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RESUMO

O consumo de carne de pescado vem crescendo exponencialmente no mundo devido
a sua qualidade nutricional elevada, sendo uma rica fonte de proteinas e 4cidos graxos
insaturados na dieta humana. O pintado (Pseudoplatystoma coruscans), também
conhecido como surubim, € uma espécie de pescado de agua doce de grande porte,
sua carne € considerada nobre e atualmente, sua criacdo encontra-se em expansao
no Brasil. O objetivo deste trabalho foi realizar a pesquisa das condi¢gbes
microbiolégicas de 6 amostras de pintado fresco, resfriado e exposto ao consumo nas
peixarias de hipermercados da cidade de Brasilia. E também desenvolver o Método
do indice de Qualidade (MIQ) para o pintado cultivado e aplica-lo no estabelecimento
do seu prazo de validade comercial. Os resultados das analises mostraram que 4
amostras (66,67%) tiveram contagens elevadas de bactérias psicrotréficas (entre
1,9x10°% a 9,3x107), indicando uma possivel condicdo de refrigeracdo inadequada.
Verificou-se que 2 amostras estavam impréprias para o consumo, devido a presenca
da bactéria Salmonela spp. (confirmada geneticamente). Apesar do niumero baixo de
coliformes totais e de coliformes termotolerantes em todas as amostras, E. coli
0157:H7 foi identificada através de PCR nas amostras 1 e 6. Também foi verificado
gque todas as amostras mostraram condicdes higiénicas insatisfatorias por
apresentarem bactérias Staphylococcus aureus, uma bactéria relacionada com falta
de higiene durante a manipulacdo. A aplicacdo do Método de indice de Qualidade
(MIQ) para avaliacdo do tempo de prateleira para o pintado inteiro, fresco e
conservado em gelo foi realizada e o tempo de validade comercial para esta espécie
foi de 10 dias de estocagem em gelo (maximo 13 dias de abate). Sendo a regido
Centro-Oeste a principal regido produtora de pintado cultivado, trabalhos que
busquem avaliar a qualidade desse pescado se tornam importantes para que haja

uma busca na manutenc¢éo da qualidade em todos os niveis de produg&o e comeércio.

Palavras-chave: pintado, qualidade microbiolégica, MIQ, PCR.



ABSTRACT

The fish meat consumption has been growing exponentially in the world due to its high
nutritional value, being a rich source of protein and unsaturated fatty acids in the
human diet. Painted (coruscans Pseudoplatystoma), also known as catfish is a species
of large freshwater fish, their meat is considered noble and currently, its creation is
booming in Brazil. The objective of this study was to search the microbiological
conditions of 6 samples of fresh painted, cold and exposed to consumption in
fishmongers hypermarket in the city of Brasilia. And also develop the Quality Index
Method (MIQ) for cultivated painted and apply it in the establishment of its period of
validity commercial. The test results showed that 4 samples (66.67%) had high scores
of psychotropic bacteria (between 1,9x10° to 9,3x107), indicating a possible improper
cooling condition. It was found that samples 2 were unsuitable for consumption due to
presence of the bacterium Salmonella spp. (Genetically confirmed). Despite the low
number of total coliforms and fecal coliforms in all samples, E. coli O157: H7 was
identified by PCR in samples 1 and 6. It has also been found that all samples showed
unsatisfactory hygienic conditions for presenting Staphylococcus aureus a related
bacterium with poor hygiene during handling. The implementation of the Quality Index
Method (MIQ) for evaluation of the shelf life for the entire painted, fresh and stored on
ice was performed, and business time validity for this species was 10 days of storage
on ice (maximum 13 days slaughter). It is the Midwest the main producing region of
cultivated painted works that seek to assess the quality of the fish become important

so that there is a search on maintaining quality at all levels of production and trade.

Key words: painted, microbiological quality, MIQ, PCR.
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1 INTRODUCAO

1.1. Producédo e consumo do pescado em Brasilia

Entende-se por pescado todo animal que, em condi¢cdes normais, vive em agua
doce ou salgada e que é utilizado como fonte de alimentacdo. Pescado fresco € aquele
guantitativo que ndo passou por quaisquer processo de conservacao (excetua-se o
resfriamento) e que tem mantido suas caracteristicas essenciais e naturais
inalteradas. A Tabela 1 apresenta como o0 pescado pode ser classificado de acordo

com a forma de acondicionamento depois do abate (BRASIL, 1997).

Tabela 1. Classificacdo do pescado

PESCADO FORMA DE CONSERVACAO
FRESCO Apenas acao do gelo
RESFRIADO Acondicionado em gelo e mantido entre -0,5 a -2°C
CONGELADO N&o superior a -25°C

Durante as Ultimas décadas a aquicultura consolidou-se como importante
atividade no agronegdcio do Brasil, tendo um importante impacto socioecondmico
Entende-se por aquicultura a criacdo de animais aquaticos em condicdes
controladas, com o objetivo de producdo de alimentos para o homem (AYROZA,
2009, OLIVEIRA, 2009). O cultivo de peixes (piscicultura) constitui o grupo mais
importante da aquicultura brasileira, sendo responséavel por 82,37% da producao
aguicola. O restante € dividido entre o cultivo de crustaceos (13,57%) e moluscos
(4,06%) (IBGE, 2013).

A atividade de pesca em Brasilia € explorada desde a época da construcao
da capital federal, sendo basicamente restrita ao Lago Paranoa. Porém, com o
passar dos anos a produgao pesqueira representa uma parcela cada vez menor em
relacdo ao volume de pescado comercializado em Brasilia. Em contrapartida, a
aguicultura regional € uma atividade que vem demonstrando um consideravel
crescimento na sua participacdo no mercado. Nos ultimos dez anos (2000 a 2009) a
aquicultura apresentou um aumento de 206%, triplicando o volume de pescado
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criado em Brasilia (BORGES, 2010). Segundo o IBGE, em 2013, a producéo de
peixes no Distrito Federal foi de 800 toneladas e acredita-se que esse valor tende a
aumentar nos proximos anos.

A carne de pescado € muito consumida pela populacdo mundial, sendo uma
importante fonte de proteinas de alta qualidade na alimentacdo atual. As carnes
provenientes dos peixes sdo uma opc¢do saudavel por serem ricas em proteinas e
acidos graxos insaturados (BOMBARDELLI et al., 2005; FARIAS e FREITAS, 2008;
RIBEIRO et al., 2009). O Distrito Federal € o segundo mercado consumidor de
pescado do pais, so fica atrds de Sdo Paulo. Em apenas quatro anos (2007 a 2011),
0 consumo anual médio de pescado por habitante em Brasilia passou de 12,8 para 14
kg, bem acima da média nacional, que € de aproximadamente 9 kg per capita
(AMUSUH, 2012; BORGES, 2010). No estudo de Borges (2010) quando se avaliou a
venda de peixes no DF no segmento de peixarias e feiras, o pintado apresentou

desempenho superior ao salméo, mostrando grande potencial de mercado.

1.2. A piscicultura do pintado (Pseudoplatystoma coruscans) no Brasil

O pintado (Pseudoplatystoma coruscans), também conhecido como surubim, é
um peixe tropical que habita exclusivamente a 4gua doce podendo ser encontrado
nas principais bacias hidrograficas sul-americanas, como Amazoénica, Prata e Séo
Francisco (FAUSTINO et al, 2007). O pintado € um peixe de grande porte podendo
atingir 50 kg na natureza e apresenta manchas escuras arredondadas pelo corpo.
Atualmente o pintado é uma das espécies mais atingidas pela construcdo de
hidroelétricas, pela poluicdo dos rios e pela pesca predatoria (FAGUNDES, 2009).

O pintado possui atributos favoraveis para a aquicultura, como crescimento
rapido, alto valor econdmico da carne e grande aceitacdo no mercado nacional. O
pintado apresenta alta taxa de crescimento, atingindo 2,0 kg/ano, tamanho
estabelecido pelo mercado consumidor. A porcentagem de filé de pintado, com média
de 48,26%, apresenta-se superior a da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) com
meédia de 33%. A carne do pintado é considerada nobre, tanto pelo gosto como pela
auséncia de espinhos intramusculares. Sua carne possui sabor pouco acentuado, cor
clara, textura firme e baixo teor de gordura. Essa espécie apresenta, também, grande
potencial para a pesca esportiva (ALMEIDA FILHO et al., 2010; FAGUNDES, 2009).
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O pintado é uma espécie carnivora, de habitos noturnos, que tem demonstrado
crescimento satisfatorio em sistemas de criagdo onde é alimentado com racgéo
contendo alto teor de proteina de origem animal. Seu cultivo em larga escala, sempre
esbarrou na viabilizacdo da producéo de juvenis e na auséncia de tecnologia para a
engorda. Atualmente, o desenvolvimento da piscicultura com a criagdo de bagres
carnivoros como o pintado é uma realidade devido aos conhecimentos gerados pela
pesquisa e empreendimentos por parte da iniciativa privada, especialmente por
produtores particulares localizados no estado do Mato Grosso do Sul (FAGUNDES,
2009; SCORVO FILHO, 2005).

A criacdo de pintado encontra-se em franca expansdo no Brasil, porém a
producdo ainda € modesta (2.043 toneladas no ano de 2010) e concentrada na regiao
Centro-Oeste (MPA, 2012). Segundo dados do IBGE (2013) a produc¢éo de pintado,
cachara e pintachara (todos peixes do género Pseudoplatystoma) no Brasil em 2013
foi de 15.715 toneladas, sendo a regiao Centro Oeste (Mato Grosso, Mato Grosso do

Sul e Goias) responsavel pela producéo de 13.029 toneladas (82,91%).

1.3. Fatores determinantes na qualidade do pescado

O peixe é considerado um dos alimentos proteicos com maior facilidade de
sofrer deterioracdo devido a diversos fatores intrinsecos, que incluem a grande
atividade de agua nos tecidos, a a¢ao rapida das enzimas autoliticas, o pH préximo
da neutralidade e a presenca de microrganismos que podem se desenvolver
rapidamente devido a riqueza de nutrientes presentes. Além da sua microbiota natural
gue esta localizada, principalmente, nos intestinos, guelras e limo superficial, fatores
extrinsecos como a qualidade da agua, a captura do pescado e a temperatura de
conservacao, também influenciam a velocidade de deterioracdo do pescado (GOMES,
2006; FARIAS e FREITAS, 2008; RIBEIRO et al., 2009).

Na execucgdo da técnica de aquicultura, as operagdes de limpeza dos tanques
de criagdo merecem especial atencdo, pois melhoram a qualidade da agua, reduzem
as doencas bacterianas e parasitarias do pescado e também garantem a boa higiene
e boas caracteristicas organolépticas ao animal capturado, evitando contaminagdes
por este meio (FREIRE e GONCALVES, 2013). Os peixes que sao criados em

13



ambientes poluidos por esgotos e dejetos que podem carregar consigo muitos
microrganismos patogénicos (GUZMAN et al., 2004).

As etapas da fase de manipulacédo do pescado fresco que estéo entre a captura
e o0 processamento final sdo fundamentais e determinantes para a qualidade do
produto final (GOMES, 2006; RIBEIRO et al.,, 2009). Para que o abate tenha
reconhecimento humanitario, deve haver uma insensibilizacdo imediata do animal ou
deve ser escolhida uma técnica que evite a dor e o sofrimento. Entende-se por rigor
mortis 0 momento pds abate em que ocorre o enrijecimento corporal do pescado. No
periodo pos-morte, o oxigénio ndo chega as células, e estas, para que sobrevivam
imediatamente, fazem uso do glicogénio estocado nos musculos e da glicélise
anaerobia, produzindo acido latico e diminuindo entdo o valor do pH da carne do
pescado (ALMEIDA et al., 2006; ECHEVENGUA et al, 2008; FREIRE e
GONCALVES, 2013).

A deterioracao bacteriana do pescado é retardada até o término do rigor mortis.
Logo, quanto mais prolongada for a rigidez, maior sera o tempo de conservacdo do
pescado. O estresse causado por um abate mal executado diminui consideravelmente
as reservas de glicogénio dos musculos, o que proporciona uma menor reducao do
pH da carne e menor duracao da fase de rigor mortis. Assim as condi¢cdes de captura
do pescado afetam diretamente o tempo de duracéo rigor mortis e a vida de prateleira
do produto final (ALMEIDA et al., 2006; ECHEVENGUA et al., 2008; FREIRE e
GONGCALVES, 2013).

Outro fator fundamental na conservacao do pescado € o abaixamento da
temperatura por meio do resfriamento. O resfriamento normalmente é feito por meio
do uso do gelo, que deve ser de 6tima qualidade microbioldgica, pois sua qualidade
afetara diretamente a qualidade do pescado. A quantidade de gelo deve ser suficiente
para manter a temperatura do pescado por volta de 0 a 2°C. Peixes submetidos a
esse método sdo denominados de pescado fresco ou resfriado (GIAMPIETRO e
REZENDE-LAGO, 2009; SCHERER et al., 2004).

Quando o gelo é empregado de maneira correta e em quantidade adequada,
ele contribui para a qualidade do pescado reduzindo a temperatura até 0 a 2°C,
havendo entdo um atraso nas alteracdes enzimaticas e bacterianas e banhando o

pescado em aguas limpas e frias resultantes da fusdo do gelo, arrastando assim
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consideravel quantidade de muco, sangue e microrganismos (GIAMPIETRO e
REZENDE-LAGO, 2009; SCHERER et al., 2004).

1.4. Anélises microbiolégicas e controle de qualidade do pescado

Processos de controle de qualidade podem ser considerados e entendidos
como acdes que busquem a aquisicdo pelo consumidor de alimentos de boa
qualidade, livres de contaminantes de natureza quimica, fisica ou biologica, que
possam acarretar problemas a saude (VELLOSO, 2004). A analise microbiologica
qualitativa e quantitativa € fundamental para conhecer as condi¢bes de higiene de
processamento dos alimentos, determinar possiveis riscos que aquele alimento pode
oferecer a salde dos consumidores e também estimar o tempo de longevidade do
alimento nas condic@es de prateleira (SILVA, 2002).

A perda inicial de qualidade do pescado fresco se deve as atividades autoliticas
post mortem, contudo, as alteracbes causadas pelo crescimento de bactérias séao
consideradas a principal causa de deterioracdo do pescado. O pescado pode ser
veiculador de microrganismos patogénicos para 0 homem, causando doencgas em que
os consome (Doengas Transmitidas por Alimentos) (RIBEIRO et al., 2009). Os
parametros microbiolégicos adotados pela resolucdo RDC n° 12 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéria, de 12 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001) para o pescado in
natura compreendem a contagem de Staphylococcus aureus, coliformes
termotolerantes (E. coli) e a pesquisa de Salmonella em 25 g de amostra.

Os estafilococos sdo bactérias gram positivas, anaerébicas facultativas, com
temperatura 6tima de crescimento de 30 a 37°C. Staphylococcus aureus € um dos
microrganismos mais implicados em casos de intoxicacdo alimentar (NETO, SILVA e
STAMFORD, 2002). A intoxicacdo causada pelo S. aureus é desencadeada pelo
consumo de enterotoxinas que séo produzidas por esta bactéria durante seu processo
de multiplicacdo no alimento. A presenca de S. aureus no pescado ocorre,
predominantemente, por meio da manipulacdo. A bactéria Staphylococcus aureus
habita com frequéncia a nasofaringe do ser humano, a partir da qual pode contaminar
as maos do homem e penetrar no alimento, causando a intoxicagdo alimentar

estafilococica. O patdgeno € encontrado em 30% da populagdo humana e um a dois
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tercos destes possuem cepas enterotoxigénicas, produtoras de toxina proteica
termoestavel (CUNHA NETO et al., 2002; FRANCO e LANDGRAF, 2008).

A Escherichia coli € uma das espécies predominantes de anaerobios
facultativos no intestino de homens e animais e geralmente € inofensiva para o
hospedeiro. Apesar disso, determinados sorotipos podem causar Doencas
Transmitidas por Alimentos. Escherichia coli tem sido comumente isolada a partir de
fragmentos estomacais e intestinais dos peixes que sao criados em ambientes
poluidos por esgotos, dejetos e fezes, assim, o estudo da flora microbiana dos peixes
permite a avaliacdo das condi¢des de criacdo dos mesmos (GUZMAN et al., 2004).

Outra enterobactéria que pode estar presente no pescado cultivado em agua
poluida € a Salmonella spp. O principal habitat das salmonelas € o trato intestinal de
aves, répteis e seres humanos. Geralmente, os alimentos sdo contaminados pelo
contato com aguas poluidas e direta ou indiretamente pelas fezes dos animais. A
Salmonella spp, bactéria causal da salmonelose, é um dos principais agentes
etioldgicos de casos de surtos de toxinfeccdes (GUIMARAES, et al. 2001). Segundo
AMPOFO e CLERK (2003) bactérias do género Salmonella tém sido frequentemente
associadas ao trato intestinal dos peixes e também s&o capazes de sobreviver e
multiplicar no muco e tecidos do peixe. Portanto, tornam os peixes um potencial

veiculo de transmissao de doencas alimentares.

1.5. Avaliac&o sensorial do frescor do pescado e o Método do indice de
Qualidade (MIQ)

As propriedades sensoriais dos alimentos determinam a aceitabilidade do
produto no mercado consumidor e, portanto, sua viabilidade econdmica. No caso do
pescado, o frescor tem grande importancia pelo fato de constituir o principal critério
que determina a sua aceitacdo. O pescado € avaliado pelos consumidores com um
rigor ainda maior do que muitos outros produtos de origem animal, por ser um alimento
mais perecivel. A andlise sensorial € uma ferramenta importante na avaliacdo da
gualidade do pescado fresco, sendo comumente utilizada tanto pelos consumidores,
quanto pelo setor pesqueiro e pelos servicos de inspecédo sanitaria (AMARAL e
FREITAS, 2013; BERNARDI et al., 2013).
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O método conhecido como "Quality Index Method" (QIM), traduzido para o
portugués como o Método do indice de Qualidade (MIQ), foi originalmente
desenvolvido em 1980 pela "Tasmanian Food Research Unit", mas a maioria dos
esquemas de MIQ para diversas espécies de pescado foram desenvolvidos na
Europa, onde esse método é largamente empregado. Inicialmente o MIQ foi
desenvolvido para peixes inteiros armazenados em refrigeracdo e hoje em dia, tem
sido aplicado em outros produtos, como filés e peixes congelados (AMARAL e
FREITAS, 2013; BERNARDI et al., 2013).

O método do indice de Qualidade tomou grande importancia na Comunidade
Europeia como uma medida alternativa para ultrapassar as dificuldades encontradas
nas tabelas sensoriais ("Esquema EU", CEE - Regulamento n.°103/76) de avaliacdo
do pescado fresco, as quais fazem uso de trés niveis de qualificacdo: E - extra, com
alta qualidade; A - boa qualidade; B - satisfatoria, ndo levando em conta as diferencas
biolégicas entre as espécies, gerando grande deficiéncia (AMARAL e FREITAS, 2013;
BERNARDI et al., 2013). O desenvolvimento de uma alianca estratégica, entre 0s
institutos europeus de pesquisa pesqueira, chamada “QIM-EUROFISH”, foi de suma
importancia para a globalizagdo do método (QIM EUROFISH, 2008).

O Método do indice de Qualidade baseia-se na avaliagéo objetiva dos principais
atributos sensoriais de cada espécie de peixe, através de um sistema de pontos de
demérito. Consiste na avaliacdo dos diversos atributos de qualidade do pescado
fresco, como aparéncia, textura, olhos, guelras e como ocorre a modificacdo destes
atributos de acordo com o tempo de estocagem. A cada atributo é dada uma
pontuacgao, que varia de zero a trés ou de zero a dois (de acordo com o seu grau de
importancia), sendo considerado zero como a melhor e dois ou trés como a pior
pontuacdo. As pontuacdes registradas em cada caracteristica somam-se para dar
uma pontuacéo sensorial total, o denominado indice de Qualidade (IQ). Quanto mais
proximo o 1Q estiver de zero, mais fresco o pescado estara (AMARAL e FREITAS,
2013; QIM EUROFISH, 2008; SVEINSDOTTIR et al., 2003).

O objetivo do desenvolvimento do MIQ para varias espécies € a obtencgéo de
uma relacdo linear em que o Indice de Qualidade aumente com o tempo de
armazenagem em gelo. Além de avaliar a qualidade do pescado em questao, o MIQ
permite a previsdo da validade comercial da espécie estudada. Quando a correlacdo

linear entre o indice de Qualidade (IQ) e tempo de armazenamento em gelo é obtido,
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as pontuacdes totais demérito podem ser utilizadas para prever o periodo de validade
comercial restante. Embora o MIQ seja uma ferramenta importante para predizer o fim
da validade comercial ou o tempo de rejeicao, ele deve ser estimado com a ajuda e o
apoio de outros métodos de avaliacdo, como as analises microbioldgicas e fisico-
quimicas (AMARAL e FREITAS, 2013; BERNARDI et al., 2013; SANT'ANA et al.,
2011).

O Método de indice de Qualidade (MIQ) vem sendo adaptado para varias
espécies de pescado: filé de bacalhau fresco (Gadus morhua) (BONILLA et al., 2007),
salméo do Atlantico (Salmo salar) (SVEINSDOTTIR et al., 2003), sardinha brasileira
(Sardinella brasiliensis e Cetengraulis edentulus) (ANDRADE et al., 2012), corvina
(Micropogonias furnieri) (TEIXEIRA et al., 2009), dourada (Sparus aurata L.) (SIMAT
et al, 2012), tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (RODRIGUES, 2008), entre outros.

Para a o desenvolvimento do esquema do MIQ é importante escolher um
pescado que tenha sido produzido com boas praticas de fabricacédo e boa qualidade
higiénico-sanitaria. A primeira etapa do MIQ € desenvolvida por 2 a 3 avaliadores com
experiéncia em avaliacdo sensorial de pescado e consiste na familiarizagcdo com a
espécie em questao, com descricdo e listagem dos atributos de qualidade, dando
origem a um esquema de MIQ preliminar. Na segunda etapa do MIQ o esquema
preliminar deve ser aprimorado para obter o esquema oficial e 4 a 6 julgadores devem
ser treinados para aplicar o esquema do MIQ corretamente. Na terceira etapa do MIQ
o esquema oficial deve ser validado e para isso o pescado deve ser avaliado no
minimo a cada 3 dias pelos julgadores treinados durante todo o periodo de estocagem
no gelo. O MIQ deve ser aplicado para estabelecer a correlacao entre o 1Q e o tempo
de estocagem no gelo. Durante esse periodo analises fisico-quimicas e
microbiolégicas devem ser incluidas para determinar o grau de deterioracdo e
comparar com os resultados do MIQ (BERNARDI et al., 2013).

1.6. Uso da PCR naidentificacdo de espécies de bactérias patogénicas

Atualmente um diagnostico completo e preciso em casos de infeccOes
alimentares € um desafio para que haja um controle adequado dos casos isolados e
surtos. Diante de inovagfes tecnoldgicas disponiveis, hoje em dia j& sdo utilizados

sistemas moleculares que estdo sendo empregados com a finalidade de triagem e
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confirmacéo para diagnostico microbiolégico de algumas espécies de microrganismos
causadores de toxinfecgdes (DICKEL et al., 2005).

A reacdo em cadeia da polimerase — PCR — € uma técnica molecular altamente
sensivel e especifica capaz de detectar até uma copia de DNA de qualquer célula e
produzir resultados em poucas horas. O diagndstico de diversas doencgas infecciosas,
ndo s6 de origem alimentar, tem sido feito através da amplificacdo especifica de
sequencias de acidos nucléicos por meio da PCR (RODRIGUES et al., 2011).

A utilizacdo da PCR no diagnostico microbioldgico surgiu como uma opcao a
mais em relagdo aos métodos de cultura tradicionais ja utilizados ha bastante tempo.
Comparando com os métodos convencionais, esta técnica apresenta diversas
vantagens como um bom limite de deteccdo, maior poder de tipificacdo e
discriminacao, além de um potencial para que possam ser realizados trabalhos com
espécies bacterianas que ndo sao cultivaveis nos meios de cultura tradicionais
(GANDRA et al., 2008).

Outro ponto que valoriza a utilizagdo do método analitico PCR na verificacao
da presenca de microrganismos patogénicos em alimentos € a confirmacdo e
esclarecimento, ja que métodos microbiolégicos tradicionais apresentam
desvantagens como presenca de resultados falso-negativos e longo tempo para
liberacdo de resultados. Sendo assim, a aplicacdo da técnica da PCR tem o objetivo
de reduzir ou eliminar inconveniéncias e erros que possam ter passado pelos métodos

microbiolégicos convencionais (RODRIGUES et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi adaptar e aplicar o Método do indice de
Qualidade (MIQ) para o pintado cultivado afim de estabelecer o seu prazo de validade
comercial. Também foram pesquisadas as condi¢cdes microbiolégicas do pintado
fresco, resfriado e exposto ao consumo nas peixarias de hipermercados da cidade de
Brasilia — DF.

2.2. Objetivos Especificos

Adaptar e aplicar o Método de indice de Qualidade para avaliagdo dos aspectos
sensoriais do pintado fresco e conservado em gelo, com determinacé&o do seu frescor

e do tempo de longevidade.

Realizar nas amostras de pintado fresco as analises bacterioldgicas: contagem total
dos microrganismos aerobios mesofilos e psicrotréficos, determinacdo do Numero
Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e de coliformes termotolerantes, contagem

de Staphylococcus sp. e pesquisa de Salmonella sp.

Aplicar a técnica de PCR para caracterizacdo genética de bactérias suspeitas de

serem patogénicas (S. aureus, E. coli e Salmonella sp.).
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3. JUSTIFICATICA

Os trabalhos com foco em controle microbiolégico de alimentos sdo, em sua
totalidade, de grande importancia e impacto, ndo sé para a comunidade académica,
em termos de conhecimento e pesquisa, mas também para a comunidade em geral,
gue esta diretamente ligada com o consumo.

O consumo de pescado vem aumentando de forma exponencial em todo o
mundo nos ultimos anos, sendo a carne do pescado uma importante fonte de
proteinas, vitaminas e minerais. A carne proveniente de peixes como o pintado tem
baixo teor de gordura e baixo valor caldrico, o que incentiva 0 seu consumo pela
populacdo em busca de uma alimentacdo mais saudavel. A carne do pintado é
considerada nobre, tanto pela aparéncia (sabor pouco acentuado, cor clara e textura
firme) como pela auséncia de espinhos intramusculares.

Diante do aumento do consumo também se faz necessario o aumento da
producdo através da pratica piscicultura e o controle de qualidade do pescado
produzido. Sendo o pescado considerado um dos alimentos proteicos com maior
facilidade de sofrer deterioracéo, a qualidade da carne do pescado deve ser priorizada
desde a fase de producao até a fase de comercializacdo do produto final.

O desenvolvimento do Método do Iindice de Qualidade (MIQ) para
estabelecimento do prazo de validade comercial do pintado tem uma forte relevancia,
ja que, na literatura, ainda ha poucos registros que relacionem este método com o

pintado.
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta e preparo das amostras para as analises microbioldgicas

Foram coletadas seis amostras de pintado inteiro e eviscerado, que,
posteriormente foram cortadas em postas, comercializadas em quatro hipermercados
de Brasilia no periodo de Setembro a Novembro de 2014. As coletas das amostras
foram realizadas no mesmo dia em que se iniciaram as analises laboratoriais, sendo
as mesmas transportadas dos supermercados por tempo maximo de uma hora até o
laboratério. Para o preparo das amostras, foram pesadas, assepticamente, 25 g de
cada amostra e diluidas em 225 ml de agua peptonada 0,1% (p/v). O material foi
homogeneizado por 20 minutos, obtendo-se desta forma a primeira diluicdo (101). A
partir da primeira diluicdo foram realizadas as demais diluicbes decimais. As analises
foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como média e desvio
padrdo. A numeracao das amostras foi feita em ordem de coleta (1 ao 6) para que a

origem das amostras nao fosse revelada.

4.2. Contagem total de bactérias aer6bias mesoéfilas e psicrotréficas

Para contagem total de bactérias aerdbias mesdéfilas e psicrotréficas, inoculou-
se 0,1 ml de cada diluicao na superficie das placas contendo o meio de cultivo Agar
Padrdo para Contagem. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas para
bactérias mesodfilas e a 7°C + 1°C por 7 dias para bactérias psicrotréficas. Para a
contagem de col6nias, selecionaram-se as placas contendo entre 25 a 250 col6nias,
multiplicando-se o valor encontrado pelo fator de diluicdo correspondente, e
expressando o resultado em Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) por grama de
amostra (UFC/g).
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4.3 Determinacdo do namero mais provavel (NMP) de coliformes totais e de

coliformes termotolerantes

A técnica de Numero Mais Provavel (NMP) é um método que estima a
densidade de microrganismos viaveis presentes em uma amostra. A determinacao do
NMP de microrganismos € baseada no principio de que, numa amostra liquida as
bactérias podem ser separadas por agitacéo, resultando numa suspensdo em que as
células estejam uniformemente distribuidas. A comparacao de tubos com crescimento
positivo ou negativo, apés a incubacéo, permite estimar, por calculo de probabilidade,
a densidade original dos microrganismos na amostra (FENG et al., 2002).

Para a determinagédo do NMP de coliformes, inoculou-se 1 ml de cada dilui¢cao
em uma série de 3 tubos de ensaio contendo 10 ml de caldo lactosado (lactose 0,5%
(p/v), peptona bacterioldgica 0,5% (p/v) e extrato de carne 0,3% (p/v) ) e tubos de
Durham invertidos e a incubou-se a 37°C durante 24-48 horas. Apos a incubacao foi
verificado os tubos positivos (com turvacao e producéo de gas nos tubos de Durham)
e estes foram considerados prova presuntiva positiva para coliformes totais.

Aliguotas dos tubos positivos no caldo lactosado foram transferidas,
simultaneamente, para caldo verde brilhante bile lactose 2% (para a confirmacéo de
coliformes totais) e para caldo Escherichia coli (para a confirmacdo de coliformes
termotolerantes). Os tubos contendo caldo verde brilhante bile lactose 2% e tubos de
Durham invertidos foram incubados a 37°C por 24 horas. A presenca de gas indicou
prova confirmatoria positiva para coliformes totais. Os tubos contendo caldo
Escherichia coli e tubos de Durham invertidos foram incubados em banho-maria a
45°C por 24 horas. A presenca de gas indicou prova confirmatéria positiva para
coliformes termotolerantes. Atravées da Tabela 1 foi obtido o NMP de coliformes totais

e de coliformes termotolerantes por grama da amostra (NMP/Q).
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Tabela 2. Niumero mais provéavel por grama (NMP/g) para 3 tubos com os

indculos de 0,1, 0,01 e 0,001 ml e os respectivos intervalos de confianca a 95%.

Tubos positivos

0.10 0.01 0.001

0

NN DN DNDNDNDNPRPRP PP PP PP OO OO O

0

P P PO OO W NDNPFP P OOOWNDN| L PFL O

0

NP ONPFP OO FP OF ODMNMNPFP O OO|Fr O Pk

NMP/g

<3.0
3.0
3.0
6.1
6.2
9.4
3.6
7.2
11
7.4
11
11
15
16
9.2
14
20
15
20
27

Baixo | Alto | 0.10 0.01 0.001

Limite de
confianga
- 9.5
0.15 | 9.6
0.15 11
1.2 18
1.2 18
3.6 38
0.17 18
1.3 18
3.6 38
1.3 20
3.6 38
3.6 42
4.5 42
4.5 42
14 38
3.6 42
4.5 42
3.7 42
4.5 42
8.7 94

Tubos positivos

2

W W W W W W W Www w w w w w w NN DNDNDNDDN

2

W W W WINDNDNDNDNPEP PP P OOOWWINNDN

NMP/g

21
28
35
29
36
23
38
64
43
75
120
160
93
150
210
290
240
460
1100
>1100

Limite de
confianga
Baixo @ Alto
4.5 42
8.7 94
8.7 94
8.7 94
8.7 94
4.6 94
8.7 110
17 180
9 180
17 200
37 420
40 420
18 420
37 420
40 430
90 | 1000
42 1000
90 | 2000
180 4100
420 -

FONTE: http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods
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4.4. Pesquisa de Salmonella sp.

Para a pesquisa de Salmonella sp., a diluicdo 10! das amostras foi incubada
a 37°C por 24 horas. Esta fase € caracterizada como pré-enriquecimento geral. Apos
a incubacédo, aliquotas de 1 ml foram transferidas para caldo selenito-cistina e
incubadas a 37°C por 24 horas. Esta fase é caracterizada como enriquecimento
seletivo. Apés a incubacao, procedeu-se a técnica de isolamento, onde a partir de
cada tubo, semeou-se em estrias para isolamento, placas de Petri contendo o meio
agar Salmonella Shigella (Agar SS).

As coldnias ndo fermentadoras de lactose e/ou com pigmento negro foram
reisoladas em &gar Salmonella Shigella para obtencdo de colbénias puras e entdo
estas foram transferidas para meio de cultivo contendo agar TSI (trés acucares e
ferro). Este meio contém trés acucares: glicose (0,1%), lactose (1%) e sacarose (1%),
além do indicador vermelho de fenol para detec¢édo da fermentacdo de carboidratos.
A fermentacao de carboidratos € indicada pela mudanca da cor do meio de vermelho
para amarelo. Se o microrganismo em estudo for capaz de produzir sulfeto de
hidrogénio (H2S), este se conjuga com um composto de ferro existente no meio,
dando origem a sulfeto de ferro que, sendo insollvel, precipita e tem cor negra
(indicado pela cor preta na base do tubo) (ANVISA, 2010).

No agar TSI, enterobactérias como E. coli, Enterobacter e Klebsiella
fermentam a glicose e a lactose e/ou sacarose (2 ou 3 agucares do meio) tornando a
base e a superficie do tubo de cor amarela e geralmente € possivel detectar a
presenca de gas (CO2) pela formacao de bolhas e/ou fragmentacédo do meio. Quando
a superficie do meio esta vermelha e a base amarela significa que acorreu
fermentacdo apenas da glicose (ficando a lactose e a sacarose sem fermentacéo).
Os microrganismos degradam, preferencialmente, a glicose em primeiro lugar, mas
como este substrato esta presente em concentracdo minima, a quantidade de acido
produzida € limitada e é rapidamente oxidada na superficie. Se houver producéo de
sulfeto de ferro a base do meio torna-se negra (Figura 1). Essa reacéo é caracteristica
de enterobactérias néo fermentadoras de lactose como Shigella e também produtoras
de H2S como Salmonella (ANVISA, 2010). As col6nias suspeitas foram submetidas a

identificagdo molecular através da técnica de PCR.
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Figura 1. Reacdes bioquimicas das diferentes espécies de bactérias no Agar TSI

(Fonte: ASM microbelibrary.org).

4.5. Contagem de Staphylococcus sp.

Para a contagem de Staphylococcus sp., as amostras foram semeadas em
meio de cultivo Agar Mueller Hinton suplementado com cloreto de sédio 7% (p/v) e
incubadas a 37°C por 48 h. Apos incubacao, as colbnias isoladas foram semeadas
em agar Sal Manitol e incubadas em 37°C por 48h. As colbnias fermentadoras de
manitol foram contadas e posteriormente coradas pelo método de Gram. As coldnias
suspeitas de serem S. aureus foram submetidas a identificacdo molecular através da
técnica de PCR.

4.6. Extracdo do DNA bacteriano para anélise molecular

A extracdo de DNA bacteriano foi realizada utilizando o kit NucleoSpin Plasmid®
(MN). Antes de iniciar a extragao foi feito a preparacdo das solucbes reagentes

(colocou-se em banho-maria a 50°C o tampdo AW), materiais e amostras. As
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amostras foram representadas pelas colbnias de bactérias isoladas suspeitas de
serem patogénicas cultivadas por 12 h. em caldo LB.

Adicionou-se 1,5 mL da amostra no tubo eppendorf, centrifugou-se por 5
minutos, descartou-se o sobrenadante (com cuidado para ndo descartar o Pellet).
Repetiu-se este procedimento por mais trés vezes, completando-se o volume de 6 mL.
Foram adicionados 250 pL do tampé&o Resuspension Buffer A1, encostando a ponteira
no Pellet e misturando (este tampéo tem como funcéo impedir a formacgéao de grumos
celulares). Apos isso, o0s tubos eppendorfs foram homogeneizados em “vortex”.

Em seguida, foram adicionados 250 pL do tampado Lysis Buffer A2,
homogeneizou-se e deixou descansar por 5 minutos (esta etapa é importante para a
lise das paredes e das membranas celulares, com liberacdo do conteudo da célula).
Passado o tempo de descanso, foi adicionado 300 pL do tampé&o Neutralization Buffer
A3, homogeneizou-se e centrifugou-se por 10 minutos (este tampéao tem como fungao
retirar as proteinas que envolvem o DNA e tornar o pH préximo de 8, impedindo que
a solucéao de lise facilite a quebra das ligacfes covalentes do acido nucléico).

Em seguida, enumeraram-se os tubos contendo filtros com silica, transferiu-se
0 sobrenadante para o filtro e centrifugou-se por 5 minutos. Descartou-se o que foi
filtrado, adicionou-se 500 puL do tampdo AW (mantido no banho-maria a 50°C) e
centrifugou-se por 2 minutos. Novamente, foi descartado o filtrado. Adicionou-se 600
uL do tampéo A4, centrifugou-se por 2 minutos e descartou-se o filtrado (os tampdes
AW e A4 contém isotiocianato de guanidina, em concentracdes crescentes, para
facilitar a adsorcdo do DNA na silica e retirada das outras biomoléculas da amostra).
Foi feita outra centrifugagéo com o tubo vazio.

Apos isto, o filtro foi trocado para outro eppendorf definitivo, onde foi adicionado
50 uL do tampéo Elution Buffer AE (este tampéo favorece a eluicdo do DNA),
centrifugou-se por 2 minutos, descartou-se o filtro e as amostras foram armazenadas
em freezer a -20°C. A qualidade e a quantidade de DNA extraido foram determinadas
por eletroforese em gel de agarose, em comparacdo com o padrdo de massa
molecular DNAI/Hindlll marcador de 100 pb (JENA®).
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4.7. Desenho dos oligonucleotideos para a PCR

A selecéo das regides génicas a serem analisadas para E. coli, S. aureus e
Salmonella ssp. foi realizada conforme busca na literatura e optou-se por trés regides
génicas especificas, tetB, CoA e a invA, respectivamente. A partir da descricdo das
sequéncias referentes as regifes especificas para uma dada regido gendmica

recuperadas no programa BLAST (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqgi, ANEXO 1),

foram desenhados oligonucleotideos usando o programa Primer 3 Plus

(http://www.bioinformatics.nl/cqi-bin/primer3plus/ primer3plus.cgi). Os parametros

utilizados para a construcéo dos primers estéo listados na Tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo dos limites minimos e maximos para a construcdo dos

oligonucleotideos

Parametro Limite minimo Limite méaximo
Temperatura de anelamento 58°C 62°C
Conteudo de GC no oligonucleotideo 20% 80%
Tamanho do Oligonucleotideo 18 bases 27 bases
Tm do amplicon 75°C 85°C
Tamanho do amplicon 270 bases 330 bases

Apos selecionar os pares de oligonucleotideos que atendiam a essas
condic@es, foi utilizado o programa Oligo Analyzer da Integrated DNA Technologies

(IDT), (http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/) para verificar a

formacéo de dimeros, dobramento (hairpin) e AG de formacao de hibridos. Os primers

especificos obtidos para este estudo estao descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Caracteristicas dos oligonucleotideos utilizados no estudo

Oligonucleotideo Sequéncia (5"23") Produto Espécie
estimado

CoA F GATCTTCGCGTGATACGTCA 303pb S. aureus
CoA R GTTCGTGCAATGTTTTGTCC
invA_F CATTGGTGATGGTCTTGTCG 298 pb Salmonella ssp.
invA_R CTCGCCTTTGCTGGTTTTAG
tetB_F CAAAACTTGCCCCTAACCAA 302pb E. coli
tetB_R ATACGCCAAAGTGGTTAGCG

4.8. PCR qualitativo

ApoOs a extracdo do DNA, a amplificacao de fragmentos de genes foi realizada
utilizando o termociclador Techne® modelo TC-512. As condi¢des de termociclagem
foram 95°C por 2 minutos e 35 ciclos de desnaturagédo a 95°C por 1 minuto, seguida
de 60°C por 1 minuto, para o anelamento dos oligonucleotideos e 72°C por 1 minuto
para a extensao dos fragmentos.

Foram utilizados, para cada reacao de PCR: 2,5 pL de tampéo 10x (10mM de
Tris e 50mM de KCI), 0,7 pL de MgCl2, 1,5 uL de dNTPs (2,5 mM), 0,5 uL de Tag-
Polimerase (Cenbiot, 5U/uL), 1,5 pL de oligonunleotideos foward e reverse (10 uM),
completando com agua Milli-Q para um volume final de 25 uyL por reacdo com a
amplificacéo de 10 ng de DNA extraido da amostra bacteriana.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose,
contendo brometo de etideo e visualizados sob iluminacéo ultra-violeta. O marcador
de massa molecular utilizado foi o 100 pb DNAI/HindIll (JENA®).

4.9. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de extracdo do DNA e PCR foram analisados em gel de agarose
2%. O tempo de corrida do gel € de aproximadamente 1 hora e 30 minutos, sendo que
no comeco foi usado a voltagem de 50 V e apds comecar a correr o gel, aumentou-se
a voltagem para 100 V. Utilizou-se o marcador de 100 pB (pares de bases). Foi
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adicionado 3 pL de corante Bromophenol (que tem a fungao de fazer uma ligagao na
amostra de DNA e permitir a visualizacédo da corrida no gel de agarose) em 7 pL de
amostra. Para o preparo do gel foi utilizado TBE (Tris- Acido Borico), agarose e
brometo de etidio (sua funcdo é de corar o gel e permitir a visualizacdo do DNA,

quando colocado a luz ultravioleta).

4.10. Método do indice de qualidade (MIQ) para o pintado

Os experimentos foram feitos entre Novembro de 2014 e Abril de 2015. O
pintado fresco de cativeiro foi adquirido na cidade de Brasilia, porém foram coletadas
amostras com procedéncia rastreada com origem em uma fazenda produtora
localizada no estado de Tocantins. Em todas as etapas do MIQ as amostras de pintado
foram adquiridas 3 dias ap6s o abate (contagem assegurada pelo rastreamento da
amostra) e a partir dai comecou-se a considerar o tempo zero de estocagem no gelo.
Foram adquiridos 4 peixes inteiros e eviscerados para a observacéo inicial, 4 peixes
para o treinamento e 4 peixes para o estudo de validacdo do MIQ. Os peixes tinham
um peso entre 2,3 e 2,7 quilos. Os peixes foram mantidos em gelo (potavel e filtrado)
dentro de caixas, que foram armazenadas dentro de um refrigerador. Diariamente ou
a cada 2 dias foi adicionado gelo fresco nas caixas para repor o gelo derretido.

Para desenvolver o esquema preliminar do MIQ do pintado mantido em gelo,
na primeira etapa foram selecionados dois avaliadores com experiéncia em
microbiologia de pescado e avaliacdo sensorial. A cada dois dias, 0os peixes foram
escolhidos aleatoriamente e examinados por um intervalo de tempo de até 16 dias
apos o abate. As principais alteracdes sensoriais nos peixes foram selecionadas e
descritas em detalhe no esquema preliminar (Tabela 10). A pontuacédo de 0 a 3 ou 2
pontos de demérito foi dada para cada mudanca de paréametro avaliado. As
observacdes foram realizadas sob condicoes padronizadas e em temperatura
ambiente.

Na segunda etapa, o desenvolvimento do MIQ incluiu o treinamento de 4
avaliadores. O esquema preliminar foi explicado aos avaliadores e estes realizaram
vérias sessfes de avaliacdo sensorial para observar o pintado estocado por diferentes

periodos no gelo (entre 3 e 21 dias apos o abate). No final desta etapa, foi elaborada
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a versao final do esquema do MIQ. As observacdes foram realizadas sob condigoes
padronizadas e em temperatura ambiente.

Na terceira etapa, para a validacdo do MIQ, os 4 avaliadores treinados
avaliaram os peixes escolhidos aleatoriamente e de acordo com o esquema do MIQ,
para estabelecer a correlacdo entre o 1Q e o tempo de estocagem no gelo. Durante
esse periodo foram realizadas andlises microbiolégicas com contagem total de

mesofilos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Contagem total de bactérias aerobias mesadfilas e psicrotréficas no

pintado fresco e resfriado

De acordo com a Comissédo Internacional de Especificagdes Microbiologicas
para Alimentos — ICMSF (2002), a quantificacdo de microrganismos mesofilos e
psicrotréficos € um bom indicador microbiolégico utilizado no controle de qualidade de
alimentos. Apesar da legislacao atual (BRASIL, 2001) ndo estabelecer valores limites
na quantificagdo desses microrganismos nos alimentos em geral, um nimero elevado
desses microrganismos indica um risco aumentado da presenca de patégenos e da
fase inicial de deterioracdo, com perdas de qualidade sensorial e nutricional do
alimento (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

A Tabela 5 apresenta as contagens totais de bactérias aerébias mesdfilas e
psicrotroficas nas seis amostras de pintado fresco analisadas neste estudo. Os
resultados foram expressos como médias de unidades formadoras de coldnias por

grama de pescado (UFC/g) e como log de UFC/g com o desvio padréo.

Tabela 5. Contagem total de bactérias aerobias mesoéfilas e psicrotréficas nas

amostras de pintado fresco.

Amostras Bactérias mesoéfilas Bactérias psicrotroficas
UFCl/g log UFC/g = DP UFClg log UFC/g = DP
Amostral  9,7x10% 4,98 + 0,03 2,2x10° 5,34 +£0,16
Amostra 2 6,9x10° 6,83+ 0,11 9,3x107 7,96 + 0,02
Amostra 3 8,6x103 3,93+0,62 6,9x10° 6,83+0,11
Amostra 4 2,2x10° 5,34 + 0,26 1,9x10° 6,27 £ 0,14
Amostra 5 9,2x102 2,96 + 0,48 1,7x10% 4,23 +£0,04
Amostra 6 2,2x10% 4,34 £ 0,28 2,8x10° 6,44 + 0,08

Os resultados foram expressos como média de medidas em triplicata; DP = desvio
padrao
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De acordo com FRANCO e LANDGRAF (2008) contagens de bactérias
mesofilas na carne crua entre 103 e 10% UFC/g indicam um produto sem deterioracéo
microbiana. Ja carnes contendo concentracdes bacterianas entre 10® e 10’ UFC/g
estdo com a qualidade comprometida, com inicio de deterioracdo. Acima de 108 UFC/g
a carne ja apresenta sinais de deterioragdo, com a presenca de odores
desagradaveis. Neste estudo somente a amostra 2 apresentou alta contagem de
meso6filos (6,9x10° UFC/g). Segundo a ICMSF (1986), a contagem de mesofilos no
pescado acima de 108 UFC/g é usualmente um indicador de matéria prima velha, com
longo periodo de estocagem no gelo ou abuso de temperatura durante a estocagem.
As outras amostras mostraram contagens baixas ou aceitdveis de mesofilos (entre
9,2x10% e 2,2x10° UFC/g).

Ja para a contagem de microrganismos psicrotroficos, todas as amostras
apresentaram valores mais elevados, sendo que as amostras 2, 3, 4 e 6, ou seja,
66,67% das amostras tiveram altas contagens de psicrotréficos (entre 1,9x10° a
9,3x107). As bactérias psicrotréficas sdo um grupo de microrganismos com
crescimento visivel a 7+1°C em 07 a 10 dias. Os microrganismos aerobios
psicrotroficos em numero elevado sao responsaveis pela diminuicdo da vida de
prateleira dos alimentos refrigerados, por constituirem seus principais deterioradores
(APHA, 2001). Muitos microrganismos tem a capacidade de deteriorarem o pescado
por acdes de enzimas proteoliticas e lipoliticas, mesmo estando em baixas
temperaturas de estocagem, logo, a proliferacdo de microrganismos psicrotréficos
influencia diretamente o frescor do pescado e sua vida de prateleira (LANZARIN et.
al., 2011).

Os resultados de algumas amostras neste estudo podem ser comparados ao
estudo de COSTA (2009), onde o filé de pintado coletado em uma indastria de
processamento de pescado mostrou contagem de meséfilos de 2,7x10°> UFC/g e
contagem de psicrotréficos de 3,2x10* UFC/g. JA no estudo de LANZARIN et. al.
(2011), que realizaram uma estimativa do prazo de validade comercial de filé de
pintado fresco, mantido em embalagem de polietileno e estocado em camara
frigorifica (0 a 3°C) por 37 dias, as contagens de psicrotroficos foram baixas ou nulas
no periodo inicial da estocagem. As contagens de psicrotréficos se mantiveram
zeradas até o 8° dia de estocagem, havendo aumento progressivo a partir do 11° dia

de estocagem, variando de 1,12 a 6,54 log UFC/g.
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5.2. Determinacdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e de

coliformes termotolerantes no pintado fresco e resfriado

Coliformes totais sédo bacilos gram-negativos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, conhecidos por serem anaerobios facultativos ndo esporulados,
com capacidade de crescer em presenca de sais biliares e principalmente, produzir
gas e 4cidos a partir do processo de fermentacéo de lactose, em temperaturas de 35-
37°C no periodo de 24-48 horas. Contagens elevadas de coliformes totais evidenciam
possiveis problemas higiénicos no processamento, possiveis contaminacdes pos-
sanitizacdo ou pos-processo e provavel presenca de microrganismos patogénicos
entéricos (FRANCO e LANDGRAF, 2008; SOUSA, 2006).

Coliformes termotolerantes sdo considerados subgrupo dos coliformes totais,
0s guais fermentam lactose também com producdo de gas em temperaturas mais
elevadas (44,5 a 45,5°C) no periodo de 24-48 horas (FRANCO e LANDGRAF, 2008)
A andlise de coliformes termotolerantes tem objetivo de indicar a presenca de material
fecal na amostra, e a partir disso, ser possivel a avaliacdo da presenca de patdgenos
gue oferecam risco de toxinfeccdo alimentar. Uma contagem elevada de coliformes
termotolerantes indica deficiéncia no processo de manipulacdo e higiene dos
alimentos (SANTOS, 2013). A Tabela 6 apresenta os resultados deste estudo para a
determinacdao do numero mais provavel (NMP/g) de coliformes totais e de coliformes

termotolerantes nas amostras de pintado fresco.

Tabela 6. Determinacdo do numero mais provavel (NMP/g) de coliformes totais

e de coliformes termotolerantes nas amostras de pintado fresco.

Amostras Coliformes totais Coliformes termotolerantes
NMP/g NMP/g
Amostra 1 0,9x10? 0,4x101
Amostra 2 2,4x10? ausente
Amostra 3 0,6x10?! ausente
Amostra 4 5,7x10?! 0,6x10?
Amostra 5 2,3x10* 0,6x10?
Amostra 6 1,6x10* 1,6x10*

Os resultados foram expressos como média de medidas em duplicata
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Neste estudo, a amostra 6 teve a maior enumeracao de coliformes totais e de
coliformes termotolerantes (1,6x10' UFC/g). As outras amostras mostraram um
namero baixo de coliformes totais e de termotolerantes. No estudo posterior de
biologia molecular, 2 culturas isoladas (coliformes termotolerantes) foram testadas e
foram geneticamente confirmadas como E. coli patogénica. A legislacdo brasileira
(BRASIL, 2001) ndo estabelece valores limites para coliformes termotolerantes no
pescado “in natura” resfriado. A ICMSF (1986) preconiza um limite maximo de 5,0x102
UFC/g para E. coli no pescado fresco ou congelado.

Resultados semelhantes a este estudo foram obtidos por DELBEM et. al.
(2010), que verificaram enumeragédo de 2,1x10*NMP/g para coliformes a 45°C no
tempo zero de estocagem no gelo em amostras de pintado (peixe inteiro) coletadas
de pescadores artesanais da cidade de Corumba-MS, no Rio Paraguai. No entanto,
apos 3 dias de estocagem no gelo a enumeracao de coliformes termotolerantes subiu
para 5,0x10° NMP/g, mostrando que esse pescado se tornou inadequado para

consumo humano.

5.3. Contagem de Staphylococcus sp. no pintado fresco e resfriado

Pertencentes a familia Micrococcaceae, bactérias do género Staphylococcus
possuem células esféricas, sdo gram positivas imoveis ndo esporuladas e possuem
um metabolismo fermentativo e respiratério. Dentro deste género, Staphylococcus
aureus € a espécie contaminante mais comum encontrada em alimentos, sendo um
dos principais responsaveis por surtos de intoxicacdo alimentar, devido a capacidade
destas bactérias em produzir e liberar enterotoxinas causadoras de intoxicacfes
(LORENZON, 2009).

Conhecidas como enterotoxinas estafilocécicas, estas tem caracteristicas
termoestaveis e podem ser encontradas no alimento mesmo apds o processo de
cozimento, o que é um agravante para a ocorréncia de quadros de intoxicacdes
alimentares, sendo que, varios estudos apontam os manipuladores do alimento como
principais responsaveis pela transmissdo deste microrganismo (NETO, SILVA e
STAMFORD, 2002).

A Tabela 7 apresenta os resultados da contagem de bactérias Staphylococcus

sp. nas amostras de pintado fresco.
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Tabela 7. Contagem das coldnias no agar sal, das coldnias fermentadoras de
manitol no agar sal manitol e de Staphylococcus aureus, apés coloracdo de

gram nas amostras de pintado fresco.

Amostras Agar sal Agar Sal Manitol Coloracéo de gram
(total de coldnias) (colénias amarelas) (S.aureus)
UFClg UFC/g UFClg
Amostra 1 1,0x102 1,0x102 1,0x102
Amostra 2 1,5x103 7,0x10? 2,0x10?
Amostra 3 6,6x107 5,6x10? 5,6x10?
Amostra 4 2,0x10%* 2,0x10? 2,0x10?
Amostra 5 2,6x103 ** 8,0x102 7,0x102
Amostra 6 5,3x10? 5,3x10? 5,3x10?

Os resultados no agar sal foram expressos como média de medidas em triplicata; *
somente uma placa apresentou colbnias; ** duas placas apresentaram colbnias e o
resultado foi expresso como média.

A legislacédo brasileira (BRASIL, 2001) estabelece o valor limite de 1,0x10°
UFC/g para contagem de Staphylococcus aureus no pescado “in natura”, refrigerado,
que ndo sera consumido cru. A contagem de S. aureus em numeros inferiores a
1,0x10® UFC/g, normalmente, indica condi¢Ges higiénicas inapropriadas e/ou
processamento deficiente, por se tratar de uma bactéria procedente de manipulacéo
humana inadequada (SIMON e SANJEEV, 2007). Os resultados deste estudo
mostraram que as seis amostras de pintado, ou seja, 100% das amostras
apresentaram cepas de S. aureus indicando condi¢des higiénicas inapropriadas.
Porém todas as amostras estavam de acordo com a legislacéo brasileira (BRASIL,
2001), com contagem de col6nias de S. aureus inferiores a 1,0x103UFC/g. No estudo
posterior de biologia molecular, algumas amostras foram testadas e foram
geneticamente confirmadas como S. aureus.

Resultados semelhantes a este estudo foram obtidos por RIBEIRO et al. (2009),
onde a partir da analise de 74 amostras de pescado processado, 100% das amostras
apresentaram cepas de S. aureus, sendo que 73 amostras apresentaram contagens
menores que 1,0x102 UFC/g e apenas 1 amostra apresentou contagem de 1,0x10°
UFC/g. No estudo de DELBEM, et al (2010), ndo foram identificadas colonias

caracteristicas de S. aureus em amostras de pintado (peixe inteiro) coletadas de
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pescadores artesanais da cidade de Corumba-MS, no Rio Paraguai e estocadas no

gelo.

5.4. Pesquisa de Salmonella spp. no pintado fresco e resfriado

Microrganismos do género Salmonella s&o pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, morfologicamente sdo bacilos gram negativos, e
bioquimicamente, podem fermentar glicose e produzir gas, e geralmente sao sacarose
e lactose negativos (FRANCO e LANDGRAF, 2008). A Salmonella spp. € a principal
bactéria envolvida em casos de toxinfeccfes alimentares, sendo um problema atual
de saude publica, dai sua importancia nos estudos de controle de qualidade de
alimentos (GUIMARAES, et al. 2001).

O pescado pode ser uma fonte de contaminacdo potencial de espécies de
Salmonella spp. O habitat da Salmonella spp. € o trato intestinal de animais e seres
humanos. Sua principal via de transmissdo é pelos alimentos que podem ser
contaminados direta ou indiretamente pelas fezes dos animais ou humanos
portadores da bactéria e/ou pelo contato com aguas poluidas. A presenca de
Salmonella sp. pode indicar falha em qualquer das etapas de processamento do
alimento, comprometendo a qualidade, sendo que, as consequéncias para a saude
do consumidor podem ir desde uma toxinfeccdo até a morte oriunda de complicacdes
(D’ AOUST, 2007; RIBEIRO et al. 2009).

A Tabela 8 apresenta os resultados da pesquisa de Salmonella spp. nas

amostras de pintado fresco.
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Tabela 8. Pesquisa de Salmonella spp. nas amostras de pintado fresco.

Amostras Agar TSI * Resultados do PCR
Suspeita de Salmonella spp.
Amostra 1 Positivo Salmonella spp.
Amostra 2 Positivo Salmonella spp.
Amostra 3 Negatvo | = -
Amostra 4 Negatvo | -
Amostra 5 Negatvo | = -
Amostra 6 Negatvo | = -

* superficie do meio vermelho e base amarela ou com pigmento preto

A legislacéo brasileira (BRASIL, 2001) estabelece que a carne de pescado “in
natura”, resfriada ou congelada deve estar livre de Salmonella spp. em 25g. Neste
estudo, as amostras 1 e 2, ou seja, 33,34% das amostras estavam improprias para o
consumo humano, pois apresentaram cepas de Salmonella sp.

DELBEM et al., (2010) obtiveram resultados ausentes de Salmonella em
amostras de pintado (peixe inteiro) coletadas de pescadores artesanais da cidade de
Corumba-MS, no Rio Paraguai e estocadas no gelo. No entanto, trabalhos que
analisaram o pescado proveniente de cultivo obtiveram Salmonella spp. em algumas
das amostras analisadas. No trabalho de LORENZON et al. (2010) foi detectada a
presenca de bactéria do género Salmonella em uma amostra de masculo e em duas
amostras de trato gastrintestinal de peixes de pesque-pagues situados na microbacia
do Cérrego Rico, SP. A presenca do microrganismo no trato gastrintestinal de peixes
pode ser justificada pelo contato com aguas contaminadas. LINDER et al. (2011)
detectaram Salmonella em 5,7% de peixes analisados de alguns pesqueiros no
Estado de Sdo Paulo. Segundo AMPOFO e CLERK (2003) bactérias do género
Salmonella tém sido frequentemente associadas ao trato intestinal dos peixes e

também séo capazes de sobreviver e multiplicar no muco e tecidos do peixe.

5.5. Analises moleculares

No presente estudo, algumas coldnias isoladas suspeitas de serem S. aureus

provenientes das amostras 1, 2 e 5 foram testadas, sendo que apos as analises
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moleculares todas as amostras foram geneticamente confirmadas como S. aureus
(Figura 2). Duas colbnias suspeitas de serem E. coli provenientes da amostra 1 e da
amostra 6 foram analisadas, sendo que ap0s as analises moleculares as amostras
foram geneticamente confirmadas como E. coli O157:H7 (Figura 3). E por fim, as duas
colénias suspeitas de serem Salmonella spp. provenientes da amostra 1 e da amostra
2 foram analisadas e ap0s as analises moleculares foram geneticamente confirmadas
como Salmonella enteritidis (Figura 4).

A Tabela 9 apresenta a identificacdo das coldnias isoladas através de PCR e

as amostras de pintado de onde essas bactérias foram isoladas.

Tabela 9. Identificacdo através de PCR de algumas bactérias isoladas das

amostras de pintado fresco e resfriado

Numero da Amostra de pintado Resultado molecular
colbnia

ES16 1 Staphylococcus aureus
ES17 2 Staphylococcus aureus
ES18 5 Staphylococcus aureus
EC 14 6 Escherichia coli O157:H7
EC 15 1 Escherichia coli O157:H7
S12 1 Salmonella enteritidis
S13 2 Salmonella enteritidis

A Figura 2 apresenta a eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR
obtidos com o primer CoA, identificando algumas col6nias de S. aureus. Todas as
amostras, incluindo a cepa ATCC, tiveram a amplificacdo bem sucedida e ndo houve
amplificacéo do Controle negativo, o que reflete que o experimento foi executado com
Boa Pratica Laboratorial, além de néo ter sido detectada contaminacéo cruzada.

Houve amplificacdo especifica da regido génica CoA em todas as colbnias
isoladas suspeitas de serem S. aureus. A regido génica da coagulase (CoA) possui
repeticdes polimorficas que podem ser usadas para diferenciar material isolado de S.
aureus, sendo que, a proteina coagulase é considerada um fator de viruléncia
importante para S. aureus. A positividade para proteina coagulase é utilizada para
indicar a patogenicidade de um material isolado toxigénico, sugerindo, entdo, ser um
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indicador confidvel para enterotoxigenicidade. Sabe-se ainda que, toxinas produzidas
por S. aureus apresentam geralmente resisténcia a penicilina e outros antibioticos.
(SHOPSIN et. al. 2000 & LUZ, 2008)

M  ES2 ES16 ES17 ES18 CP1 CP2 ES2 ES16ES17 CN

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para
a presenca do gene CoA de S. aureus. M = marcador de 100 pb; ES 2 = amostra
de S. aureus cedida por ARAUJO (2015); ES16, ES 17 e ES 18 = amostras deste
estudo com fragmentos de CoA (303 pb) obtidos a partir de DNA de S. aureus;
CP1 e CP2= Controle Positivo (cepa ATCC 25923 S. aureus); CN = Controle
Negativo.

A Figura 3 apresenta a eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR
obtidos com o primer tetB, identificando algumas colénias como E. coli O157:H7.
Todas as amostras (com excec¢do da amostra EC 11), incluindo a cepa ATCC, tiveram
a amplificagdo bem sucedida e ndo houve amplificagéo do Controle negativo.

Houve amplificacdo especifica da regido génica tetB em todas as colbnias
isoladas que eram E. coli. Varios estudos relatam a resisténcia microbiana de alguns
genes de E. Coli. a aminoglicosideos, sulfonamidas e tetraciclinas. A regido génica
tetB é frequente responsavel por resisténcia microbiana a tetraciclina. (PYATOV,
2014)
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M EC8 EC9 EC10 EC11 EC14 EC15 CPC CN

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para
a presenca do gene tetB de E. coli. M = marcador de 100 pb; EC 8, EC9e EC 10
= amostras suspeitas de E. coli cedidas por ARAUJO (2015); EC 14 e EC 15 =
amostras deste estudo com fragmentos de tetB (302 pb) obtidos a partir de DNA
de E. coli O157:H7; CPC = Controle Positivo (cepa ATCC 35218 E. coli); CN =
Controle Negativo.

Escherichia coli O157:H7 é um sorotipo muito estudado nos Estados Unidos.
Sua transmissdo se da através dos alimentos contaminados, principalmente em
produtos de origem animal como carne crua ou mal cozida e leite cru, mas pode
também ser disseminada através de agua ndo clorada. O principal reservatério € o
trato gastrintestinal de bovinos e a bactéria se encontra nas fezes dos bovinos. (WHO,
2011).

Esse sorotipo de E. coli € extremamente virulento, necessitando menos de 100
células para infeccéo e tem seu principal fator de viruléncia na producéo da verotoxina
ou toxina tipo Shiga. Na maioria dos casos, a doenca é auto-limitada, mas estima-se
gue em até 10% dos casos, essa enterite pode ser complicada pela sindrome uremica
hemolitica, caracterizada por anemia hemolitica e insuficiéncia renal aguda, com taxa
de mortalidade de 3-5%, especialmente em criangas pequenas e idosos. No geral, a
sindrome uremica hemolitica é a causa mais comum de insuficiéncia renal aguda em
criangas pequenas. Ela pode causar complicagdes neurolégicas (como convulsdes,
acidente vascular cerebral e coma) em 25% dos pacientes e sequela renal,
geralmente leve, em torno de 50% dos sobreviventes (SODERSTROM, 2008; WHO,
2011).

A Figura 4 apresenta a eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR

obtidos com o primer invA, identificando algumas colénias como Salmonella
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enteritidis. Todas as amostras tiveram a amplificacdo bem sucedida e ndo houve
amplificagdo do Controle negativo. As amostras cedidas por MAFRIN (2013) e
BARBOSA (2014) foram previamente confirmadas como Salmonella ssp.. por outras
estratégias de analise molecular e por isso foram utilizadas como controle positivo.

Houve amplificacdo especifica da regido génica invA em todas as colbnias
isoladas suspeitas de serem Salmonella spp. O gene invA esta relacionado com
invasado celular de Salmonella, sendo um componente essencial para a patogénese
da doenca, diferenciando Salmonella de outras espécies bacterianas (CHEN e
GRIFFITHS, 2001; KAWASAKI et al., 2005). A caracterizagdo molecular de um dos
genes de invasdo de Salmonella, um componente essencial para a patogénese da
doenca, revelou a presenca do l6cus genético, denominado inv, como o primeiro de
um operon de genes arranjados na mesma unidade transcricional, que codificaria
proteinas relacionadas com invaséo celular. Os grupos de genes inv, denominados A,
B, C, D e E estdo presentes na maioria das salmonelas e ausentes na regido
correspondente de E. coli, sendo considerados capazes para distinguir entre
Salmonella e outras espécies bacterianas por meio de PCR (CHEN e GRIFFITHS,
2001).

M CN S3 S4 S5 S6 S7 S12S13 cP1 CP2

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para
a presenca do gene invA de Salmonella ssp; M = marcador de 100 pb; S3, $4,
S5, S6, S7 = amostras suspeitas de Salmonella ssp. cedidas por ARAUJO (2015);
S12 e S13 = amostras deste estudo com fragmentos de invA (298 pb) obtidos a
partir de DNA de Salmonella enteritidis; CP1= Controle Positivo 1 (amostra
cedida por MAFRIN, 2013), CP2= Controle Positivo 2 (amostra cedida por
BARBOSA, 2014); CN = Controle Negativo.

42



5.6. Método do indice de qualidade (MIQ) para o pintado de cativeiro (peixe

inteiro)

Na primeira etapa estabelecida para desenvolver o esquema preliminar do MIQ,

os peixes foram fotografados. N&o foi possivel estabelecer os olhos como parametro

de avaliagdo nesta etapa, pois, durante a observacdo das amostras, os olhos nao

apresentaram mudancas consideraveis. Estabeleceu-se o esquema preliminar do

MIQ do pintado (Tabela 10), atingindo-se pontuacdo maxima do indice de qualidade

(IQ) de 13 pontos de demérito, com descricédo de 5 atributos sensoriais para o aspecto

geral, além da cor das guelras e aspecto do abdémen.

Tabela 10. Esquema preliminar do MIQ do pintado de cativeiro (peixe inteiro)

Parametros de qualidade Descricdo Pontos
Pele intacta, com as manchas bem definidas 0
Aparéncia da Pele machucada, com cor mais escura 1
pele Pele machucada, com cor mais escura e manchas menos 2
definidas.
Odor de peixe fresco 0
Odor azedo quando abre a caixa, depois odor se dissipa. 1
Odor Azedo 2
ASPECTO Putrido 3
GERAL

Textura normal, carne brilhante, cor rosa claro 0
Textura normal, carne opaca, cor rosa velho ou “cor de carne 1

Musculatura de coxa de frango”
Carne amolecida, opaca, cor rosa velho, com gordura 2

esfarelando

Aspecto do Bem branco 0
dorso Cor amarelada 1
Sem muco 0
Muco na pele Leve viscosidade na pele, muco claro, aquoso. 1
Vermelho vivo 0
GUELRAS Cor Vermelho escuro 1
Marrom a descorado 2
Normal, rosa claro, brilhoso. 0
ABDOMEN Aspecto Opaco, rosa velho 1
Opaco, rosa velho e com odor azedo 2
PONTUACAO MAXIMA DO INDICE DE QUALIDADE (IQ) 13

As figuras 5 e 6 mostram uma amostra fresca, com IQ zero e as alteracdes

sensoriais de uma amostra deteriorada com 1Q de 13 pontos de demeérito.
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Figura 5 - Amostra com IQ ZERO - Pele intacta, com as manchas bem definidas.
Odor de peixe fresco. Musculatura com textura normal, carne brilhante, cor rosa
claro. Dorso bem branco. Pele sem muco. Guelras com cor vermelho vivo.

Abdémen com aspecto normal, rosa claro, brilhoso.
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Figura 6 - Amostracom IQ 13 - Pele machucada, com cor mais escura e manchas
menos definidas. Odor muito azedo. Musculatura com carne amolecida, opaca,
cor rosa velho, com gordura esfarelando. Dorso amarelado. Pele com leve
viscosidade, muco claro, aquoso. Guelras com cor marrom a descorado.

Abdbémen opaco, rosa velho e com odor azedo.

Na segunda etapa estabelecida para treinamento dos avaliadores e
desenvolvimento do esquema final do MIQ, os olhos foram incluidos como parametro
de avaliacdo. Apés discussao dos avaliadores o odor do peixe deteriorado foi alterado
de putrido para muito azedo. O esquema final do MIQ do pintado (Tabela 11) atingiu

pontuacdo maxima do 1Q de 16 pontos. A figura 7 mostra o 1Q dos olhos do pintado.
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Figura 7 — 1Q dos olhos do pintado: A) IQ zero - Olhos salientes, pupila negra e
viva, cOrnea transparente; B) IQ 1 - Olhos planos, pupila negra, cOrnea
ligeiramente opaca; C) IQ 2 - Olhos achatados, cOrnea opaca, pupila opaca; D)

IQ 3 - Olhos afundados, cérnea opaca, pupila opaca.
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Tabela 11. Esquema final do MIQ do pintado de cativeiro (peixe inteiro)

Parédmetros de qualidade Descricdo Pontos
Pele intacta, com as manchas bem definidas 0
Aparéncia da Pele machucada, com cor mais escura 1
pele Pele machucada, com cor mais escura e manchas menos 2
definidas.
Odor de peixe fresco 0
Odor azedo quando abre a caixa, depois odor se dissipa. 1
Odor Azedo 2
ASPECTO Muito azedo 3
GERAL
Textura normal, carne brilhante, cor rosa claro 0
Textura normal, carne opaca, cor rosa velho ou “cor de carne 1
Musculatura de coxa de frango”
Carne amolecida, opaca, cor rosa velho, com gordura 2
esfarelando
Aspecto do Bem branco 0
dorso Cor amarelada 1
Sem muco 0
Muco na pele Leve viscosidade na pele, muco claro, aquoso. 1
Olhos salientes, pupila negra e viva, cérnea transparente 0
OLHOS Aspecto Olhos planos, pupila negra, cornea ligeiramente opaca 1
Olhos achatados, cérnea opaca, pupila opaca 2
Olhos afundados, cérnea opaca, pupila opaca 3
Vermelho vivo 0
GUELRAS Cor Vermelho escuro 1
Marrom a descorado 2
Normal, rosa claro, brilhoso. 0
ABDOMEN Aspecto Opaco, rosa velho 1
Opaco, rosa velho e com odor azedo 2
PONTUACAO MAXIMA DO INDICE DE QUALIDADE (IQ) 16

Na terceira etapa, para a validacdo do MIQ, os 4 avaliadores treinados

avaliaram os peixes escolhidos aleatoriamente e de acordo com o esquema do MIQ,

para estabelecer a correlacédo entre o 1Q e o tempo de estocagem no gelo (Tabela 12

e Figura 8). Durante esse periodo foram realizadas andlises microbiol6gicas com

contagem total de mesdfilos. Em todas as etapas do MIQ as amostras de pintado

foram adquiridas 3 dias ap0s o abate e a partir dai comecgou-se a considerar o tempo

zero de estocagem no gelo.
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Tabela 12. indice de qualidade (IQ) e tempo de estocagem em gelo (em dias) para
0 esquema do MIQ do pintado de cativeiro (peixe inteiro)

Tempo de Tempo apos 1Q Classificagao do frescor
estocagem no | abate em dias
gelo em dias
0 3 0 Extra fresco, com alta qualidade
2 5 0 Extra fresco, com alta qualidade
4 7 0 Extra fresco, com alta qualidade
6 9 3,5 Fresco, com boa qualidade
8 11 4,5 Menos fresco, qualidade satisfatoria
10 13 7,5 Menos fresco, no limite de consumo
12 15 10,5 Rejeitado
14 17 13,6 Rejeitado
16 19 15 Rejeitado
18 21 16 Rejeitado

Os resultados do 1Q foram expressos como a média da avaliacdo de 4 peixes feita

pelos 4 avaliadores que participaram da validacdo do MIQ.

N
o

y =1,1893x - 4,2571
R2=0,9822

de (IQ)
e =
N Do

[
o

indice de Qualida

O N B~ O

4 6 8 10 12 14 16 18 20
Dias de estocagem no gelo

Figura 8. Relacgéo linear entre o indice de qualidade (IQ) e o tempo de estocagem
em gelo (em dias) para o esquema do MIQ do pintado de cativeiro (peixe inteiro)

O valor de R? de 0,98 mostrou boa relagédo linear entre o IQ e o tempo de
estocagem em gelo. O pintado se manteve extra fresco, com alta qualidade e IQ zero
por até 4 dias de estocagem no gelo ou 7 dias ap0s o abate. A partir do sexto dia de
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estocagem no gelo a média do 1Q foi de 3,5 e ja foi possivel observar as guelras de
cor vermelho escuro, a pele machucada e com a cor mais escura e os olhos planos
com a coérnea ligeiramente opaca (alguns avaliadores ja detectaram uma leve
viscosidade na pele), mas o odor ainda se manteve neutro.

O prazo de validade comercial do pintado de cativeiro (peixe inteiro) ficou
estabelecido entre 8 e 10 dias de estocagem no gelo ou entre 11 e 13 dias apds o
abate. Nesse periodo a média do IQ ficou entre 4,5 e 7,5 pontos de demérito. Varias
alteracdes sensoriais foram observadas como o comeco do odor azedo ao abrir a
caixa, que se dissipava completamente ao manusear 0s peixes, as guelras de cor
vermelho escuro, a pele machucada e com a cor mais escura, os olhos achatados,
com a cérnea e a pupila opaca, leve viscosidade na pele e o abdémen comecando a
ficar com aspecto de velho (opaco, rosa velho). A partir de 12 dias de estocagem no
gelo ou 15 dias de abate o pescado ja estava rejeitado, com odor azedo e a carne
com aspecto de velho (opaca, rosa velho). Entre 14 e 18 dias de estocagem no gelo
as alteracOes sensoriais tipicas da deterioracdo progrediram rapidamente, com o
aparecimento de odor muito azedo bastante perceptivel no abdémen, a carne ficou
com a textura amolecida e a gordura se desfazendo, esfarelando e o dorso ficou com
uma cor amarelada na area entre a boca e as guelras.

Existem na literatura estudos semelhantes utilizando a carne do pintado
(Pseudoplatystoma corruscan), como o realizado por DELBEM et al. (2010) que
concluiram que amostras de pintado frescas e estocadas em gelo devem ser
consumidas até o 9° dia de estocagem. Neste estudo foram consideradas anélises
microbiolégicas feitas durante o periodo de estocagem para determinacdo da
validade, estas evidenciaram a proliferacdo de microrganismos aerébios mesoéfilos e
coliformes a partir deste periodo, causando assim a deterioracdo da carne do peixe.
Apesar da auséncia da metodologia do MIQ neste estudo, notou-se a correlacao direta
do prazo de validade comercial com resultados microbiolégicos e sensoriais.

J4 ANDRADE et al. (2012) aplicaram o método de indice de qualidade (MIQ)
para estabelecimento do prazo de validade comercial de duas espécies diferentes de
sardinha (sardinha verdadeira e sardinha boca torta), sendo que, seus valores de 1Q
variavam de 0 a 19 para sardinha verdadeira e de 0 a 23 para sardinha boca torta,

confirmando a que a pontuacdo deve ser elaborada de forma especifica para cada
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espécie. Os autores concluiram que o prazo de validade comercial para a sardinha

verdadeira é de nove dias, e para a sardinha boca torta é de dez dias.

A Tabela 13 e a Figura 9 apresentam os resultados das analises

microbiolégicas com contagem total de microrganismos mesofilos no periodo de

estocagem do pintado em gelo.

Tabela 13. Contagem total de bactérias aerdbias mesofilas nas amostras de

pintado mantidas em gelo por 21 dias

Tempo de Tempo apoés IQ Bactérias Bactérias
estocagem no abate em dias mesofilas mesofilas
gelo em dias UFClg log UFC/g

0 3 0 2,2x10% 4,34

2 5 0 2,2x10% 4,34

6 9 3,5 4,7x10% 4,67

8 11 7,5 1,6x10° 5,20

10 13 10,5 4,7x10° 5,67

14 19 15 1,1x108 6,04

Os resultados foram expressos como média de medidas em triplicata

log de UFC/g
N w SN (6] (o]

=

o

4 6 8 10 12
Dias de estocagem no gelo

o
N

14

16

Figura 9. Contagem total de bactérias aer6bias mesoéfilas no periodo de

estocagem do pintado em gelo.
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A contagem de mesdfilos manteve-se entre 2,2x10% e 4,7x10* UFC/g até o 6°
dia de estocagem no gelo, enquanto o pescado ainda se apresentava fresco, com boa
qualidade. Entre 8 e 10 dias de estocagem no gelo quando o pescado estava menos
fresco e no limite de consumo a contagem de mesoéfilos aumentou para 1,6x10° a
4,7x10° UFC/g. E em 14 dias de estocagem no gelo, quando o pescado ja estava
rejeitado pela andlise sensorial, a contagem de mesodfilos atingiu 1,1x10% UFC/g.
Outros trabalhos (ANDRADE et al.,, 2012; SANT'ANA, et al, 2011) também
evidenciaram o aumento da contagem de bactérias durante o periodo de estocagem
no gelo no desenvolvimento do MIQ para outras espécies de pescado.

No trabalho de ANDRADE et al. (2012), que aplicaram o método de indice de
qualidade (MIQ) para estabelecimento do prazo de validade comercial da sardinha
boca torta, a contagem inicial de mesdfilos variou de 4,09 a 4,34 log UFC/g entre O e
4 dias de estocagem no gelo. No 10° dia de estocagem no gelo, quando o pescado foi
rejeitado, a contagem de mesofilos aumentou para 5,91 log UFC/g e atingiu 7,48 log
UFC/g em 18 dias de estocagem no gelo. Ja no trabalho de SANT'ANA, et al., (2011)
gue aplicaram o método de indice de qualidade (MIQ) para o pargo manchado, um
peixe marinho, a contagem de bactérias inicial ficou em 102 UFC/g, entre 0 e 4 dias
de estocagem no gelo. Apos 4 dias, o crescimento bacteriano tornou-se evidente e no
8°dia a contagem de bactérias aumentou para 10® UFC/g. Em 12 dias de estocagem
no gelo, quando o pescado foi rejeitado, a contagem de bactérias aumentou para 10’
UFClg.
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8. CONCLUSAO

Neste trabalho, os resultados da avaliacdo microbiolégica de 6 amostras de
pintado fresco e exposto ao consumo nos supermercados da cidade de Brasilia,
mostraram que 2 amostras estavam improprias para o consumo, devido a presenca
da bactéria Salmonela spp. (confirmada geneticamente). Apesar do niumero baixo de
coliformes totais e de coliformes termotolerantes em todas as amostras, E. coli
0157:H7 foi identificada através de PCR nas amostras 1 e 6. Também foi verificado
que todas as amostras mostraram condi¢cdes higiénicas insatisfatérias por
apresentarem bactérias Staphylococcus aureus, uma bactéria relacionada com falta
de higiene durante a manipulacao.

A presenca de patdgenos entéricos importantes em doencas de origem
alimentar como Salmonella entérica e Escherichia coli O157:H7 nas amostras de
pintado, sugere que agua dos criatérios deve estar contaminada com material fecal.
Portanto, o monitoramento da qualidade da agua dos criatdrios € de suma importancia
para garantir a producéo de peixes com boa qualidade e seguranca alimentar. Ja a
presenca de bactérias Staphylococcus aureus e de contagens elevadas de
microrganismos psicrotroficos na maioria das amostras analisadas séo indicadores de
pouca higiene de processamento, manipulacéo e falha no armazenamento do pintado.

Através da aplicacdo do Método do indice de Qualidade (MIQ) foi possivel
concluir que, o prazo de validade comercial do pintado fresco, conservado em gelo é
de 10 dias de estocagem (maximo 13 dias de abate), pois apds esse tempo o peixe
adquiriu caracteristicas sensoriais que o tornaram insatisfatério para consumo. A
adaptacao seguida da aplicacao do MIQ para esta espécie foi considerada satisfatéria,
visto que, os resultados pontuados mantiveram coeréncia com o grau de deterioragéo

das amostras, reafirmando a aplicabilidade do método para a espécie estudada.
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Anexo 1. Selecdo dos oligonucleotideos utilizados no estudo, com uso do
BLAST <http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi>

OBSERVACAO: os oligonucleotideos estdo destacados em amarelo e as sequéncias

amplificadas em vermelho.

Staphylococcus aureus Coa genes for hypothetical proteins,
staphylocoagulase, acetyl-CoA acethyltransferase homologue, complete cds,
strain: NVAU02080

GenBank: AB436975.1

LOCUS: AB436975 6465 bp DNA linear BCT 28-MAY-2009

DEFINITION: Staphylococcus aureus Coa genes for hypothetical proteins,staphylocoagulase, acetyl-
CoA acethyltransferase homologue,complete cds, strain: NVAU02080.

ACCESSION: AB436975

VERSION: AB436975.1 Gl:238549872

KEYWORDS SOURCE:  Staphylococcus aureus

ORGANISM: Staphylococcus aureus

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Staphylococcus.

REFERENCE 1

AUTHORS: Watanabe,S., Ito,T., Sasaki,T., Li,S., Uchiyama,l., Kishii,K., Kikuchi,K., Skov,R.L. and
Hiramatsu,K.

TITLE:  Genetic Diversity of Staphylocoagulase Genes (Coa): Insight into the Evolution of Variable
Chromosomal Virulence Factors in Staphylococcus aureus

JOURNAL: Unpublished

REMARK: Publication Status: Online-Only

REFERENCE 2 (bases 1 to 6465)

AUTHORS: Watanabe,S., Ito,T., Sasaki,T., Kishii,K. and Hiramatsu,K.

TITLE: Direct Submission

JOURNAL: Submitted (13-MAY-2008) Contact:Shinya Watanabe Juntendo University, Department of
Infection Control Science; Hongo 2-1-1, Bunkyo-ku, Tokyo 113-8421, Japan

FEATURES: Location/Qualifiers
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

source 1..6465
/organism="Staphylococcus aureus"
/mol type="genomic DNA"
/strain="NVAU02080"
/db xref="taxon:1280"

CDS 1..1764

/note="similar to glycerophosphodiester

phosphodiesterase”
/codon_start=1
/transl table=11
/product="hypothetical protein"
/protein id="BAH66220.1"
/db xref="GI:238549873"

/translation="MKRISKDIWAVFKLLYQNKGRFSINALLLQLIMIFISSTYLILL
FNMMLKVAGQSQLTINNWMEIVSHPASVILLIIFILSVAFLIYVEFSLLVYMVYAGED
ROIITFKSIFKNAFVNVRKLIGVPVIFFVIYLMIMIPIANLGLSSVLTKNIYIPKFLT
EELMKTTKGIIIYGTFMIAVFILNFKLIFTLPLTILNRQSLEFKNMRLSWQITKRNKER
LVIEIVILELIIGAILTLIISGATYLAICVDEEGDKFLVSSILFVVLKSSLEFYYLET
KLSLISVLVLHLKQENVLDQPGLEFKYPKPKRKSRFFIISMVLAVTCFIGYNMYLLYN
NTINTNISIIGHRGFEDKGVENSIPSLKAAAKANVEYVELDTIMTKDKQEFVVSHDNNL
KRLTGVNKNISESNFKDVVGLKMRONGHEAKLVSLDEFIETAKQSNVKLLVELKPHGK
EPADYTQRVIDILKKHGVEHQYRVMSLDYDVMTKLKKEAPYLKCGYIIPLQFGHFKET

SLDFFVIEDFSYSPRLVNQAHLENKEVYTWTINGEEDLTKYLQTNVDGIITDDPALAD

QIKEEKKDETYFDRSIRIIFE"

CDS complement (1928..2272)
/codon_start=1
/transl table=11
/product="hypothetical protein"
/protein 1id="BAH66221.1"
/db xref="GI:238549874"

/translation="MTTQMKIKTYLVAGIKAALLDTTGIKLASKSETTSHTYQHQALV

DOLHELIANTDLNKLSYLNLDAYQKRDILAAHYIAKSATIRTKNLDOMTKAKHRLESTY
DSISNPLHSQONN"
gene 2462..4696
/gene="coa"
CDS 2462..4696
/gene="coa"
/function="coagulation of plasma"

/codon_start=1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/238549872?from=1&to=1764&sat=3&sat_key=10936394
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?mode=c#SG11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238549873
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/238549872?from=1928&to=2272&sat=3&sat_key=10936394
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?mode=c#SG11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238549874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/238549872?from=2462&to=4696&sat=3&sat_key=10936394
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/238549872?from=2462&to=4696&sat=3&sat_key=10936394

/transl table=11
/product="staphylocoagulase"
/protein id="BAH66222.1"

/db xref="GI:238549875"

/translation="MKKQIISLGALAVASSLFTWDNKADAIVTKDYSGKSQVNAGSKN
GTLIDSRYLNSALYYLEDYIIYAIGLTNKYEYGDNIYKEAKDRLLEKVLREDQYLLER
KKSQYEDYKQWYANYKKENPRTDLKMANFHKYNLEELSMKEYNELONALKGALDDFHR
EVKDIKDKNSDLKTEFNAAEEDKATKEVYDLVSEIDTLVVSYYGDKDYGEHAKELRAKL
DLILGDTDNPHKITNERIKKEMIDDLNSIIDDFFMETKONRPNSITKYDPTKHNFKEK
SENKPNEFDKLVEETKKAVKEADNSWKTKTVKTYGEAETKAHVVKEEKKVENPQLPKVG
NQOEVETTVDKAEEATQPVAQPLVKIPQGTITGEIVKGPDYLTMENKTLQGEIVQGPD
FPTMEQNRPSLSDNYTQPTTPNPILKGIEGNSSKLEIKPOQGTESTLKGIQGESSDIEV
KPOQATETTEASQYGPRPOENKTPKYVKYRDAGTGIREYNDGTFGYEARPREFNKPSETN
AYNVTTNQDGTVSYGARPTYNKPSETNAYNVTTHGNGQVSYGARPTONKPSETNAYNV
TTHANGQVSYGARPTONKPSKTNEYNVTTHANGQVSYGARPTYKKPSETNAYNVTTHA
NGQVSYGARPTONKPSETNAYNVTTHGNGQVSYGARPTONKPSKTSAYNVTTHANGQV

SYGARPTONKPSKTNAYNVTTHANGQVSYGARPTYKKPSETNAYNVTTHADGTATYGP
RVTK"

CDS complement (5281..6465)
/codon_start=1

/transl table=11

/product="acetyl-CoA acethyltransferase homologue"

/protein id="BAH66223.1"
/db xref="GI:238549876"

/translation="MQEAYIVAYGRSAAAKAKQGALFHERPDDVAAKVLQGVLKRIDG
KENKNMIEDVIVGTAFPEGLOQGONIARTIALRTGLSDTVPGQTVNRYCSSGLQTIATA
ANQIMAGQGDILVAGGVELMSAVPMGGNEPTNNPTLQYDDIGVSYPMGLTAENVASQFE
DVSREDQDAYAVRSHQRAFDAQRDGRFKDEITPIQVNSVEYTNAGPKVHTNIFDODEF
IRPDTTMEALAKLRTVFKADGTVTAGTSAPLSDGAGEFVVLMSGDKVKELGVTPIARFEV
GYKAVGVDPKIMGIGPAYATPEVLSLSNLSVEDIDLIELNEAFASQTIASTIKEVGLDI

SRTNVNGGAIALGHPLGATGAMLTARLLNEMGRRPDSRYGMVTMCIGVGMGAAAIFEY
VR"

64


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?mode=c#SG11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238549875
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/238549872?from=5281&to=6465&sat=3&sat_key=10936394
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?mode=c#SG11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238549876

ORIGIN

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901

cgttttagca
tagtacatac
aaagccaact
agtgtgatac
tgtagagttt
agattattac
aaactcatag
gatacccatt
acatacctaa
atcatttacg
aatatttacc
atatgagact
atagaaatag
tatttcagga
agtttttagt
ttctattatt
cttaaaacaa
caaaaccgaa
gtgacatgtt
caatacaaat
ttgaaaattc
tacgttgagt
tcatgataac
aatctaattt
gaagcaaaac
aaatgtgaag
attatacaca
caatatcgtg
agaagcgcca
attttaaaga
tcgccgagac
ttggaccatt
ttgatggtat
gaaaagaaag
ataataaaaa
ctttttaacg
atcatatgac
gatttattgg
tgaatcgtaa

ttaatgcctt
ttaattttac
tacgattaac
ttcttattat
tcattgttag
atttaaatcc
gtgtaccagt
gccaacctag
atttttaacg
gtacctttat
ttaccgttaa
aagttggcaa
ttatattgga
gcaacatatc
ctcatcaatt
tatttacgaa
gagaatgtat
acggaagtct
ttatcggtta
atctccatta
tattccgtca
tagatacaat
aatttgaaac
caaagatgtc
ttgtatcctt
ctactagtag
acgtgttatt
tgatgtcatt
tatctcaagt
aacatcatta
ttgttaatca
aacggagaag
tatcacagat
acgaaacata
caaagacctc
ttgccttcta
aagtatttat
tgaattatta
atactttcta

actattgcag
tatttaatat
aattggatgg
attcatatta
tttatatggt
atttttaaaa
tattttcttt
gactaagttc
gaagaactta
gattgctgta
cgattttaaa
attacgaagc
actcatcatt
ttgctatttg
ttatttgttg
attatcatta
tagaccaacc
aggttcttta
taacatgtac
ttggtcatcg
ttgaaagctg
tatgacgaaa
gtttaacagg
gtcggtttga
agacgaattt
agttaaagcc
gatattttga
ggattatgat
gtggttatat
gatttctttg
agcacacttg
aagatttaac
gacccagcat
cttcgatcgt
taaagttatc
tggggtaggc
aaggtaattt
attgttttgt
atctatgttt

ttgatcatga
gatgttaaaa
aaatcgtaag
agtgttgcct
ttatgccggce
atgcctttgt
gtcatttatt
agtattaaca
tgaaaacgac
tttatattaa
ccgtcagtcc
gaaataagtt
ggtgcgattt
tgtagatgaa
tattgaaaag
atcagtgtgt
gggcttagaa
taatttcaat
ttactttaca
tggtttcgaa
ctgcaaaagc
gataaacaat
tgttaataaa
aaatgcgtca
attgaaacgg
acatggtaaa
aaaagcatgg
gtgatgacta
cataccgtta
tcatcgaaga
gaaaataaag
gaaatactta
tagctgatca
tctataagaa
aagacgatac
aatcgtttca
ggcgtcataa
gaatgcaaag
cgctttagtc

tttttattag
gtagctgggc
tcaccctgcce
ttctgattta
tttgatcgac
aaatgtgcgt
taatgttaat
aaaaatattt
gaaaggtata
actttaaatt
ttatttaaaa
tcggcttgtt
taacattaat
gaaggagata
ctcattgttc
tagtactgca
tttaaatacc
ggtgcttgca
ataatactat
gataaaggcg
gaatgtcgaa
ttgttgttag
aatatttctg
aaatggacat
ctaaacaatc
gaaccagcag
tgttgaacat
agttgaaaaa
cagtttggtc
tttttcttat
aagtctatac
caaaccaatg
gattaaagaa
taatatttga
tttcagaggt
ttcgtttata
acacttacat
ggttagaaat
atttgatcca
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1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951

aatttttagt
tcgcgetttt
agtgtttgct
acgtatgtga
tcaaggagcg
ttgtgttgtc
tatacactat
taatgctttg
tgtttcttta
tatgaaaaag
tatttacatg
gggaaatcac
cagatattta
ctataggatt
gctaaagata
ggagagaaag
ataaaaaaga
tataatttag
attaaaggga
ataagaattc
actaaggaag
atattatggt
aactggactt
gagcgtatta
tttctttatg
atccaacaaa
gataaattag
ttggaaaact
atgttgtaaa
ggaaaccaac
acaaccagtg
gtgaaattgt
caaggtgaaa
accatcttta
taaaaggtat
actgaatcaa
taaacctcaa
ctcaatttaa
ggtattcgtg
attcaataag
atggcacagt

gcgtatagca
gatacgcatc
attaattcat
tgtagtttca
ccgctttaat
atgctttgtt
tgtatattgc
tttattctag
atgtagattg
caaataattt
ggataacaaa
aagttaatgc
aattcagctc
aactaataaa
ggttgttgga
aaatctcaat
aaatcctcgt
aagaactttc
gcactggatg
agacttgaaa
tatacgatct
gataaggatt
aatccttgga
aaaaagaaat
gagactaaac
acacaatttt
ttgaagaaac
aaaactgtca
agaagagaag
aagaggttga
gcacagccat
aaaaggtccc
tcgttcaagg
agcgataatt
tgaaggaaac
cgttgaaagg
gcaactgaaa
caaaacacct
aatacaacga
ccatcagaaa
atcatacggc

gattttgcaa
taaatttagg
gtaattgatc
gatttgcttg
accagcaact
actcctttga
aaagctaatt
ttaatatata
ggcaattaca
cgctaggcgce
gcagatgcga
tgggagtaaa
tatattattt
tatgaatatg
aaaggtatta
atgaagatta
acagatttaa
gatgaaagaa
attttcacag
acttttaatg
cgtatctgaa
atggggagca
gatacagaca
gatcgatgac
aaaatagacc
aaagagaaga
aaaaaaagca
aaacatatgg
aaagttgaaa
aactacagtt
tagttaaaat
gactatctaa
tcctgatttce
atactcaacc
tcatctaaac
tattcaagga
caacagaagc
aaatatgtga
tggaacattt
caaacgcata
gctcgccecga

tatagtgtgc
tacgataatt
tacaagcgct
ctaatttaat
aaatatgttt
tgtacattaa
aactataaca
gttaatgtct
ttttggagga
attagcagtt
tagtaacaaa
aatgggacat
ggaagactat
gagataatat
agggaagatc
taaacaatgg
aaatggctaa
tacaatgaac
agaagttaaa
cagcagaaga
attgatacat
cgcgaaagag
atccacataa
ttaaattcaa
gaattctata
gtgaaaataa
gttaaagaag
tgaagctgaa
accctcaatt
gataaagctg
tccacagggc
cgatggaaaa
ccaacaatgg
gacgacaccg
ttgaaataaa
gaatcaagtg
ttctcaatat
aatatagaga
ggatatgaag
caacgtaacg
catacaataa

agctaaaata
tatttaagtc
tgatgttgat
accagtcgta
tgattttcat
tcaaaaaaat
aaaagatagt
tttaatattt
attaaaaaat
gcatctagcect
ggattatagt
taatagatag
ataatttatg
ttataaagaa
aatatctttt
tatgcaaatt
ttttcataaa
tacagaatgc
gatattaagg
agataaagca
tagttgtatc
ttacgagcaa
aattacaaat
ttattgatga
acaaaatatg
acctaatttt
cagataattc
acaaaagcac
acctaaagtt
aagaagcaac
acaattacag
taaaacgtta
aacaaaacag
aaccctattt
accacaaggt
atattgaagt
ggtccgagac
tgctggtaca
cgagaccaag
acaaaccaag
gccatcagaa
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4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001

acaaacgcat
agctcgcccg
caacacatgc
aagccaagca
agtatcatac
catataacgt
ccaacacaaa
cggaaatggc
gtaaaacaag
tacggagctc
cgtaacaaca
acaagaagcc
ggtactgcga
ccatagacat
catgcattcg
gcatatttct
aatatattac
gacaatcaca
ttacaagtct
acatgaacaa
agggcttcga
atgttaaatt
tgttcgatca
caatctgctt
ttcatccaaa
acccataccg
gacgtctacc
gcacctaatg
tgatatatct
atgcttcgtt
agtgacaata
cgggtcaacg
cgccgagttc
ccatcagaaa
aaatactgta
taaattcatc
gtatattcaa
accatcacgt
catcttgatc
gttaaaccca
attgtttgtg

ataacgtaac
acacaaaaca
aaacggccaa
aaacaaacga
ggagctcgtc
aacaacacat
acaagccaag
caagtatcat
tgcatataac
gcccgacaca
catgcaaatg
aagtgaaacg
catatggtcc
acagtcaata
atgatgcttc
aaattattta
taacctatta
gcaataataa
agttcgaaca
tcagataagt
ttcataaaat
ctaaaacgga
ctatatttca
caacttcagc
atcaaccatt
acaccaatac
catttcatta
gatgacctaa
agacctactt
caattcgatc
cttcaggaat
cctactgcct
tttcacttta
gtggggcaga
cgtaatttgg
ttggtcaaag
ctgagtttac
tgtgcgtcaa
ttcgcgtgat
taggatatga
ggctcgttgce

aacacacgga
agccaagcga
gtatcatacg
gtataacgta
cgacatacaa
gcaaacggcc
tgaaacgaac
atggcgctcg
gtaacaacac
aaacaagcca
gccaagtatc
aatgcataca
tagagtaaca
caaaacatta
taactgaatt
ttcattatag
aaataaacca
ttgctttaga
cactgatgtg
tacttgcatt
ttaaaacaat
aatacccgcet
cacagcttca
ctacttcatt
ctaacgcaca
acatcgtaac
agtaaacgcg
agcaatagcg
ctttaataga
aaatcaatgt
cgcatatgca
tataaccaac
tctccagaca
tgttcctgca
ctaatgcctc
atatttgtgt
ttgtattgga
aggcacgttg
acgtcaaatt
cacacctata
cacccattgg

aatggccaag
aacaaatgca
gagctcgccce
acaacacatg
gaagccaagc
aagtatcata
gcatataacg
cccaacacaa
atgcaaacgg
agcaaaacaa
atacggagct
atgtaacaac
aaataagttt
tgtatcttta
aaagcatcga
tcttaaacat
cgcacatcta
aagtcgtacc
agtggttttc
agcaaatatt
gattagaatt
atcctattaa
ataataaaac
caataacaaa
tactcaaata
catgccgtaa
cggttaacat
ccaccattca
tgcaatcgtt
cttcaacaga
ggcccaatac
gaatcgtgca
ttaaaactac
gtcacagtgc
cattgtggtg
gtacttttgg
ataatttcat
atgacttctg
gggatgctac
tcatcatatt
tacggcactc

tatcatacgg
tataacgtaa
gacacaaaac
caaatggcca
gaaacgaatg
tggcgctcgce
taacaacaca
aacaaaccaa
ccaagtatca
acgcatataa
cgtccgacat
acatgcagat
ataactctat
caacagtaat
acaatcggaa
aacatgacct
tgtgatatac
gaactggaac
tttattttaa
attaaatcaa
agacgtgtaa
actactattt
gaaactgctt
acgaatccgc
tagcagctgc
cgactatcgg
tgcccctgta
cattcgtacg
tgagaagcaa
tagattgctg
ccataatttt
ataggtgtca
aaatcctgca
cgtcagcttt
tcaggtcgta
tcctgegttt
ctttgaaccg
acagcataag
attttcagca

gtaaggtagg
atcaattcaa
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6051 cgccaccagc tacaagtata tctcecttgac cagccataat ttgattggcet
6101 gcaatcgcga tggtttgtaa tcctgatgag cagtagcgat tcactgtttg
6151 acccggtacc gtgtcagata atcccgtacg caatgcaatc gttcgtgcaa
6201 tgttttgtce ttgtaatcct tctggaaaag ccgtaccaac aatgacatct
6251 tcaatcatat tcttattgaa ttttccgtca atacgtttca atacgccttg
6301 taatactttg gctgcgacat catcaggtct ttcgtggaat aatgcgcctt
6351 gctttgcttt cgctgcggct gaacgcccat aagctacaat gtatgcttcet
6401 tgcat

Pair 2:

0 [leftPrimer2; | " LF

Sequence: | tgatcttcgegtgatacgtc

Start: 5906 Length: 20 bp Tm: 59.8°C GC: 50.0% ANY: 4.0 SELF. 2.0

" Right Primer 2: | Primer LR

Sequence: | acaaaacattgcacgaacga

Start: 6208 Length: 20 bp Tm: 60.2°C GC: 40.0% ANY: 4.0 SELF: 0.0

Product Size: 303 bp

Pair Any: 4.0 Pair End: 2.0
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NCBI/ BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - PFBV4ZET014

Formatting options
Download

Blast report description

Nucleotide Sequence (350 letters)
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Descriptions

Sequences producing significant alignments:

Description Max Total Query E Ident Accession
score score cover value

Staphylococcus aureus coa genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase,

0 0
acetyl-CoA acethyltransferase homologue, il 847 100% 0.0 100% AB436975.1
complete cds, strain: NVAUO2080
Staphylococcus aureus strain 93b_59 641 641 100% 26-180 99% CP010952.1
genome .
Staphylococcus aureus subsp. aureus 641 641 100% 22-180 99% CP006706.1
6850, complete genome I
Staphylococcus aureus 08BA02176, 641 641 100% 2e-180 99% CP003808.1
complete genome -
Staphylococcus aureus subsp. aureus 641 541 100% 26-180 99% CP003045.1
71193, complete genome —
Staphylococcus aureus subsp. aureus 641 641 100% 26-180 99% FR821779.1
LGA251 complete genome sequence .
Staphylococcus aureus subsp. aureus 541 641 100% 26-180 99% AM990992.1
ST398 complete genome =
Staphylococcus aureus coa genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase, 541 841 100% 26-180 99% AB436985.1
acetyl-CoA acethyltransferase homologue, -
complete cds, strain: NVAUO02081
Staphylococcus aureus coa genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase, 641 641 100% 22-180 99% AB436983.1

acetyl-CoA acethyltransferase homologue,
complete cds, strain: JCSC6908

Staphylococcus aureus coa genes for

hypothetical proteins, staphylocoagulase, 641 641 100% 22-180 99% AB436974.1
acetyl-CoA acethyltransferase homologue, -

complete cds, strain: NVAUO2064

Staphylococcus aureus coa genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase,

0y - o,
acetyl-CoA acethyltransferase homologue, hal o4 100% 2e-180 99% AB436973.1
complete cds, strain: JCSC4744
Staphylococcus aureus genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase, 641 641 100% 28-180 99% AB158551.1
acetyl-CoA acetyltransferase homologue, —
complete cds, strain:No.55
Staphylococcus aureus subsp. aureus DNA, o _ "
complete genome, strain: TMUS2134 536 o368 100% 8e-179 9% AP0146934
Staphylococcus aureus subsp. aureus DNA, s . s
complete genome, strain: TMUS2126 836 536 100% 8e-179 9% AP0146521
s;an':g:’”““s aureus strain 71A_S11 836 636 100% ge-179 99% CP010940.1
oapy '22“’“:;“;5‘;;;?%5;:'1’5*" aureus 636 636 100% 8e-179 99% CP006630.1
Staphylococcus aureus subsp. aureus 5 . o
strain H-EMRSA-15, complete genome 636 636 100% 8e-179 99% CP007659.1
gffé‘yé‘;ﬁi’gl‘;ﬁ ::’niﬁ:”bs"' aureus 636 636 100% 8e-179 99% CP003604.1
gfg;;’ 'Zgﬁ;r;ﬁ:;;i?nf:bs"' aureus 836 636 100% ge-179 99% CP003603.1
S;ifgﬁ;'f:g:ﬁg;i“’eus subsp.aureus CNT. - 534 636 100% 8e-179 99% CP003979.1
Staphylococcus aureus subsp. aureus HO
5096 0412 comp|e‘te genome 636 636 100% 8e-179 99% HE681097.1
a‘gfg‘y'c‘;ﬁ;&z Z:fg'ni:”b?‘p' aureus 536 636 100% 8e-179 99% CP003166.1
Staphylococcus aureus subsp. aureus 536 636 100% 82-179 99% CP002114.2

JKD6E159, complete genome
J



Staphylococcus aureus subsp. aureus
ED133, complete genome

Staphylococcus aureus genes for
hypothetical protein, hypothetical protein,
staphylocoagulase, acetyl-CoA

acetyltransferase homologue, complete cds,

strain: IFH514

Staphylococcus aureus coa genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase,
acetyl-CoA acethyltransferase homologue,
complete cds, strain: AIS2002059

Staphylococcus aureus coa genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase,
acetyl-CoA acethyltransferase homologue,
complete cds, strain: C-1C

Staphylococcus aureus coa genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase,
acetyl-CoA acethyltransferase homologue,
complete cds, strain: NVAU02066

Staphylococcus aureus coa genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase,
acetyl-CoA acethyltransferase homologue,
complete cds, strain: JCSCE669

Staphylococcus aureus coa genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase,
acetyl-CoA acethyltransferase homologue,
complete cds, strain: JCSCE075

Staphylococcus aureus genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase,
acetyl-CoA acetyltransferase homologue,
complete cds, strain:19

Staphylococcus aureus genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase,
acetyl-CoA acstyltransferase homologue,
complete cds, strain:17573

Staphylococcus aureus genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase,
acetyl-CoA acstyltransferase homologue,
complete cds, strain:104

Staphylococcus aureus strain MSSA476,
complete genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus MW2
DNA, complete genome

Staphylococcus aureus RF122 complete
genome

Staphylococcus aureus strain FCFHV36,
complete genome

Staphylococcus aureus genome assembly
NCTC 13435, chromosome : 1

Staphylococcus aureus strain 79_S10
genome

Staphylococcus aureus strain 144_S7
genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus
ST772-MRSA-V strain DAR4145, complete
genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus
strain FORC_001, complete genome

Staphylococcus aureus genome assembly
Staphylococcus_aureus_[LRI]_Eymole1/1,
chromosome : |

Staphylococcus aureus subsp. aureus
strain Gv69, complete genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus
strain ATCC 25923, complete genome

Staphylococcus aureus strain XN108,
complete genome

Staphylococcus aureus strain 5024,
complete genome
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100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

8e-179

8e-179

8e-179

8e-179

8e-179

8e-179

8e-179

8e-179

8e-179

8e-179

8e-179

8e-179

8e-179

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

CP001996.1

AB437138.1

AB436979.1

AB436977 1

AB436972.1

AB436971.1

AB436967.1

AB158555.1

AB158554.1

AB158549.1

BX571857.1

BA000033.2

AJ938182.1

CP011147.1

LN831036.1

CP010944.1

CP010943.1

CP010526.1

CP009554.1

LN626917.1

CP009681.1

CP009361.1

CP007447.1

CP007454.1



Staphylococcus aureus subsp. aureus
Z172, complete genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus
55/2053, complete genome

Staphylococcus aureus Bmb9393, complete
genome

Staphylococcus aureus CA-347, complete
genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus
ST228 complete genome, isolate 18583

Staphylococcus aureus subsp. aureus
5T228 complete genome, isolate 18412

Staphylococcus aureus subsp. aureus
ST228 complete genome, isolate 18341

Staphylococcus aureus subsp. aureus
ST228 complete genome, isolate 16125

Staphylococcus aureus subsp. aureus
ST228 complete genome, isolate 16035

Staphylococcus aureus subsp. aureus
ST228 complete genome, isolate 15532

Staphylococcus aureus subsp. aureus
ST228 complete genome, isolate 10497

Staphylococcus aureus subsp. aureus
5T228 complete genome, isolate 10388

Staphylococcus aureus subsp. aureus
11819-97, complete genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus
TO0131, complete genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus ECT-
R 2 complete genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus
TCHE60, complete genome

Staphylococcus aureus 04-02981, complete
genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus str.
JKDE008, complete genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus
TW20, complete genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus
ED98, complete genome

Staphylococcus aureus coa genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase,
acetyl-CoA acethyltransferase homologue,
complete cds, strain: AIS2002058

Staphylococcus aureus coa genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase,
acetyl-CoA acethyltransferase homologue,
complete cds, strain: JCSCE666

Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu3
DNA, complete genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus JH1,
complete genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus JH9,
complete genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus
Mu50 DNA, complete genome

Staphylococcus aureus genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase,
acetyl-CoA acetyltransferase homologue,
complete cds, strain:Stp-12

Staphylococcus aureus genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase,
acetyl-CoA acetyltransferase homologue,
complete cds, strain:Stp-28

Staphylococcus aureus subsp. aureus
N315 DNA, complete genome
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100%
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100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%
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100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

4e-177

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

CP006838.1

CP002388.1

CP005288.1

CP006044.1

HE579073.1

HE579071.1

HE579069.1

HE579067.1

HE579065.1

HE579063.1

HE579061.1

HE579059.1

CP003194.1

CP002643.1

FR714927.1

CP002110.1

CP001844.2

CP002120.1

FN433596.1

CP001781.1

AB436981.1

AB436966.1

AP009324.1

CP000736.1

CP000703.1

BA000017.4

AB158552.1

AB158550.1

BA000018.3



STapnylococcus aureus supsp. aureus
strain MRSA252, complete genome

Staphylococcus aureus genome assembly
NCTC8532, plasmid : 2

Staphylococcus aureus strain 2395
USAS500, complete genome

Staphylococcus aureus strain NRS 100,
complete genome

Staphylococcus aureus M1 complete
genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus
VC40, complete genome

Staphylococcus aureus coa genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase,
acetyl-CoA acethyltransferase homologue,
complete cds, strain: JCSC6488

Staphylococcus aureus coa genes for
hypothetical proteins, staphylocoagulase,
acetyl-CoA acethyltransferase homologue,
complete cds, strain: MSN

Staphylococcus aureus subsp. aureus str.
Newman DNA, complete genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus COL,

complete genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus
NCTC 8325, complete genome

Staphylococcus aureus putative fatty acid
degradation operon, complete sequence

Staphylococcus aureus clone sabac-134,
complete sequence

Staphylococcus aureus strain SA17_S6
genome

Staphylococcus aureus strain 27b_MRSA,
complete genome

Staphylococcus aureus strain 25b_MRSA,
complete genome

Staphylococcus aureus strain 26b_MRSA,
complete genome

Staphylococcus aureus strain 33b,
complete genome

Staphylococcus aureus strain 31b_MRSA,
complete genome

Staphylococcus aureus strain 29b_MRSA,
complete genome

Staphylococcus aureus strain UA-
$391_USA300, complete genome

Staphylococcus aureus USA300-ISMMST,
complete genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus
USA300_TCH1516, complete genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus
USA300_FPR3757, complete genome
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4e-177

2e-175
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2e-175

2e-175

2e-175

2e-175

2e-175

2e-175

8e-174

8e-174

8e-174

8e-174

8e-174

8e-174

8e-174

8e-174

8e-174

8e-174

8e-174

99%

99%

99%

99%

99%

99%

93%

99%

99%

99%

93%

99%

93%

99%

93%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

BX571856.1

LN831049.1

CP007499.1

CP007539.1

HF937103.1

CP003033.1

AB436980.1

AB436976.1

AP009351.1

CP000046.1

CP000253.1

AY033081.1

AC025591.8

CP010941.1

CP010300.1

CP010299.1

CP010298.1

CP010297.1

CP010296.1

CP010295.1

CP007690.1

CP007176.1

CP000730.1

CP000255.1
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Alignments

Staphylococcus aureus coa genes for hypothetical proteins, staphylocoagulase, acetyl-CoA acethyltransferase homologue, complete cds,

strain: NVAU02080

Sequence ID: dbj|AB436975.1| Length: 8465 Number of Matches: 1
Range 1: 5961 to 6310

Score Expect Identities Gaps Strand Frame
847 bits(350) 0.0() 350/350(100%) 0/350(0%) Plus/Plus

Features:

Query 1 CATCTTGATCTTCGCGTGATACGTCAAATTGGGATGCTACATTTTCAGCAGTTAAACCCA 6@
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Escherichia coli O157:H7 strain EC20020119 antimicrobial resistance island,
HQ018801

genomic sequence
GenBank: HQ018801.1

LOCUS:



DEFINITION: Escherichia coli 0157:H7 strain EC20020119 antimicrobial resistance island, genomic
sequence.

ACCESSION: HQO018801 REGION: 6000..8000

VERSION: HQO018801.1 GI:327185020

KEYWORDS-SOURCE: Escherichia coli O157:H7

ORGANISM Escherichia coli O157:H7

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales;Enterobacteriaceae; Escherichia.

REFERENCE 1 (bases 1 to 2001)

AUTHORS: Ziebell,K., Johnson,R.P., Kropinski,A.M., Reid-Smith,R., Ahmed,R., Gannon,V.P.,
Gilmour,M. and Boerlin,P.

TITLE: Gene Cluster Conferring Streptomycin, Sulfonamide, and Tetracycline Resistance in
Escherichia coli 0157:H7 Phage Types 23, 45, and 67

JOURNAL: Appl. Environ. Microbiol. 77 (5), 1900-1903 (2011)

PUBMED: 21239555

REFERENCE 2 (bases 1 to 2001)

AUTHORS: Ziebell,K., Johnson,R.P., Kropinski,A.M., Ahmed,R., Gannon,V., Gilmour,M. and
Boerlin,P.

TITLE: Direct Submission

JOURNAL: Submitted (04-AUG-2010) Laboratory for Foodborne Zoonoses, Public Health Agency of
Canada, 110 Stone Road West, Guelph, Ontario N1G 3W4, Canada

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..2001
/organism="Escherichia coli O157:H7"
/mol type="genomic DNA"
/strain="EC20020119"
/db_xref="taxon:83334"
misc feature <1l..>2001
/note="contains antimicrobial resistance island"
gene complement (96..1301)
/gene="tetB"
CDS complement (96..1301)
/gene="tetB"
/note="TetB; similar to NP_052931.1 tetracycline
resistance protein A in Plasmid R100"
/codon_start=1
/transl table=11
/product="tetracycline resistance determinant"
/protein id="AEA34667.1"
/db xref="GI:327185027"

/translation="MNSSTKIALVITLLDAMGIGLIMPVLPTLLREFIASEDIANHFG

76


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HQ018801
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=83334
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21239555
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=83334
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?mode=c#SG11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/327185027

VLLALYALMQVIFAPWLGKMSDRFGRRPVLLLSLIGASLDYLLLAFSSALWMLYLGRL
LSGITGATGAVAASVIADTTSASQRVKWEGWLGASFGLGLIAGPIIGGFAGEISPHSP
FFIAALLNIVTFLVVMEWFRETKNTRDNTDTEVGVETQSNSVYITLFKTMPILLIIYF
SAQLIGQIPATVWVLEFTENRFGWNSMMVGEFSLAGLGLLHSVFQAFVAGRIATKWGEKT
AVLLGFIADSSAFAFLAFISEGWLVFPVLILLAGGGIALPALQGVMSIQTKSHQQGAL

QOGLLVSLTNATGVIGPLLFAVIYNHSLPIWDGWIWIIGLAFYCIIILLSMTEFMLTPQA
QOGSKQETSA"
gene 1383..>2001
/gene="tetR"
CDS 1383..>2001
/gene="tetR"
/note="TetR; similar to NP_058294.1 tetracycline
repressor
protein TetR in Salmonella typhi and NP_052930.1
tetracycline repressor protein TetR in Plasmid R100"
/codon_start=1
/transl table=11
/product="tetracycline repressor protein"
/protein id="AEA34668.1"
/db_xref="GI:327185028"

/translation="MSRLDKSKVINSALELLNEVGIEGLTTRKLAQKLGVEQPTLYWH
VKNKRALLDALAIEMLDRHHTHFCPLEGESWQDFLRNNAKSFRCALLSHRDGAKVHLG

TRPTEKQYETLENQLAFLCQQOGFSLENALYALSAVGHFTLGCVLEDQEHQVAKEERET
PTTDSMPPLLROQATELFDHOGAEPAFLFGLELIICGLEKQLKCESGS"
CDS complement (1984..>2001)
/note="similar to NP 052929.1 hypothetical protein
R100p049 in Plasmid R100"
/codon_start=1
/transl table=11
/product="hypothetical protein"
/protein id="AEA34669.1"
/db xref="GI:327185029"

/translation="MANLIRKEVTFESSIAAIGAAMSDISRVKILSALMDGRAWTATE
LSSVANISASTASSHLSKLLDCQLITVVAQGKHRYFRLAGKDIAELMESMMGISLNHG
VHAKVSTPVHLRKARTCYDHLAGEVAVKIYDSLCQOOWITENGSMITLSGIQYFHEMG

IDVPSKHSRKICCACLDWSERRFHLGGYVGAALFSLYESKGWLTRHLGYREVTITEKG
YAAFKTHFHI"

ORIGIN
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?mode=c#SG11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/327185028
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?mode=c#SG11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/327185029

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001

tgaagctaaa
gggtcattat
cacttgtctc
atcgatagca
ccagccatcc
atgggccaat
aaagcacctt
tgcaggtaaa
ctaaccaacc
gcaataaatc
tcttcctgcece
ctaatgaaaa
aatagcaccc
ataaataatc
aattcgattg
tttttggttt
tagcaacgca
aaccaccaat
aaccaaccga
gaccgatgcc
ggcctaaata
tccagcgatg
tcggtcagac
cataaagtgc
ataaattcac
catggcatcg
tttcactttt
gatagagtgt
agtaaagtga
aggtttaaca
cattgtattg
attgagatgt
aagctggcaa
tactaagtca
gaaaaacagt
aggtttttca
ttactttagg
gaaagggaaa
tatcgaatta
ttgaattgat
t

tcttctttat
atttcgcgga
ctgtttactc
ggataataat
caaattggta
aacaccggtt
gctgatgact
gcgatcccac
ttcagatata
cgagcagtac
acaaaggctt
gccaaccatc
acaccgttgc
aacaaaatgg
cgtctcaacc
cacggaacca
gcgataaaaa
aataggcccc
accacttcac
gcgacagccce
cagcatccaa
cgcctattaa
atttttccaa
aagcaatacg
gtaataacgt
agtaacgtaa
ctctatcact
caacaaaaat
ttaacagcgc
acccgtaaac
gcatgtaaaa
tagataggca
gattttttac
tcgcgatgga
atgaaactct
ctagagaatg
ttgcgtattg
cacctactac
tttgatcacc
catatgcgga

cgtaaaaaat
ataacatcat
ccctgagcett
acagtaaaac
gtgaatgatt
gcattggtaa
ctttgtttgg
caccagccaa
aacgctaaaa
tgccgttttt
ggaatactga
atgctattcc
gggaatttgg
gcatcgtttt
cctacttcgg
aaacataacc
agggactatg
gctattaaac
gcgttgagaa
cagtagctcc
agcgcacttg
tgacaacaac
gccaaggagc
ccaaagtggt
tggcaagact
ttaccaatgc
gatagggagt
taggaattaa
attagagctg
tcgcccagaa
aataagcggg
ccatactcac
gtaataacgc
gcaaaagtac
cgaaaatcaa
cattatatgc
gaagatcaag
tgatagtatg
aaggtgcaga
ttagaaaaac

gccctcecttgg
ttggtgacga
gaggggttaa
gctaaaccaa
ataaataaca
ggctcaccaa
atagacatca
taaaattaaa
aggcaaatgc
tcgccccatt
gtgtaaaaga
atccaaaacg
cctatcaatt
aaataaagtg
tatctgtatt
acaaggaaag
cggtgaaatc
caagcccaaa
gctgaggtgg
tgtgatccct
aaaaagccag
agcactgggc
aaagataacc
tagcgatatc
ggcatgataa
gatctttgtc
ggtaaaataa
tgatgtctag
cttaatgagg
gctaggtgta
ctttgctcga
ttttgccctt
taaaagtttt
atttaggtac
ttagcctttt
actcagcgcet
agcatcaagt
ccgccattat
gccagccttce
aacttaaatg

gttatcaaga
aataactaag
catgaaggtc
taatccaaat
gcaaacagta
taatccctgt
ctccctgtaa
acagggaaaa
actactatct
tagtggctat
ccaagacccg
attttcggta
gcgctgaaaa
atgtataccg
atcacgtgta
tgacaatatt
tctcctgcaa
acttgcccecct
tatcggcaat
gaaagcaaac
caataagtaa
gccgaccaaa
tgcattaacg
ttccgaagca
ggccaatccc
gaactattca
ctctatcaat
attagataaa
tcggaatcga
gagcagccta
cgccttagcc
tagaagggga
agatgtgctt
acggcctaca
tatgccaaca
gtggggcatt
cgctaaagaa
tacgacaagc
ttattcggcc

tgaaagtggg
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Left Primer 2: | Primer_1_F

Sequence: ‘ ataacaccggttgcattggt

Start: 259 Length: 20 bp

a Right Primer 2:

Sequence: ‘ tittcattagegggtettyg

Start: 560 Length: 20 bp

Product Size: 302 bp

Tm: 601 GC: 450  A\v: 6.0 SELF: 20
C %

| Primer_1_R
Tm: 601 GC: 450 A\\v: 2.0 SELF: 0.0
C %
Pair Any: Pair End:
4.0 0.0
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BLAST®

Basic Local Alignhment Search Tool

NCBI/ BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - PFDG4DZY014

Formatting options
Download

Blast report description

Nucleotide Sequence (350 letters)

RID PFDG4DZY014 (Expires on 05-30 08:42 am)

Query ID lcl|Query_1439 Database Name nr
Description None Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.31+
Query Length 350

Graphic Summary

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores
<40 40-50 80-200 »>=200

1 70 140 210 280 350

Descriptions

Sequences producing significant alignments:

Description Max Total Query E Ident Accession
score score cover value

Escherichia coli O157:H7 strain
EC20020119 antimicrobial resistance 647 647 100% 0.0 100% HQ018801.1
island, genomic sequence

Alignments

Escherichia coli O157:H7 strain EC20020119 antimicrobial resistance island, genomic sequence

Sequence |ID: gb|HQ018801.1| Length: 32756 Number of Matches: 1
Range 1: 6850 to 7199

N I
a1ttt i atatayn)i et
cwser soro DOHCHIHITO AT, 2o
cvser oo LML o,
cvser 7000 DL EAEt R TIART 2o
cvser riso DWLHSITQUTHRTTITIION, ©.es
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Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis str. 18569, complete
genome

GenBank: CP011394.1

LOCUS: CP011394 2001 bp DNA linear BCT 11-MAY-2015

DEFINITION: Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis str. 18569,complete genome.
ACCESSION: CP011394 REGION: 994000..996000

VERSION: CP011394.1 GI:820758584

DBLINK:  BioProject: PRINA41929. BioSample: SAMN01041085

KEYWORDS-SOURCE:  Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis str. 18569
ORGANISM: Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis str. 18569

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Salmonella.

REFERENCE 1 (bases 1 to 2001)

AUTHORS: Allard,M.W., Luo,Y., Strain,E., Pettengill,J., Timme,R., Wang,C.,Li,C., Keys,C.E.,
Zheng,J., Stones,R., Wilson,M.R., Musser,S.M. and Brown,E.W.

TITLE: On the evolutionary history, population genetics and diversity among isolates of Salmonella
Enteritidis PFGE pattern JEGX01.0004

JOURNAL: PL0S ONE 8 (1), E55254 (2013)

PUBMED: 23383127

REFERENCE 2 (bases 1 to 2001)

AUTHORS: Timme,R., Allard,M.W., Strain,E., Evans,P.S. and Brown,E.
TITLE: Whole genome shotgun sequencing of cultured foodborne pathogen
JOURNAL: Unpublished

REFERENCE 3 (bases 1 to 2001)

AUTHORS: Strain,E.A., Brown,E., Allard,M.W ., Luo,Y. and Timme,R.

TITLE: Direct Submission

JOURNAL: Submitted (23-MAY-2012) Center for Food Safety and Applied Nutrition, United States
Food and Drug Administration, 5100 Paint Branch Parkway, College Park, MD 20740, USA

REFERENCE 4 (bases 1 to 2001)

AUTHORS: Strain,E.A., Allard,M.W., Payne,J.S., Evans,P.S. and Timme,R.

TITLE: Direct Submission

JOURNAL: Submitted (08-MAY-2015) Center for Food Safety and Applied Nutrition, United States
Food and Drug Administration, 5100 Paint Branch Parkway, College Park, MD 20740, USA
COMMENT  Bacterial culture available from Dwayne Roberson, FDA College Park Campus, 5100
Paint Branch Parkway, College Park, MD 20740. Annotation was added by the NCBI Prokaryotic
Genome Annotation Pipeline (released 2013). Information about the Pipeline can be found here:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation prok/
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP011394
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA41929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/SAMN01041085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=696867
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23383127
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/

Annotation

set;

FEATURES

source

gene

CDS

the

automated

##Genome-Assembly-Data-START##

Assembly Method SMRT Po
Assembly Name CFSANOQOO
Genome Coverage 196X

Sequencing Technology PacBio

##Genome-Assembly-Data-END##

##Genome-Annotation-Data- START##
Annotation Provider

Annotation Date

Annotation Pipeline

Annotation Method

Annotation Software revision
Features Annotated

Genes

CDS

Pseudo Genes

CRISPR Arrays

rRNASs

tRNAS

ncRNA

Frameshifted Genes :

##Genome-Annotation-Data- END##
Location/Qualifiers

.2001
/organism="Salmonella e
Enteritidis str. 18569"
/mol type="genomic DNA"
/strain="18569"
/serovar="Enteritidis"
/isolation source="Poul
/sub_species="enterica"
/db_xref="taxon:696867"
/country="Mexico"
/collected by="FDA"

.532
/locus_tag="SEE18569 04

.532
/locus_tag="SEE18569 04
/inference="EXISTENCE:
sequence:RefSeq:WP_0017

/note="involved in regu

entry of Salmonella int

rtal HGAP v.
0006_65.0

2.1.1

RS

NCBT
05/04/2015 11:22:16
NCBI Prokaryotic Genome

Pipeline
Best-placed reference protein

GeneMarkS+

2.10 (rev. 463717)
Gene; CDS; rRNA; tRNA;
repeat region

4,612
4,434
66

2

22 |
84

6

43

ncRNA;

55, 16S, 238 )

nterica subsp. enterica serovar

try"

725"

725"
similar to AA
40368.1"

lation of genes necessary for

o host cells; Derived by
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=696867

computational analysis using gene prediction method:
Protein Homology."

/codon_start=1

/transl table=11

/product="type III secretion system regulator InvE"
/protein id="AKG76286.1"

/db xref="GI:820759478"

/translation="MIPGSTSGISFSRILSRQTSHQDATQHTDAQQAEIQQAAEDSSP
GAEVQKEVQSTDEMSAALAQFRNRRDYEKKSSNLSNSFERVLEDEALPKAKQILKLIS
VHGGALEDFLRQARSLEFPDPSDLVLVLRELLRRKDLEEIVRKKLESLLKHVEEQTDPK
TLKAGINCALKARLFGKTLSLKPGLLRASYRQFIQSESHEVEIYSDWIASYGYQRRLV
VLDFIEGSLLTDIDANDASCSRLEFGQLLRRLTQLKMLRSADLLEVSTLLSYSFTKAF

NAEESSWLLLMLSLLQQPHEVDSLLADIIGLNALLLSHKEHASFLOIFYQVCKAIPSS
LEYEEYWQEELLMALRSMTDIAYKHEMAEQRRTIEKLS"

gene 557..>2001
/locus_tag="SEE18569 04730"
CDS 557..>2001

/locus_tag="SEE18569 04730"

/inference="EXISTENCE: similar to AA

sequence:RefSeq:WP _015406314.1"

/note="Derived by automated computational analysis
using

gene prediction method: Protein Homology."

/codon_start=1

/transl table=11

/product="type III secretion system protein InvA"

/protein id="AKG76287.1"

/db _xref="GI:820759479"

/translation="MLLSLLNSARLRPELLILVLMVMIISMFVIPLPTYLVDFLIALN
IVLAILVEMGSFYIDRILSEFSTFPAVLLITTLFRLALSISTSRLILIEADAGEIIATF
GQEFVIGDSLAVGEVVESIVTIVVQFIVITKGSERVAEVAAREFSLDGMPGKOMSIDADLK
AGIIDADAARERRSVLERESQLYGSFDGAMKFIKGDAIAGIIITIFVNFIGGISVGMTR
HGMDLSSALSTYTMLTIGDGLVAQIPALLIATISAGFIVTRVNGDSDNMGRNIMTQLLN
NPEFVLVVTAILTISMGTLPGEFPLPVFVILSVVLSVLEYFKFREAKRSAAKPKTSKGEQ
PLSIEEKEGSSLGLIGDLDKVSTETVPLILLVPKSRREDLEKAQLAERLRSQFFIDYG
VRLPEVLLRDGEGLDDNSIVLLINEIRVEQFTVYFDLMRVVNYSDEVVSEFGINPTIHQ

OGSSQYFWVTHEEGEKLRELGYVLRNALDELYHCLAVTLARNVNEYFGIQETKHMLDQ
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LEAKFPDLLKEVLRHATVQRISEVLQRLLSERVSVRNMKLIMEALALWAPREKDVINL

VEHIRGAMARYICHKFANGGELRAVMVSAEVEDVIRKGIRQTSGSTFLSLDPEASANL

MDLITLKLDDLLIAHKDLVLLTSVDVRRFIKKMIEGRFPDLEVLSFGEIADSKSVNVI

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

tgaatcacat
actggtggta
cagttgttcg
gcgctccgcet
taatgcggag
agtggattcg
acatgcatcc
ttatgaagaa
ctacaagcat
taacaggata
actgattctg
tctggttgat
gttctacatt
gctctttcgt
cggtgaaatt
tgttgtcttc
cgtcgcggaa
tgatgccgat
actggaaagg
tgacgctatt
gatgacccgce
tggtgatggt
cgtgactcgce
gaacaaccca
gggattcccg
taaattccgt
gcttagtatt
ctctacagag
aaaagctcaa
gccggaagta
taatgagatc
ttccgatgaa
gtatttctgg
gaacgcgctt

KTI"

gaagtggaga
ctggatttta
cgcctggagt
gacctactgt
gagtcgtcgt
ctgttagccg
tttttgcaga
tattggcagg
gaaatggcag
cctatagtgce
gtactaatgg
ttcctgatcg
gacagaatcc
ctggcattat
atcgccacgt
tctattgtca
gtcgecggcececce
ttgaaggccg
gaaagccagc
gccggcatca
catggtatgg
cttgtcgccecc
gtaaatggcg
tttgtattgg
ctgccggtat
gaagcaaaac
gaggaaaaag
accgtaccgt
cttgcggagce
ttgttacgcg
cgtgttgaac
gtcgtgtcct
gtaacgcatg
gatgagcttt

tttactctga
ttgagggttc
ttggccagcect
ttgtgagtac
ggctactact
atattatagg
tattttatca
aagaattgtt
aacagcgtcg
tgctttctet
tgatgatcat
cactgaatat
tcagtttttc
cgatcagtac
tcgggcaatt
ccgtggtcca
gattttctct
gtattattga
tttacggttce
ttattatctt
atttgtcctc
agatccccgce
atagcgataa
ttgttacggc
ttgttatttt
gtagcgccgce
aagggtcgtc
tgatattact
gtctacgtag
atggcgaggg
aatttacggt
ttggtattaa

aagaggggga
a

ctggatagcc
gctattaacc
tttacgacgc
attgttgtcg
gatgctttcg
tttgaatgcg
agtatgtaaa
aatggcgtta
tactattgaa
acttaacagt
ttctatgttc
cgtactggcg
aacgtttcct
cagccgtcectt
cgttattggce
gtttatcgtt
ggatggtatg
tgcggatgct
ctttgacggt
tgtgaacttt
cgctctgtcet
attgttgatt
tatggggcgg
tattttgacc
atcggtggtt
caaacctaaa
gttgggactg
tgtgccgaag
tcagttcttt
cctggacgat
ctattttgat
tccaacaatc

gaaactccgg

agttatggct
gatattgacg
ctgacgcaac
tattcgttta
ctattgcaac
ttattgctta
gccataccct
cgtagtatga
aagctgtctt
gctcgtttac
gtcattccat
atattggtgt
gcggtactgt
atcttgattg
gatagcctgg
attaccaaag
cccggtaaac
gcgcgcgaac
gcgatgaagt
attggcggta
acttatacca
gcgattagtg
aatatcatga
atttcaatgg
ttaagcgtac
accagcaaag
attggcgatc
agccggcegtg
attgattatg
aacagcatcg
ttgatgcgag
catcagcaag

gagcttggct

atcaacgtcg
cgaatgacgc
ttaaaatgtt
ccaaagcgtt
agccacatga
gtcataaaga
cttcactctt
ccgatattgce
aatttaatat
gacctgaatt
tacctaccta
ttatggggtc
taattaccac
aagccgatgce
cggtgggttt
gttcagaacg
agatgagtat
ggcgaagcgt
ttatcaaagg
tttcggtggg
tgctgaccat
ccggttttat
cgcagctgtt
gaactctgcc
tcttctattt
gcgagcagcc
tcgataaagt
aagatctgga
gcgtgcgect
tattgttgat
tggtaaatta
gtagcagtca
atgtgttgcg
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Pair 2:

T [LeftPrimer2: | e LF

Sequence: | cattggtgatggtetigteg

Start: 1258  Length: 20 bp Tm: 60.0°C GC: 50.0% ANY: 3.0 SELF: 2.0
" Right Primer 2: | Primer_1R

Sequence: | ctegecttigetggtittag

Start: 1555 Length: 20 bp Tm: 60.0°C GC: 50.0% ANY: 2.0 SELF: 0.0

Product Size: 298 bp

Pair Any: 3.0 Pair End: 0.0
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NCBI/ BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - PFF8X8BC014

Formatting options
Download

Blast report description

V00152:Partial sequence of goat gene for beta-globin...

RID PFFES8X8BC014 (Expires on 05-30 09:13 am)

Query ID Icl|Query_12307 Database Name nr
Description None Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.31+

Query Length 331

Graphic Summary

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores
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Descriptions

Sequences producing significant alignments:

Description

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. 18569, complete genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium strain FORC_015, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Senftenberg strain KC14SEF specific
pathogenicity island SPI-1 genomic
sequence

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis strain OLF-SE2-98984-6,
complete genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis strain OLF-SE3-98983-4,
complete genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis strain SEJ, complete genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis strain OLF-SE6-00219-16,
complete genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis strain OLF-SE1-1019-1, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis strain OLF-SE5-1104-2, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis strain OLF-SE4-0317-8, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis strain OLF-SE11-10058,
complete genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis strain OLF-SE10-10052,
complete genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis strain OLF-SE9-10012, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis strain OLF-SE8-1021710,
complete genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis strain OLF-SE7-100819,
complete genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Pullorum genome assembly S44987_1,
chromosome : |

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. 77-1427, complete genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20100325 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. CDC_2010K_0968, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis strain Durban, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20111510 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
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Accession

CP011394.1

CP011365.1

KP279309.1

CP009084.2

CP009085.2

CP008928.1

CP009088.1

CP009083.1

CP009087.1

CP009086.1

CP009093.1

CP009092.1

CP009091.1

CP009090.1

CP009089.1

LK931482.1

CP007598.1

CP007360.1

CP007528.1

CP007507.1

CP007498.1



Enteritidis str. SA20094301, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. SA20094177, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. SA20084824, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. SA20084644, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20090698, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20110221, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20100101, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120008, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20110354, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20111174, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20111175, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20110353, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20110355, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20090641, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. SA19940857 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20121747 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120929, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120009 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20111095, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. SA20100349 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20100134, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20121970 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20121969 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20121826 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20121825 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20121812 genome
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Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120970 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120969 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120968 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120963 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120927 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120925 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120918 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120917 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120776 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120775 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120774 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120773 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120765 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120738 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120734 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20121753 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20121751 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20121750 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20121748 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20121746 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20100089 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20100088 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20090530 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. 5A20090435 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. SA20090419 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20100130, complete
genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20100100 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120685 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120597 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120590 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120581 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120580 genome
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Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. SA20094350 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. SA20094079 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. SA20093977 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. SA20093950 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. SA20093788 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20111554 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20111515 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20111514 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20110222 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. SA20095440 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120356 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120240 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120229 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120219 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120213 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120505 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120498 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120497 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120496 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20120469 genome

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. EC20121542 aenome
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Enteritidis str. 18569, complete genome
ID: gb|CP011394.1] Length: 4685993 Number of Matches: 1

ubsp. enterica serovar
Range 1: 994910 to 995239

Salmonella enterica s
Sequence

Alignments

44444
55555
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