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RESUMO

NASCIMENTO, Adenilde Ribeiro. Atividade antibacteriana de dleos
essenciais frente a bactérias isoladas de sururu (Mytella falcata). 2004. 96 p.
Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.!

O aumento no nimero de bactérias resistentes a terapia antimicrobiana
convencional tem estimulado a pesquisa de alternativas capazes de superar o
problema. Desde a Antigiiidade, sdo conhecidas propriedades terapéuticas de
algumas plantas. Na presente pesquisa, foi investigada a atividade
antimicrobiana de cinco dleos essenciais; goiabeira, Psidium guajava L.,
alfavaca, Ocimum gratissimum L., gengibre, Zingiber officinale Roscoe.; pau-
rosa, Aniba duckei Kostermans e pimenta didica, Pimenta dioica Lindl, sobre
trés cepas de Escherichia coli, tés de Salmonella spp, té€s de Vibrio
parahaemolyticus ¢ trés de Staphylococcus coagulase positiva, isoladas de
sururu (Mytella falcata). Estes moluscos bivalves foram coletados em quatro
estuarios e quatro feiras de Sdo Luis, Maranhio. Todas as cepas utilizadas para
os testes de atividade antibacteriana foram selecionadas aleatoriamente. Foram
usados dois métodos distintos: difusdo de disco (MDD) e difusdo radial em duas
camadas de agar perfurado (MDRCAP) e os resultados foram comparados
aqueles obtidos a partir de doze antimicrobianos comerciais, pelo método de
sensibilidade a disco segundo Kirby-Bauer. O 6leo essencial de pau-rosa obteve
melhor atividade antibacteriana. A atividade antibacteriana dos o6leos contra as
bactérias testadas demonstra a importincia dessas plantas como alternativa
natural de baixo custo para a pratica terapéutica.

! Comité Orientador: Regine Helena Silva dos Femandes Vieira — UFC (Orientadora) e
Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA (Co-Orientadora)



ABSTRACT

NASCIMENTO, Adenilde Ribeiro. Antibacterial activity of essential oils
against isolated bacteria of mussel (Mytella falcata). 2004. 96 p. Thesis
(Doctorate in Food Science) - Lavras, UFLA.'

The increase in number of bacteria resistant to conventional antimicrobian
therapy has encouraged researches of alternatives to overcome this problem.
Since ancient times many therapeutic properties of plants are known. The
present research studied the antibacterial activity of five essential oils extracted
from guava tree, Psidium guajava L., basil, Ocimum gratissimum L.; ginger,
Zingiber officinale Roscoe; rosewood, Aniba duckei Kostermans and allspice,
Pimenta dioica Lindl. The antibacterial activity was carried out against three
strains of each of the following bacteria species: Escherichia coli, Salmonella
spp., Vibrio parahaemolyticus and Staphylococcus positive coagulase isolated
from Mytella falcata. The mussels were collected from four estuaries and fish
markets in Sdo Luis, Maranhdo State, Brazil. All bacteria strains used for the
antimicrobian tests were randomly selected. Two distinct methods were used:
disc diffusion (DDM) and radial diffusion in two layers of perforated agar
(RDLPAM). Results were compared to those obtained from twelve commercial
antimicrobians through the disc-sensitivity method according to Kirby-Bauer.
The essential oil of rosewood showed a better antibacterian activity. The
antibacterian activity of the oils tested against all the bacteria strains indicates
that the plants studied can be used as a low cost natural alternative for
therapeutic practices.

! Guidance Committee: Regine Helena Silva dos Fernandes Vieira - UFC (Advisor) e
Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA.



1 INTRODUGCAO

Desde a Antigiiidade sdo conhecidas as propriedades biologicas dos
6leos essenciais extraidos de plantas aromaticas ¢ medicinais. Atualmente, o uso
de compostos antimicrobianos naturais tem se intensificado na conservagdo de
alimentos e no controle de enfermidades de origem microbiana em humanos,
animais e vegetais. Diferentes dleos essenciais tém sido obtidos de espécies
aromaticas com atividade antibacteriana e antifingica (Smith-Palmer et al.,
1998; Baratta et al., 1993).

Apesar do conhecimento do uso de plantas medicinais ser muito antigo,
remontando a época da Revolugdo Industrial, com o crescimento da industria
quimica diminuiu a utilizagdo dessas plantas, para se¢ dar atencdo &s drogas
sintéticas. Nos dias de hoje, a procura por essas plantas tem aumentado, o que

mostra a preocupa¢do do homem moderno na busca por uma vida mais saudavel.

Os 6leos essenciais s3o misturas quimicas complexas, formados por mais
de cem componentes, responsaveis pelo seu odor ¢ aroma. Diferentes partes das
plantas tém sido usadas para obtenciio do oOleo essencial: flores, folhas,

sementes, raizes, cascas € tubérculos (An’dogan et al., 2002).

A Organizagio Mundial de Saide recentemente catalogou mais de
20.000 espécies de plantas medicinais com possibilidade de uso em diversas
doencas tais como pneumonia, ulceras, diarréias, bronquites, resfriados e
doencas do trato respiratério (Ali-Shtayeh et al., 1998).

Em muitos paises existe uma rica tradi¢do no uso de ervas medicinais
para o tratamento de varias doengas infecciosas. No Brasil, o uso de compostos
de plantas para fins farmacéuticos tem progressivamente aumentado
(Nascimento et al., 2000; Rates, 2001).



Segundo Franga (1999), a utilizagdo de determinadas partes de plantas
consideradas medicinais tem resultado em intenso extrativismo em diversas
regides, induzindo assim a reproducdo dessas espécies como indispensavel a
preservagdo da biodiversidade nativa.

Doencas como a diarréia sdo facilmente adquiridas pelo consumo de
pescados contaminados e os moluscos, por seu tipo de alimentagdo, filtradores,
s30 uma classe de pescado indicadora da polui¢do do meio onde sdo capturados.

O sururu Mytella falcata (d’Orbigny) € um molusco bivalve, pertencente
a familia dos Mytilidae. Por ser uma fonte protéica com significativo valor
biolégico, é nutricionalmente importante. Além disso, tem valor comercial € um
grande potencial de produgdo. Para a populacdo de baixa renda esse € um tipo de

alimento alternativo, que permite manter uma dieta rica em nutrientes essenciais.

No Brasil, as reentrdncias do golfo maranhense abrigam um consideravel
estoque desse molusco.As espécies mais importantes da regido, sob o ponto de
vista econdémico, sdo a Mytella falcata € a Mytella guyanensis, conhecidas
popularmente pelos nomes de sururu-de-pasta e sururu-de-dedo,
respectivamente.

Os moluscos, em particular os bivalves, s3o organismos marinhos que se
alimentam principalmente de microalgas, entre as quais se destacam as
diatomdceas dinoflageladas (Eskinazi & Sato, 1964).

A alimentagiio do sururu é feita por um processo de filtragdo mediante a
utilizagio de seus sifes, onde sfo retidas as particulas indesejaveis, entre as
quais a silica. Desse modo, quando o individuo nio sofre um processo de
depuragio adequado, ao ser colocado na boca, provoca uma sensagdo
desagradavel ao consumidor (Arcisz & Kelly, 1955).

Sua captura ocorre em dguas estuarinas ¢ marinhas, ambientes aquaticos,

onde muitas vezes ha o aporte de esgotos domésticos e industriais. Sendo



filtradores ¢ bioacumuladores, sua microbiota ¢ dependente da qualidade do

habitat.

Estes moluscos, apos captura, sio geralmente transportados vivos e
manipulados, muitas das vezes, com ou sem concha. Sua comercializagdo ocorre
em feiras livies e mercados, permanecendo expostos por um tempo
significativo, sempre acondicionados em temperatura e ambientes inadequados,

o que evidentemente facilita a contaminagéo.

As doengas gastrointestinais, principalmente veiculadas por
enterobactérias, s3o responsaveis por altas taxas de morbidade e mortalidade em
varios paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos. Por outro lado, a
presenca de enterobactérias em alimentos também tem sido referenciada como a
principal causa de diarréia ¢ disenteria entre as populagdes infantis e, sob
circunstincia de baixa imunidade, pode levar a sérias conseqiiéncias. (Lutterodt,
1989; Caceres et al.,1993).

Para Angelillo et al. (2000), alguns surtos de doencas transmitidos por
alimentos, reportados na literatura, freqilentemente estio associados com
contamina¢des cruzadas, armazemamento e/ou cozimento inadequados,
manutencio dos alimentos em temperatura ambiente por longo tempo,

contaminagio de alimentos crus ¢ falta de higiene pessoal dos manipuladores.

Segundo Davis (1994) e Robin et al. (1998), as doengas infecciosas sdo
as principais causas de mortes infantis no mundo todo, morrendo quase 50.000
pessoas, diariamente, devido a doengas causadas por bactérias patogénicas que
muitas vezes apresentam multiresisténcia as drogas.

Tendo em vista o desconhecimento da atividade antibidtica de algumas
plantas medicinais comumente usadas no combate de doencas e considerando
que o sururu é um recurso pesqueiro, com elevada contribuicdo para a economia
da cidade de So Luis,MA o presente trabalho avalia a atividade antibitica de



oleos essencias extraidos de cinco plantas da flora brasileira, em relagio as
bactérias Salmonella spp, Escherichia coli, Staphylococcus coagulase positiva e
Vibrio parahaemolyticus, limitadas na Resolugdo da Diretoria Colegiada n® 12
da Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria (ANVISA, 2001).As bacténias
utilizadas neste trabalho foram isoladas de sururu in natura capturado de quatro
estuarios ¢ comercializado em quatro feiras livres de pescado de S3o Luis,MA.
O presente trabalho tem como objetivo:

a) comparar a qualidade de sururus Mytella falcata adquiridos em feiras
de pescado ¢ in natura capturados em quatro estuarios da cidade de S.Luis- MA.

b) isolar e identificar cepas de Escherichia coli, Salmonella,

estafilococos coagulase positiva e Vibrio parahaemolyticus dos moluscos.

c) avaliar cientificamente a atividade antibidtica de algumas plantas
medicinais empiricamente usadas no combate a doengas infecciosas;

d) medir a atividade antimicrobiana de cinco éleos dessas plantas no
combate a bactérias isoladas de moluscos (sururu) in ratura capturados de
quatro estuarios ¢ comercializados em quatro feiras de pescado da cidade de Sdo
Luis, MA.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas medicinais

O uso de produto natural com propriedades terapéuticas ¢ tdo antigo
quanto a civilizagio humana e por um longo pericdo, os minerais, plantas e
animais foram as principais fontes de medicamentos. Mas, o advento da
Revolugdo Industrial € o desenvolvimento da quimica orgénica resultaram na
preferéncia de produtos sintéticos para o tratamento farmacolégico (Rates,
2001).

Na época pré-histérica, a populagio usava plantas medicinais para
combater diversas doengas, tais como bronquite, ulceras, pneumonia, infecgdes
do trato urindrio, vaginites, cervicites, desordens gastrintestinais ¢ infecedes da
pele, como herpes simples (Anesini & Perez, 1993; Essawi & Srour, 2000).

Muitas espécies de plantas tém sido usadas, ao longo dos anos, na
medicina tradicional, para o tratamento de diversas doengas (Ali-Shtayeh et al.,
1998). Segundo Facey et al. (1999), investigagdes quimicas e biologicas de
plantas t¢m sido incentivadas com o propésito de substituir medicamentos

alopaticos, comumente usados pelos fitoterapéuticos.

As plantas medicinais usadas tradicionalmente possuem uma variedade
de compostos com propriedades terapéuticas conhecidas. Recentemente, as
propriedades antimicrobianas de plantas medicinais estio cada vez mais sendo
reportadas em diferentes partes do mundo (Ahmad & Beg, 2001).

A fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal que vem
crescendo, notadamente nestes altimos anos, a ponto de atualmente o mercado

mundial de fitoterapicos acumular lucros em tormo de 22 bilhSes de dolares.



Dentro dessa perspectiva, espera-se que o Brasil seja um pais privilegiado,
considerando sua extensa ¢ diversificada flora (Yunes et al., 2001).

O uso de plantas medicinais pela populagdo mundial tem sido
significativo, nos ultimos tempos. A Organiza¢do Mundial de Saide (OMS) tem
incentivado essa pratica em paises subdesenvolvidos € em desenvolvimento.
Estima-se que 80% da populagdo ainda utilizam direta ou indirctamente, as
plantas para o tratamento de satide (Akerele, 1993).

A aplicagdo de plantas medicinais no mundo, € especialmente na
América do Sul, tem contribuido significativamente para a saude humana.
Contudo, as plantas sio usadas na forma de extratos crus, infusdes ou emplastro
para o tratamento de infecgGes comuns, sem qualquer evidéncia cientifica de sua
eficacia (Holetz et al., 2002).

No Brasil, sdo amplamente usadas em formulagGes de remédios caseiros
como chas, cocgdo, tinturas, xaropes e po (Rates, 2001). Também s3o utilizadas
de forma popular para o tratamento de problemas gastrintestinais, podendo ser
ingeridas como chas, infusdes ou cozidas (Matos, 1994).

Segundo Essawi & Srour (2000), em varios paises as plantas medicinais

sdo usadas como agentes antibacterianos, antifiingicos e antivirais.

Caceres et al. (1993) citam que varias plantas usadas na Guatemala para
o tratamento de infecgdes gastrintestinais possuem atividades antimicrobianas ¢
sdo usadas no combate as bactérias enteropatogénicas, tais como a Escherichia
coli, Salmonella Enteritidis e Shigella flexneri.

Em paises do Terceiro Mundo, as doengas diarréicas sdo responsaveis
pela morte de milhdes de pessoas a cada ano, causando sérios problemas de
saide publica. Por outro lado, as diarréias continuam sendo uma das principais

causas de mortalidade e morbidade, especialmente em criancas; desse modo, ha



necessidade de medicamentos com agdo eficaz sobre as cepas patogénicas

resistentes causadoras dessas sindromes (Almeida et al., 1995).

Segundo Lin et al. (2002), em paises em desenvolvimento, onde a
maioria das pessoas vive quase que exclusivamente em areas rurais, a medicina

popular é usada para todos os tipos de doengas.

De acordo com Davis (1994), a descoberta de novos compostos
antimicrobianos tem despertado interesse devido a um aumento na taxa de
infeccbes causadas por microrganismos resistentes a diversos antibiéticos.
Salvat (2001) relatou que muitas pesquisas com substincias biologicamente
ativas, de plantas medicinais, tém sido fontes de agentes terapéuticos muito
uteis.

Para Facey et al. (1999) a pesquisa por novos agentes antibacterianos
tem se intensificado nas ultimas décadas, principalmente por causa do aumento
das infecgBes bacterianas, especialmente em paises com popula¢des jovens e
também pelo aumento de cepas bacterianas resistentes aos antibidticos ja

rotineiramente usados e com freqii€éncia cada vez maior.

Segundo Eloff (1999), compostos tais como a benzoina ¢ a emetina,
conhecidos por suas propriedades inibidoras microbianas, tém sido isolados de
plantas medicinais.

Elgayyar et al. (2001) também citam que extratos de diversos tipos de
plantas sdo usados como agentes flavorizantes em alimentos e bebidas utilizados
terapeuticamente.

2.2 Oleos essenciais

A utilizacdo do dleo essencial como agente medicinal € conhecida desde

épocas remotas. Ha seis mil anos, os egipcios ji utilizavam em praticas



religiosas associadas a cura de males, as ungdes da realeza e a busca de bem-
estar fisico, por meio dos aromas de partes especificas de certos vegetais (Tyrrel,
1990).

O uso das substdncias aromaticas disseminou-se por Israel, Grécia,
Roma e todo 0 Mediterrdneo. A india ¢, provavelmente, o éinico lugar do mundo
com mais de dez mil anos de conhecimento nesse assunto, sendo a medicina
Ayurvédica a mais antiga forma de pratica com substincias aromaticas
(Lavabre, 1992).

As substincias aromaticas também ja eram populares na antiga China e
india, centenas de anos antes da era cristd, quando eram incorporadas a incensos,
pogbes e varios tipos de acessorios, usados diretamente sobre o corpo. No
entanto, foi apenas a partir da Idade Média, apds o processo de destilagio
introduzido pelos cientistas mugulmanos, que se iniciou a real comercializa¢do
de ervas aromaticas (Tyrrel, 1990). Segundo Davidson (2001) os egipcios ja
usavam, no ano de 1500 a.C. os 6leos essenciais como agentes conservantes em
alimentos e também na medicina, para a preservagio de cadaveres.

De acordo com Aridogan et al. (2002), os dleos essenciais sdo misturas
quimicas complexas com varios componentes responsaveis pelos aromas e
sabores caracteristicos. Diferentes partes das plantas sdo usadas na sua extragdo,
dentre as quais flores, folhas, sementes, raizes ¢ casca.

Os odleos essenciais possuem uma variedade de compostos quimicos tais
como: terpenos, seisquiterpenos, fendis, alcoois ésteres, aldeidos, cetonas,
compostos nitrogenados e sulfurados (Lavabre, 1992). Devido a sua complexa
composicio, demonstram uma grande variedade de agdes farmacolégicas.

Os oleos essenciais s3o também largamente utilizados na indistria como
aromatizantes pa preparacdo de perfumes, sabdes, desinfetantes e cosméticos,

assim como na industria alimenticia (Craveiro et al., 1981).



Além do mais, os compostos volateis derivados dos Oleos essenciais
possuem conhecidas atividades antibacterianas, antifingicas, antivirais,
inseticidas, herbicidas ¢ antioxidantes (Essawi & Srour, 2000; Aridogan et al.,
2002; Cimanga, 2002).

Diaz & Jorge (2001) relatam que numerosas investigagdes t€m sido
realizadas, em busca de novos compostos com atividades bioldgicas a partir de
fontes naturais, destacando-se o oleo essencial de plantas medicinais e

aromaticas, conhecidos pelas suas propriedades antimicrobianas.

Para Smith-Palmer et al. (1998), alguns métodos altemativos para a
conservagio de alimentos tém sido aplicados a partir de extratos de plantas ¢

oleos essenciais, contra bactérias ¢ fungos patogénicos.

‘A atividade antimicrobiana dos éleos essenciais esta associada a
presenga de varios componentes, como timol, carvacrol, eugenol, cineol, linalol,
terpineol, pipeno, cariofileno e citral (Lemos et al., 1990; Mahmound, 1994;
Ansari et al., 1996). Outros compostos extraidos de plantas tais como carvacrol,
citronellol, eugenol, geraniol e limoneno foram testados como conservantes de
alimentos com muita eficicia, sem qualquer demonstracio mutagénica celular
(Svoboda & Hampson, 1999).

Segundo Imai et al. (2001), os Oleos essenciais ¢ seus constituintes
podem ser tteis como antibacterianos, sendo portanto, usados na inibi¢do do
crescimento de agentes patogénicos.Para Aridogan et al. (2002) os oleos
essenciais possuem muitos efeitos terapéuticos, como o de vasodilatador,
hipersecretor ¢ estimulador de misculos. Atualmente, muitos sdo também
empregados como fungicidas ¢ nematicidas.

Estudos farmacolégicos realizados com éleos essenciais de 15 espécies

de plantas aromaticas brasileiras mostraram atividades compativeis com o uso na



medicina popular, demonstrando atividades analgésica, antiinflamatéria,
anticonvulsiva, antiespasmédica e antibacteriana (Leal-Cardoso & Fonteles, 1999).

2.3 Goiabeira, Psidium guajava L.

A espécie Psidium guajava L., comumente conhecida por goiabeira
(Figura 1), pertence a familia Myrtaceae ¢ distribui-se do México até o Estado
de S3o Paulo, sendo indigena no México, na América Central e em parte da
América do Sul (entre a Colombia e o Peru) (Corréa, 1984; Martinez et al.,
1997).

Na Asia e Africa, Psidium guajava L. é usada na prevengdo e tratamento
de escorbuto. Na Bolivia, Egito e India é usada no tratamento de varias doencas,
incluindo tosses € doengas pulmonares. Na China, as folhas sdo usadas como
antiinflamatorias € como agente hemostatico. Além disso, neste pais, o produto
da cocgdo das folhas € usado para o tratamento de célera, na redu¢do de vomitos
e diarréia. No México, as folhas, devido a presenga dos principios ativos da
quercetina e glicosideos, s3o extensivamente usadas como antidiarréica. No
Brasil, o cha dos brotos ¢ muito usado no tratamento de diarréias (Caceres et al.,
1993; Matos, 1994; Olajide et al, 1999; Jaiarj et al., 1999; Lin et al., 2002).

No Brasil, a goiabeira ¢ uma importante planta medicinal ¢ a casca da
arvore é muito usada no tratamento de diarréia infantil, cdlera e ulceras; as
folhas e raizes também sdo utilizadas no tratamento de diarréias, enquanto as
flores e brotos sio recomendadas para dores de estdmago, doengas de pele ¢

disenteria sanguinolenta (Gnan & Demello, 1999).
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FIGURA 1. Psidum guajava L.

Lozoya et al. (1990) pesquisaram os principios ativos das folhas de P.
guajava L. e isolaram trés flavondides com atividade antibacteriana; a

quercetina, a guajaverina e a avicularina.

Lutterodt (1989), estudando a espécie P. guajava L. verificou que dentre
as inGmeras substincias com propriedades adstringentes, a quercetina foi a que
apresentou maior atividade antidiarréica.

Contudo, popularmente, a espécie P. gugjava L. é a mais utilizada na
forma de ché, no tratamento de diversas afecg¢des. O estudo farmacologico de
seu extrato aquoso demonstrou a presenca de atividade espasmolitica (Lutterodt,
1989; Lozoya et al., 1990; Céceres et al., 1993; Morales, 1994; Olajide et al.,
1999), atividade analgésica (Olajide et al., 1999), atividade anti-amebiana (Tona
et al., 1998), atividade narcética (Lutterodt, 1992) e atividade antiinflamatoria e
antipirética (Olajide et al., 1999).
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De acordo com Martinez et al. (1997), numerosos estudos
farmacolégicos e toxicologicos tém sido realizados com a goiabeira. Os autores
investigaram a atividade antibacteriana nos extratos aquosos, salinos e
hidroalcoélicos de suas folhas em relagdo 4 Staphylococcus aureus, Salmonella
Thyphi, Sarcina hitea e Nisseria gonorrhea, ¢ nos extratos metanolico,
acetonicos e n-hexanicos frente a S. aureus, Streptococcus pneumoniae e S.
pyogenes.

Diversos estudos sdo reportados na investigagio da eficiéncia da
atividade antimicrobiana de folhas de goiabeira, sobre diversas familias
bacterianas, tais como enterobacteriaceae, vibrionaceae, micrococaceae e alguns
virus (Aguiar et al., 1984; Gnan & Demello, 1999; Jaiarj et al., 1999; Vieira et
al., 2001).

Martinez et al. (1997) constaram que o extrato aquoso de P. guajava L.
possui atividade tuberculostatica exibindo agfo contra Mycobacterium phlei. O
fruto possui atividade antiespasmodica, as folhas efeito antilipoliticos e tanto o
fruto como as folhas sdo hipoglicemiantes.

Rodriguez et al. (1999), em seus estudos com tintura de folhas de
goiabeira a 20%, comprovaram atividade farmacologica in vivo, observando a
diminuigdo do transito intestinal em ratos.

Para Direkbusakarom et al. (1997), a P. guajava L. pode ser utilizada no
tratamento de doengas bacterianas e virdticas em animais aquaticos, tais como
camardes e peixes. Na aqiiicultura, essas doencas geram grandes perdas
econdmicas para os produtores, devido aos elevados indices de mortalidade.

Gnan & Demello (1999) estudaram trés plantas medicinais brasileiras
comparando-as com antibidticos comerciais € concluiram, que dentre elas, as
folhas da goiabeira possuem boa atividade antibacteriana contra S. aureus.
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As folhas, raizes e flores de P. guajava L. sio freqiientemente usadas em
regides tropicais ¢ subtropicais para o tratamento de diarréia, inibindo o
crescimento de E. coli, Salmonella Enteritides e Shigella flexneri, sendo a
atividade antibidtica atribuida aos compostos guajaverina ¢ 4cido psididlico
(Almeida et al., 1995).

Ahmad & Beg (2001) estudaram as propriedades fitoquimicas e
antimicrobianas do extrato alcodlico de P. guajava L. e detectaram a presenga de

glicosideo, fenol, tanino € saponina com atividade positiva contra S. qureus.

‘Holetz et al. (2002) pesquisaram algumas plantas usadas na medicina
popular para o tratamento de doengas infecciosas € reportaram a atividade

antimicrobiana moderada do extrato de P. guajava L. contra S. aureus ¢ E. coli.

Vieira et al. (2001) testaram duas plantas medicinais, P. guajava L. ¢
Carica papaya L., contra as bactérias E.coli e S. aureus, para verificar suas
acBes antibioticas. Os extratos de C. papaya L. ndo revelaram qualquer atividade
antibidtica, enquanto os extratos de P. guajava L. mostraram inibi¢do de
crescimento para as duas espécies.

Outras espécies do género Psidium também sdo utilizadas no alivio de
dores digestivas, como antiulcerativas ¢ na assepsia dos olhos, como € o caso da
P. luridum L. (Olano et al., 1996).

Dentre as familias que concentram seus elementos volateis nas folhas
destaca-se a familia Myrtaceae, que contém aproximadamente 3.500 espécies
distribuidas por todo o mundo (Joly, 1979).

As folhas de P. guajava L. contém dleo essencial rico em cineol, taninos
e triterpenos (Olajide, 1999).

Segundo Corréa (1984), as folhas de P. guajava L., enquanto frescas,

fornecem 6leo essencial aromatico e volatil com coloragio amarelo-esverdeada.
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2.4 Alfavaca, Ocimum gratissimum L.

Planta medicinal da familia das Lamiaceac, originaria da Africa ¢ Asia,
introduzida no Brasil pelos imigrantes italianos, a alfavaca (Figura 2) ¢
largamente distribuida nas regibes tropical e subtropical, sendo comumente
usada na medicina popular ¢ no tratamento dc diferentm. doengas como
infecges do trato respiratorio, diarréia, dor de cabega, febre, tosse ¢ conjuntivite
(Nakamura et al., 1999; Holetz et al., 2002).

Entre os diversos tipos dessa planta estio os membros do género

Ocimum, que ¢ representado por seis espécies. Contudo, somente trés espécies,

O. gratissimum L., O. basilicum e O. canum, t¥m sido relatadas com
propriedades medicinais (Nakamura et al., 1999).

Na Nigéria, O. gratissimum L. ¢ uma planta muito cultivada para fins
medicinais ¢ como aromatizante de alimentos. Alguns estudiosos citam as
propriedades antimicrobianas, atividades antimutagénicas, efeitos antidiarréicos
¢ imunomodulantes (Offiah & Chikwendu, 1999).

Estudo fitoquimico realizado com O. gratissimum L. evidenciou a
presenca de aminas, esterdides, triterpendides, fendis, flavonédides, acicares
redutores, dleo essencial, saponinas e quinonas (Garcia et al., 1998).

De acordo com Montalvo & Dominguez (1997), do ponto de vista
toxicoldgico, O. gratissimum L. tem mostrado que doses excessivas podem
provocar irritagGes gastrintestinais e convulsées.

A atividade antimicrobiana do dleo essencial da parte aérea da planta O.
gratissimum L. tem sido muito estudada frente diversas espécies de bactérias ¢
fungos (Orafidiya et al., 2001).

De acordo com Cimanga et al (2002), alguns compostos quimicos foram
identificados no 6leo essencial extraido das folhas de O gratissimum L. Séo eles:
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pineno, B-pineno, mirceno, limoneno, 1,8-cineol, y-terpineno, p-cimeno, -
terpineol, carvacrol, eugenol, -eudesmol.

Sinha & Gulati (1990) relataram que as atividades antimicrobianas dos
Sleos essenciais de diferentes espécies do género Ocimum  €stao,
predominantemente, associadas aos principais constituintes do linalol e metil

chavicol.

FIGURA 2. Ocimum gratissimum L.

As propriedades antidiarréicas do 6leo essencial e do extrato aquoso das
folhas de O. gratissimum L. também tém sido mostradas em pesquisas com
animais (Offiah & Chikwendu, 1999; Orafidiya et al., 2000).

Batista et al. (2001) avaliaram a atividade inseticida do 6leo essencial de
O. gratissimum L. e concluiram que ele possui uma agdo toxica para a larva da
lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) e o indicam como agente de

controle para este inseto.
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Recentemente, Nakamura et al. (1999) relataram a atividade
antibacteriana do 6leo essencial de O. gratissimum L., tradicionalmente utilizado

na medicina folcldrica brasileira, para o tratamento de diferentes doencas.

2.5 Gengibre, Zingiber officinale Roscoe

O gengibre (Figura 3) é uma planta herbicea pertencente a familia
Zingiberaceae, nativa do sudoeste da Asia e de outros climas tropicais. O inglés
Willian Roscoe (1753-1831) deu o nome Zingiber officinale Roscoe a planta,
que foi introduzida no Brasil pelos holandeses no século XVI e exportada para
toda a Europa. Historicamente, o gengibre teria sido usado para ajudar na
digestio dos alimentos. Atualmente vérios estudos tém sido publicados

relatando os seus efeitos medicinais (Crawford, 2002).

FIGURA 3. Zingiber officinale Roscoe

A raiz da planta, além de ser usada como condimento de alimentos, tem

sido utilizada extensivamente na medicina por varias culturas. Na Antigiiidade,
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tanto os gregos como os romanos ja a utilizavam e, hoje em dia, uma de suas

aplicagdes ¢ no controle de dores de estémago e niuseas (DrMundi, 2003).

Os japoneses usam o gengibre como antidoto em intoxicagdo alimentar,
especialmente no preparo do sushi para evitar danos causados por bactérias
intestinais, como E. coli, Staphylococcus ¢ Streptococcus, contudo, sem eliminar
as bactérias benéficas. Tem sido citada também sua a¢lo no crescimento de
Lactobacillus no intestino, bem como a agdio parasiticida sobre Schistosoma ¢
Anisaki (Crawford, 2002).

Srinivasan et al. (2001) estudaram extrato de Zingiber officinale R ¢
constataram que 0 mesmo apresentava atividade antibacteriana frente as
seguintes bactérias patogénicas: Chromobacterium violaceum, E. coli,
Enterobacter faecalis, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas

aeruginosa, S. Paratyphi, S. Typhi, Bacillus subtilis ¢ S. aureus.

Em Sdo Tomé, o dleo essencial das plantas é largamente usado. Nesse
pais, rizomas de Zingiber officinale Roscoe sdo muito populares e usados na
medicina contra distirbios gastrintestinal, febres, gripes ¢ como afrodisiaco
(Martins et al., 2001).

A maioria das atividades farmacoldgicas encontradas nos extratos da
planta é isolada dos rizomas e algumas fragSes de seus principios ativos sdo:
citral, 1,8-cineol, zingibereno, bisaboleno, geraniol, acetatode geranila,
gingerois, chugaois, zingiberol, canfeno, felandreno, borneol, linalol, acetatos ¢
caprilatos de zingiberol, aldeidos e cetonas. O extrato de 6-gingerol possui
atividade contra as larvas Anisaki e Shistosoma mansoni (Alejo et al., 1999).

Smith-Palmer et al. (1998) pesquisaram as propriedades antimicrobianas
de 21 éleos essenciais e duas esséncias frente a cinco bactérias patogénicas de

origem alimentar. O dleo de Zingiber officinale R., nesse estudo, apresentou
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fraca atividade para as cepas de E. coli, S. aureus, Listeria monocytogenes,

Salmonella Enteretidis € Campylobacter jejuni.

Também, Hammer et al. (1999) estudaram diversos 6leos essenciais e
extratos de planta contra bactérias gram-positivas e gram-negativas e leveduras,
mas a atividade antibacteriana do 6leo de Zingiber officinale R. foi comprovada
somente, para S. aureus. Os autores compararam seus resultados com outros
publicados e citaram que a composicio desses 6leos e extratos pode variar de
acordo com o local, clima, condigGes ambientais e métodos usados.

Martins et al. (2001) identificaram, em duas amostras de 6leo essencial
de Zingiber officinale R., -zingiberene, bisabolene, -curcumene, neral, geranial ¢
mostraram que estes compostos possuem atividades antimicrobianas frente a

bactérias gram-positivas ¢ gram-negativas, leveduras e fungos filamentosos.

2.6 Pimenta dibica, Pimenta dioica Lindl

Esta espécie vegetal, conhecida popularmente como pimenta-da-jamaica,
pertence a familia Myrtaceae, com aproximadamente 140 gémeros e 3.000
espécies distribuidas nas regifes tropicais, subtropicais ¢ Australia (Allspice,
2002).

Segundo Corréa (1984), a Pimenta dioica L. (Figura 4) é uma arvore
fortemente aromatica em todas as suas partes.

Na civiliza¢do antiga, a Pimenta dioica L. foi usada principalmente para
embalsamento. Atualmente é usada como conservante de cames e em picles,
especialmente na Escandinavia (Allspice, 2003).

Na Jamaica, é usada na culiniria como temperos de sopas, guisados,
picles, chas, bolos, biscoitos, pastéis e produtos alimentares usados em ketchups,
salsichas e sanduiches. Também ¢ utilizada na produ¢do da bebidas “pimento
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dram”. obtida dos frutos. Nas Bahamas, produz-se um cha muito agradavel

L]

obtido das folhas. (Duke, 1985).

FIGURA 4. Pimenta dioica Lindl

Esta espécie vegetal tem larga aplicagio medicinal em varios paises,
dentre os quais a Jamaica, onde os frutos sdo utilizados no tratamento de
resfriados, hemorragias e estomatites. Na Costa Rica, as folhas sdo usadas como
carminativo e estomaquico, além de serem excelentes para diabetes. Na
Guatemala, aplica-se externamente em escoriacdes e dores reumdticas. Em Cuba
¢ utilizada como bebida refrescante, cha depurativo e estimulante ténico. O oleo
essencial do fruto é usado no tratamento de diarréia, dispepsia e flatuléncia

(Duke, 1985).

No Brasil, a Pimenta dioica L. é conhecida como: pimenta-da-jamaica,

pimenta-de-coroa e murta-pimenta (Corréa, 1984; Barroso, 1991).

Segundo Guenther (1950), existem dois tipos de dleos de pimenta no

mercado: o 6leo destilado dos frutos, com fino odor e sabor, caracteristico de
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pimenta (desta forma tem alto prego) e o dleo obtido das folhas, o qual apresenta
qualidade inferior.

O fruto seco contém de 2% a 5% de 6leo essencial; sendo que a
quantidade do 6leo no fruto depende do periodo de colheita. O pé contém
eugenol (65% a 85%), éter metil eugenol, cariofileno, felandreno, cineol, acido
palmitico, oleos fixos, resinas, agucares, amido, acido malico, oxalato de calcio
e taninos (Duke, 1985).

O eugenol, por sua vez, ¢ um composto aromatico muito usado como
flavorizante (Craveiro et al., 1981), como antioxidante (Costa, 1994),
antialérgico (Kin, 1996), antiespasmédico (Myinte, 1996), anti-séptico, agente
antimicrobiano, antiinflamatorio (Kobaysahi, 1997), e como atrativo de insetos
(Rebélo, 2001).

Segundo Mouchrek Filho et al (2000) alguns produtos obtidos por
sinteses quimicas, a partir do eugenol, tais como; metil eugenol e acetato de
eugenila, adquiriram um elevado valor comercial, devido as utilizagGes de seus
principios ativos nas industrias agroquimicas, substituindo os atuais defensivos
agricolas, como atrativos de insetos (feromoOnios) e ainda nas indastrias
farmacéuticas e de cosméticos.

Rodriguez et al. (1996) avaliaram a atividade biologica do 6leo essencial
da Pimenta didica L. frente a bactérias gram-positiva, negativas ¢ fungos. Os
resultados mostraram maior eficiéncia para os fungos, sendo o componente
majoritario do éleo essencial o eugenol (54,3%).

De acordo com Rodriguez et al. (1997), o dleo essencial da Pimenta
dioica L. é muito usado na medicina popular ¢ tem sido utilizado na forma de
infusGes para dores abdominais, também com propriedades afrodisiacas,
diarréicas, laxativas e estimulantes.
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Lopez et al. (1998) estudaram o extrato da Pimenta dioica L. e
comprovaram seus efeitos analgésico € antipirético. O eugenol encontrado em
grandes quantidades nas folhas da planta pode ser o responsavel por estas
atividades.

2.7 Pau-rosa, Aniba duckei Kostermans

A Aniba duckei Kostermans, conhecida popularmente como pau-rosa
(Figura 5), € uma espécie florestal nativa da regido amazénica, pertencente a
familia Lauraceas, ocorrendo mas florestas tropicais umidas (Vieira, 1979,
Magalhies & Alencar, 1979).

A exploragdo do pau-rosa para a extracdo de seu dleo essencial tem sido
realizada desde 1911 (Azeredo, 1958), desempenhando uma importante fungdo
econdmica da regifo amazdnica devido & alta concentragio de linalol na
constituicio quimica do 6leo. A exploragio desenvolveu-se, entretanto, de forma
rapida e desordenadamente a partir de 1920. Na década de 40 este produto
ocupou o terceiro lugar na pauta de exportagbes da Amazdnia e atualmente
menos de 15% do 6leo de pan-rosa é industrializado no Brasil, sendo o restante
exportado para os Estados Unidos, Japdo e Europa (Mitja et al, 1996).

Segundo Mitja et al (1996) o 6leo essencial da espécie Aniba duckei K.
¢ extremamente importante em varias comunidades da Regiio Amazénica pelo
fato de ser principalmente uma fonte geradora de renda, o que € de grande
interesse nacional. E normalmente usado por populagdes locais para tratamento
de doencas reumaticas e de outras naturezas. Na indistria cosmética ¢ muito
utilizado, principalmente na produco de perfumes.

O linalol ¢ o constituinte majoritario do 6leo da Aniba duckei K., embora
outros componentes também facam parte de sua composigdo, tais como a-
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terpineol, 1,8-cineol e a-pineno (Lawrence & Reynolds, 1984). Seu principio
ativo tem sido testado como bactericida, fungicida (Belaiche et al., 1995) ¢
acaricida (Prates et al., 1998). Na medicina, tem sido aplicado, com sucesso,
como sedativo (Sugawara et al., 1998; Elisabetsky et al., 1999) e atualmente
estdo sendo analisadas as suas propriedades anticonvulsivas (Elisabetsky et al.,
1999). Assim, o linalol possui uma larga aplicagdo em varias areas do

conhecimento humano.

FIGURA 5. Aniba duckei Kostermans

2.8 Importincia do pescade como veiculo nas doencas transmitidas por
alimentos (DTA)

O termo “pescado” se refere a todas as espécies comestiveis de agua
doce e marinha, compreendendo os peixes, crusticeos, moluscos, anfibios e
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quelénios. A variedade de produtos derivados do pescado € muito ampla € inclui
alimentos preparados por varios métodos tecnol6gicos tradicionais ¢ modernos

(ICMSEF, 1998).

Como os pescados s3o de grande importdncia para a nutrigdo humana
mundial, muitos paises os utilizam na sua dieta como fonte principal de
proteinas (Feldhusen, 2000; Jaksic et al., 2002). Contém de 15% a 20% de
proteinas de alto valor biolégico, uma vez que estas possucm todos os

aminoacidos essenciais, especialmente lisina (Adams & Moss, 2002).

A came do pescado ¢ um excelente substrato para o crescimento da
maioria das bactérias heterotroficas. De acordo com Jay (2000),as bacténas
responsaveis pela deterioragdo do pescado sao, principalmente, as gram-
negativas, tais como as Pseudomonas, capazes de crescer a menos de 3°C.

Segundo Vieira (1989), a microbiota do pescado € tanto mais rica em
espécies microbianas quanto mais poluidas forem as aguas das quais advém.
Outro ponto importante a ser considerado € a espécie do pescado, pois sua
composi¢io quimica também determinard a predominincia de diferentes

espécies de microrganismo.

A temperatura da agua ¢ outro fator significativo no namero e espécie de
bactérias na superficie do pescado e, para Feldhusen (2000), a carga microbiana
do pescado apos a captura esta relacionada as condigoes ambientais, qualidade
microbiologica da agua, temperatura, teor residual de sal, distancia entre a
localizagio da captura e areas poluidas com dejetos humanos e animais, origem
d-os alimentos consumidos pelo pescado e suas condigdes de resfriamento.

As bactérias patogénicas associadas a pescados sdo caracterizadas em
trés grupos: as que normalmente estao presente em ambientes marinhos e
estuarinos (bactérias do género Vibrio, Listeria monocytogenes, Clostridium

botulinum e Aeromonas hydrophila), as enterobactérias (devido a contaminagao
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fecal) e bactérias que contaminam o produto durante o processamento (Jaksic et
al., 2002).

Assim, os pescados podem ser contaminados por varias bactérias
patogénicas, normalmente encontradas em ambientes aquaticos (Feldhusen,
2000).

Segundo Jaksic et al. (2002), ha poucos dados registrados na literatura
sobre intoxicagdes alimentares e citam o pescado como o alimento mais

envolvido.

2.8.1 Sururu, Mytella falcata d’Orbigny

Os moluscos sio animais invertebrados com corpo ndo segmentado,
mole, geralmente envolvido em conchas que podem ser interna € externa.
Quando externas, chamam-se valvas e € exatamente devido a esta caracteristica
qtjc sdo denominados moluscos bivalves (Davey, 2001).

O sururu é um molusco bivalve, comestivel, com concha de
aproximadamente 8 cm, encontrado com muita freqgii€ncia no litoral do
Nordeste brasileiro. No estado do Maranhio tem uma ocorréncia bastante
significativa e os mais capturados em sua costa compreendem principalmente
duas espécies: sururu-de-pasta (Myrella falcata d’Orbigny) e sururu-de-dedo
(Mytella guyanensis).

O consumo de moluscos bivalves estd freqilentemente associado a
elevado niimero de doengas de origem alimentar em fun¢3o de suas propriedades
ﬁlﬁ-adoras e, conseqilentemente, bioacumuladores de microrganismos. Tém seu
habitat em estuarios e areas costeiras, tormando-se especialmente perigosos para
o consumo humano; por essas caracteristicas sdo excelentes indicadores de
polui¢do (Martinez-Urtaza et al., 2003).
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queldnios. A variedade de produtos derivados do pescado ¢ muito ampla e inclui
alimentos preparados por varios métodos tecnoldgicos tradicionais ¢ modernos
(ICMSF, 1998).

| Como os pescados sdo de grande importincia para a nutrigio humana
mundial, muitos paises os utilizam na sua dieta como fonte principal de
proteinas (Feldhusen, 2000; Jaksic et al., 2002). Contém de 15% a 20% de
proteinas de alto valor biolégico, uma vez que estas possuem todos os

aminoacidos essenciais, especialmente lisina (Adams & Moss, 2002).

A came do pescado é um excelente substrato para o crescimento da
maioria das bactérias heterotroficas. De acordo com Jay (2000),as bactérias
responsaveis pela deterioragio do pescado sdo, principalmente, as gram-
negativas, tais como as Pseudomonas, capazes de crescer a menos de 3°C.

Segundo Vieira (1989), a microbiota do pescado ¢ tanto mais rica em
espécies microbianas quanto mais poluidas forem as dguas das quais advém.
Outro ponto importante a ser considerado € a espécie do pescado, pois sua
obmposic;éo quimica também determinard a predominincia de diferentes
espécies de microrganismo.

A temperatura da agua ¢ outro fator significativo no niimero e espécie de
bactérias na superficie do pescado e, para Feldhusen (2000), a carga microbiana
do pescado apés a captura esta relacionada as condigSes ambientais, qualidade
microbiologica da agua, temperatura, teor residual de sal, distdncia entre a
localizagdo da captura e dreas poluidas com dejetos humanos e animais, origem
cios alimentos consumidos pelo pescado e suas condigGes de resfriamento.

As bactérias patogénicas associadas a pescados sio caracterizadas em
trés grupos: as que normalmente estio presente em ambientes marinhos e
estuarinos (bactérias do género Vibrio, Listeria monocytogenes, Clostridium

botulinum e Aeromonas hydrophila), as enterobactérias (devido a contaminagio
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Segundo Shechan & Power (1999), os sururus possuem inameras
propriedades que os fazem fteis: s3o estacionrios € normalmente ¢ a espécie
dominante do seu habitat. Além disso, resistem a elevados niveis de poluicdo e

sdo abundantes em estuarios, o que os torna muito proximos do homem.

Os moluscos sio normalmente transportados vivos para o ponto de
venda ou processamento, onde a came ¢ removida, freqiientemente,
manualmente. Embora a contaminagdo possa acontecer nesta fase, os problemas
significativos de saiide publica, associados com moluscos, surgem mais da
habilidade deles em concentrar virus e bactérias das aguas poluidas com esgotos
¢ da pratica do consumo desses moluscos crus ou mal cozidos (Adams & Moss,
2002),

Segundo Vieira (1989), o grau de perigo da ingestdo desse alimento
decorre do seu consumo in natura, sem nenhum cozimento prévio. Nesse caso, 0
risco de DTAs aumenta por nio se saber quais bactérias e quais niveis
quantitativos estariam presentes no animal. Além do mais, certas microalgas,
quando ingeridas pelos moluscos, os tornam potencialmente perigosos, dada a
sua extrema toxicidade, podendo causar, inclusive, a morte de quem consumi-los

como alimento.

A poluigio microbiana das aguas onde sdo capturados os moluscos ¢ um
problema muito comum nas costas dos paises desenvolvidos. Efluentes
domésticos, quando introduzidos no ambiente, podem prejudicar o hébitat dos
moluscos, principalmente porque o animal sendo consumido cru ha o risco de
transmissado de doengas. (Manzanares et al., 1992). O autor relata que os surtos
decorrentes do consumo de moluscos contaminados tém sido notificados em
varios paises.

Pertencentes & familia Vibrionaceae, o Vibrio alginolyticus, V. cholerae
ndo O1, V. parahaemolyticus e V. vulnificus estdo entre os principais patgenos
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autétocnes encontrados em ambientes marinhos, principalmente quando a
temperatura da agua ¢ elevada (ICMSF, 1998; Croci et al,, 2002).

Segundo Cook et al. (2002) o V. parahaemolyticus foi identificado como
a principal causa de infecgio de origem alimentar relacionada com o consumo
de alimentos marinhos, sendo os surtos registrados principalmente pelo consumo
de ostras e sururus crus ou parcialmente cozidos. Os autores enfatizam ainda que
o aumento da freqiiéncia de surtos ¢ 0 mimero de casos tém estimulado os
orgios de saide publica a buscarem métodos de controle para prevenir a
transmissio das doengas causadas pela bactéria de distribuicdo sazonal e
geografica.

No ano de 1990, Archer & Moretto (1994) isolaram V. parahaemolyticus
em quarenta amostras de mexilhdes comercializados no municipio de Palhoga,
Santa Catarina.

Pesquisas comprovaram que um microrganismo especialmente perigoso
para os individuos infectados com o virus da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (doenga conhecida em inglés pela sigla AIDS), com alteragGes
hepaticas (cirrose) e outras doengas como o diabetes, € o Vibrio vulnificus. Esta
bactéria pode ocasionar uma septicemia primaria fulminante que pode levar a
morte (ICMSF, 1998). Os casos se devem, principalmente, ao consumo de

moluscos crus, contaminados por esse microrganismo.

Nos Estados Unidos, entre os anos de 1997 e 1998, foram notificados
quatro surtos de V. parahaemolyticus envolvendo 600 individuos (Cook et al.,
2002).

Jaksic et al. (2002) enfatizaram que os vibrios s3o facilmente destruidos
pelo calor, portanto, o cozimento adequado ¢ suficiente para a sua eliminagdo.
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Encontradas na agua e também causadoras de enfermidades devido ao
consumo de moluscos sio as Plesiomonas shigelloides e Aeromonas hydrophila,

mas a origem dos surtos ainda nio esta bem esclarecida (ICMSF, 1998).

Segundo Griffin et al. (1980) e Abeyta et al. (1993), Campylobacter
Jejuni tem sido recentemente implicado em surtos de gastrenterites relacionados

também com o consumo de molusco.

Qutro microrganismo implicado em surtos é Staphylococcus aureus,
isolado a partir de uma grande percentagem de amostra de carne de marisco,
provavelmente devido a sua manipulagdo durante 0 desconchamento (Ayulo et
al., 1994).

Segundo Vantarakis et al. (2000), Salmonella spp compreende um dos
grupos de patogenos mais importantes de doencas de origem alimentar em todo
o mundo. As gastrenteristes causadas por essa bactéria também estdo associadas

ao consumo de mariscos contaminados, particularmente ostras € sururus crus.

De acordo com Martinez-Urtaza et al. (2003) Salmonella spp pode ser

detectada em ambientes aquaticos onde sobrevivem por mais de quatro semanas.

Ja Romalde (2002) relatou que surtos de enfermidades associadas a virus
entéricos devido ao consumo de moluscos constituem um importante perigo para
a saude publica em dmbito mundial, destacando-se, principalmente, os virus

tipo norwalk, rotavirus, astrovirus € o virus da hepatite A.

Segundo Hood et al. (1983), os coliformes fecais s3o usados como
indicadores da qualidade dos mariscos bem como para classificar as dguas onde
eles sdo capturados.
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2.9 Patégenos em moluscos bivalves
2.9.1 Salmonella

Willian Budd, em 1874, foi o primeiro cientista a documentar a febre
tiféide. Em seguida, o agente da enfermidade foi descoberto em 1880 por Eberth
¢ isolado em 1884 por Graffky. Salmon ¢ Smith. em 1885, isolaram Bacillus
Cholerae-suis, atualmente de Salmonella enterica sorovar Choleraesuis. O
género Salmonella foi finalmente batizado por Ligniers (1900) em homenagem a
Salmon (ICMSF, 1996; D’ Aoust, 2001; Adams & Moss, 2002).

Existem 2.501 sorotipos de salmonelas, dentre os quais 1.478 pertencem
a subespécie I, incluindo Salmonella sorotipo Typhi (Popoff et al., 2001).
Mudangas significativas ocorreram na nomenclatura ¢ taxonomia das salmonelas
nos iltimos anos, baseadas, principalmente, nas suas caracteristicas bioquimicas.
Segundo Campos (1999) o género Salmonella esti dividido em duas espécies
Salmonella enterica e Salmonella bongori, sendo a primeira subdividida em seis
subespécies.

Essas enterobactérias sfo transmitidas ao homem principalmente, por
meio de consumo de alimentos contaminados por fezes de animais ou humanas
(Pac Sa, 1998).

Salmonella encontra-se largamente distribuida em ambiente natural, na
agricultura com intensivas praticas, nas indistrias de carne, peixes ¢ moluscos.
Os alimentos, especialmente os de origem animal, que estio expostos a
contaminagdo de aguas residuais, tém sido identificados como veiculo potencial
desses patogenos na cadeia global dos alimentos (ICMSF, 1996; D’Aoust,
2001).

Salmonella ¢ um dos microrganismos mais freqiientemente envolvidos

em casos ¢ surtos de doenga de origem alimentar em diversos paises, inclusive
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no Brasil. Na Inglaterra e paises vizinhos, 90% dos casos de DTAs sio causados
por Salmonella. Dados publicados nos Estados Unidos, Canada e Japdo indicam
que a ocorréncia de salmonelose de origem alimentar aumenta a cada ano
(Franco & Landgraf, 1996).

Nos Estados Unidos sdo estimados anuaimente 800.000 a 4 milhdes de
casos de Salmonella resultando em 500 Obitos (Pefia et al., 2001), sendo as
criangas o grupo que mais freqiientemente contrai a bactéria (CDC, 1999).

Morales & Thurman (1993), relataram que a salmonelose esta entre as
dez causas de doencas de origem alimentar mais frequentimente notificadas em
humanos nos Estados Unidos, com taxa média anual de 4.500 casos, sendo
observada uma evolucio crescente nas taxas de isolamento da bactéria pelos
Centros de Controle de Doengas (CDC, 1999).

De acordo com Peresi et al. (1998), nos Estados Unidos sdo estimados,
por ano, 6,5 milhdes de casos de infecgbes ¢ 9.000 mil 6bitos em conseqiiéncia

de enfermidades transmitidas por alimentos.

No Brasil, a regido noroeste do estado de Sdo Paulo, desde 1993, tem
sido reportada como uma das areas de maior ocorréncia de surto de salmonelose
de veiculagfio alimentar. Camne de frangos e ovos consumidos por todas as
classes sociais tém sido associadas aos numerosos casos de infecgdes humanas
por Salmonella (Peresi et al., 1998).

Qutros alimentos, tais como carne de boi, peixes, mariscos, sorvetes ¢
chocolates também tém sido implicados em surtos (Duffy et al., 1999).

Segundo Cogco et al. (2000), a salmonelose ¢ uma enfermidade aguda
de distribuicio mundial, com varia¢des de sorotipos de um pais para outro € que
afeta todas as faixas etarias, com maior incidéncia em menores de cinco anos e

maiores de sessenta anos, que s30 0s grupos mais vulneraveis.
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Investigaces de surtos de origem alimentar t€ém mostrado que a ingestio
mesmo reduzida de células de Salmonella pode ser infectante. Pesquisas
recentes sugerem que 1 a 10 células podem constituir uma dose infectante para o
homem (D’ Aoust, 2001).

As primeiras investigagoes indicaram que, para causar enfermidades em
adultos, o alimento ingerido teria que ter uma concentragdo minima de
10’ UFC g'. Entretanto, em investigagdes de alguns surtos, especialmente
quando o veiculo era dgua ou alimentos gordurosos ou tamponados, foram
encontradas doses inferiores a 10 UFC/g de Salmonella consideradas como
infectantes (ICMSF, 1998; Jay, 2000).

A contaminagio do alimento ocorre devido ao controle inadequado de
temperatura, de praticas de manipulagdo ou por contaminagio cruzada de
alimentos crus com alimentos processados. O microrganismo se muitiplica no
alimento, atingindo ent#o a dose infectante (Jay, 2000; Forsythe, 2002).

2.9.2 Escherichia coli

A importincia da Escherichia coli como patégeno humano tem sido
reconhecida desde seu descobrimento, em 1885, pelo Dr. Theodor Escherich.
Esta relacionada com casos de diarréias, principalmente infantil, com colites
hemorragicas (HC), disenterias, infecgdes da bexiga, dos rins, infecgdes de
feridas cinirgicas, septicemia, sindrome urémico-hemolitica (HUS), pneumonia
¢ com meningite. Algumas destas enfermidades terminam em 6bitos (ICMSF,
1998; Bell & Kyriakides, 2000).

O habitat da E. coli ¢ o trato intestinal de humanos ¢ animais. Muitas
cepas da bactéria s3o inofensivas, contudo, algumas sdo patogénicas e causam
doengas diarréicas (ICMSF, 1998; Doyle et al., 2001).
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Atualmente, seis tipos principais de E. coli sio classificados em grupos
especificos baseados nos fatores de viruléncia, mecanismos de patogenicidade,
sindrome clinica ¢ distintos sorotipos O:H. Essas categorias séo E. coli
enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénicas (ETEC), enteroinvasiva (EIEC),
difuso aderente (DAEC), enteroagregativa (EAEC) e entero-hemorragica
(EHEC) (Bell & Kyriakides, 2000; Jay, 2000; Doyle et al., 2001; Adams &
Moss, 2002).

Recentemente, a importancia da E. coli foi relacionada com a presenca
de cepas produtoras de citotoxina Vero (VTEC), do sorotipo 0157:H7 que tem
ocasionado surtos de toxinfecgdes alimentares com morbidade ¢ mortalidade
(Bell & Kyriakides, 2000; Adams & Moss, 2002).

O primeiro surto foi documentado em Michigan, nos Estados Unidos, em
1982. Foram relatados 47 casos de colite hemorragica e gastrinterites, associados
com o consumo de came servida por uma cadeia de restaurantes (ICMSF, 1998;
MclIngvale et al., 2000).

A E. coli O157:H7 é uma cepa entero-hemorragica (EHEC) implicada
em surtos de DTAs, quando se ingerem alimentos mal cozidos e por transmissdo

de pessoa a pessoa (Diaz & Hotchkiss, 1996).
Para Tarr et al. (1999), as infec¢Ses causadas por E. coli O157:H7 sdo

muito graves ¢ um baixo namero de células pode causar doengas no homem:.
Varios alimentos ja foram considerados potencialmente perigosos quando
manipulados inadequadamente. Os idosos, gestantes, criangas e individuos
imunodeprimidos fazem parte da populagdo de maior risco (Mclngvale et al.,
2000).

Segundo Bell & Kyriakides (2000) os principais sintomas da

enfermidade sio dores abdominais, diarréia sanguinolenta ¢ edema da mucosa
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do cdlon, apés um a dois dias de incubagdo. A enfermidade dura
aproximadamente oito dias.

Como a contaminagdo dos alimentos ocorre principalmente por contato
com material fecal de animais contaminados ou com o contato de superficies
mal higienizadas, qualquer produto alimenticio pode veicular essa bactéria. Os
alimentos mais incriminados nos surtos sio. came bovina mal cozida, em
especial a carne moida, muito utilizada na preparacio de hambirgueres; leite cru
e produtos lacteos fermentados, vegetais consumidos crus, molhos para saladas,
maioneses, cidra, suco de macd ndo pasteurizado, agua nio clorada e pescado
(Palumbo et al., 1995; Mclngvale et al., 2000).

Estudos realizados por Palumbo et al. (1995) mostraram que o
conhecimento do minimo e do maximo de temperatura para o crescimento de £.
coli ¢ muito importante para a preserva¢do dos alimentos e na deteccdo dessa
bactéria.

E. coli ainda é muito utilizada como indicador de contaminagio fecal dos
alimentos e dgua. Contudo, para a industria de alimentos, as provas especificas
para a detecgdo de VTEC, especificamente o sorotipo O157:H7 nos alimentos,
tém sido parte dos procedimentos mais eficazes para o controle da inocuidade
dos mesmos (Bell & Kyriakides, 2000).

Sdo poucos os dados sobre surtos de E. coli (EPEC, ETEC e EIEC) nos
alimentos, em grande parte devido & falta de provas laboratoriais (ICMSF,
1996).

A E. coli geralmente sobrevive bem nos alimentos a temperatura de
refrigeragdo (37°C-7°C).
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2.9.3 Staphylococcus aureus

A cspécie Staphylococcus aureus ¢ um microrganismo muito conhccido
pela sua patogenicidade a0 homem ¢ outros animais. Foi estudada pela primeira
vez por Denys em 1894 e, posteriormente, por Barber, em 1914. Somente em
1930 foi definitivamente reconhccida a importincia dos cstafilococos na
intoxicagdo alimentar (Jay, 2000).

O género Staphylococcus possui mais de trinta espécies. A producdo de
enterotoxina esta associada principalmente & espécie S. qureus, embora outras
espécies como S. intermedius e S. hyicus, também tenham sido reconhecidas
como produtoras (Jay, 2000; Adams & Moss, 2002).

Existem cerca de 34 diferentes tipos de proteinas extracelulares que
podem ser produzidas por estafilococos ¢ muitas delas estdo envolvidas ou
contribuem para o processo de patogenicidade e viruléncia do microrganismo
(landolo, 1989).

As enterotoxinas estafilococicas (Staphylococcal Enterotoxins-SE) sdo
caracterizadas com base nas suas reagdes imunologicas. Ja foram identificadas
as toxinas tipo A, B, C), C;, C;, D, E, G ¢ H (Soares et al,, 1997). As
enterotoxinas sio designadas por SE, acrescido do tipo da toxina (Ex. SEA, SEC
etc).

Segundo Oliveira & Hirooka (1996), cerca de 5% das intoxicagSes sdo
causadas por enterotoxinas ainda nio identificadas.

As enterotoxinas estafilococicas (Ess) pertencem a uma grande familia
de exotoxinas pirogénicas (EP) estafilocécicas e estreptococicas, compartilhando
relagdes filogenéticas, estrutura, fungio ¢ homologia de sequéncias comuns.
Essas toxinas causam sindrome similar ao choque toxico € tém sido implicadas

em envenamento alimentar e varias doenc¢as alérgicas e imunomediadas.
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Incluidas dentro desse grupo estdo as endotoxinas estafilocdcicas, duas formas
de toxinas da sindrome do choque toxico (TSST) e um grupo de exotoxinas

pirogénicas estreptocdcicas (Balaban & Rasooly, 2000).

O S. aureus é um dos agentes patogénicos mais comuns, responsavel por
severas infecgOes em humanos. Esta amplamente distribuido na natureza € os

humanos e os animais s3o seus principais reservatorios (laria et al., 1980).

As enterotoxinas sio detectiveis com um inéculo baixo de 10° UFC/g
(Meyrand, 1998) e as principais fontes de contaminagdo dos alimentos sdo seus
manipuladores (Jay, 2000).

Gastrenterite estafilococica é causada pela ingestio de alimentos
contaminados com toxinas produzidas por algumas espécies de Staphylococcus
coagulase positiva (Jay, 2000), embora algumas cepas de Staphylococcus

coagulase negativa possam também produzir enterotoxinas.

Numeros baixos de S. qureus nos alimentos ndo representam importancia
para a saude publica, no entanto, se o crescimento for maior ou igual a 10° UFC
por grama do alimento ja se admite um nimero de células capazes de produzir
toxinas em quantidade suficiente para causar intoxicagdo no homem (Bergdoll,

1990; Baird & Lee, 1995).

Diversos alimentos, especialmente os de origem animal, sdo
freqiientemente incriminados nas gastrenterites estafilococicas, como as carnes
de aves cozidas, peixes, especialmente os crusticeos € moluscos, ou aqueles que
sio manuseados excessivamente (Ayulo et al., 1994; Baird & Lee, 1995).

A intoxicagdo estafilococica é caracterizada por ndusea, vomito, dores
abdominais, diarréia e dores de cabega. O inicio dos sintomas é normalmente
rapido, dependendo da susceptibilidade individual a toxina, da quantidade de
alimento contaminado ingerido ¢ da quantidade de toxina no alimento ingerido
(Forsythe, 2002).



Forsythe (2002) ressalta que o S. aureus nio é bom competidor com
outras bactérias, portanto, raramente pode causar intoxicagdo alimentar ao

consumidor de alimentos crus.

Também, raramente os S. aureus s3o encontrados nos alimentos
marinhos recém-capturados, contudo, eles podem estar presentes nesses
produtos se eles sofrerem extensiva manipulagdo humana. Um exemplo ¢ a came
de caranguejo desfiada (ITAL, 2002).

Ayulo et al. (1994), investigando S. aureus em peixes e mariscos na
regido Sul do Brasil, verificaram nameros elevados deste microrganismo,
particularmente em mariscos e carne de caranguejo, nos quais foram detectaram

cepas enterotoxigénicas.

Iaria et al. (1980) detectaram a presenga de S. aureus enterotoxigénico
em 35,3% dos manipuladores de alimentos em cozinhas hospitalares. Desses,

16,7% eram positivos para a produ¢iio de enterotoxina estafilocécica tipo C.

Pesquisas realizadas por Castro & laria (1984) no vestibulo nasal de 78
manipuladores de alimentos em cozinhas hospitalares de Jodo Pessoa (PB),
revelaram a presenca de S. aureus em 42,3% deles. Outrossim, estudos
realizados por Carvalho & Serafini (1996) com trabalhadores do Restaurante
Universitario da Universidade Federal de Goias/Brasil possibilitaram o
isolamento de S. aureus ¢ S. epidermidis em 44 manipuladores de alimentos,
sendo 26,8% isolados da regido nasal, 21,73% das mios e 34,70% da orofaringe.

Espécies de Staphylococcus coagulase negativa revelaram ser
importantes patégenos, sendo sua identificagdo também considerada importante
para o diagnéstico da etiologia de infecgdes estafilocécicas. O principal
representante é o S. epidermidis, embora muitas outras espécies do género sejam
coagulase negativas e também patogénicas (Jay, 2000).
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2.9.4 Vibrio parahaemolyticus

V. parahaemolyticus foi isolado pela primeira vez por Fujino et al.
(1951) no Japdo, como agente de uma gastrenterite alimentar, envolvendo 272
pessoas com 20 6bitos, a partir do consumo de shirasu, um alimento preparado
com sardinha seca ¢ considerado o vciculo da toxinfecgdo (ICMSF, 1996; Jay,
2000).Naquele pais, o V. parahaemolyticus é atualmente reconhecido como o
maior causador de gastrenterites de origem alimentar, provavelmente por estar
associado ao consumo de alimentos marinhos, os quais sdo parte significativa da
dieta japonesa (Forsythe, 2002).

V. parahaemolyticus ¢ uma bactéria que comumente estd associada a
ingestio de pescados e mariscos contaminados, freqiientemente crus ou
parcialmente cozidos (Marshall et al., 1999; Daniels, 2000).Esse microrganismo
¢ largamente disseminado em ambientes marinhos no mundo todo (Marshall et
al., 1999) tendo sido isolado de ostras, mexilhdes, crustaceos, peixes, planctons,
lulas e de ourigos-do-mar (Jay, 2000).

V. parahaemolyticus ¢ uma bactéria mesoéfila, haléfila, com maior
ocorréncia na época de verdo, nas zonas tropicais € temperadas, porém
encontrada nas dguas momas durante o ano todo, sendo isolada com fregiiéncia
em animais que possuem exoesqueleto de quitina, tais como camardes e
caranguejos, além de ser também isolados de moluscos e peixes (ICMSF, 1996).

Além dos produtos marinhos in natura, o microrganismo ja foi isolado
de produtos processados, como lulas resfriadas (Lima et al., 1997) na cidade de
Recife. Magalhies et al. (1991) relacionaram casos de diarréias humanas ao
consumo de mariscos e/ou peixes contaminados por V. parahaemolyticus. Sua
presenga ja foi constatada em surtos de gastrenterite nos Estados Unidos, Jap3o,
Europa e em muitos outros paises, sempre associados a ingestdo de alimentos de
origem marinha (Jay, 2000; Adams & Moss, 2002).
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De Paola et al. (2000) relataram a ocorréncia de linhagens patogénicas
de V. paraemolyticus isoladas de moluscos em Washington, Texas ¢ Nova
lorque. As linhagens patogénicas foram detectadas em algumas amostras,
principalmente em ostras ¢ a sua sobrevivéncia foi relacionada com a

temperatura e a salinidade das aguas.

A patogenicidade da bactéria deve-se 4 produgdo de uma hemolisina
termoestavel (TDH), considerada como o fator mais toxico de V.
parahaemolyticus, devido & possibilidade de produzir alteragGes inflamatérias na
mucosa intestinal de animais de laboratério (Lima, 1997; Adams & Moss,
2002).

Trata-se de uma bactéria capaz de provocar gastrenterite aguda em seres
humanos. A cepa patogénica distingue-se da ndo patogénica devido a sua
capacidade de produzir hemolise em um meio de agar sangue especifico, com
alta concentra¢io de sal, o agar wagatsuma. Este fendmeno ¢é conhecido como
reacio “Kanagawa” (Guerry & Colwell, 1977) por ter sido estudado numa

cidade do mesmo nome, no Japio.

Segundo Adams & Moss (2002), 96,5% das cepas de pacientes
infectados com V. parahaemolyticus sdo Kanagawa positiva, enquanto aquelas
isoladas de amostras ambientais sd0, em 99% dos casos, Kanagawa negativas.

Quantidades relativamente baixas de V. parahaemolyticus, em tomo de
10° a 10° de bactérias por grama da amostra, podem produzir uma infecgdo .
Esta bactéria produz uma citotoxina semethante a toxina Shiga, o que implica
em diarréia sangiinolenta, descrita na enfermidade causada por esse
microrganismo (Roitman, 1998;ICMSF,1996).

V. parahaemolyticus tem sido estudado tanto do ponto de vista
ambiental como médico e tem grande importincia para a saude publica. Os

estudos epidemiologicos tém demonstrado que, dentre as espécies halofilicas, V.
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parahaemolyticus ¢ um enteropatogeno em potencial, com distribui¢io universal
(Cook et al., 2002).

2.10 Doencas transmitidas por alimentos (DTAs)

A Organizagio Mundial de Saide define enfermidade transmitida por
alimento como sendo aquela de natureza toxica ou infecciosa causada por
agentes que invadem o organismo por meio da ingestio de alimentos
contaminados (Adams & Moss, 2002).

Toxinfecgdes alimentares ou enfermidades transmitidas por alimentos
compreendem infecgdes € intoxicagbes alimentares. As infecgdes sdo
decorrentes da ingestio de alimentos contaminados com agentes infecciosos, ja
as intoxicagbes alimentares se devem a ingestdo de toxinas pré-formadas nos
alimentos devido 4 multiplicagio dos microrganismos (Forsythe, 2002).

Essas doengas podem ocorrer de forma individual ou em surtos, quando
um grande nimero de pessoas ¢ acometida por sintomas semelhantes (Forsythe,
2002). As doengas alimentares de origem microbianas sdo consideradas como o
mais sério problema no mundo contemporaneo €, conseqientemente, como uma
causa importante na redu¢do econdmica da produtividade (Adams & Moss,
2002).

Para Collins (1997), as enfermidades provocadas por bactérias
vinculadas a alimentos sio um sério problema nos Estados Unidos. Mead et al.
(1999) relataram que, embora muitas enfermidades infecciosas de origem
alimentar tenham sido controladas, as perdas econémicas permaneceram
substanciais, estimando-se que nos Estados Unidos anualmente ocorreu, em
média, 76 milhdes de surtos, 323 mil hospitalizagdes ¢ 5.000 dbitos € que um

38



entre quatro americanos adoecem, enquanto que um entre 1000 sdo

hospitalizados todos os anos.

De acordo com a Organizagiio Panamericana de Saude (OPS, 2003), a
segunda causa mais comum de dbitos em criangas de 0 a 5 anos, no mundo todo,

¢ a diarréia, com estimativa de 12% dos dbitos.

Segundo Morris & Potter (1997), o grupo de individuos mais afetado
pelas DTAs sdo as criangas, mulheres gravidas, idosos € pessoas com sistema
imunolégico imunosuprimido, como nos casos de pacientes com aids, cancer,

diabetes ou os que estiio sob tratamentos com quimioterapicos.

De acordo com Angelillo et al. (2000), as doen¢as causadas por comidas
contaminadas ou bebidas sdio as principais causas de mortalidade em alguns
paises ¢ em certas circunstincias podem trazer sérias conseqiiéncias. Em 1996,
na Itilia, foram registrados mais de 26.000 doencas veiculadas por alimentos,
sendo Salmonella spp e o virus da hepatite A relatados em mais de 90% dos

Casos.

Nas ultimas décadas, a epidemiologia de doengas de origem alimentar
sofreu mudangas com o aparecimento de novos importantes microrganismos ¢
patégenos emergentes que em alguns casos ndo oferecem riscos para os
individuos, porém, em outros, ameaga-lhes a vida (Tauxe, 2002).Essas
mudangas podem ser atribuidas a varios fatores, incluindo estatistica
populacional, estilo de vida dos consumidores, desenvolvimento do
processamento de alimentos, preparagio e praticas de manipulacdo e percepgdo
de perigos alimentares (Angelillo et al., 2000).

A Organizagio Panamericana de Satude (OPS, 2003) confirma que mais
de 70% dos casos de enfermidades transmitidas pelos alimentos tém origem no

seu manuseio inadequado pelo consumidor final,
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A contaminagio cruzada pelos patogenos microbianos pode ter um
importante papel nos casos esporadicos de doengas epidémicas de origem
alimentar. Durante a manipulagio e preparagdo, as bactérias podem ser
transferidas dos alimentos crus para os manipuladores €, subseqiientemente para
outras superficies pelas mios contaminadas. As mdos sdo também um ponto
critico para contaminag3o cruzada (Montville et al., 2002).

E sabido que apenas um pequeno nimero de casos de enfermidades
causadas por alimentos ¢é notificado aos 6rgdos de inspe¢do de alimentos, de
controle € as agéncias de saide, o que toma duvidosos os rtsﬁltados
apresentados nas estatisticas brasileiras. Isso se deve ao fato de muitos
patégenos presentes em alimentos causarem sintomas brandos e a vitima ndo
buscar auxilio médico. Portanto, o nimero de casos notificados pode ser
entendido como a pomta do iceberg, tendo em vista o nimero real de
toxinfecgGes causadas por alimentos ¢ que ndo sdo submetidos a registros
(Forsysthe, 2002).

Angelillo et al. (2001) relataram que as doen¢as de origem alimentar s3o

causadas principalmente pelo consumo de alimentos fora do lar.

Em 1997, de um total global de 52,2 milhdes de 6bitos, 17,3 milhGes
foram atribuidos as doengas infecciosas ¢ parasitarias, das quais a diarréia foi
responsavel por 2,5 milhdes de dbitos (Gorman et al., 2002).

2.11 Resisténcia bacteriana

O mecanismo da agfio dos antibiéticos nio tinha sido descoberto até o
século XX, embora a utilizagio de compostos orginicos para o tratamento das
infecgdes seja conhecida desde a Antigiidade. Na década de 1920, Alexandre
Fleming descobriu o primeiro antibiético, a penicilina, a partir do fungo



Penicillium notatum. Essa descoberta permitiu o desenvolvimento de posteriores

compostos antimicrobianos produzidos por organismos VIvOS.

O desenvolvimento de agentes quimioterapicos teve impacto na
medicina clinica mais do que qualquer outra descoberta. Embora uma variedade
de agentes quimicos naturais ja tenha sido descoberta, os reais avangos com
agentes quimioterapicos comecaram com o cientista Paul Ehrlich, no inicio dos
anos de 1900 (Madigan et al., 2000).

Apesar dos avangos nessa area, a resisténcia das bactérias aos
antibiéticos continua sendo um problema sério no mundo todo, particularmente
na América Latina, devido a varios fatores. Entre eles, o uso sem justificativa ¢
abuso dos antibiéticos em humanos, animais ¢ na agricultura, bem como a
facilidade de aquisi¢do de antibidticos em alguns paises, onde s3o vendidos sem
prescricio médica. Infelizmente, os dados de susceptibilidade dos antibidticos

sdo dificeis ¢ a vigilincia da resisténcia nio é disponivel em todos os paises.

O uso indiscriminado de antibiéticos é responséavel pela alta resisténcia
de cepas bacterianas, segundo Sosa (1999). Para este autor, o aparecimento de
patogenos resistentes constitui um problema de saide piblica. Enfermidades
como a cdlera, tuberculose, diarréia ¢ pneumonia, produzidas por cepas
resistentes, tém sido causa importante de mortalidade no mundo todo.

Para Threlfall et al. (2000), o uso indiscriminado dos antibiéticos na
alimentagdo animal é uma das causas da resisténcia das bactérias patogénicas de
origem alimentar.

O aumento da resisténcia de patogenos a muitos dos antibiéticos
comumente usados tem incentivado melhores tentativas de buscar novos agentes
com multipla agio microbiana para combater infeccdes e superar os problemas
da resisténcia e efeitos colaterais das drogas hoje disponiveis (Ali-Shtayeh,
1998).
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Salvat et al. (2001) informaram que tem aumentado o interesse dos
pesquisadores na descoberta de novos compostos antimicrobianos, devido a taxa

alarmante de infecgGes com microrganismos resistentes aos antibidticos.

Segundo Caceres et al. (1993), as enterobactérias t€ém papel importante
nas diarréias e disenterias, especialmente na populagdo infantil. Por outro lado,
as pandemias regionais e a resisténcia dessas bactérias aos antibiéticos tém sido
muito estudadas.Portanto, hi necessidade de se encontrar substincias
farmacologicamente ativas, capazes de combater estes microrganismos.

A aplicagio desordenada de antibidticos na medicina veteriniria e
humana ¢ largamente responsdvel pela ocorréncia de bacténas resistentes.
Assim, varias cepas de bactérias patogénicas intestinais estio associadas as
infecgdes emergentes ¢ reemergentes, dentre elas Salmonella spp, Escherichia
coli e algumas espécies de vibrios (Duffy, 1999).

Os microrganismos patogénicos humanos multirresistentes tém sido
estudados no mundo todo (Ali-Shtayeh, 1998; Cristino, 1999; Duffy et al., 1999;
Salvat, 2001). A ocorréncia de cepas resistentes ¢ uma situag3o agravante para a
saide puablica e responsivel por milhSes de morte no mundo todo,
principalmente as infecgdes hospitalares. Portanto, a busca por novos fairmacos €
um dos desafios enfrentados pelos cientistas (Ahmad & Beg, 2001).

Para Franco et al. (1990), o uso indiscriminado de antibicticos,
particularmente nos alimentos de origem animal, tem favorecido a selegdo de
linhagens cada vez mais resistentes ¢, portanto, de dificil tratamento médico. Os
autores alertam para o uso indevido ou indiscriminado de antibicticos com riscos
a saiide uma vez que o uso de drogas por longo prazo, pode ocasionar uma
selegiio de microrganismos resistentes.

Como os microrganismos sio responsaveis por diversos tipos de

infecgdes que acometem o ser humano ¢ o uso indiscriminado dos antibidticos

42



conduz a uma redugio de atividade sobre esses microrganismos, surge, entio, a
necessidade da procura por novas formas de tratamento. Assim, as plantas
medicinais podem oferecer uma nova fonte de agentes antimicrobianos. Em
muitas partes do mundo elas sdo usadas, ja tendo sido comprovada sua atividade
antibacteriana, antifiingica e antiviral (Essawi & Sour, 2000).

Desse modo, pesquisas por novos agentes antimicrobianos, em particular
os fitoterapicos, tém se intensificado na dltima década, principalmente por causa
do aumento das infecgdes bacterianas (Facey et al., 1999).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencio dos dleos

Os oleos essenciais utilizados no experimento de goiabeira, Psidium
guajava L. e o de alfavaca, Ocimum gratissimum L. foram extraidos das folhas e
o do gengibre, Zingiber officinale Roscoe, do rizoma da planta. Esses o6leos
foram doados pelo Laboratorio de Quimica Orginica e Inorgdnica da

Universidade Federal do Ceara.

O dleo essencial do pau-rosa, Aniba duckei Kostermans foi extraido do
caule da planta e doado pela Universidade Federal do Amazonas, enquanto o
6leo da pimenta didica, Pimenta dioica Lindl, foi extraido do fruto ¢ cedido pela
Universidade Federal do Maranhio.

3.2 Isolamento das cepas testes a partir de sururu, Mytella falcata

d’Orbigny

Setenta e uma amostras de sururu foram coletadas em quatro estuarios
(Bacanga, Anil, Maioba e Pau Deitado) ¢ 64 nas feiras dos bairros: Cohab, Anil,
Jodo Paulo e Centro, localizadas na cidade de S3o Luis, MA, totalizando 135
amostras.

Apds coletados nos estuirios, os moluscos foram transportados ao
Laboratério de Controle de Qualidade de Alimentos da Universidade Federal do
Maranhio, onde foram lavados e escovados com agua corrente ¢ enxaguados em
agua destilada. Apds abertura de suas conchas, de forma asséptica, com auxilio
de faca estéril, o liquido ¢ a massa muscular foram homogeneizados em

liquidificador desinfectado, sob condiges higi€nicas para analises posteriores.
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As amostras do molusco adquiridos nas feiras foram acondicionadas em
saco de polietileno e transportadas imediatamente para o laboratério e igual

procedimento foi adotado.

3.3 Isolamento e identificacdio das bactérias do molusco
3.3.1 Escherichia coli

Para o isolamento e identificagio de Escherichia coli foram utilizadas as
tecnicas descritas por Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods - APHA (1992), International Commission on
Microbiological Specifications for Foods — ICMSF (1983) e Sistema API 20E
(bioMérieux).

Inicialmente, o’homogenato, sururu ¢ agua peptonada, na relagdo 1:10,
foi diluido e inoculado em aliquotas de ImL em tubos com caldos lauril triptose
sulfato/bile verde brilhante ¢ EC(Merck), os quais foram incubados a 37°C e
45°C por 24-48 horas, respectivamente, seguido de isolamento em meio seletivo
diferencial agar eosina azul de metileno-EAM-Levine (Merck) para posterior
identificagdo de E. coli. As coldnias tipicas (centro escuro com ou sem brilho
métalico) foram transferidas para tubos inclinados de agar triptona de soja-TSA-
(Merck), sendo estes incubados a 37°C, por 24 horas. Apds a incubagdo, as
colonias foram submetidas a identificagio, utilizando-se o kit API 20E

(bioMérieux).

3.3.2 Salmonella spp

A metodologia adotada obedeceu as técnicas recomendadas pelo APHA
(1992) e API 20E (bioMérieux) e constou das seguintes analises:
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3.3.2.1 Pré-enriquecimento

Vinte ¢ cinco gramas dos moluscos foram homogencizados cm 225mL
de agua peptonada tamponada-APA, pH 6.9 e incubados a 37°C, durante 24

horas.

3.3.2.2 Enriquecimento seletivo

Apés a fase de pré-enriquecimento, aliquotas de 0,ImL ¢ 1mL foram
transferidas de forma asséptica para tubos contendo 9,9mL ¢ 9mL de caldo
Tetrationato(Merck) ¢ de caldo Rappaport-Vassiliadis(Merck), respectivamente,

os quais eram incubados a 43°C, durante 24 horas.

3.3.2.3 Plaqueamento seletivo

A partir do crecimento no meio de enriquecimento scletivo, aliquotas
foram semeadas de forma asséptica, em placas contendo agar Rambach(Merck)
e agar Hektoen(Merck). As placas foram incubadas a 37°C, por 24 horas.

3.3.2.4 Identificaciio presuntiva

Do plaqueamento seletivo foram retiradas de cada placa semeada,
coldnias com caracteristicas de Salmonella e inoculadas em tubos inclinados de
agar triplice agucar ferro-TSI(Merck) e agar lisina ferro-LIA(Merck), sendo
estes incubados a 37°C por 24 horas. Apds a incubagdo, realizava-sc a leitura. As
cepas ecram consideradas suspeitas de Salmonella quando apresentavam
positividade nas provas da lisina, glicose € produgio de H,S.
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3.3.2.5 Testes para confirmagio

A confirmagio bioquimica das cepas de Salmonella foi realizada com a
utilizacfio do kit API 20E (bioMérieux).

3.3.3 Pesquisa de Staphylococcus coagulase positiva

Para a pesquisa de Staphylococcus coagulase positiva foi utilizada a
técnica descrita no APHA (1992). Aliquotas de 0,1mL das dilui¢es decimais
foram semeadas, com auxilio de algas de Drigalski, na superficie do meio agar
Baird-Parker-ABP(Merck). Apds incubagio a 37°C por 24-48 horas, cinco
colénias tipicas (negras com halo) foram selecionadas de cada placas ¢
submetidas a testes bioquimicos:

3.3.3.1 Confirmacio das colénias tipicas

As coldnias tipicas cram transferidas para tubos contendo caldo infusdo
cérebro coragio-BHI(Merck) e, apos incubagio a 35°C por 24 horas, uma
aliquota de cada tubo era transferida para tubos de TSA inclinado e incubados 2
35°C, por 24 horas.

3.3.3.2 Teste de coagulase

Dos cultivos em BHI foram transferidas aliquotas de 0,2mL para tubos
estéreis e adicionados 0,5mL de plasma de coelho com EDTA. A seguir com
movimentos de rotagdo as partes eram misturadas, sem agitacdo dos tubos. Logo
apos, os tubos eram incubados em banho-maria a 37°C e a leitura era feita a cada
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hora até 24h, para observagdo da formagdo do coagulo e indicagdo de

positividade para S. aureus.

3.3.3.3 Teste de catalase

Nesta prova, gotas de Peroxido de Hidrogénio a 3% eram adicionadas a
cada cultura e, se houvesse um borbulhamento imediato pela liberacdo de

oxigénio molecular, o teste era considerado positivo.

3.3.3.4 Teste de termonuclease

A partir do caldo BHI, foram transferidas aliquotas da cuitura para tubos
de ensaio e levados ao banho-maria por um tempo de 15 minutos. Apds fervura,
o inéculo era depositado em orificios previamente feitos nas placas de agar azul
de toluidina-DNA(Merck). As placas cram recobertas com papel de filtro
umidificado e incubadas a 37°C, por 4 horas. Apés a incubagdo, verificava-se se
havia formag¢io de um halo réseo, estendendo-se por cerca de Imm ao redor das

perfurages inoculadas (teste positivo).

3.3.3.5 Coloragao de gram

Todas as colonias com caracteristicas de S. aureus, depois de isoladas
eram fixadas em liminas e coradas pelo método de gram para comprovagdo das
caracteristicas morfologias e tintoriais das cepas (cocos, gram-positivos).



3.3.3.6 Utilizagéo dos carboidratos, glicose ¢ manitol em anaerobiose

A partir da cultura em TSA, crescida a 37°C por 24 horas, cram fcitas
semeaduras em tubos contendo caldo purpura de bromocresol(Merck)
enriquecido com 0,5% de glicose € manitol. Em seguida, adicionava-se ImL de
lco mineral estéril em cada tubo, cobrindo o indculo. Os tubos semeados eram
incubados a 37°C e as leituras eram feitas a cada 24 horas até o 5° dia apés a
inoculagio, sendo o teste considerado positivo quando ocorria a produgdo de

acido, indicada pela mudanga de colorago para amarelo.

3.3.3.7 Teste de Voges-Proskauer — produgiio de acetoina

Para esta prova foram distribuidas aliquotas de 3mL do caldo vermelho
de metila-Voges Proskauer-MR-VP(Merck) em tubos e inoculados com
aliquotas do cultivo das cepas suspeitas de S. aureus. Apds 48 horas, eram
adicionados 0,2mL do reagente Barrit I ¢ 0,6mL do reagente Barrit II, com
leitura realizada apds 15 minutos. A reagdo positiva caracterizava-se pelo

aparecimento de uma coloragdo vermelha.

3.3.4 Vibrio parahaemolyticus

Para isolamento ¢ identificagdo de Vibrio parahaemolyticus foi utilizada
a técnica descrita por Twedt (1984). Aliquotas de ImL das dilui¢Ses escolhidas
foram inoculadas em duplicata em agua peptonada alcalina e, em seguida,
incubadas a 35°C, por 24 horas. Dos tubos que apresentavam turvacdo foram
estriadas placas de Petri contendo agar tiosulfato-citrato-bile-sacarose-TCBS
(Merck) com ajuda de uma al¢a de niquel cromo e estas foram incubadas a 35°C,
por 24 horas.
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A partir das culturas crescidas em meio TCBS foram pescadas até 3
colOnias suspeitas de V. parahaemolyticus, ou seja, colonias verde-azuladas, nio
fermentadoras de sacarose. Cada col6nia isolada foi inoculada simultaneamente
em tubos com TSA, TSB, TSI e agar SIM(Merck), todos contendo 3% de
cloreto de Sddio. Os meios inoculados foram incubados a 35°C, por 24 horas.
Decorrido este periodo, verificavam-se as caracteristicas morfolégicas das cepas
isoladas, por meio de esfregagos corados pelo método de gram, preparados a
partir das culturas em TSA. Paralelamente, realizavam-se as leituras dos
resultados nos meios TSI ¢ SIM.

As cepas que se revelaram no esfregago corado, como bacilos gram-
negativos, polimorfos encurvados ou ndo ¢ que no agar TSI fossem produtoras
de acido sem gas, a partir da glicose (base acida com cor amarela), ndo
fermentadoras de sacarose nem de lactose (bisel alcalino, vermelho), negativos
para a produgido de H,S e méveis no meio SIM, eram submetidas as provas de

identifica¢3o bioquimica adicionais.

3.3.4.1 Prova de produgéo de citocromo-oxidase

Para a realizagiio desta prova foi utilizado o disco Bactident Oxidasc -
Merck. O teste era considerado positivo quando mudava a cor para roxa, prova

considerada positiva para V. parahaemolyticus.

3.3.4.2 Prova da hidrélise da arginina e da descarboxilagiio da lisina e

ornitina

Nestas provas, a partir das culturas crescidas em TSA a 35°C por 24
horas, foram inoculados tubos (trés) com meio basal para hidrélise ¢
descarboxilagio de aminoacidos(Merck), preparado com 3% de cloreto de sédio
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e adicionados, respectivamente, de arginina, omitina e lisina. Simultanecamente,
cada cepa era inoculada em um tubo controle. Este tubo continha o meio basal,
sem a adicio de aminoacidos. Os tubos recebiam, apos a inoculagdo, uma
camada de aproximadamente 1cm de vaselina liquida estéril e eram incubados a
35°C, por 7 dias. As provas de hidrolise da arginina ¢ descarboxilagdo da lisina
eram consideradas positivas quando os tubos com as culturas (tubos testes) com
os aminoacidos apresentavam cor plirpura e os tubos com controle (tubos com o
meio basal + cultivo, sem os aminoacidos) apresentavam a cor amarela. V.
parahaemolyticus descarboxila a lisina ¢ ornitina (tubos com a cor purpura) mas

n3io hidrolisa a arginina (tubos com a cor amarela).

3.3.4.3 Prova do halofilismo

Culturas crescidas por 24 horas a 35°C, em TSB, contendo cloreto de
sodio, foram inoculadas em quatro tubos de caldo triptona(Merck) a 1%,
adicionados de 0%, 6%, 8% e 10% de cloreto de sodio, respectivamente. V.
parahaemolyticus apresenta crescimento em caldo triptona com 6 ¢ 8% de

cloreto de sodio e ndo cresceu em 0% ¢ 10%.

3.3.4.4 Prova de Voges-Proskauer

Tubos contendo caldo MR-VP+3% de cloreto de sédio foram inoculados
com culturas crescidas em TSA, os quais foram incubados 35°C por 48 horas.
Logo apés a incubagiio, eram transferidas aliquotas de 1mL de cada cultura para
tubos estéreis e adicionavam-se 0,6mL de solugiio alcodlica de alfa-naftol
(Merck) e 0,2mL de uma solu¢io aquosa de hidroxido de potassio a 40%,
agitando-se em seguida. As leituras eram realizadas apés quatro horas. V.
parahaemolyticus foi negativo para este teste.
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3.3.4.5 Prova da fermentagdo de carboidratos

Alcadas do crescimento em TSA ecram transferidas para tubos de caldo
purpura de bromocresol acrescido de manitol, lactose e arabinose,
respectivamente. Ap6s a inoculagdo, os meios foram cobertos com uma camada
de vaselina liquida estéril ¢, em seguida, incubados por at¢ uma semana a 35°C,
com leituras diarias. V. parahaemolyticus na prova de fermentagdo para a lactose

foi negativo, positivo para o manitol, podendo variar para a arabinose.

3.3.4.6 Prova de crescimento a 42°C

A partir da cultura cm TSB foram inoculados tubos contendo o mesmo
meio, porém com 2% de cloreto de sédio, seguido de incubagio em banho-maria

com agitagio a 42°C por 24 horas. V. parahaemolyticus foi positivo nesse teste .

3.3.4.7 Cepas-controle

Cepas de Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Salmonella Choleraesuis (ATCC 12011) e Vibrio
parahaemolyticus (ATCC 17802) foram usadas como controle em todos os
experimentos. Essas cepas foram doadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) do Rio de Janeiro.

3.4 Testes de susceptibilidade aos éleos essenciais

A atividade antimicrobiana dos cinco o6leos essenciais foi avaliada
utilizando-se dois métodos distintos: difusdo de discos (Lenette, 1985) e difusdo
radial em duas camadas de agar perfurado (Pereira et al., 1999).
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3.4.1 Método de difusdo de discos (MDD)

Cepas testes de E. coli, S. coagulase positiva, Salmonella spp ¢ Vibrio
parahaemolyticus foram crescidas em caldo BHI com diluigbes sucessivas €
comparadas até uma turbidez de 0,5 na escala de MacFarland (Mahon &
Manuselis Jr, 1985). O inéculo (0,25mL) dc cada bactéria foi semeado, com
auxilio de al¢a de Drigalski, sobre a superficie das placas de agar contagem
padrio-PCA-Merck ¢ sobre este foram aderidos pequenos discos de papel de
filtro de 6 mm, impregnados com 75uL dos diferentes Sleos essenciais, com o
auxilio de uma pinga previamente flambada. Os discos eram pressionados
levemente contra a superficie do meio. As placas eram incubadas a 37°C por 24
horas. A leitura dos halos de inibigdo foi feita com a utilizagdo de uma régua
milimetrada.

3.4.2 Método de difusdo radial em duas camadas de agar perfurado
(MDRCAP)

Nesse método, apos crescimento das cepas teste em caldo BHI, eram
retirados 0,25mL e inoculados, com a alga de Drigalski, sobre a primeira camada
da placa de petri contendo o meio de PCA, por meio da técnica de espalhamento.
Apds 10 minutos em temperatura ambiente foi adicionada a segunda camada do
PCA. O meio era colocado sob temperatura de refrigeragdo, aproximadamente
10 minutos ¢, em seguida, eram feitas perfuracdes com um cilindro metalico de,
aproximadamente 6 mm de didmetro e cada cavidade preenchida com 75pL dos
diferentes 6leos, sendo as placas mantidas & temperatura de 4°C em estufa BOD,
por um periodo de 3 horas com absorgiio completa do 6leo. Logo apds, as placas
eram incubadas em condigSes de aercbiose a 37°C por 24 horas. A leitura dos
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halos de inibigio era feita utilizando-se uma régua milimetrada. Ambas as

técnicas foram realizadas com trés repetigGes.

3.5 Susceptibilidade das cepas isoladas de molusco aos antimicrobianos

convencionais

O comportamento das cepas de Escherichia coli, Salmonella spp,
Staphylococcus coagulase positiva e Vibrio parahaemolyticus, isoladas dos
moluscos, foi testado frente a agdo de antimicrobianos comerciais segundo o
método de Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966). Durante a execugfo do teste, cepas
controle de Escherichia coli, Salmonella spp, Staphylococcus coagulase positiva
¢ Vibrio parahaemolyticus ATCC foram usadas para comparagio da medida dos
halos. Trés cepas foram selecionadas de cada espécie para os testes de

suceptibilidade aos antimicrobianos e aos oleos essenciais.

3.5.1 Preparo do indculo

As culturas bacterianas foram inoculadas em caldo BHI e, ap6s 24 horas
de incubagdo a 37°C, procedeu-se a dilui¢io até obten¢do de uma suspensio
padronizada pelo grau 0,5 da escala de McFarland (10® microrganismos/mL).

3.5.2 Semeadura das placas

De cada cultura foram tomados 0,25mL e semeados com alga de
Drigaslki na superficie de placas contendo dgar Mueller Hinton. As placas
permaneciam a temperatura ambiente por cinco minutos antes da aplicagdo dos

discos de antibidticos.



3.5.3 Aplicacio dos discos

Os discos impregnados com os antimicrobianos foram distribuidos nas
placas, com o auxilio de uma pinga previamente flambada, de forma asséptica,
distantes 20cm um do outro, ¢ pressionados levemente contra 2 superficie do
meio. A seguir as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Os
antimicrobianos utilizados foram tetraciclina (tet 30ug), gentamicina (gen
10pg), cefoxitina (cfo 30pg), cloranfenicol (clo 30ug), sulfazotrim (sut 25pug),
oxacilina (oxa 1lpg), ampicilina (amp 10ug), cefotaxima (ctx 30pg),
vancomicina (van 15pg), eritromicina (eri 15pg), lincomicina (lin 2pg) e acido
pipemidico (pip 20ug).

A leitura dos halos de inibigio foi feita com a utilizagdo de uma régua
milimetrada, comparando-se os valores obtidos com a tabela padrdo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados percentuais de cepas de Escherichia coli, Salmonella spp,
Staphylococcus coagulase positiva e Vibrio parahaemolyticus isoladas a partir
de moluscos comercializados nas feiras livres de S#io Luis encontram-se na
Tabela 1. Constatou-se que do total de 64 amostras de moluscos analisadas, 32
(50%) estavam contaminadas com E. coli e 56 (87,5%) apresentaram
contaminagdo de S. coagulase positiva. Ndo houve contaminagio das amostras
por Salmonella spp e V. parahaemolyticus.

A presenca de E. coli em alimentos representa um risco para os
consumidores, principalmente porque algumas espécies sdo comprovadamente
patogénicas e, portanto, responséveis por diarréias e enfermidades graves, tais
como colites hemorragicas e sindrome urémica. Segundo Adams & Moss (2002)
certos sorotipos dessa espécie podem produzir dois tipos de toxinas, sendo uma
termolabel (LT), que ¢é inativada a 60°C por 30 minutos e outra termoestével
(ST), que suporta 100°C por 15 minutos.

TABELA 1. Frequéncia de isolamento de Escherichia coli, Salmonella spp,
Staphylococcus coagulase positiva e Vibrio parahaemolyticus em
amostras de moluscos comercializadas das quatro feiras livres de

S#o Luis,MA.
Frequéncia de isoJamentos
Feiras Nﬁ:’:ro E. coll Salmonell S. coa.gfllase Y. parahaemo-
Amostras a spp positiva Iyticus
n (%) n (%) n (%) n (%)
Anil 16 6 (37,5) 0 15 (93,7) 0
Cohad 16 9 (56,2) 0 13 (81,2) 0
Jofio Paulo 16 7 (43,7) 0 14 (87,5) 0
Centro 16 10 (62,5) 0 14 (87,5) 0
Total 64 32 0 56 0




De todas as amostras coletadas na feira, foram isoladas cepas de S.
coagulase positiva (Tabela 1).

Atanassova et al. (2001) relataram que em muitos paises o S. aureus € a
segunda causa de doenga de origem alimentar, sendo a enterotoxina responsavel
pelas intoxicagdes alimentares. Esta toxina pode ser produzida quando a
populagiio do microrganismo excede a 10° UFC/g (Gorman et al., 2002).

Ayulo et al. (1994) avaliaram as condigdes microbiologicas dos pescados
¢ moluscos capturados na costa do estado de Santa Catarina e comercializados
em Florianépolis ¢ verificaram que 20% das amostras analisadas de molusco
estavam contaminadas com S. aureus, das quais nove cepas produziram
enterotoxinas. Os autores ressaltaram o risco da ingestdo dessas amostras

contaminadas ocasionarem uma intoxicagdo alimentar.

Os indices de ocorréncia de S. aureus na presente pesquisa foram
maiores dos que aqueles encontrados por Ayulo et al. (1994). Essa diferenga
pode estar relacionada com a qualidade da agua onde os moluscos foram
capturados, além da manipulacio excessiva, tempo ¢ temperatura de

armazenamento desses moluscos.

Schlimme (1995) atribui a presenga desse microrganismo a0 manuseio
intenso e a falta de conhecimentos higiénicos por parte dos manipuladores.
Muitas vezes, essa contaminagdo € agravada pela manutengdo do alimento 2
temperatura ambiente por longo periodo durante a comercializagdo. Esses fatos
foram comprovados por Saddik et al. (1985), quando pesquisaram o perfil
r-nicrobiolégico de peixes, mariscos ¢ moluscos em diversos restaurantes no
Egito ¢ concluiram que 75% das amostras de peixes cozidos estavam com S.
coagulase positiva, devido 4 manipulagdo apés o cozimento.

A Tabela 2 apresenta os percentuais de E. coli, Salmonella spp, S.
coagulase positiva e V. parahaemolyticus em moluscos capturados nos estuarios.
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De um total de 71 amostras de moluscos analisadas, 68 (95,7%) estavam
contaminadas com E. coli, 22 (31%) com Salmonella spp e 53 (74,6%) com V.
parahaemolyticus. Em nenhuma amostra foi detectada contaminag@o por cepas

de S. coagulase positiva.

O percentual de E.coli nos moluscos oriundos dos estuarios foi superior
aquele observado nos bivalves adquiridos nas feiras livres (Tabela 1 € 2). Sendo
assim, os moluscos dos estudrios estariam mais contaminados em virtude do
meio onde eles sdo capturados serem permanentemente poluidos enquanto que
os da feira, possivelmente ja tendo sofrido um processamento de calor a fim de

serem abertas suas conchas, tiveram sua carga bacteriana reduzida.

Para Jay (2002), a microbiota dos moluscos varia consideravelmente,
dependendo da qualidade da agua nas quais sdo capturados ¢ lavados.
Semelhante afirmagdo foi feita por Manzanares et al. (1992) quando afirmam
que a polui¢io microbiologica das aguas onde os moluscos sdo capturados € o

principal problema em quase todo litoral dos paises desenvolvidos.

De acordo com Croci et al. (2002), moluscos contaminados com
coliformes e Salmonella spp foram responsaveis, nos Estados Unidos, nos

ultimos 25 anos, por intimeros surtos de gastrenterite.

Enquanto que nas amostras de moluscos oriundos das quatro feiras livres
de S3o Luis ndo foi constatada a presenca de Salmonella spp (Tabela 1), aquelas
obtidas diretamente dos estuarios apresentaram um indice de 31% de
contaminagio em 71 amostras (Tabela 2). Segundo Vantarakis et al. (2000),
esses microrganismos s3o fregiientemente agentes etiologicos de gastrenterites

associadas a moluscos, particularmente ostras € sururus crus.



TABELA 2. Frequéncia de isolamento de Escherichia coli, Salmonella spp,
Staphylococcus coagulase positiva e Vibrio parahaemolyticus em
amostras de moluscos in natura coletados nos quatro estudrios de

Sdo Luis,MA.
Frequéncia de Isolamentos
Estusri Nﬁ;nero S. coagulase V. parahaemo-

o0s o o:tras E. coli Salmonella spp positiva byticus

n (%) n (%) n (%) n (%)
Bacanga 19 19 (100) 5(263) 0 18 (94,7)
Anil 17 14 (82,3) 6(35.2) 0 11 (64,7)
Maioba 18 18 (100) 4(222) 0 12 (66,6)
Pau deitado 17 17 (100) 7(4L1) 0 12 (70,5)

Total 7 68 22 0 53

A salmonelose é uma infecgio de importéncia para a salide publica
devido ao impacto sécio-econdmico que ocasiona nos paises desenvolvidos ¢ em
desenvolvimento; é também uma enfermidade aguda transmitida pelos
alimentos, afetando todos os grupos de idade, com maior incidéncia em criangas
menores de cinco anos. Em varios paises, a detecgdo de Salmonella tem
alcancado proporgdes epidémicas.Por esta razio, os resultados da presente
investigagiio sdo preocupantes ¢ merecem atengfo por parte das autoridades
sanitérias locais.

Cogco et al. (2000) relataram que os casos de salmonelose, no Meéxico,
registraram um aumento substancial, devido ao consumo de alimentos
contaminados por S. Enteritidis. Nos Estados Unidos, os casos de salmonelose
sdo aproximadamente de 60% e no Japdo, onde os pratos sdo preparados, na
maioria das vezes, com pescados crus, a salmonelose tem ocorréncia de 70%. Ja
em paises em desenvolvimento, como a india, ndo havendo um sistema de

monitoramento, o niimero exato da infecgio é desconhecido. Portanto, pescados,
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moluscos e crustaceos sdo implicados como veiculos principais dos surtos de
origem alimentar (Hatha & Lakshmanaperumalsamy, 1997).

No Brasil, Peresi et al. (1998) relataram surtos de salmonelose ocorridos
de julho de 1993 a junho de 1997, na regido noroeste do estado de Sdo Paulo.
Estes autores encontraram que 100% das amostras dos alimentos suspeitos
continham S. Enteritidis ¢ 80,5% das amostras de fezes das pessoas que
consumiram esses alimentos apresentaram essa bactéria, sendo classificada
como do tipo fagdcito 4 (PT4).

Hatha & Lakshmanaperumalsamy (1997) pesquisaram a freqii€ncia de
Salmonella em peixes ¢ crusticeos comercializados no Sul da India e concluiram
que a freqiiéncia do isolamento de Salmonella nas amostras estava relacionado a
estagdo do ano ¢ a altas temperaturas. Durante a temporada de ventos houve
uma elevada incidéncia de Salmonella, o que pode ser devido a influéncia da

drenagem de esgoto nessa estagdo.

Nao foi detectada a presenga de S. coagulase positiva nos moluscos
capturados nos estuarios (Tabela 2). Segundo o Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL, 2002), esses microrganismos raramente sdo encontrados em
alimentos marinhos recém-capturados, o que pode explicar sua auséncia na
microbiota nos moluscos analisados.

Provavelmente, a auséncia de S. coagulase positiva nos moluscos do
estuario pode ser explicada evocando-se Jay (2000), quando cita que esse
microrganismo tem baixa competividade com a microbiota normal.

Verifica-se que de um total de 71 amostras de moluscos coletados nos
estuario, 53 (74,6%) estavam contaminadas por V. parahaemolyticus (Tabela 2).
Esta bactéria faz parte do litoral de todos os continentes, tendo sido isolada em
aguas costeiras, sedimentos e alimentos marinhos. Varios surtos relacionados a
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essa bactéria ja foram notificados nos Estados Unidos, Europa e Japdo (Adams
& Moss, 2002).

V. parahaemolyticus é de ocorréncia comum em ambientes onde a
temperatura da agua encontra-s¢ acima de 15°C (Roitman et al., 1988; ICMSF,
1998), sendo mais freqiientemente isolado em aguas cujas temperaturas situam-
se entre 30° e 37°C (Beuchat, 1982), faixa de temperatura comum nos estuarios
da regido maranhense.

Segundo Croci et al. (2002), os moluscos crus ou parcialmente cozidos
tém sido muito associados com gastrenterites € s3o responsaveis por 20% das
doengas de origem alimentar nos Estados Unidos.

No Brasil, a primeira referéncia sobre o isolamento de V.
parahaemolyticus faz alusio a uma pesquisa realizada com peixes por Hofer &
Silva (1979). Também foi reportado o isolamento da bactéria em caudas de
lagostas no Ceara (Vieira & laria, 1993), de amostras de mexilhdes em Santa
Catarina (Archer & Moretto, 1994), em camardo no Maranhdo (Nascimento et
al., 1998) ¢ em ostras, no Rio de Janciro (Pereira et al., 2001).

De acordo com a Resolugio n° 12/2001 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os moluscos bivalves podem ter um Niumero
Mais Provivel (NMP) para coliformes a 45°C de 5x10/g; S. coagulase positiva
até um maximo de 1000 unidades formadoras de colénias (UFC/g) ¢ auséncia de
Salmonella spp na amostra. A referida resolugio ndo estabelece pardmetros
mlcrobxologlcos para V. parahaemolyticus em moluscos mas, por se tratar de um

patogeno muito associado com toxinfec¢Ses, os resultados da presente pesquisa

sdo indicativos de risco potencial para a populagdo consumidora de sururus.

As atividades antimicrobianas determinadas pelo método difuso de disco
(MDD) e método difuso radial em duas camadas de agar perfurado(MDRCAP)
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em relacédo as bactérias isoladas de moluscos estio apresentadas nas Tabelas 3 e

4,

Os halos de inibigdo obtidos por meio do MDD variaram de 12 a 26mm

de didmetro, considerando-se todos os dleos e bactérias estudados (Tabela 3).

TABELA 3. Atividade antimicrobiana, demonstrada por meio da medigdo do
tamanho dos halos de inibigdo de cinco diferentes 6leos essenciais
testados contra bactérias isoladas de molusco, utilizando-se o

método de difusio de disco (MDD)
Oleo essencial (mm)
Cepas "
Goiabeira' Alfavaca’ Gengibre’ Pau-rosa ‘d""m“?
ca
Escherichia coli 14 19 19 18 23
Staphylococcus coagulase positiva 20 14 17 20 16
Salmonella spp 12 20 19 22 19
Vibrio parahaemolyticus 15 18 26 22 22

Psidium guajava L.; *Ocimum gratissimum L., *Zingiber officinale Roscoe; ‘Aniba duckei Kostermans; *

Pimenta dioica Lind]

TABELA 4. Atividade antimicrobiana, demonstrada por meio da medigio do
tamanho dos halos de inibi¢@o de cinco diferentes 6leos essenciais
contra bactérias isoladas de molusco, utilizando-se 0 método de
difusdio radial em duas camadas de igar perfurado (MDRCAP)

c Oleos essenciais (mm)

P Goisbeira' Alfavacs’ Gengibre® Pau-rosa’' 'ytoos:
Escherichia coli 15 14 11 14 14
Staphylococeus coagulase positiva 18 15 12 28 17
Salmonella spp 13 18 19 21 17
Vibrio parhaemolyticus 14 19 15 16 17

\Psidium guajava L.; *Ocimum gratissimum L.; *Zingiber officinale Roscoe; ‘Aniba duckei Kostermans;

Spimenta dioica Lindl
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Segundo Alzoreky & Nakahara (2003), halos apresentando valores
menores que 12mm, quando utilizaram extratos de plantas, néo sdo considerados
indicativos de atividade antibacteriana. Os dados mostraram que 0 menor halo
de inibicio (12mm) obtido pelo método de difusdio de disco (MDD) foi
apresentado pelo 6leo essencial de Psidium guajava L. (goiabeira), para cepa de

Salmonella spp.

Por outro lado, a variacdo do didmetro dos halos de inibigdo, quando
usado o método de difusdo radial em duas camadas de dgar perfurado
(MDRCAP), variou de 11 a 28mm (Tabela 4).

No MDD, V. parahaemolyticus foi a bactéria, dentre as testadas, que
demonstrou maior sensibilidade a um dos Oleos essenciais testados, o de
gengibre, Zingiber officinale Roscoe com um maximo de tamanho de halo de
26mm (Figura 6) Salmonella, nesse método testado, foi que apresentou menor
tamanho de halo de inibi¢do, demonstrado para o 6leo essencial de goiabeira,
Psidium guajava L (Tabela 3).

FIGURA 6. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial do gengibre em relagao
ao Vibrio parahaemolyticus
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No mesmo método (MDD), o éleo de Psidium guajava L. (goiabeira)
mostrou maior atividade antimicrobiana frente a S. coagulase positiva, seguido
de V. parahaemolyticus, E.coli e Salmonella spp. Varios estudos (Tona et al.,
1998; Vieira, 2001; Lin et al., 2002) tém demonstrado que P. guajava L. possui
atividade antimicrobiana ¢ antidiarréica. Segundo Lutterodt (1989), a quercetina
¢ a substincia responsavel por inibir a acetilcolina liberada no trato
gastrintestinal, o que justifica a atividade antidiarréica da planta. Lin et al.
(2002) também citam que varios compostos quimicos isolados das folhas de P.
guajava L. possuem atividade antibacteriana contra diferentes espécies de
bactérias gram-negativas e positivas.

Vieira et al. (2001) testaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial
das folhas de goiabeira frente a S. aureus, Salmonella spp ¢ E. coli isoladas de
camario e somente S. qureus apresentou susceptibilidade. Resultado semelhante
foi demonstrado no presente estudo, entretanto, nossos achados diferiram dos
autores em relacdo a Salmonella spp ¢ E. coli. Os dados apresentados na Tabela
4 apresentam valores, no tamanho dos halos de 15 ¢ 13mm, respectivamente,
para as bactérias citadas (Figura 7).

Holetz et al. (2002) pesquisaram a atividade antimicrobiana de 13
extratos de plantas medicinais brasileiras contra bactérias ¢ leveduras. Seus
resultados mostraram que o extrato de goiabeira possui moderada atividade
contra as bactérias gram-positivas e negativas. No entanto, apresentou boa
atividade contra todas as espécies de leveduras pesquisadas.

Segundo Jaiarj et al. (1999), as folhas de goiabeira contém flavonoides ¢
alguns derivados de glicosideos, que sofrem hidrélise no trato gastrentestinal ¢
podem desempenhar uma atividade que paralisa a diarréia.

O oleo essencial usado na pesquisa foi extraido das folhas da goiabeira,
as quais possuem, segundo Tona et al. (1998), varios constituintes quimicos tais,



como flavondides, taninos, esteroides, terpenos e saponinas com atividade
espasmolitica. As folhas da goiabeira sao muito utilizadas nos paises africanos

para o tratamento de amebas, conforme relatou Kambu (1990).

Gnan & DeMello (1999) testaram a atividade antimicrobiana de
diferentes extratos de plantas e mostraram que o extrato das folhas da goiabeira
apresentou nivel mais elevado de atividade sobre S. aureus, sendo muito baixa
sua atividade sobre S. Typhimurium. Os resultados do presente trabalho foram
semelhantes aos achados desses autores: o 6leo da goiabeira apresentou a menor
atividade quando testado frente a cepas de Salmonella spp nos dois métodos
utilizados (Tabelas 3 € 4).

Andrade Neto (1994) relata que a diferenca da atividade antibacteriana
dos 6leos essenciais deve-se a variagio da composicio e dos tipos de

constituintes presentes.

FIGURA 7. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de goiabeira contra a
Escherichia coli



O gengibre, no MDD, teve um comportamento diferente do apresentado
no MDRCAP frente as cepas de E. coli. No primeiro, o tamanho de seu halo de
inibi¢do foi de 19 mm contra 11 mm mostrado no segundo método (Tabela 3 ¢
4). Para Fyfe et al. (1998), essa planta ndo possui atividade antibacteriana, o que
corrobora com a afirmacdo de Pereira et al. (1999). Segundo estes autores,
13mm deveria ser a medida minima do halo para que se confira a um extrato a
propriedade antibacteriana. A grande diferenca no tamanho dos halos, acima
mencionada, poderia estar relacionada com o emprego de diferentes

metodologias, com conseqiiéncia na difusibililidade dos dleos essenciais.

Os dados obtidos no método MDD (Tabela 3) assemelham-se aos
encontrados por Srinivasan et al. (2001), os quais analisaram a atividade
antimicrobiana de extrato de gengibre sobre E. coli, S. Paratyphi, S. Typhy e S.
aureus, mostrando que esse extrato apresentou uma excelente atividade
inibitéria para os patogenos citados. Entretanto, destoam em rela¢do a E. coli e
S. coagulase positiva quando o método usado foi o MDRCAP cujos halos de
inibicdo foram de 11 mm ¢ 12 mm, respectivamente (Tabela 4).

Alzoreky & Nakahara (2003) estudaram a atividade antimicrobiana de
algumas plantas comestiveis comumente consumidas na Asia, dentre elas o
gengibre, contra a S. aureus, E. coli e Salmonella spp. O extrato de gengibre
apresentou zona de inibicio somente para S. aureus, diferente dos resultados
encontrados na presente pesquisa, uma vez que, o dleo essencial dessa planta
inibiu as trés espécies de bactérias citadas quando usados o MDD e 0o MDRCAP
(Tabelas 3 e 4).

Segundo Otshudi et al. - (1999), as plantas contém substincias
microbianas inibitorias, como os flavandides e agliconas, que sdo mais ativas do
que seus glicosideos, naturalmente presentes nas plantas. Essawi & Srour
(2000) também afirmam que a atividade antibacteriana das plantas deve-se a
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presenca de diferentes agentes quimicos, tais como timol, flavonoides,
triterpenodides e outros compostos de natureza fenolica ou grupos hidroxil livres,

classificados como compostos antimicrobianos ativos.

A atividade antimicrobiana do odleo essencial de alfavaca, Ocimum
gratissimum L. contra o S. coagulase positiva € a Saimonella spp pode ser
considerada eficiente (halos maiores que 13mm) em ambos os métodos (Tabela
3 e 4). Diferentes resultados foram obtidos por Cimanga et al. (2002). Estes
autores estudaram a correlagdo entre a composigdo quimica e antibacteriana do
oleo essencial de alfavaca e encontraram halos com valores de 17 mm € 12 mm
para S. aureus ¢ S. Typhimurium, respectivamente. Os valores dos halos para S.
coagulase positiva, obtidos no presente trabalho, em ambos os métodos
empregados, foram menores (14 ¢ 15mm) que aqueles obtidos pelos autores
antes citados. Entretanto, seguindo-se o critério de Pereira et al. (1999), ja
citado, o 6leo essencial de alfavaca teve atividade antimicrobiana tanto para S
coagulase positiva como para Salmonella spp.

Em relagio aos dados obtidos para a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de alfavaca frente a S. coagulase positiva, hi uma concordéncia com
aqueles relatados por Orafidiya et al. (2001). Estes autores estudaram a atividade
do 6leo essencial de alfavaca frente a S. aureus isolados de funinculos, espinhas
e feridas, e encontraram susceptibilidade das cepas isoladas de furinculo frente
a0 oleo. Os halos de inibigio mediram 16mm de didmetro. Por outro lado,
Ngassoum et al. (2003), investigando a atividade antimicrobiana desse oleo
essencial frente a sete espécies de bactérias, encontraram uma inibigdo inferior
para S. aureus ¢ E. coli, dentre as estudadas, inferior aquela encontrada no
presente trabalho.

Offiah & Chikwendu (1999) estudaram os efeitos antidiarréicos dos
extratos das folhas de alfavaca em animais experimentais e os resultados dos
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testes quimicos revelaram que os constituintes dos extratos incluem taninos,
esterdides, triterpendides e carboidratos. Segundo os autores, o papel especifico
desses constituintes nos efeitos antidiarréicos ndo tem sido estudado. Contudo, é
provavel que a propriedade adstringente do tanino possa estar relacionada com o
efeito antidiarréico, sendo essa a justificativa maior para o uso extensivo da
planta como agente antidiarréico na medicina tradicional. Quanto a atividade
antimicrobiana, Hammer et al. (1999) consideraram a alta concentragdo de timol
presente (75%) na constituicgido da folha da alfavaca como o principal
responsavel por esta propriedade.

O dleo essencial extraido da planta pau-rosa, Aniba duckei K. apresentou
uma significativa atividade antibacteriana frente as bactérias gram-positivas e
negativas. S. coagulase positiva foi a espécie que apresentou mais
susceptibilidade a este 6leo, 0 que provocou um halo de 28mm (Tabela 4),
quando a bactéria foi testada pelo MDRCAP (Figura 8). Oriunda da Regido
Amazénica esta planta apresenta grande aplicagdo na industria cosmética,
porém, a literatura ndo tem dados registrados sobre sua atividade antimicrobiana.



Cepa de Staphylocaceus aureiey
Oilen Easencial de Pau Roa

FIGURA 8. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de pau-rosa contra o
Staphylococcus aureus

O 6leo essencial da pimenta dibica, Pimenta dioica L. apresentou uma
alta atividade antimicrobiana contra as cepas de E. coli e V. parahaemolytucius,
com medidas do halo de inibig&io de 23 e 22mm, respectivamente, quando usado
o MDD (Tabela 3). Quando o método usado foi o MDRCAP, essa atividade foi
moderada, com halos de 14 e 17 mm, respectivamente (Tabela 4).

Lopez et al. (1998) pesquisaram o extrato da pimenta dibica, Pimenta
dioica L. e constataram seu efeito analgésico e antipirético. Os autores citam que
o eugenol, composto quimico que atua inibindo a liberagdio da prostaglandina,
pode ser o responsavel por sua atividade antimicrobiana.

Similar ao 6leo essencial de pau-rosa, na literatura cientifica também ha
poucos relatos em relagdo a atividade antimicrobiana da pimenta didica. No
entanto, ¢ sabido de sua aplicagio sobre os alimentos, ressaltando-se suna
utilidade na seguranca alimentar (Friedman et al., 2002).
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Para Wan et al. (1998), os dleos essenciais de algumas plantas com
atividade antimicrobiana comprovada podem ser utilizados como altemativa
natural nas lavagens de saladas frescas, substituindo o cloro.

A Tabela 5 apresenta a sensibilidade das cepas isoladas de sururu e seus
respectivos controles (cepas ATCC) frente a antimicrobianos tradicionalmente
utilizados. As cepas-testes de E. coli e seus controles apresentaram os mesmos
resultados, isto €, os mesmos valores dos halos, em rela¢do aos antimicrobianos:
cloranfenicol, tetraciclina, cefoxitina, cefotaxima, excetuando-se o acido
pipemidico e gentamicina.

A cepa-teste de Salmonella foi sensivel aos antibiéticos cloranfenicol,
tetraciclina, cefoxitina, cefotaxima e acido pipemidico. A cepa padrdo de

Salmonella nio foi sensivel ao antimicrobiano cefotaxima.

As cepas de S. coagulase positiva teste e controle apresentaram halos
com diferentes valores quando testadas frente a cloranfenicol, vancomicina e
oxacilina. Ndo foi evidenciado halo de inibigdo para lincomicina, sulfazotrim,
ampicilina e eritromicina nas cepas teste, enquanto nas cepas controle nio houve
inibi¢do em relagdo aos dois primeiros antimicrobianos.

A cepa teste de V. parahaemolyticus foi sensivel a cloranfenicol,
tetraciclina, gentamicina, cefoxitina e ao acido pipemidico. O comportamento
das cepas teste e controle quanto a esses antimicrobianos foram semelhantes,
todos apresentando susceptibilidade, mas com diferentes tamanhos dos halos.

Estes resultados diferem dos encontrados por Gongalves (2001), o qual
constatou, em experimentos, a susceptibilidade das cepas de E. coli, Salmonelia
spp e S. aureus isoladas de crusticeos ¢ seus controles (ATCC), frente aos
antibidticos cefoxitina, cloranfenicol, gentamicina e tetraciclina; acido
pipemidico, cefotaxima, tetraciclina ¢ gentamicina, eritromicina, lincomicina,
sulfatozotrim e vancomicina. No entanto, as cepas controle (ATCC) utilizadas
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por este autor néo foram as mesmas utilizadas na presente pesquisa. Arora &
Kaur (1999) verificaram que S. aureus e E. coli mostraram sensibilidade aos
antibiéticos ampicilina, eritromicina, tetraciclina, gentamicina e cloranfenicol.
No presente experimento, as cepas isoladas de sururu foram resistentes a esses
antibioticos, exceto a0 cloranfenicol, demonstrado pelo halo de inibigdo de
18mm de didmetro (Tabela 5).

TABELA 5. Sensibilidade medida por meio do método de difusdo de disco,.das
cepas isoladas de moluscos e das cepas-controle (ATCC) frente a
agentes antimicrobianos comercializados

Clo Tet Gen Cfo Cx Pip Van Lin Sut Oxa Eri Amp

Cepes 30pg g 10pg 30pg 0pg 20pg pg 2yg 2Sug lug 10ug 19ug
E. coli () 8 12 11 18 15 20 nd nd Nd nd nd nd
E. coli (ATCC) 19 12 7 18 15 16 nd nd Nd nd nd nd
Salmonelia spp T) 17 16 12 21 20 2 nd nod Nd nd nd nd
Salmonella (ATCC) 16 17 14 19 - 13 nd nd Nd nd nd nod
S. coagulaseposiiva(l) 16 Nd od nd nd nd 9 - - 11 - 7
S. aureus (ATCC) 9 Nd nd nd nd nd 15 - - 25 11 23
V.parahae-molyticus@ 22 19 15 19 nd 10 nd nd Nd - nd nd
&Tcg)‘"""“e"""’y"""‘ 13 25 25 19 nd 15 nd nd Nd - nd nd

Clo, cloranfenicol; Tet, tetraciclina; Gen, gentamicina; Cfo, cefoxitina; Ctx, cefotaxima; Pip, &cido pipemidico;
Van, vancomicing; Lin, lincomicina; Sut, sulfazotrim; Oxa, oxacilina; Eri, eritromicina; Amp, ampicilina;

(), sem inibigdo;

nd, nZo determinada;

1, cepa isolada do molusco.

No entanto, os resultados do presente trabalho concordam com aqueles
encontrados por Lézaro et al. (1999), os quais testaram 12 antimicrobianos
frente a microrganismos oriundos de fontes animais (frango, bovino, suino e

peixe) e de manipuladores de alimentos. Os autores verificaram que cepas de
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E.coli isoladas dessas amostras apresentaram resisténcia a tetraciclina. Também
ha concordincia com os dados apresentados por Silva & Hofer (1995). Neles,
cepas de E. coli isoladas de peixes marinhos apresentaram alta resisténcia a
antibidticos, inclusive a tetraciclina. Fluit et al. (2001) pesquisaram agentes
antimicrobianos frente a 10 bactérias patogénicas ¢ verificaram que mais de 50%

das cepas de E. coli também foram resistentes a gentamicina e tetraciclina.

Também sdo compativeis os dados do presente estudo com os resultados
obtidos por Elgayyar et al. (2001), relativos a sensibilidade de S. aqureus e S.

Typhimurium aos antibiéticos tetraciclina e cloranfenicol.

Segundo Kiessling et al. (2002), a salmonelose € reconhecida como uma
das mais importantes causas de infecges entéricas. Os autores relatam que mais
de 80% das cepas de Salmonella isoladas de fontes animais ¢ humanos
mostraram  resisténcia a tetraciclina, sulfonamidas, estreptomicina ¢
cloranfenicol. Estes resultados divergiram da presente investigacdo, pois a
tetraciclina e o cloranfenicol apresentaram razoavel atividade antimicrobiana

para essa bactéria.

Em muitos surtos de infecgdo de origem alimentar causados por
Salmonella spp tem-se verificado sua resisténcia a ampicilina ¢ ao cloranfenicol
(Holmberg et al., 1984). Duffy et al. (1999) encontraram 100% das cepas de
Salmonella spp, isoladas de produtos cameos que foram resistentes a um ou

mais antibiéticos testados nos seus experimentos.

As cepas de V. parahaemolyticus foram sensiveis a cloranfenicol,
tetraciclina, gentamicina, cefoxitina, porém, resistentes a acido pipemidico e
oxacilina. Comparando-se as atividades antimicrobianas dos cinco oleos
essenciais (Tabelas 3 e 4), verifica-se que todos apresentaram atividade para os
microrganismos isolados. Resultados semelhantes foram encontrados por
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Hasegawa et al. (1999), quando testaram os efeitos da planta Wasabia japonica
em quatro cepas de V. parahaemolyticus.

Mesmo com o avanco da industria farmacéutica na produgdo de novos
antibiéticos pas tltimas trés décadas, os problemas relacionados a resisténcia
microbiana tém aumentado. Montelli & Levy (1991) tém mostrado a elevada

incidéncia de resisténcia dos microrganismos em clinicas no Brasil.

73



5 CONCLUSOES

Os moluscos bivalves (sururu) podem representar um grave risco para a
saude publica, principalmente quando capturados em estudrios poluidos e
conservados inadequadamente para posterior comercializa¢do. Para os moluscos

comercializados nas feiras recomenda-se um cozimento antes do consumo.

A atividade antimicrobiana dos oéleos essenciais de goiabeira, de
alfavaca, de gengibre de pau-rosa ¢ de pimenta didica frente as cepas
patogénicas Escherichia coli, Salmonella spp, Staphylococcus coagulase
positiva e Vibrio parahaemolyticus, sugere que essas plantas poderiam oferecer
uma alternativa natural e de baixo custo na conservagdo dos alimentos.

Os oleos essenciais de goiabeira, alfavaca, gengibre, pau-rosa ¢ de
pimenta didica, os quais apresentaram grande atividade antimicrobiana, devem
ser exaustivamente estudados, de modo a se conhecer o principio ativo
responsavel pelas suas propriedades antimicrobianas, na perspectiva de seus

usos na terapia das doengas infecciosas.
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