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RESUMO

O ecossistema aquatico € o habitat de mexilhoes (Perna perna), animais filtradores que refletem a qualidade ambiental através de
analise microbiolégica de sua carne. No presente trabalho avaliou-se a presenca de patégenos emergentes (Aeromonas hydrophila e
Plesiomonas shigelloides), em mexilhoes in natura e pré-cozidos coletados por pescadores da Estacdao Experimental de Cultivo de
Mexilhoes situada em Jurujuba, Niteréi, Rio de Janeiro. Foram analisadas 86 amostras de mexilhoes (43 in natura e 43 pré-cozidos) as
quais foram submetidas a enriquecimento em Agua Peptonada Alcalina (APA) acrescida de 1 e 3% de Cloreto de Sodio (NaCl) e em
solucdo Salina de Butterfield, incubadas a 37°C por 24 horas. Em seguida, foram semeadas em Agar Seletivo para Pseudomonas-
Aeromonas (GSP), Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS) e Agar Inositol Bile Verde Brilhante (IBB). A analise geral dos resultados
permitiu a identificacao de Areomonas spp e Plesiomonas shigelloides em 86% das amostras de mexilhées in natura e pré-cozidas
avaliadas. A posterior caracterizacao bioquimica permitiu a identificacao das espécies Aeromonas media (37,10%), A. hydrophila (15,50%),
A. caviae (14,80%), A. veronii biogrupo veronii (11,60%), Aeromonas sp. (7,36%), A. sobria (4,20%), A. trota (4,20%), A. schubertii (1,31%),
A. jandaei (1,31%), A. veronii biogrupo sobria (0,52%) e Plesiomonas shigelloides (2,10%). A relevancia epidemiol6gica desses microrga-
nismos em casos de gastrenterite humana, apés consumo de mexilhoes crus ou parcialmente cozidos, revela a importancia de alertar
as autoridades de Satude Publica no Brasil, sobre a presenca desses patégenos na cadeia alimentar e seus riscos para a saude humana.
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SUMMARY

Aeromonas spp. AND Plesiomonas shigelloides ISOLATED FROM IN NATURA AND PRECOOKED MUSSELS (Perna perna) IN RIO DE
JANEIRO, RJ, BRAZIL. The aquatic ecosystem is the habitat of mussels, filtrating animals that reflect the ambient quality through
microbiological analysis. In the present investigation, we evaluated the presence of emergent pathogens (Aeromonas hydrophila and
Plesiomonas shigelloides) from in natura and pre-cooked mussels collected by workers at the Experimental Station Mussels Cultive
situated in Jurujuba, Niteroi, Rio de Janeiro. A total of 86 mussels (43 each in natura and precooked) were analyzed and the samples
were submitted to enrichment in Alkaline Peptone Water (APW) added of 1 and 3% Sodium Chloride (NaCl) and Butterfield’s Saline
incubated at 37°C for 24 hours. After, the samples were streaked onto Pseudomonas-Aeromonas Selective Agar (GSP), Thiossulfate
Citrate Bile Sucrose Agar (TCBS) and Inositol Brilliant Green Bile Salts Agar (IBB). Aeromonas spp and Plesiomonas shigelloides were
isolated from 86% in natura and precooked mussels avaliated. The biochemical characterization showed strains of Aeromonas media
(37.10%), A. hydrophila (15.50%), A. caviae (14.80%), A. veronii biogroupe veronii (11.60%), Aeromonas sp. (7.36%), A. sobria (4.20%), A.
trota (4.20%), A. schubertii (1.31%), A. jandaei (1.31%), A. veronii biogroupe sobria (0.52%), and Plesiomonas shigelloides (2.10%). The
epidemiological relevance of these microorganisms in cases of human gastroenteritis after mussels consumption without fully cooking
reveal the importance to alert the Brazilian health authorities on the presence of these pathogens in food chain and the risks for
human health.
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1-INTRODUCAO

O ecossistema aquatico representa uma fonte de
recursos naturais, favorecendo o cultivo de mexilhoes,
animais micréfagos que se alimentam de particulas e
microrganismos em suspensao na agua. O nivel de ab-
sorcao de nutrientes depende da temperatura, salini-
dade e salubridade do meio ambiente de cultivo ou ex-
tracao dos mexilhées. Dessa forma, seu consumo pode
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representar risco para o homem quando oriundos de
areas poluidas ou contaminadas [15].

O género Aeromonas e a espécie Plesiomonas
shigelloides sao microrganismos de habitat predominan-
temente hidrico, pertencentes as familias Aeromonadaceae
e Vibrionaceae [9]. Sua frequiéncia de isolamento é mais
elevada nos meses de verdo, tanto nas zonas tempera-
das como nas tropicais [1].

Em nosso pais, diversos estudos revelaram a inci-
déncia de Aeromonas spp. no ambiente aquatico [11],
em amostras de solo de jardim e areas de recreacao
[14], a partir de pescado [2, 13], e vegetais [12]. Por ou-
tro lado, Plesiomonas shigelloides foi isolada em meno-
res proporcoes, em nosso meio, a partir de pescado [8].

Aeromonas spp. e Plesiomonas shigelloides podem
causar infeccoes entéricas ou extraintestinais apds o
consumo de agua ou alimentos contaminados. As prin-
cipais caracteristicas das infec¢oes causadas por es-
sas bactérias sao: diarréia aguda, especialmente em
criancas e idosos, alguns casos de celulite ou infeccao
de feridas em manipuladores de alimentos ou profis-
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sionais de sistemas de aquiicultura [10]. Individuos imu-
nodeprimidos ou portadores de disturbios hepatobilia-
res podem sofrer complicacdées como septicemia e 6bi-
to. Contudo, a maioria dos casos em individuos
saudaveis possui evolucdo autolimitada. O tratamento
da infeccao é baseado na reparacao hidroeletrolitica e
a antibioticoterapia recomendada somente em casos
mais severos [16].

Pelo exposto, € possivel reconhecer a importancia
desses microrganismos para a Saude Publica com rela-
cao ao consumo de mexilhoes. O objetivo desta inves-
tigacao foi avaliar a presenca de Aeromonas hydrophila e
Plesiomonas shigelloides em mexilhdes in natura e pré-
cozidos coletados de uma estacao experimental de cul-
tivo no Rio de Janeiro.

2 - MATERIAL E METODOS

Foram realizadas coletas quinzenais de mexilhoes
(Perna perna), e analisadas um total de 86 amostras,
sendo 43 in natura (animal integro no interior valvar) e
43 pré-cozidas (submetidos a processo de aquecimento
em vapor d’agua por aproximadamente 3 minutos para
retirada das valvas e subseqtiente comercializacdo da
parte comestivel), no periodo de janeiro a dezembro de
2000. Os mexilhoes foram coletados por pescadores da
estacao experimental de cultivo situada em Jurujuba
no municipio de Niteréi (RJ). As amostras, segundo
informacoes dos pescadores, foram coletadas a partir
de 19 pontos diferentes da regido da Baia de Guanabara,
assim denominados: Ilha dos Pais, Ilha Redonda, Ilha
dos Veados, Ilha Palmeiras, Ilha Cagarras, IlTha Com-
prida, Ilha dos Cargos, Ilha da Feiticeira, [lha das Maes,
Ilha do Meio, Costdao de Niteréi, I[lhota do Aeroporto
Santos Dumont, Ilha do Governador, Fortaleza de San-
ta Cruz, Praia de Boa Viagem, Praia de Icarai, Praia de
Botafogo, Praia do Flamengo e Praia da Urca.

As amostras de mexilhoes (in natura e pré-cozidos)
foram devidamente acondicionadas em embalagem de
polietileno a qual é utilizada para comercializacao, iden-
tificadas e colocadas em caixa de isopor contendo gelo
reciclavel. Em seguida, foram remetidas ao Laboratorio
de Enterobactérias, Departamento de Bacteriologia,
Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, para realizacao das
analises microbiologicas, dentro de um prazo que nao
ultrapassou duas horas.

O procedimento utilizado nos dois grupos de amos-
tras esteve representado inicialmente pela pesagem de
25 gramas de amostras in natura e 25 gramas de amos-
tras pré-cozidas, efetuando-se a seguir para cada uma
delas diluicdo em solucao salina de Butterfield (225mL)
e homogeneizacao em Warning-Blender (1500rpm /1 mi-
nuto). Foi retirada uma aliquota de 1mL dessa mistura
a qual foi transferida para trés tubos, um deles con-
tendo Agua Peptonada Alcalina (APA) acrescida de 1%
de Cloreto de Sodio (NaCl), APA com 3% de NaCl e um
ultimo contendo Salina de Butterfield, incubados a 37°C
por 24 horas. Apés esse periodo, procedeu-se a seme-
adura nos seguintes meios seletivos diferenciais: Agar

Seletivo para Pseudomonas-Aeromonas -GSP, Agar
Tiossulfato Citrato Bile Sacarose -TCBS e Agar Inositol
Bile Verde Brilhante -IBB (37°C — 18 a 24h). As coloénias
suspeitas (5 a 10) foram repicadas para meios de tria-
gem (Kligler Iron Agar e Lysine Iron Agar) e agar nutri-
ente acrescido de 1% de NaCl. Apos a selecao das ce-
pas citocromo-oxidase positivas, foram realizados testes
bioquimicos, baseados na resisténcia ao agente vibrios-
tatico O/129, fermentacao de carboidratos e descarbo-
xilacdo de aminoacidos, a fim de obter a caracterizacao
das espécies de microrganismos isolados [4].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total geral de 86 amostras de mexilhdes (Perna
perna) analisados, a presenca de Aeromonas spp e
Plesiomonas shigelloides foi detectada em 74 (86%) das
amostras in natura e pré-cozidas. Considerando as duas
amostragens utilizadas no presente estudo, foram iso-
ladas 380 cepas de Aeromonas spp. e Plesiomonas
shigelloides (54,20% pré-cozidas e 45,80% in natura). Por
outro lado, um percentual de 14% dos mexilhdes anali-
sados nao apresentou isolamento de nenhum dos gée-
neros analisadsos.

A caracterizacao bioquimica permitiu a identifica-
cao de 372 cepas em nove espécies de Aeromonas spp.,
distribuidas de acordo com a frequiéncia: Aeromonas
media (37,10%), A. hydrophila (15,50%), A. caviae (14,80%),
A. veroniibiogrupo veronii(11,60%), A. sobria (4,20%), A.
trota (4,20%), A. schubertii (1,31%), A. jandaei (1,31%),
Aeromonas veronii biogrupo sobria (0,52%) e 7,36% cepas
caracterizadas como Aeromonas sp., Com relacdo a
Plesiomonas shigelloides foram isoladas 8 cepas, sendo
1,57% a partir dos mexilhodes pré-cozidos e 0,52% oriun-
das das amostras in natura (Tabela 1).

Nos mexilhoes in natura, as espécies mais freqtien-
tes foram: Aeromonas media (12,36%), A. hydrophila (10%),
A. veronii biogrupo veronii (7,10%), A. caviae (5,80%),
Aeromonas sp. (4,73%), A. trota (2,63%), A. sobria (2,40%)
e A. veronii biogrupo sobria (0,26%). Nos mexilhoes sub-
metidos ao processo de pré-coccao as espécies mais iso-
ladas foram: Aeromonas media (24,73%), A. caviae (9%), A.
hydrophila (5,50%), A. veronii biogrupo veronii (4,47%),
Aeromonas sp. (2,63%), A. sobria (1,84%), A. trota (1,57%)
e A. veronii biogrupo sobria (0,26%). Ressalta-se que a
presenca de Aeromonas schubertii e A. jandaei foi verifica-
da apenas a partir das amostras pré-cozidas represen-
tando, ambas, uma frequiéncia de isolamento de 1,31%.

Avaliando os dados da presente investigacao refe-
rentes ao periodo, niumero de amostras analisadas e
microrganismos isolados, verificamos que os meses de
agosto e outubro apresentaram maiores freqliéncias de
A. media, A. hydrophila, A. caviae e A. veronii biogupo
veronii. Com relacdo a Plesiomonas shigelloides, obser-
vamos seu isolamento de forma esporadica nos meses
de marco, junho, setembro e outubro (Tabela 2).

No que se refere aos locais de coleta foi possivel
observar que a espécie Aeromonas hydrophila estava no
momento do estudo amplamente distribuida no ecos-
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sistema aquatico, tendo sido isolada dos 19 pontos de
coleta avaliados. Espécies como Aeromonas media, A.
veronii biogrupo veronii e A. caviae também foram isola-
das com frequiéncia a partir de mexilhdes oriundos lo-
cais estudados. Cabe ressaltar que mexilhées coletados
de pontos como Ilha do Governador, Praia de Boa Via-
gem e Praia do Flamengo apresentaram um numero to-
tal de cepas bastante significativo (Tabela 3).

TABELA 1. Frequiéncia das cepas de Aeromonas spp. € P.

shigelloides isoladas a partir de mexilhoes in natura e
pré-cozidos comercializados pela EECM.
Mexilhoes

. . . . . Total de Cepas

Mlczgggl;sgcl)ssmos InNn:(aot/ZJ)ra Pre':lcgz)dos Cara ,(\:lt ? ;3 adas
A. media 47 (12,36) 94 (24,73) 141 (37,10)
A. hydrophila 38 (10,00) 21 (5,50) 59 (15,50)
A. caviae 22 (5,80) 34 (9,00) 56 (14,80)
A. veronii veronii 27 (7,10) 17 (4,47) 44 (11,60)
Aeromonas sp. 18 (4,73) 10 (2,63) 28 (7,36)
A. sobria 09 (2,40) 07 (1,84) 16 (4,20)
A. trota 10 (2,63) 06 (1,57) 16 (4,20)
P. shigelloides 02 (0,52) 06 (1,57) 08 (2,10)
A. veronii sébria 01 (0,26) 01 (0,26) 02 (0,52)
A. schubertii - 05 (1,31) 05 (1,31)
A. jandaei - 05 (1,31) 05 (1,31)
Total 174 (45,8) 206 (54,20) 380 (100)

p>0,97 (Mantel-Haenszel).

N=numero de cepas caracterizadas.

%=numero de cepas caracterizadas/total de cepas caracterizadas.

in natura=molusco integro no interior das valvas.

pré-cozidos=molusco retirado das valvas ap6s aquecimento em vapor d’agua.

TABELA 2. Distribuicao das cepas de Aeromonas spp. €
Plesiomonas shigelloides detectadas em mexilhoes (Perna
perna) in natura e pré-cozidos, de acordo com o periodo

de coleta.
T g g . @
kY S g . o T 9
I ® o 3 € -
Coletas & & & & & 8§ g § 8 8 S Total
Mé: . 2§ 8 3 s g £ E ST
N) S 2 8 E 8§ § I 8 E & O cepas
£ < < < 3 § < 8 2 3
< - o < Q
< < <
Janeiro 3 1 2 4 1 0o 1 3 0 0 0 O 12
Fevereiro 3 3 3 3 10 2 0 2 0 0 O0 O 23
Margo 4 o 1 0 4 1 0O 0 0 2 0 38 1
Abril 2 0O 2 4 0 2 0 1 3 0 4 o0 16
Maio 2 O 0 0 2 0 1 0O 0 o0 1 O 04
Junho 4 4 7 8 13 1 0O 2 0 0 0 2 37
Julho 4 3 0 2 16 16 0 0O O 6 0 O 43
Agosto 2 29 1 19 30 9 0 5 0 7 O O 100
Setembro 6 4 0 5 9 7 o0 1 0 7 0 2 35
Outubro 2 4 0 3 3 3 0 2 1 2 0 1 46
Novembro 7 5 0 0 12 1 0 0O O 2 0 O 20
Dezembro 4 6 0 8 14 2 0 0 1 2 0 O 33

*N= numero de coletas realizadas durante a pesquisa.

564

TABELA 3. Distribuicao das cepas de Aeromonas spp. e
Plesiomonas shigelloides isoladas de mexilhoes (Perna
perna) in natura e pré-cozidos, de acordo com o local de
coleta.

Cepas isoladas

3
e g oo
Locais de Coleta % .§ % :§ é '-§: g -‘E“ E EJ g C;F;’:IS
SRS B
8
a
Ilha dos Pais 7 11 1 3 - - - - 13
Ilha Redonda - 3 1 - 1 - - - - - - 5
llha dos Veados 0 - 121 - -1 - - - 15
llha Palmeiras M 3 5 2 1 - - - - - - 21
llha Cagarras 5 2 5 2 3 - - - - - A1 18
Ilha Comprida 1 3 12 - - - 1 - - - 8
llha dos Cargos 9 2 2 2 2 2 1 2 - - - 22
llha da Feiticeira M - 8 2 - - 1 1 - - - 22
llha das Maes 2 211 - - 1 1 - - - 18
Ilha do Meio 3 - 38 2 1 1 - - - - 14
Costao de Niteroi 3 71 2 2 1 1 1 - - - 18
llhota do Aeroporto Santos Dumont 8 5 4 2 2 - 1 1 2 1 - 26
Ilha do Governador 23 5 1 3 - - 2 - - 4 3 41
Fortaleza de Santa Cruz 4 3 2 2 7 - 11 - - - 20
Praia de Boa Viagem 9 4 7 5 1 2 1 1 - - - 30
Praia de Icarai 10 5 1 2 1 2 1 2 - - - 24
Praia de Botafogo 5 15 8 1 - 2 2 - - - 24
Praia do Flamengo 1 4 8 1 1 - 2 1 - - - 28
Praia da Urca 1 6 2 2 - - 1 1 - - - 13
Total de Cepas 141 56 59 44 28 8 16 16 2 5 5 380

No computo geral, os microrganismos mais inciden-
tes foram Aeromonas media (37,10%), A. hydrophila
(15,50%), A. caviae (14,80%) e A. veronii biogrupo veronii
(11,60%), resultados estes que estao muito proximos
daqueles observados por diversos autores [11, 13]. Tal
fato revela a importancia desses microrganismos para
a Saude Publica, tendo em vista seu elevado potencial
patogénico para o ser humano.

Aeromonas media representou a espécie mais inci-
dente tanto a partir das amostras de mexilhées in natura
(12,36%) quanto das pré-cozidas (24,73%). Tais resul-
tados podem ser considerados relevantes a partir do
momento que este microrganismo nao costuma ser re-
ferido com a frequiéncia na qual foi isolada nesta inves-
tigacdao. Outrossim, esses dados sugerem que o habitat
destes mexilhdes representava no periodo da investi-
gacao um importante reservatorio natural de microrga-
nismos dessa espécie [5].

Aeromonas hydrophila apresentou significativa per-
centagem de isolamento a partir das amostras in natura
(10%) e pré-cozidos (5,50%). Considerando que tais
microrganismos sao capazes de produzir iniumeros pro-
dutos, incluindo toxinas e enzimas, os quais podem se
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manter nos alimentos mesmo em condicdo de refrige-
racao, os resultados obtidos alertam para a possibili-
dade de ocorréncia de gastrenterite, bem como infec-
cao cutanea em manipuladores de alimentos. Neste
contexto, espécies como A. veronii biogrupo veronii
(7,10%) e A. caviae (4,47%) isoladas de mexilhoes in
natura, também devem ser incluidas, pois causam diar-
réia aguda em crianc¢as e idosos [16].

Por outro lado, observou-se uma menor freqiiéncia
de isolamento para as espécies Aeromonas sobria e A.
trota a partir de mexilhdes pré-cozidos. Considerando
que A. sobria tem sido reportada como patégeno emer-
gente isolada de fontes humanas e animais de suma
importancia monitorar sua presenca em elimentos e
avaliar seus riscos para a Saude Publica [8, 13]. Em
contrapartida a presenca de A. trota assume especial
importancia para sistemas de aquicultura de trutas e
mexilhoes, uma vez que este microrganismo esta rela-
cionado a ocorréncia de epizootias resultando em rele-
vantes prejuizos economicos para este setor de ativida-
de [2].

Ha relatos de isolamento do microrganismo a partir
de alimentos carneos e surtos de diarréia em humanos
[7]. Embora esse microrganismo tenha sido isolado numa
frequiéncia considerada baixa, quando comparado com
os demais, essa incidéncia possivelmente reflete as con-
di¢coes microbiologicas do habitat dos mexilhoes anali-
sados. Entretanto, sua importancia deve ser reconhe-
cida devido a elevada capacidade de viruléncia [6].

Foi observada uma freqliéncia significativa de ce-
pas bacterianas nao classificaveis, através da metodo-
logia classica baseada na capacidade metabdlica e bio-
quimica deste microrganismo. Este episodio ocorreu em
7,36% das cepas isoladas. Deste percentual, 18 foram
isoladas dos mexilhdes in natura e 10 cepas dos mexi-
lhoes pré-cozidos. Este fato mostra a dificuldade, sob o
ponto de vista taxonomico, da identificacao deste ge-
nero onde a definicdo das espécies ainda encontra-se
em fase de estabelecimento por Grupo de Trabalho
Taxonomico estabelecido pelo Comité Internacional de
Sistematica Bacteriologica [3].

Com relacao a sazonalidade dos microrganismos iso-
lados foi possivel observar que algumas espécies tive-
ram um pico de isolamento no periodo entre agosto e
outubro e outras, como Plesiomonas shigelloides, espo-
radicamente em diversos periodos do ano. Esses dados
sugerem a existéncia de caracteristicas sazonais no
isolamento de microrganismos dos géneros Aeromonas
e P. shigelloides. No entanto, investigacoes mais apu-
radas devem ser realizadas para avaliar com maior se-
guranca este tipo de comportamento, pois os resulta-
dos podem ser uteis tanto para vigilancia ambiental e
sanitaria quanto epidemiologica [15].

O efeito da temperatura de pré-cozimento dos me-
xilhoes revelou-se em alguns casos efetivo, levando a
diminuicao de algumas espécies patogénicas como A
hydrophila, A. sobria, A veroniibiogrupo veroniie A. trota.
Isso significa que o processo tecnolégico de pré-coccao
permitiu diminuir a carga microbiana inicial presente

no alimento. Esse procedimento tende a minimizar os
riscos da contaminacao do produto que logo em segui-
da a pré-coccao sera beneficiado, congelado e mantido
em temperatura inferior a -18°C.

Por outro lado, chama atencao o fato que algumas
espécies como A. media, A.caviae, A.jandaei, A. schubertii
e P. shigelloides foram mais isoladas a partir das amos-
tras pré-cozidas. Estes resultados sugerem que ha pos-
sibilidade de problemas referentes a manutencao do
binémio tempo/temperatura durante a fase de pré-co-
zimento, ou talvez recontaminacao do produto apés esta
fase. Portanto, a etapa de pré-cozimento devera ser bem
realizada a fim de reduzir a carga microbiana dos mexi-
lhoes in natura. A adocao de Boas Praticas de Manufa-
tura pode auxiliar na diminuicdo da ocorréncia de con-
taminacao cruzada ou recontaminacdao dos mexilhdes
pré-cozidos [7].

4 - CONCLUSOES

A analise microbiologica dos mexilhées in natura e
pré-cozidos revelou a alta incidéncia de microrganis-
mos do género Aeromonas, o que constitui sérios riscos
para o homem, pois estas bactérias estao associadas
ao surgimento de gastrenterites sob a forma de surtos
e também outras infeccoes extraintestinais. Portanto,
assinala-se a necessidade urgente de adocao de medi-
das corretivas e preventivas nos campos das Vigilanci-
as Sanitaria e Epidemiologica. Essas medidas, se ado-
tadas em conjunto, podem auxiliar no aumento da
qualidade dos mexilhdes oferecidos ao mercado consu-
midor, bem como na diminuicao dos riscos de ocorrén-
cia de Doencas de Transmissao Alimentar veiculadas,
particularmente por alimentos de origem marinha.
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