, e
viruléncia; assim como taxa de sobrevivéncia de apenas 10% no ensaio com Galleria
mellonella. A hipotese deste estudo é que o pescado comercializado no mercado
municipal de peixes de Santos pode estar sujeito a contaminagao por bactérias de Gram-
negativas, representando um potencial risco para a satide puablica. Os resultados indicam
a presenca de bactérias Gram-negativas resistentes a antimicrobianos nos tecidos (filés)
das trés espécies estudadas, ressaltando a necessidade de aprimorar as praticas de
higienizacdo ao longo da cadeia de producao, com o objetivo de reduzir os riscos de
contaminacao do produto final. Em suma, este trabalho contribuira com a protegdo da
saide dos consumidores, promocdo de seguranca alimentar e com o avanco do
conhecimento cientifico no campo da microbiologia de alimentos.

Palavras-chave: Antimicrobianos; bacteriologia; contaminagdo de alimentos;

microbiologia; seguranca alimentar.
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Abstract

This study investigated the presence of Gram-negative bacteria in fillets of salmon
(Oncorhynchus sp.), tilapia (Oreochromis niloticus) and pangasius (Pangasianodon sp.), fish
from aquaculture, commonly consumed raw as sashimi, sold in the municipal market of
Santos, Sao Paulo, Brazil. Twelve samples of muscle fragments from the aforementioned
species were selected for the study. The samples were sown in Petri dishes containing
MacConkey or Pseudomonas agar selective media, supplemented with ceftriaxone
(2ug/mL), meropenem (2pug/mL), ciprofloxacin (1pg/mL) or polymyxin (1pg/mL).
Then, the bacterial colonies were identified using the MALDI-TOF-TOF Mass
Spectrometer and antimicrobial susceptibility testing. Two bacterial samples were
selected and DNA extraction, genetic sequencing, bioinformatics analysis, tolerance to
heavy metals (arsenic, mercury, copper, silver and chromium) tests were carried out on
one of the samples and in vivo testing with Galleria mellonella larvae. Of the resulting
samples, 28 isolates were subjected to identification and antimicrobial susceptibility
testing. The presence of the bacteria Aeromonas veronii (62,06%), Morganella morganii
(17,24 %), Pseudomonas otitidis (6,89%), Acinetobacter baumannii (3,44%), Aeromonas jandaei
(3.44%) and Citrobacter braakii (3,44%) was found. The fish species that showed the
greatest contamination were pangasius (62,06%), followed by tilapia (20,68%) and
salmon (17,24%). One of the selected bacteria, P. otitidis, presented only the POM-1
resistance gene and no virulence gene. The other bacterium, M. morganii, presented
several resistance genes, including arsenic and mercury, and virulence; as well as a
survival rate of only 10% in the trial with Galleria mellonella. The hypothesis of this study
is that fish sold in the Santos municipal fish market may be subject to contamination by
Gram-negative bacteria, representing a potential risk to public health. The results
indicate the presence of Gram-negative bacteria resistant to antimicrobials in the tissues
(fillets) of the three species studied, highlighting the need to improve hygiene practices
throughout the production chain, with the aim of reducing the risks of final product
contamination. In short, this work will contribute to protecting consumer health,
promoting food safety and advancing scientific knowledge in the field of food
microbiology.

Keywords: Antimicrobials; bacteriology; food contamination; food security;

microbiology.
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1. Introdugido

A resisténcia aos antimicrobianos (AMR), definida como a capacidade dos micro-
organismos de se adaptarem e resistirem aos antimicrobianos, representa uma ameaca
crescente para a satde publica global (World Health Organization, 2017).

Esta ameaga se manifesta em todo o mundo, contribuindo substancialmente para
a morbidade e mortalidade (Tacconelli et al., 2018). Recentemente, a Organizacao
Mundial da Satde publicou uma lista de patdégenos prioritdrios para pesquisa e
desenvolvimento de novos antimicrobianos para bactérias de prioridade global. No topo
da lista, encontram-se bactérias de prioridade critica como Acinetobacter baumannii
(resistente a cabapenémicos), Pseudomonas aeruginosa (resistente a cabapenémicos) e
enterobacterias (resistente a cabapenémicos e produtoras de ESBL) (Tacconelli et al.,
2018).

O uso excessivo de antimicrobianos na agropecudria também contribui
significativamente para o aumento da incidéncia da resisténcia aos antimicrobianos em
humanos. Esses medicamentos sdo frequentemente utilizados na produgdo animal com
o propésito de tratar e prevenir infeccdes, bem como para promover o crescimento
animal. No entanto, esse uso indiscriminado exerce pressao seletiva sobre os micro-
organismos, levando ao desenvolvimento de micro-organismos resistentes. A
transmissdo dessas bactérias resistentes aos seres humanos pode ocorrer de forma direta,
mediante contato, ou indiretamente, através do consumo de alimento contaminados e
da contaminacado provocada pelos residuos biolégicos agricolas (Silva et al., 2020; Ma et
al., 2021).

Dentre os micro-organismos frequentemente associados ao pescado, destacam-
se Escherichia coli, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus. A existéncia dessas bactérias
nos alimentos é um indicativo de condi¢des higiénico-sanitaria inapropriadas (Sales et
al., 2021). No Brasil, entre 2009 a 2019 foram realizadas 7.674 notificacdes a Vigilancia
Sanitéria Brasileira, das quais 84% envolviam agentes etiol6gicos bacterianos. Entre os
dez principais agentes etiologicos envolvidos, a bactéria E. coli representou 645 (29%) do
total, seguido de Salmonella spp. e S. aureus, com 378 (17%) e 356 (16%), respectivamente
(Amaral et al., 2021).

Altas concentracdes de metais e outros elementos acima do nivel natural em
pescados tém sido mensurados devido seus riscos a satide humana. Em razdo do
potencial e/ou real perigo do consumo de pescado com expressivos teores de metais

toxicos, muitos paises monitoram os niveis desses elementos tracos no pescado
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consumido localmente para proteger a satide humana. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) é a responsédvel pela fiscalizacdo de contaminantes em
alimentos por meio dos Limites Maximos de Tolerdncia (LMT) para contaminantes
inorgéanicos publicados na Resolucao n° 42, de 29 de agosto de 2013 (EMBRAPA, 2016).

Neste contexto, a resisténcia antimicrobiana representa uma ameaga a satde
humana, animal e até mesmo ambiental; sendo necessarios estudos que identifiquem e
abordem riscos significativos a satide associados ao consumo de peixes contaminados
com bactérias resistentes a antimicrobianos. Uma vez que os antimicrobianos sao
amplamente utilizados em animais destinados a produgdo de alimentos, esses animais

podem servir como reservatorios de bactérias resistentes a antimicrobianos.

Diante deste panorama, emerge a necessidade de investigar a presenca de
bactérias clinicamente importantes em peixes de aquicultura. Este estudo visa isolar,
identificar e avaliar o perfil de sensibilidade de bactérias Gram-negativas nos filés de
salmao, tilapia e pangasius destinados ao consumo como sashimi, com o objetivo de
compreender e mitigar os riscos associados a resisténcia aos antimicrobianos na cadeia
alimentar desses peixes. A hipdtese deste estudo é que o pescado produzido por
aquicultura e comercializado no mercado municipal de peixes de Santos, Sao Paulo,
Brasil, pode estar sujeito a contaminacdo por bactérias clinicamente importantes,
representando um potencial risco para a satide publica. Esta pesquisa busca preencher
essa lacuna no conhecimento e contribuir para a compreensao dos riscos associados a
resisténcia aos antimicrobianos na cadeia alimentar de peixes de aquicultura, bem como
para o desenvolvimento de estratégias de mitigagao eficazes.

Ao considerar os dados apresentados sobre a presenca de bactérias resistentes a
antimicrobianos em peixes de aquicultura, é evidente a urgéncia de compreender e
abordar a relevancia da resisténcia antimicrobiana na cadeia alimentar. Nesse contexto,
os objetivos especificos deste estudo ganham destaque, uma vez que visam identificar
as bactérias presentes nos filés de peixe e avaliar sua sensibilidade aos antimicrobianos.
Portanto, ressalta-se a necessidade premente de investigacdes detalhadas para promover

uma producado e consumo de alimentos mais seguros e saudaveis.
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2. Material e métodos

2.1.  Amostragem

No més de abril de 2022, foram coletadas para o estudo 12 (doze) amostras de
peixes provenientes do Mercado Municipal de Pescado de Santos - SP (23°59'S, 46° 17'
W). As amostras consistiam de fragmentos musculares de espécies comumente
consumidas cruas, sendo 03 (trés) de salmado (Oncorhynchus sp.), 03 (trés) de tilapia
(Oreochromis niloticus), 03 (trés) de pangasius (Pangasianodon sp.) (Figura 1).
Adicionalmente, 03 (trés) amostras de pangasius que ndo possuiam registro fiscal
também foram coletadas para processamento.

Ap6s a coleta, os fragmentos foram transportados sob refrigeracdo para o
laboratério do departamento de Microbiologia, do Instituto de Ciéncias Biomédicas da

Universidade de Sdo Paulo e processados em um periodo de 24 horas.

Figura 1. Processo de coleta de fragmento muscular de pescado proveniente Mercado

Municipal de Pescado de Santos (SP).

2.2, Preparo das amostras
As amostras foram homogeneizadas em sacos plasticos estéreis com o

equipamento homogeneizador de sélidos ou Stomacher (Boitton™) e, em seguida, foram
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transferidas para garrafas estéreis, submersas em agua peptonada e levadas a uma

incubadora shaker (Cientec™) por 24 horas a 37°C e 50 rpm.

2.3.  Isolamento bacteriano

A andlise bacteriologica das amostras foi realizada através do isolamento em
meio seletivo suplementados com antimicrobianos. Foi realizada uma diluigdo 10~ *das
amostras com solucdo salina e, igualmente com amostras puras (sem dilui¢do), foram
semeadas em diferentes placas contendo os meios de cultura agar MacConkey ou
Pseudomonas, suplementados com ceftriaxona (2ug/mL), meropenem (2ug/mL),
ciprofloxacina (1pg/mL) ou polimixina (1pg/mL) cada. As placas foram incubadas em
estufa bacterioldgica a 37°C por 24 horas, e as coldnias crescidas foram observadas

quanto ao tamanho, pigmentacdo e morfologia.

2.4.  Identificacio bacteriana

Apbs o crescimento bacteriano, colonias representativas foram escolhidas e
submetidas a andlises para identificacdo. A identificagdo das espécies bacterianas foi
realizada por meio de espectrometro de massas MALDI-TOF-TOF (Matrix Assisted

Laser Desorption Ionization Time of Flight Mass Spectrometry).

2.5. Teste de sensibilidade

Para determinagdo do perfil de sensibilidade dos isolados, foi realizado o teste
de difusdao em disco proposto por Kirby e Bauer (1966). Colonias de cada bactéria
previamente identificada foram suspendidas em 3 mL de solugdo salina (H-O + NaCl
0,85%) e ajustadas em escala McFarland 0,5 por meio de espectrofotdmetro. Apés, um
swab estéril foi mergulhado nesta solugdo e semeado numa placa Muller Hinton e, em
seguida, foram distribuidos os discos antimicrobianos amoxicilina + acido clavulanico
(AMC 30 pg), cefotaxima (CTX 30 pg), ceftazidima (CAZ 30 pg), aztreonam (ATM 30
pg), ceftriaxona (CRO 30 pg), meropenem (MPM 10 pg), imipenem (IPM 10 pg),
ertapenem (ERT 10 pg), cefepime (CPM 30 pg), ciprofloxacina (CIP 5 pg), gentamicina
(GEN 10 pg) e cloranfenicol (CLO 30 pg). As placas foram levadas a estufa bacterioldgica
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por 37°C por 24 horas e, apds este periodo, foi observado e mensurado os halos dos
antimicrobianos. Uma amostra de Morganella morganii (SAL.P.POL.3) foi submetida a
um teste de sensibilidade similar ao anterior, todavia, com tetraciclina (TET 30 pg). Os
resultados foram interpretados de acordo com diretrizes da organizacdo americana
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2022). Adicionalmente, os isolados
bacterianos foram classificados como sensiveis, resistentes ou multirresistentes de

acordo com critério proposto por Magiorakos et al. (2012).

2.6.  Extragio de DNA, sequenciamento genético e andlise de bioinformitica

O DNA gendmico de duas amostras, sendo elas uma de Morganella morganii
(SAL.P.POL.3) e outra de Pseudomonas otitidis (PG/S.P.MER.3), foram extraidos
utilizando o PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) de acordo com as
especificacdes do fabricante; e em seguida foram sequenciados utilizando a plataforma
[llumina NextSeq (San Diego, EUA). Montagens de novo foram geradas usando
Unicycler (0.4.8) (https://github.com/rrwick/Unicycler). Ferramentas do Center for
Genomic Epidemiology (https://www.genomicepidemiology.org) foram usadas para
confirmar espécies (SpeciesFinder v2.0) e para identificar o tipo de sequéncia multi-locus
(MLST v2.0). ABricate v1.0.1 (https://github.com/tseemann/abricate) foi usado com
ResFinder  (https://bitbucket.org/genomicepidemiology/resfinder_db) e VFDB
(https:/ /bitbucket.org/genomicepidemiology/virulencefinder_db/src /master/). Foi
utilizado um limite minimo de 90% para identidade de nucleotideos e cobertura

genética.

Para acessar a relacdo filogenética, 27 genomas de cepas de Morganella morganii
foram recuperados do banco de dados NCBI RefSeq, e uma arvore de maxima
verossimilhanca baseada no alinhamento de SNP foi inferida com pardmetros padrao do
CSI Phylogeny v.1.4 (/ / cge.cbs.dtu.dk/services/ CSIPhylogeny), usando o cromossomo
completo da cepa MGYG-HGUT-02512 de M. morganii (ntmero de acesso do GenBank:
LR699007.1) como referéncia. A visualizagdo e anotacdo da topologia em arvore foram

realizadas com o iTol v.6 (//itol.embl.de/).
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2.7. Tolerdncia a metais pesados

A tolerancia ao arsénio (As), mercuario (Hg), cobre (Cu), prata (Ag) e cromo (Cr)
da amostra de Morganella morganii (SAL.P.POL.3) foi avaliada utilizando um método de
microdilui¢do em caldo a fim de se concentragdo inibitéria minima (MIC) (CLSI, 2022).
Klebsiella pneumoniae cepa KPN535 (One260, http:/ /www. onehealthbr.com/), contendo
merctrio (merA-C), arsénico (arsA-D, arsH), genes de resisténcia ao cobre (pcoA-E,
pcoR-S), prata (silR-S, silC, silE) e niquel (nikA-E), e a cepa 25922 de Escherichia coli
ATCC, negativa para a presenga dos genes que conferem tolerancia aos metais pesados

testados, foram utilizados como controle.

2.8. Ensaio in vivo com Galleria mellonella

Foi realizado ensaio com larvas de Galleria mellonella criadas e mantidas a 28°C e
alimentadas com poélen e cera de abelha. Foi feita triplicata, sendo cada grupo
experimental composto por 10 larvas pesando entre 200-230 mg. Estas receberam injecao
sistémica de 5pL no pentltimo proleg direito, cujo continham solugao PBS com diluicao
107* de amostra de Morganella morganii (SAL.P.POL.3) (Loulou et al. 2023). Também foi
realizado o ensaio com a amostra de M. morganii ATCC 25829 (GenBank [34345.1),
Pseudomonas otitidis (PG/S.P.MER.3) e apenas com solu¢do PBS como controle. A

sobrevivéncia das larvas foi avaliada a cada hora por estimulo ao toque.

3. Resultados

O preparo das amostras resultou em 80 placas com crescimento de colonias
bacterianas. Destas, 28 foram selecionadas para serem encaminhadas para identificagao.

Os resultados estao expressos na Tabela 1.

Tabela 1. Espécies bacterianas identificadas em amostras de salmao (Oncorhynchus sp.),
tilapia (Oreochromis niloticus) e pangasius (Pangasianodon sp.) coletadas no municipal de

peixes de Santos, Sdo Paulo, Brasil.

Amostras Espécie de peixe Meio suplementado Espécie bacteriana

TL.P.POL.1 Tilapia Polimixina Morganella morganii
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TL.MAC.CRO.5 Tilapia Ceftriaxona Acinetobacter baumannii
" PGMACMER1 Pangasius I Meropenem " Aeromonas veronii
SALP.POL2 Salmao I Polimixina I Morganella morganii I
PGP.POL2 Pangasius I Polimixina " Aeromonas veronii
PG.MAC.POL.5 Pangasius I Polimixina I Morganella morganii I
TLPMER2 Tildpia I Meropenem " Aeromonas veronii
TL.P.MER.1 Til4pia I Meropenem " Acromonas veronii
SALP.POL3 Salmao I Polimixina I Morganella morganii I
' SALMAC.CRO.2 | Salmao I Ceftriaxona " Citrobacter braakii
SALP.CIP2 Salmao I Ciprofloxacina " Aeromonas veronii
" TLMACMER1 | Til4pia I Meropenem " Aeromonas veronii
PG.P.CIP.1 Pangasius I Ciprofloxacina " Aeromonas veronii
PGP.CIP2 Pangasius I Ciprofloxacina " Aeromonas veronii
PG.P.MER'1 Pangasius Meropenem Aeromonas veronii
PG/S.P.CIP.2 IPangasius (sem registro ﬁscal)l Ciprofloxacina " Aeromonas veronii
PG/S.P.CIP.3 IPangasius (sem registro ﬁscal)l Ciprofloxacina " Aeromonas veronii
PG /S.MAC.MER.3 I Pangasius (sem registro ﬁscal)l Meropenem " Pseudomonas otitidis
' SALMAC.CIP.2 Salmao I Ciprofloxacina I Morganella morganii I
PG.MAC.MER4 Pangasius I Meropenem " Aeromonas veronii
PG/S.P.MER.3 IPangasius (sem registro fiscal)l Meropenem " Pseudomonas ofitidis
PGP.CIP.3 Pangasius I Ciprofloxacina " Aeromonas veronii
PG/S.P.MER.2 IPangasius (sem registro fiscal)l Meropenem " Aeromonas veronii
" 48hrPG.P.POL1 | Pangasius I Polimixina " Aeromonas veronii
PG/S.P.CIP.1 IPangasius (sem registro fiscal)l Ciprofloxacina " Aeromonas jandaei I
PGP.MER2 Pangasius I Meropenem " Acromonas veronii
PG/S.P.POL.2 IPangasius (sem registro fiscal)l Polimixina " Aeromonas veronii
PG/S.P.POL.1 IPangasius (sem registro fiscal)l Polimixina " Acromonas veronii

Dentre as 28 colonias selecionadas, 50% dos isolados foram resistentes

a

amoxicilina + 4cido clavulanico, 7,14% a ceftriaxona, 7,14% a cloranfenicol e 3,57% a

cefotaxima. Nao foram identificadas bactérias resistentes

N

a ce

ftazidime, aztreonam,

meropenem, imipenem, ertapenem, gentamicina, cefepime, ciprofloxacina e polimixina.

Dentre as 28 bactérias selecionadas, apenas cinco apenas 01 (uma) apresentou resisténcia

a colistina (1,03%) (Tabela 2).

De acordo com Magiorakos et al. (2012), isolados bacterianos multirresistentes

(MDR) podem ser definidos como ndo suscetiveis a pelo menos um antimicrobiano em
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trés ou mais categorias antimicrobianas. Desta forma, dentre as 28 colonias selecionadas,
nenhuma amostra pode ser classificada como MDR.

Nao foram encontradas bactérias de prioridade global, todavia, a presenca de
bactérias resistentes em peixes que sao comumente consumidos crus deve ser tratada

como uma questao de satide publica.

Tabela 2. Perfil de sensibilidade dos isolados bacterianos recuperados de amostras de
salmao (Oncorhynchus sp.), tilapia (Oreochromis niloticus) e pangasius (Pangasianodon sp.)

coletadas no municipal de peixes de Santos, Sao Paulo, Brasil.

Espécie
Amostra bacteriana AMC CTX CAZ ATM CRO MPM IPM ERT CPM CIP GEN CLO TET
Morganella
TL.P.POL.1 morganii - S S S S S S S S - S S
" : A cmelobacier : T : : : ; T : : : : : : )
TLMAC.CRO.5  baumannii 1 R 1 - R S S - I 1 S R
I PG.MAC.MER. I Aeromonas I I I I I I I I I I I I I I
1 veronii 1 S S S S - - - S - S S
. . Norganella . : : . : : : : . . . . . )
SAL.P.POL.2 morganii - S S S S S I S S - S S
. . J— . . : . . : . . . . : . : )
PG.P.POL.2 veronii R S S S S - - - S S S S
. . Morganella . . : . . : . . . . : . : )
PG.MAC.POL.5 morganii S S S S S S I S S - S S
. . J— . . : . . : . . . . : . : )
TL.P.MER.2 veronii R S S S S I - - S - S S
" : Jy— : T : : : T T : : : : : : )
TL.P.MER.1 veronii R S S S S I - - S - S S
. . Norganell . : : . : : : : . . . . . )
SAL.P.POL.3 morganii - - - S S S I S S - S S R
'SALMAC.CRO  Citrobacter T
2 braakii - - - S R S S S S - S S
. . J— . . . . . y . : . . . . . ,
SAL.P.CIP.2 veronii 1 S S S S S - I S - S S
. . J— . . . . . y . : . . . . . ,
TLMAC.MER.1 veronii I S S S S S I I S S S S
I I Aeromonas I I I I I I I I I I I I
PG.P.CIP.1 veronii R S S S S I - - S - S S
I Aeromonas I I I I I I I I I I I I
PG.P.CIP.2 veronii S S S S S - I I S - S S
. . — : . . . . : . . . . : . : .
PG.P.MER.1 veronii R S S S S - - - S - S S
. . J— : . . . . : . . . . : . : .
PG/S.P.CIP.2 veronii R S S S S S - - S - S S
. . J— . . . . . y . : . . . . . .
PG/S.P.CIP.3 veronii R S S S S - - 1 S - S S
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PG/SMACME Pseudomonas

R.3 otitidis R S S S S - I - S S S I

I SAL.MAC.CIP. I Morganella I I I I I I I I I I I I I I
2 morganii R I S S S S S S s - S S

'PGMACMER.  Aeromonas T
4 veronii 1 S S S S - - - S - S S

" : Drondomo— : T : : : T T : : : : : : )
PG/S.P.MER.3 otitidis R I S S 1 - - - S - S S

" : y— : T : : : T T : : : : : : )
PG.P.CIP.3 veronii R S S S S I - - S - S R

" : Fy— : T : : : T T : : : : : : )
PG/S.P.MER.2 veronii R S S S S - - - S - S S

I 48hr.PG.P.POL. I Aeromonas I I I I I I I I I I I I I I
1 veronii 1 S S S S - - - S - S |

. . J— . : : . : : : : . . . . . )
PG/S.P.CIP.1 jandaei R S S S S I - S S - S S

. . J— . : : . . : . . . . : . : ,
PG.P.MER.2 veronii R S S S S I - - S - S S

. . JE— . : : . . : . . . . : . : s
PG/S.P.POL.2 veronii I S S S S I - - S - S S

. . J— . : : . . : . . . . : . : )
PG/S.P.POL.1 veronii I S S S S - - - S S S S

PG = Pangasius; PG/S = Pangasius sem registro; SAL = Salmdo; TL = Tildpia; P = Meio
Pseudomonas; MAC = Meio MacConkey; AMC = Amoxicilina + Acido Clavulanico; CTX =
Cefotaxima; CAZ = Ceftazidime; ATM = Aztreonam; CRO = Ceftriaxona; MER = Meropenem;
IPM = Imipenem; ERT = Ertapenem; CPM = Cefepime; CIP = Ciprofloxacina; GEN =
Gentamicina; CLO = Cloranfenicol; TET = Tetraciclina; R = Resistente; S = Sensivel; I =

Intermediario; - = Resisténcia intrinseca.

Dentre as 28 colonias, as amostras SAL.P.POL.3 (Morganella morganii) e PG/S.P.MER.3
(Pseudomonas otitidis) foram selecionadas para sequenciamento genético. A amostra de
Morganella morganii (SAL.P.POL.3) apresentou os genes especificos de viruléncia para M.
morganii descritos por Chen et. al. (2012) invA, mrpA, fimH, shlA, zapA, iutA e ireA,
enquanto a amostra Morganella morganii ATCC 25829 apresentou os genes invA, tibA,

mrpA, fimH, hlyA, shlA, zapA, iutA e ireA (Figura 2).
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| v morganii ATCC 25820 Genes
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H = fimH
u hlvA
e
. zapA
mE A
H Bn ired

Figura 2. Mapa de viruloma de Morganella morganii ATCC 25829 e Morganella morganii
(SAL.P.POL.3). As regides coloridas representam a presenca de genes de viruléncia

descritos por Chen et. al. (2012). Fragmentos em branco representam sua auséncia.

A andlise filogendmica realizada foi baseada em SNP de 27 cepas de M. morganii,
onde nela observa-se que a M. morganii (SAL.P.POL.3) (Cepa SQ590) tem relacdo
tilogendmica com duas bactérias; a BCZU (Cepa NBRC 3848) e CP069157.1 (Cepa DSM
30164). Os 27 genomas de M. morganii foram estabelecidos com base na pesquisa de
Loulou et al. (2023), além das cepas encontradas na América Latina.

Com o heatmap de genes especificos de viruléncia de M. morganii é possivel
observar que os genes presentes na amostra M. morganii (SAL.P.POL.3) sdo 0os mesmos
presentes nas amostras com relacgdo filogendémica com a mesma (Figura 3). As cepas M.
morganii (SAL.P.POL.3) (Cepa SQ590), BCZU (Cepa NBRC 3848) e CP069157.1 (Cepa
DSM 30164) tém diferentes pais de coleta e ano de coleta; entretanto as duas tltimas

supracitadas tém como fonte de isolamento fezes humanas (Tabela 3).
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Figura 3. Andlise filogendmica baseada em SNP de 27 cepas de Morganella morganii e

heatmap exibindo genes especificos de viruléncia de Morganella morganii. As regides

coloridas representam a presenca dos genes especificos. Fragmentos em branco

representam sua auséncia. A cepa denominada SQ590 é a amostra M. morganii

(SAL.P.POL.3).

Tabela 3. Informagdes sobre as 27 cepas de Morganella morganii utilizadas na composicao

da arvore filogenomica.

Amostra Cepa Ano de coleta Pais de coleta Fonte de isolamento
Amostra muscular de
SAL.P.POL.3 SQ590 2022 Brasil salmao
JAWLLQ JAWLLQ 2022 Colémbia | Fezes humanas
JAWLLP PS030 2022 Colombia I Fezes humanas
JAWLLN 1PS008 2022 Colémbia ‘ Fezes humanas
JAWLLO 1PS012 2022 Colémbia | Fezes humanas
JAPKIY 1189_21 2021 Brasil | Amostra humana
JAPKIZ 445 19 2019 Brasil Amostra humana
NZ_CPr034944.1 ATCC 25830 2019 China ‘ Fezes humanas
NZ_CP027177.1 AR _0057 2018 USA I Amostra humana
 NZ_CP03843.1 SMMO1 2018 india Urina humana
NZ_CP048806.1 MP63 2018 China ‘ Agua residual
' NZ_CP048275.1 N18-00103 2018 Canadd  Escarro humano
' NZ_LS483498.1 NCTC12028 2018 Inglaterra ~ Fezes humanas
NZ_CP032295.1 DG56-16 2018 China ‘ Amostra de crocodilo
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Fluido pericardico

NZ_CP025933.1 KC-Tt01 2017 Coréia do Sul humano
"~ VHO] 4601 | 2016 ' Brasil " Amostra humana
' NZ_CP033056.1 1241 | 2016 ' China " Fezes humanas
' NZ_CPO648331 715394 | 2016 | China " Amostra humana
| BCZU | NBRC 3848 | 2016 | Japdo | Fezes humanas
I LAGC I 8066 I 2015 I Canada IUrolitiase cronica humana
' NZ_CP023505.1  FDAARGOS_365 2014 ' USA " Banco de hospital
' NZ_CP0140262  FDAARGOS-172 2014 ' USA ' Urina humana
I MZNC I ICMmBL-II-04(2) ' 2013 I Brasil " Swab retal humano
'NZ_CP0260046.1  FDAARGOS 63 2013 ' USA " Ferimento humano
I I | I " Amostra sanguinea

NC_020418.1 KT 2009 Taiwan humana

I 1L.34345.1 I ATCC 25829 | 2004 I USA | Amostra humana
. CPO69157.1 DSM 30164 | 1905 ' Inglaterra = Fezes humanas

A amostra de P. otitidis apresentou apenas um gene de resisténcia, denominado

POM-1 (Metalo-beta-lactamase, que confere resisténcia a carbapenémicos). Ja a amostra

de M. morganii (SAL.P.POL.3) apresentou genes de resisténcia a cloranfenicol,

betalactamicos, tetraciclina, quaternario de amonio, arsénio e mercurio; enquanto que a

amostra de M. morganii ATCC 25829 apresentou resistoma apenas

betalactamicos e tetraciclina (Figura 4).

W M morganii ATCC 25829

M M morganii (SAL.PPOL.3)

N

a cloranfenicol,

Confere resisténcia a

Cloranfenicol

Betalactimicos

Tetraciclinas

Quaternario de aménio

Genes Mecanismo de resisténcia antimicrobiana
W W cotd Cloranfenicol O-acetil transferase
| blaDHA
Betalactamase classe C
B blaDHA-22
[ | tet (D) L
o I Efluxo MFS transportador de tetraciclina
W e (B)
B gacEdeltal Efluxo MFS transportador de tetraciclina
B osC Arsenato redutase dependente de glutaredoxina
W as4 Subunidade ATPase transportador de efluxo de arsenito
W asB Subunidade de membrana transportador de efluxo de arsenito
W wsD Transportador de efluxo de arsenito metalochaperonas
W @R Detector de repressor transcricional metalorregulatorio
B maE Transportador de mercrio de amplo espectro
W maD Corregulador de resisténcia & merctrio
W merd Meretrio redutase
B naT Proteina transportadora de mercirio
W meR Regulador transcricional de resisténcia & mercirio

Arsénio

Merctrio

Figura 4. Mapa de resistoma a antimicrobianos e metais pesados de Morganella morganii

ATCC 25829 e Morganella morganii (SAL.P.POL.3). As regides coloridas representam a
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presenca de genes de resisténcia a antimicrobianos e metais pesados. Fragmentos em
branco representam sua auséncia.

Devido a presenca de resistomas a metais pesados ou elementos tracos, foi
realizado teste de tolerancia a arsénio (As), cobre (Cu), cromo (Cr), mercurio (Hg) e prata
(Ag) (Tabela 4). A amostra de M. morganii (SAL.P.POL.3), cujo apresentou resistoma a
arsénio e mercurio, mostrou uma maior tolerancia aos metais pesados do que a amostra
de M. morganii ATCC 25829 que ndo tinha tais resistomas. As demais tolerancias aos

metais pesados foram iguais para ambas as amostras.

Tabela 4. Concentra¢des inibitérias minimas (pg/mL) de metais pesados para
Morganella morganii (SAL.P.POL.3) e Morganella morganii ATCC 25829, e cepas de
controle de Klebsiella pneumoniae cepa KPN535 e de Escherichia coli ATCC cepa 25922.

M. morganii M. morganii K. pneumoniae E. coli ATCC
Metal pesado (SAL.P.POL.3) ATCC 25829 KPN535 25922
Arsénio (As) 2048 ng/mL 1024 pg/mL 8 ug/mL 8 ug/mL
Cobre (Cu) 2048 pg/mL 2048 pg/mL 4096 pg/mL 2048 pg/mL
Cromo (Cr) 128 pg/mL " 128pg/mL  256pg/mL 128 pg/mL
" Mercirio (Hg) I 8 ng/mL | 2 ug/mL I 16 pg/mL ‘ 1 pg/mL
I Prata (Ag) I 8 ug/mL | 8 ug/mL I 8 ug/mL | 8 ug/mL

O ensaio in vivo com larvas de Galleria mellonella utilizando amostra de
Pseudomonas otitidis (PG/S.P.MER.3) apresentou 100% de taxa de sobrevivéncia durante
o periodo de 96 horas de observagdo. Entretanto, o ensaio com a amostra de M. morganii
(SAL.P.POL.3) apresentou inicio de mortalidade com 20 horas de observagao e 10% de
taxa de sobrevivéncia com 34 horas. A amostra de M. morganii ATCC 25829 apresentou
inicio de mortalidade com 15 horas e 0% de taxa de sobrevivéncia com 19 horas de

observagcdo (Figura 5).
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Figura 5. Percentual de sobrevivéncia de larvas de Galleria mellonella inoculadas com
solucdo PBS contendo amostra de Morganella morganii ATCC 25829, solugdo PBS
contendo amostra de Morganella morganii (SAL.P.POL.3) e solucdao PBS pura.

4, Discussao

A AMR ¢é uma preocupacdo global crescente que afeta diretamente a satide
publica em um cenério de crescente demanda por alimentos devido ao aumento
populacional. O uso excessivo e indiscriminado de antimicrobianos para o controle de
doencas ou como promotores de crescimento aumenta a pressao da selecao sobre os
micro-organismos, levando naturalmente ao aumento da resisténcia bacteriana.

Segundo Sales et al. (2021), E. coli, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus sdo os
micro-organismos mais encontrados em pescado, o que contrapde o presente estudo,
cujas bactérias identificadas foram A. veronii (60,71%), M. morganii (17,85%), P. otitidis
(7,14%), A. baumannii (3,57 %), A. jandaei (3,57 %) e C. braakii (3,57 %). A diferenca de micro-
organismos encontrados pode ser fundamentada na diferenca de material amostrado,
visto que estes autores utilizaram pescado na forma de sushi vendido ja embalado;
sendo, entdo, um produto muito mais manipulado do que o utilizado na presente
pesquisa, podendo ter ocorrido contaminagdo cruzada ocasionada por manipulacdo do
mesmo.

Para os peixes, as bactérias do género Aeromonas sao consideradas oportunistas,

manifestando-se em hospedeiros enfraquecidos por outras infec¢des, problemas
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nutricionais ou estresse (Peixoto et al., 2012). Aeromonas spp. sdo um dos principais
causadores de perdas na piscicultura e, normalmente, sua presenca em alimentos ocorre
quando os mesmos entram em contato com agua, habitat natural das diversas espécies
e principal fonte de contaminacdo (Lintzmaia et al., 2021). Das dezoito amostras onde
foram identificadas presenca de A. veronii, quatorze eram de pangasius (77,79%), trés
eram de tildpia (16,67%) e apenas uma era proveniente de salmao (5,56%). Além disso,
das vinte e oito bactérias identificadas, apenas uma era A. jandaei (3,44%), proveniente
de pangasius sem registro fiscal. Em concordancia com Peixoto et al. (2012) e com
Lintzmaia ef al. (2021), o perfil de resisténcia das bactérias A. veronii e A. jandaei podem
ser atribuidos a uma transferéncia horizontal de elementos genéticos méveis, como
plasmideos e integrons.

Neste estudo, das 28 bactérias identificadas por Maldi-Tof, cinco eram M.
morganii (17,85%); sendo destas, trés encontradas em amostras de salméao (60%), uma em
pangasius (20%) e uma em tildpia (20%). Esta enterobactéria faz parte da microbiota de
pescado e é uma das principais produtoras de histamina. Sua presenca pode indicar que
houve abuso de temperatura em algumas das etapas da cadeia de frio do pescado
(Matias, 2019). Em conformidade com Matias (2019), o pescado ndo conservado
adequadamente sob refrigeracdo esta sujeito a produgdo de histamina por
enterobactérias que, caso sejam consumidas por humanos, podem gerar diversos
sintomas como dores de cabeca e vomitos, sendo classificados como doenga transmitida
por alimento (DTA).

De acordo com Vieira et al. (2020), as bactérias do género Pseudomonas sao
patégenos oportunistas frequentemente relacionados a infec¢des nosocomiais em
humanos. Nos alimentos, essa bactéria é reconhecida como importante no quesito de
deterioracdo do mesmo, ocasionando significativas perdas econémicas na indastria de
alimentos. Das duas amostras onde foram identificadas presenca de P. otitidis, ambas
eram de pangasius que ndo tinham registro fiscal. A presenca desta bactéria indica que
houve quebra da cadeia de frio do pescado ou de contaminagdo ambiental ocasionada
por manipulacdo do pescado.

Dentre as vinte e oito bactérias identificadas, apenas uma pertencia a espécie A.
baumannii (3,57 %); sendo esta proveniente de uma amostra de tilapia. Segundo Berigo et
al. (2021), as bactérias do género Acinetobacter sdo encontradas principalmente em
ambientes imidos, como por exemplo, criacdes de peixes, aguas residuais e até mesmo

gelo; entretanto, tém capacidade de sobreviver em superficies secas. De acordo com

29



30

Moubareck e Halat (2020), A. baumannii pode compor a microbiana bacteriana da pele,
cavidade oral, vias respiratérias superiores, trato genital e trato gastrointestinal inferior
de pessoas saudaveis. Entretanto, por ser uma bactéria oportunista, nas tltimas décadas
as espécies de Acinetobacter spp. vém representando patégenos emergentes na ocorréncia
de infec¢des nosocomiais, principalmente em unidades de terapia intensiva.

Segundo Ribeiro et al. (2021), o género Citrobacter compreende bactérias
encontradas na &gua, solo, alimentos e no intestino de animais e humanos como
comensais, entretanto podem ocasionar infecgdes em pacientes imunocomprometidos.
No presente estudo, de todas as bactérias identificadas, foi constatada a presenca de C.
braakii em apenas uma amostra, sendo a mesma proveniente de salmdo. A presenca
desta bactéria indica que pode ter ocorrido contaminagdo do alimento ocasionada por
manipulacdo ou por contaminacao cruzada.

Correspondendo a um amplo problema mundial, a resisténcia bacteriana denota
que bactérias anteriormente suscetiveis aos antimicrobianos usualmente utilizados ndo
sdo mais afetadas pelos mesmos. Os perfis de resisténcia indicam os provaveis
mecanismos de resisténcia dessas bactérias para com os antimicrobianos. Além disso,
bactérias com estes perfis de resisténcia tornam a antibioticoterapia mais complexa, além
de inferir na seguranca alimentar e no desenvolvimento mundial. A maioria das
bactérias identificadas sdo intrinsecamente resistentes aos antimicrobianos testados;
possuindo, também, uma baixa resisténcia adquirida de importancia clinica.

Embora ndo tenham sido encontradas bactérias de prioridade global da
Organiza¢ao Mundial de Satide, foi possivel detectar outras bactérias que apresentaram
resisténcia a antimicrobianos clinicamente importantes (e.g., quinolonas, cefalosporinas,
e polimixina).

A cepa de P. otitidis apresentou apenas o gene de resisténcia POM-1 e nenhum
gene de viruléncia; o que corrobora com o ensaio in vivo com larvas de Galleria mellonella
realizado, visto que a taxa de sobrevivéncia foi de 100%.

A cepa de M. morganii (SAL.P.POL.3) apresentou genes de resisténcia a arsénio e
mercurio, enquanto que a amostra de M. morganii ATCC 25829 ndo apresentou resistoma
a metais pesados, o que justifica o resultado do teste de tolerancia a metais pesados; onde
a amostra SAL.P.POL.3 mostrou uma maior tolerancia a arsénio e merctrio do que a
amostra ATCC 25829. As demais tolerdncias aos metais pesados testados (cobre, cromo

e prata) foram iguais para ambas as amostras.
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De acordo com Chen et. al. (2012), os os genes especificos de viruléncia para M.
morganii sdo invA, tibA, mrpA, fimH, hlyA, shlA, zapA, iutA e ireA. A amostra de M
morganii (SAL.P.POL.3) sete destes genes, enquanto que a M. morganii ATCC 25829
apresentou os nove genes descritos. A diferenca da quantidade de genes pode ser um
indicativo da distingdo de taxa de sobrevivéncia por tempo em horas de cada amostra
analisada; visto que a ATCC 25829 gerou maior mortalidade. Salienta-se que em um
trabalho publicado por Loulou et al. (2023) cujo realizaram ensaio in vivo com larvas de
G. mellonella, quando foi utilizada a concentragdo de 107*, a taxa de sobrevivéncia apods
72 horas foi de, em média, 70%; demonstrando menor viruléncia do que as amostras M
morganii (SAL.P.POL.3) e M. morganii ATCC 25829.

Com a andlise filogendmica é possivel observar que a cepa M. morganii
SAL.P.POL.3 tem relacao filogenomica com duas bactérias; a BCZU (Cepa NBRC 3848)
e CP069157.1 (Cepa DSM 30164); entretanto, a cepa M. morganii (SAL.P.POL.3) foi
coletada a partir de fragmento muscular de salmdao, enquanto as outras duas cepas foram
coletadas de fezes humanas. Ainda, a cepa M. morganii (SAL.P.POL.3) tem como pais de
coleta o Brasil e data de coleta o ano de 2022; enquanto que a cepa BCZU (Cepa NBRC
3848) teve como pais de coleta o Japao e data de coleta o ano de 2016 e a cepa CP069157.1
(Cepa DSM 30164) teve como pais de coleta a Inglaterra e data de coleta o ano de 1905.
E possivel observar que dentre as amostras coletadas na América Latina, nenhuma tem
relagdo filogendmica com a amostra M. morganii (SAL.P.POL.3).

Com o heatmap de genes especificos de viruléncia de M. morganii é pode-se
analisar que os genes presentes na amostra M. morganii (SAL.P.POL.3) sdo os mesmos
presentes nas amostras com relacao filogendmica com a mesma. Ainda, observa-se que
os genes tibA e hlyA sao os que menos se fazem presentes nas amostras analisadas,
presente apenas em 7,40% e 40,70% respectivamente.

As bactérias apresentam riscos a satide humana devido a sua capacidade de
resistir aos tratamentos, todavia, o grupo de bactérias prejudiciais presentes nos
pescados sdo comuns em diversos estudos. A contaminagdo de sistemas de produgao
pesqueira, peixes, meio ambiente, 4gua e alimentos constitui um potencial veiculo de
infecgdes. Além disso, o uso indiscriminado e ndo autorizado de antimicrobianos é um
fator agravante na selecao de bactérias resistentes.

A forma mais eficaz de controlar infec¢des e proliferagdes é seguir procedimentos
de ordem sanitdria, assim como manter a qualidade da agua, do transporte, do

armazenamento e do processamento do pescado. Nessa cadeia, a higiene e a temperatura
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de conservacdo dos alimentos sdo pontos amplamente discutidos e que devem ser

supervisionados com cautela.

5. Conclusao

Baseado nos resultados obtidos torna-se possivel concluir que havia presenca de
bactérias Gram-negativas (enterobactérias e bactérias ndo fermentadoras de glicose)
resistentes a antimicrobianos nos tecidos (filés) de salmao (Oncorhynchus sp.), tilapia
(Oreochromis niloticus) e pangasius (Pangasianodon sp.) comercializados para consumo
como sashimi, demonstrando a necessidade de melhoria no processo de higienizacao
durante toda a cadeia de producao, visando assim redugao dos riscos de contaminagao
do produto final.

Sugere-se que futuros estudos se concentrem em investigagdes mais abrangentes,
incluindo a identificacdo de fontes especificas de contaminac¢do ao longo da cadeia de
produgdo, a avaliacdo do impacto das praticas de cultivo na prevaléncia de bactérias
patogénicas e a implementagdo de estratégias de controle mais eficazes. Além disso, a
realizacdo de estudos epidemiolégicos que vinculem a presenca dessas bactérias no
pescado ao surgimento de doencas em consumidores pode fornecer insights cruciais
para orientar politicas de seguranca alimentar mais eficientes.

Em face dessas descobertas, é imperativo que a industria, as autoridades de
sadde e os pesquisadores colaborem para desenvolver e implementar medidas
preventivas e de controle mais robustas. A seguranga alimentar é uma responsabilidade
compartilhada, e somente por meio de uma compreensao aprofundada e continua das
ameagas microbiolégicas nos alimentos podemos garantir um ambiente mais seguro

para os consumidores.
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CONSIDERACOES FINAIS

Z

O pescado é uma das principais fontes de proteina animal comercializada
internacionalmente, sendo uma importante fonte de nutrientes na alimentacdo humana.
Sua contaminacado é influenciada pela presenca de micro-organismos em sistemas de
produgdo e por falhas procedimentais cometidas na cadeia produtiva. A resisténcia
antimicrobiana é uma preocupagdo global de satide ptblica e o uso indiscriminado e ndo
autorizado de antimicrobianos é um influente agravante na selecio de bactérias
resistentes. E possivel observar a necessidade de estratégias mais eficazes para mitigar
os riscos associados ao consumo desses peixes, especialmente quando preparados de
maneiras tradicionais, como sashimi.

A identificacdo das bactérias encontradas no estudo destaca a diversidade
microbioldgica presente nos produtos aquaticos destinados a alimentacdo, tornando
imperativo um entendimento mais profundo das fontes de contaminacdo ao longo da
cadeia de producdo. A deteccdo de genes de resisténcia e viruléncia, especialmente na
bactéria M. morganii, sublinha a complexidade dessas cepas e a importancia de
abordagens multifacetadas para garantir a seguranca do consumidor.

A continuidade deste estudo é fundamental, principalmente para garantir a
seguranga alimentar e promover a satide publica. Ao abordar a presenca de bactérias
Gram-negativas em pescado de aquicultura, o trabalho fornece informagdes para a
protecdo dos consumidores, visando que os produtos comercializados estejam livres de
ameacas microbiologicas significativas. A deteccdo de bactérias resistentes a
antimicrobianos destaca preocupacdes urgentes relacionadas a satide, destacando a
importancia da gestao eficaz de tratamentos antimicrobianos

As descobertas realizadas tém implicagdes significativas para politicas
regulatdrias, incentivando a implementacdo de padrdes mais rigorosos na producao,
processamento e comercializagdo de peixes. Além disso, serve como ponto de partida
para pesquisas futuras, inspirando investigacdes mais aprofundadas sobre fontes
especificas de contaminagdo, desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana e
estratégias de controle mais eficazes.

Em um cenario académico, o estudo destaca-se no entendimento da presenga de
bactérias Gram-negativas em pescado de aquicultura. No ambito profissional, as
implicagdes sdo profundas. Os resultados impactam diretamente a industria alimenticia,

sinalizando a necessidade urgente de praticas de producdo mais seguras e eficientes.
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Profissionais de satide publica podem utilizar esses achados para desenvolver
estratégias mais eficazes na monitorizacdo e prevencdo de doencas transmitidas por
alimentos relacionadas ao consumo de peixes crus.

As descobertas deste estudo estabelecem uma base sélida para colaboragoes
futuras entre a academia e setores industriais. Portanto, ndo amplia somente o
conhecimento académico, mas também oferece contribuicdes praticas, influenciando
positivamente a seguranca alimentar, a satde publica, praticas sustentaveis na

aquicultura e no comércio de peixes.
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