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RESUMO

Estudos referentes as bactérias produtoras de histamina (BPH) em pescado se restringem
a espécies de regides temperadas, com poucas informagdes sobre BPH em pescado tropical. O
objetivo deste trabalho foi analisar a abundancia de BPH em relacao as bactérias heterotréficas
cultivaveis (BHC) presentes no muco superficial da pele e das branquias da cavala
(Scomberomorus cavalla). Foram realizadas quatro coletas (maio a agosto de 2017) no Mercado
dos Peixes, bairro Mucuripe, em Fortaleza, CE. Foi utilizado Agar de Contagem em Placas
para a quantificagdo das BHC e meio de cultura diferencial para as BPH. Em meio diferencial,
foram contados o total de colonias (BPHt) e aquelas apresentando coloragdo roxa e halo, resul-
tado do aumento do pH apds a formacao de histamina (BPHh). Os ntiimeros de BHC (4,52 Log
UFC/cm?) e de BPHh (4,16 Log UFC/cm?) do muco da pele da cavala ndo apresentaram dife-
renga significativa (p < 0,05). Nas branquias, o niimero de BPHh (6,20 Log UFC/branquia) foi
significativamente maior (p < 0,05) que o de BHC (5,53 Log UFC/branquia). Nos peixes captu-
rados em agosto, a carga de bactérias potencialmente produtoras de histamina nas branquias
foi significativamente maior (7,64 Log UFC/branquia) que nos meses de maio (5,71 Log UFC/
branquia), junho (5,67 Log UFC/branquia) e julho (5,79 Log UFC/branquia).
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ABSTRACT

Studies on histamine-producing bacteria (HPB) in fish are restricted to species from temperate
regions, with little information on HPB in tropical fish. The aim of this work was to analyze the
abundance of HPB in relation to the cultivable heterotrophic bacteria (CHB) present in superficial
mucus from the skin and gills of the mackerel (Scomberomorus cavalla). Four samplings were
made (May to August 2017), at the Fish Market, in the Mucuripe District in Fortaleza-CE. Plate
Count Agar was used to quantify CHB and differential culture medium for HPB. In a differential
medium, the total number of colonies was counted (HPBt) and the colonies with purple staining and
halo, resulting from the increase in pH after histamine formation (HPBh). The numbers of CHB
(4.52 Log UFC/cm?) and HPBh (4.16 Log UFC/cm?) of mucus from the skin of the mackerel didn’t
present significant difference (p < 0.05). In gills, the number of HPBh (6.20 Log UFC/gill) was
significantly higher (p < 0.05) than that of CHB (5.53 Log UFC/gill). In fish caught during August,
the load of potentially histamine-producing bacteria in the gills was significantly higher (7.64 Log
UFC/gill), than in the months of May (5.71 Log UFC/gill), June (5.67 Log UFC/gill) and July (5.79
Log UFC/gill).

Keywords: biogenic amine, bacteria, decarboxylation, histidine.

INTRODUCAO

A histamina é uma amina biogénica e um dos produtos da deterioracdo microbiana
do pescado, formada através da descarboxilagdo do aminoécido L-histidina, pela acdo da
enzima bacteriana histidina-descarboxilase (HDC), durante a fase post mortem do pescado.
A histamina pode causar intoxicacdo alimentar, a qual esta historicamente associada ao
consumo de peixes da familia Scombridae e geralmente denominada de intoxicagdo por
escombrideos, ja que os peixes pertencentes a essa familia, como atum, cavala e bonito, sdo
susceptiveis a formacao de histamina, devido a composicao da microbiota e aos altos ni-
veis de histidina livre em sua musculatura (EFSA, 2017; Ruiz-Capillas & Herrero, 2019).

A intoxicacdo por histamina estd entre as toxicidades mais comuns associadas ao
consumo de pescado (EFSA & ECDC, 2018). Segundo o EFSA (2017), durante os anos de
2010 a 2015, 177 surtos causados por histamina, associados ao consumo de pescado, foram
notificados em 12 estados-membros da Unido Europeia, envolvendo 973 casos com 104
hospitalizacdes. No Brasil, ndo existem dados oficiais sobre a ocorréncia de casos de into-
xicagao por histamina, porém, na literatura, podem ser encontrados varios relatos de surtos
(Evangelista, 2010; Takemoto et al., 2014; Lima Filho; Magalhaes & Morais, 2018; Takemoto
et al., 2018).

A quantidade de histamina produzida no pescado depende do nivel de histidina
livre nos tecidos dos peixes, o qual estd relacionado com a espécie do pescado, como
também da quantidade e atividade da enzima HDC, produzida por bactérias, que possui
relagdo direta com a carga microbiana, a capacidade metabdlica de produzir HDC e a
velocidade de multiplicacdo desses microrganismos (Verkhivker & Altman, 2018;
Arulkumar; Paramithiotis & Paramasivam, 2021). As bactérias produtoras de histamina
(BPH) sao parte da microbiota natural, a qual é influenciada pelo habito alimentar dos
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peixes, regido geografica, método de captura, estacdo do ano, temperatura da dgua e sa-
linidade, sendo mais comumente presentes na pele, nas branquias ou no trato gastroin-
testinal dos animais. As BPH também podem ser introduzidas por contaminagdo cru-
zada durante procedimentos inadequados de manuseio ap6s a captura (Singh et al., 2012;
Koohdar & Shoaibi-Omrani, 2016; Veiga Filho & Mesquita, 2018; Ahmed, 2019;
Mercogliano & Santonicola, 2019).

O conhecimento sobre a presenca e abundancia de BPH em pescado susceptivel de
origem tropical é extremamente importante no estabelecimento de processos pés-captura
para a manutencdo da qualidade, seguranga e prevencao do acimulo dessa substancia to-
xica em alimentos susceptiveis (Comas-Basté et al., 2019; Lira et al., 2019, 2020).

Com isso, este trabalho teve como objetivo analisar a abundancia de BPH em relacao
as bactérias heterotroéficas cultivaveis (BHC) presentes no muco superficial da pele e das
branquias da cavala (Scomberomorus cavalla).

MATERIAL E METODOS

Os espécimes utilizados neste estudo foram obtidos frescos, logo apds o desem-
barque pesqueiro, diretamente com os pescadores no Mercado dos Peixes, localizado no
bairro Mucuripe, do municipio de Fortaleza, Ceara. As coletas aconteceram com frequ-
éncia mensal, no periodo de maio a agosto de 2017. Cada coleta foi composta por dois es-
pécimes de cavalas (Scomberomorus cavalla), com pesos que variaram entre 0,8 kg e 3 kg,
comprimento total de 55 a 81 cm e comprimento furcal de 50 a 73 cm.

Imediatamente ap6s cada coleta, os peixes foram acondicionados em caixas isotér-
micas e transportados ao Laboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado (Lamap),
do Instituto de Ciéncias do Mar (Labomar), da Universidade Federal do Ceard, para os
procedimentos das andlises microbiol6gicas.

Em laboratério, o muco da pele da cavala foi colhido por esfregago usando swab em-
bebido em solucéo salina 1% de NaCl esterilizada, de uma area total de 100 cm?, tanto do
lado direito quanto do lado esquerdo de cada espécime. A obten¢do da microbiota das
branquias também foi realizada através de esfregago com swab embebido em solugao sa-
lina 1% de NaCl esterilizada, em toda a superficie das branquias do lado direito e do lado
esquerdo de cada espécime.

As amostras foram submetidas a dilui¢des seriadas até 10-° usando solugao salina 1%
de NaCl esterilizada como diluente. Aliquotas de 100 uL de cada dilui¢do foram inocu-
ladas, pela técnica de spread plate, em duplicata, em meio de cultura Agar de Contagem em
Placas (PCA) (Difco®), para a quantificacdo de BHC e em meio diferencial para BPH, para
a quantificagdo das mesmas. As placas inoculadas foram incubadas em estufa bacteriol6-
gica por 48 h a 35 °C. O meio diferencial utilizado para a quantificacdo das BPH foi descrito
por Niven, Jeffrey e Corlett (1981), com modificacdes de acordo com Mavromatis e Quantick
(2002) e composto por: 0,5% de caldo triptona; 0,5% de extrato de levedura; 2% de
L-histidina.2HCI; 0,5% de NaCl; 0,1% de CaCO,; 3,0% de Agar e 0,006% do indicador ptr-
pura de bromocresol (pH 5,3).

Ap6s o periodo de incubacgdo, as placas com crescimento entre 25 e 250 colonias
foram escolhidas para o calculo das Unidades Formadoras de Colonias (UFC), segundo
recomendagdes de Downes e Ito (2001). Em meio diferencial para BPH, além da contagem
do total de coldnias (BPHt), foram contadas as colonias com coloragdo roxa e com halo
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(BPHh), resultado do aumento do pH do meio apds a formacao de histamina, de acordo
com Niven, Jeffrey e Corlett (1981).

Os resultados das contagens bacterianas no muco da pele da cavala foram expressos
em Log UFC/cm?, utilizando a Equacéo 1.

(1) Log UFC/cm? = Log (( a;b x 10" x FC) +100)

Ja os resultados para as contagens das colonias das branquias foram expressos em
Log UFC/branquia, utilizando a Equagao 2.

a+b
2

(2) Log UFC/cm? = Log ( 210" x FC)

Onde:

a e b sdao os numeros de colonias nas placas, em duplicata;

10" é o inverso da diluicao;

FC é o fator de correcao (igual a 10, para spread plate feito com 100 uL).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em es-
quema fatorial, utilizando o software Sisvar® (Ferreira, 2011). Foram analisadas as intera-
¢Oes entre as contagens das bactérias heterotréficas cultivaveis (BHC) e das bactérias pro-
dutoras de histamina total (BPHt) e com halo (BPHh), entre as quatro coletas. Os fatoriais
analisados para pele e branquias foram: BHC, BPHt e BPHh (3) x coletas (4). Os dados
foram estudados a partir de analise de variancia (ANOVA), com 5% de significancia, e para
a comparagdo entre as médias utilizou-se o teste de Tukey (p < 0,05).

RESULTADOS

As contagens de BHC do muco superficial da pele da cavala (S. cavalla) ficaram entre
4 e 5 ciclos logaritmicos e ndo apresentaram diferenga significativa em relagdo aos ntimeros
de BPHt e BPHh (Figura 1). Quanto a andlise quantitativa das bactérias crescidas sobre o
meio de cultura para BPH, o namero de BPHLt foi significativamente superior (12,26%) ao
namero de BPHh. O més de captura dos espécimes ndo teve influéncia sobre o naimero de
bactérias do muco superficial da pele das cavalas (Figura 1).

Para as branquias da cavala, pode-se verificar que o nimero de BPH, tanto o total
(BPHt) como as com resultado positivo para a producdo de histamina (BPHh), foi signifi-
cativamente superior (22,96% e 12,12%, respectivamente) ao numero de BHC, portanto,
com uma maior competéncia no uso da histidina como substrato de crescimento (meio di-
ferencial) do que no uso da glicose (meio PCA) (Figura 2).
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Figura 1 - Log UFC/cm? de bactérias heterotréficas cultivaveis (BHC) e de bactérias
produtoras de histamina total (BPHt) e com halo (BPHh) do muco superficial da pele
da cavala (Scomberomorus cavalla)
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coletas x bactérias = 0,86.

Figura 2 - Log UFC/branquia de bactérias heterotroéficas cultivaveis (BHC) e de bac-
térias produtoras de histamina total (BPHt) e com halo (BPHh) das branquias da

cavala (Scomberomorus cavalla)
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Quanto a quantificacdo das BPH das branquias, ndo houve diferenca estatistica entre
o numero de BPHt e o nimero de BPHh. Quando analisados os nameros de bactérias nas
branquias, considerando o més de captura dos espécimes, pode-se verificar que as conta-
gens de BPH foram significativamente maiores no més de agosto, diferente das contagens
de BHC que nao tiveram variacao (Figura 2).

DISCUSSAO

Ao analisar as quantificagdes do muco superficial da pele da cavala, pode-se verificar
que o numero de BHC néo diferiu estatisticamente do ntimero de BPHt nem do namero de
BPHh (Figura 1), diferentemente do encontrado por Kim et al. (2001), ao avaliarem BHC e
BPH de albacoras (Thunnus alalunga), provenientes da costa de Oregon. Segundo os au-
tores, as contagens de BPH positivas (coloragdo roxa com halo) em meio diferencial de
Niven, Jeffrey e Corlett (1981) foram geralmente inferiores as de BHC obtidas em Agar
padrdo, em aproximadamente um ciclo logaritmico.

Na microbiota das branquias da cavala, tanto o nimero de BPHt como o de BPHh
foram significativamente superiores ao nimero de BHC (Figura 2). Tais observagdes di-
vergem do encontrado por Koohdar e Shoaibi-Omrani (2016), em prospeccao de bactérias
produtoras de HDC nas branquias do atum-do-indico (Thunnus tonggol), proveniente do
Mar de Oma, onde a média da contagem bacteriana que produz histamina foi de 0,13% da
carga bacteriana total.

Essas divergéncias podem estar relacionadas ao fato de que os resultados encon-
trados pelos autores foram obtidos de espécies de peixes diferentes da avaliada neste es-
tudo, provenientes de condi¢des geograficas e de temperatura de origem diferentes. Uma
maior temperatura ambiental favorece a multiplicacdo microbiana. Aguas superficiais de
regides tropicais tendem a apresentar maior abundéncia de microbiota que regides tempe-
radas, com a microbiota dos organismos aquaticos refletindo essa condi¢ao (Evangelista,
2010; Garrison, 2016).

Na analise das BPH presentes nos estratos anatdmicos dos animais (muco superficial
da pele e branquias), através do meio diferencial de Niven, Jeffrey e Corlett (1981), foi ob-
servado que no muco superficial da pele da cavala o nimero de BPHLt foi significativa-
mente superior ao nimero de BPHh (Figura 1), portanto, algumas bactérias presentes no
muco superficial da cavala sdo capazes de crescer no meio diferencial utilizado, sem apre-
sentarem resultado positivo para a producdo de histamina. J4 nas branquias, o nimero de
BPHt ndo diferiu estatisticamente do nimero de BPHh (Figura 2), ou seja, para as bran-
quias da cavala os microrganismos capazes de crescerem em meio diferencial também
apresentaram resultado positivo para a produgao de histamina.

Tais resultados podem indicar maior tendéncia para produzir histamina pelos mi-
crorganismos encontrados nas branquias. De acordo com Kim et al. (2001), BPH isoladas
das branquias de albacoras (Thunnus alalunga), provenientes da costa de Oregon, produ-
ziram niveis mais altos de histamina do que as BPH da pele. Portanto, as branquias pos-
suem uma microbiota mais eficiente metabolicamente na producdo de histamina em re-
lagdo a microbiota da pele. Pode ser que isso aconteca devido ao fato de as branquias serem
6rgaos polivalentes que desempenham diversas fun¢des, como a excre¢do de compostos
nitrogenados. Além disso, as branquias dos peixes sdao compostas por um epitélio de
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grande drea superficial, altamente vascularizado e com uma fina barreira entre o sangue e
o ambiente aquético (Schmidt-Nielsen, 2013).

Foi constatada ainda uma diferenca significativa na média das contagens das BPH
das branquias no més de agosto em relagdo aos demais periodos do ano avaliados (Figura
2). Esse resultado pode estar relacionado ao fato de no estado do Ceara o periodo chuvoso
ou “quadra chuvosa” ocorrer entre os meses de fevereiro e maio e a pds-estagdo entre
junho e julho. J4 o més de agosto marca o inicio da estacdo seca (estio), a qual se estende de
agosto a novembro, na maior parte da regido (Marengo et al., 2011).

No Nordeste do Brasil, as estagdes do ano (chuvosa/estio) sao fortemente marcadas
pela sazonalidade dos indices pluviométricos. Segundo Nobrega et al. (2019), na estagao
seca a biomassa estimada dos peixes marinhos é superior em relagdo a estacao chuvosa,
sendo a precipitacdo o fator preponderante sobre a variacao da biomassa. O mesmo acon-
tece com os niveis de histidina livre nos tecidos dos peixes, que podem variar com a es-
pécie, a idade, o periodo reprodutivo e a estacdo do ano, como ja foi documentada em
arenques (Clupea harengus), com o nivel mais alto observado no verdo (Hughes, 1959).
Desse modo, a maior disponibilidade de histidina livre nos tecidos dos peixes para a des-
carboxilagdo microbiana pode favorecer a abundancia de bactérias com potencial para pro-
duzir histamina na microbiota em determinadas épocas do ano (Singh et al., 2012).

Portanto, a época do ano influenciou a abundancia de BPH nas branquias dos peixes,
ocorrendo provavelmente pela sazonalidade do regime de chuvas no estado do Ceara.

Essa andlise quantitativa da microbiota produtora de histamina em pescado marinho
de aguas tropicais revelou o alto potencial de producao de histamina, sua diferenciagao de
acordo com os sitios anatdmicos, bem como a acdo de fatores ambientais determinando a
abundancia desses microrganismos. Essas questdes sao relevantes no entendimento dos
riscos relacionados ao consumo de pescado e estabelecimento de protocolos, a fim de mi-
nimizar a formagao de histamina nos tecidos dos peixes no pds-captura.
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