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Resumo

Nas ultimas duas décadas, houve um aumento na produgdo e no consumo mundial de
peixes. E estimado que a produgcdo mundial de pescado seja em torno de 100 milhdes
de tonelada/ano, sendo 70 delas destinada exclusivamente a alimentagdo humana. O
pescado e seus derivados tém uma grande importancia na dieta de todo o mundo,
contribuindo com %4 da oferta mundial de proteina de origem animal. As caracteristicas
nutricionais dos frutos do mar e peixes fazem deles um alimento benéfico a saude,
pois sao ricos em proteinas, vitaminas, micronutrientes e gorduras insaturadas. Porém
um dos temas em crescente discussao, em saude publica, refere-se a seguranga
alimentar. S6 nos EUA, acontecem 76 milhdes de caso de doengas de origem
alimentar, com 325 mil hospitalizados e 5 mil mortes todos os anos. Pela RDC n°12, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2001) definiu que pescados, ovas
de peixes, crustaceos e moluscos cefalopodes “in natura” resfriados ou congelados,
nao consumidos cru devem apresentar o seguinte padrdo microbiolégicos: auséncia
de Salmonella em 25g e tolerancia de até 10° NMP de Estafilococos coagulase
positiva/g de alimento. Baseado nisto, este trabalho teve como objetivo verificar se
peixes e frutos do mar comercializados frescos ou congelados, em supermercados e
peixarias do municipio de Botucatu atendiam aos padroes estabelecidos pela
legislagao brasileira, através da RDC n°12. Foram analisadas 100 amostras, sendo 65
congeladas (65%) e 35 frescas (35%). As amostras incluiam peixes, como sardinha,
pescada do sul, tilapia, bacalhau, peixe-serra, abrotea, namorado, merluza, abadejo,
Saint Peter, manjuba, corimbata, pintado, cavalinha, pescada branca, cagao, filhote,
salmao, cascudo, inteiros, em filé, ou em postas, além de camardes, mexilhdes,
mariscos, lula (em tubo e anéis), polvo (inteiro e tentaculos) vieira e vongoli.
Totalizando entre as amostras congeladas, 31 peixes e 34 frutos do mar e entre as
resfriadas, 28 peixes e 7 frutos do mar. Os métodos utilizados para analise estdo de
acordo com o APHA (2001). As amostras foram adquiridas em 4 estabelecimentos (3
supermercados e uma peixaria). Dentre as 100 amostras analisadas, todas foram
negativas para presenga de Estafilococos coagulase positiva e 2 foram positivas para
Salmonella (2%). A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que, apesar de
aparecer em uma pequena porcentagem, a presenca de Salmonella é um fator de
risco para a saude dos consumidores. Deste modo, deve-se ter maior cuidado na
conservacao dos pescados e dos frutos do mar, pois embora os alimentos paregam
saudaveis visivelmente, podem estar contaminados por patdégenos. Esses alimentos
nao devem ser consumidos crus. Apesar de o congelamento ser uma boa maneira de
conservacao, este processo néo elimina totalmente os patdégenos do alimento.

Palavras Chave: peixes, frutos do mar, Salmonella, Staphylococcus coagulase
positiva.



Abstract

In the last two decades, there was an increase in the production consumption of in
whole world. The world production of fish is around 100 million tons/year and 70% of
them is destined exclusively to the human feeding. The fish and derived have a great
importance in the human diet, contributing with 4 of offer of protein of animal origin.
Sseafood and fish are health, because they are rich in proteins, vitamins,
micronutrients and insatured fats. However, one of the most important themes, in
public health, refers to the safe food. Only in the USA, 76 million case of foodborne
diseases occurs every year, with 325 thousand hospitalized and 5 thousand deaths.
According to the microbiological parameters, the Brazilian Food Sanitation Standard
(Decree No. 12, 2001) defined that fish, roes of fish, crustaceans and mollusks "in
natura" cooled or frozen, no consumed raw should present up to 10° MPN of coagulase
positive Staphylococcus in the absence of Salmonella in 25g. Based on this, this work
verified the microbiological quality of fish and seafood retailed in supermarkets and fish
store in Botucatu city. A hundred samples were analyzed, being 65 frozen (65%) and
35 cooled (35%). The samples included various kinds of fish and seafood. Among the
frozen samples, 31 were fish and 34 seafood. About the cooled ones, 28 were fish and
7 seafood. The methods used for analysis are in agreement with APHA (2001). The
samples were acquired in 4 establishments (3 supermarkets and a fish store). Ina total
of 100 samples, all were negative to coagulase positive Staphylococcus and 2 were
positive for Salmonella (2%). According to the results, we conclude that the presence
of Salmonella is a risk factor for the consumers' health and these foods should not be
consumed raw. In spite of the freezing to be a good conservation way, this process
doesn't totally eliminate the pathogens of the food.

Key words: fish, seafood, Salmonella, Staphylococcus coagulase positive.
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1. INTRODUCAO

Nas ultima duas décadas, houve um aumento na produgéo e no consumo mundial
de peixe (Feldhusen, 2000). E estimado que a produgdo mundial de pescado esteja em torno
de 100 milhdes de toneladas/ano, sendo 70 delas destinada exclusivamente a alimentagéo
humana (Huss et al., 2000). Em 2003, a produgdo mundial de pescado foi de 132 milhdes de
toneladas e a aquicultura contribuiu com 48,4 milhdes de toneladas, de acordo com a Food
and Agriculture, FAO (2003). Segundo a Secretaria de Aqlicultura e Pesca, SEAP (2006), a
producéo vem crescendo rapidamente no mundo, contribuindo de forma cada vez mais efetiva
com o suprimento mundial de pescado. Hoje, 43% do pescado consumido no planeta ja vém
do cultivo de peixes, camardes, moluscos ou outros organismos aquaticos (no Brasil, o setor é
responsavel por 27% da produgéo pesqueira).

A média mundial anual do consumo de peixe é de 15 kg/pessoa, enquanto que a
recomendada pela World Health Organization (WHO) é de 12 kg/habitante. Seguindo uma
tendéncia mundial, o consumo médio brasileiro de peixe, que era de 6,8 kg em 2003 atingiu 8
kg por habitante em 2005 (SEAP, 2006). Na figura 1, pode-se observar a distribuicao, mundial

do consumo de peixe.

Corvnmmeo médio per capita |
(peso Tiro equiralerde |

Adaptado FAO http://www.fao.org

Figura 1: Consumo per capita de peixe e seus produtos no mundo.
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1.1. Os nutrientes do pescado

O pescado e seus derivados tém uma grande importancia na dieta de todo o
mundo (Feldhusen, 2000), contribuindo com " da oferta mundial de proteina de origem animal
(Kent, 1997; Josupeit, 2004). Na Europa e na Asia, o pescado é a principal fonte de proteina
animal (Huss et al., 2000).

As caracteristicas nutricionais dos frutos do mar e peixes fazem deles um alimento
benéfico a saude, pois é rico em proteinas, vitaminas, micronutrientes e gorduras insaturadas
(Huss et al., 2000).

1.2. Segurancga Alimentar

Um dos temas sempre em discussdo, em saude publica, refere-se a seguranga
alimentar. Segundo a WHO (2007), em todo o mundo, buscam-se melhorias na qualidade dos
alimentos e prevengao de doengas transmitidas por alimentos (DTAs). No entanto, o niumero
de problemas relacionados a alimentos ainda permanece significativo, com elevados indices
de doencas de origem alimentar (DOAs) e que vem aumentando nas Ultimas décadas
(Schlundt, 2002).

Em 1996, a World Food Summit (Kurien, 2005), definiu que “Existe seguranca dos
alimentos quando todas as pessoas, em todos os momentos, tém acesso fisico e econémico a
alimentacdo suficiente, sadia e nutritiva e que atenda as necessidades nutricionais e
preferéncias alimentares para uma vida ativa e saudavel”.

Segundo a WHO (2007), as DOAs sao aquelas causadas por agentes patogénicos
ou por toxinas presentes no alimento. Qualquer pessoa corre o risco de adquirir uma DTA,
sendo os individuos mal nutridos, imunodeficientes, criangas e idosos os mais suscetiveis
(Schlundt, 2002).

A transmissao de DOAs ocorre através da entrada do patégeno e/ou toxinas no
trato gastrentestinal, onde, geralmente, provocam os primeiros sintomas, como nausea,
voémito, dor abdominal e diarréias. As vezes, a sintomatologia pode ocorrer tardiamente, ap6s
um longo periodo de exposigéo e ser associada a etiologia multifatorial, ndo perfazendo um
quadro de DTAs classico (Mead et al., 1999; CDC, 2005).

A prevencao de DTAs é muito complexa, pois sdo inumeros os patdégenos que
podem se inserir na cadeia alimentar. Embora os alimentos parecam saudaveis visivelmente, a
carne, ovos, frutos do mar, peixes, leite, podem estar contaminados por patégenos como a
Salmonella. Frutas, legumes e verduras podem ser contaminados ja no campo ou apds a
colheita por bactérias, como a Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae e Staphyloccocus
aureus. Também pode ocorrer a contaminacdo dos alimentos por pessoas infectadas durante

a manipulacao e a recontaminagao apoés tratamento térmico (CDC, 2003).
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Inumeros fatores colaboram com o aumento global de DTAs, entre eles o fluxo
internacional de pessoas e mudangas de habito alimentar. O mundo globalizado € apontado
como um importante fator, pois os patdgenos presente nos alimentos podem atravessar
fronteiras e causar doencas emergentes (Kruse, 1997).

As intoxicacdes alimentares, em sua maioria, ndo sao notificadas, pois poucos
paises possuem um sistema de notificacdo de DTAs ou nao notificam aos 6rgaos de inspegao
ou agéncia de saude porque seus sintomas sao geralmente brandos e o doente n&o busca
auxilio médico (Forsythe, 2002). Segundo os dados do Centro de Vigilancia Epidemioldgica
(CVE), foram notificados até agosto de 2008, 35 surtos de origem alimentar e hidrica,
envolvendo 1.433 pessoas, no estado de S&o Paulo. Sé na capital, foram notificados 7 surtos
de origem alimentar e hidrica, todos no primeiro semestre de 2008. O principal sintoma foi a
diarréia, sendo apenas um caso de intoxicagdo. Os alimentos contaminados eram de
diferentes origens, ocorrendo um caso com came de siri, onde o patdgeno responsavel pelos
sinfomas nao foi identificado. Algumas sociedades, devidos aos seus habitos culturais,
associam a diarréia, um dos principais sintomas da infecgdo alimentar, como sendo indigestéo,
excesso de condimentos e supersticdo (Motarjemi,1997). Além disso, as DTAs ndo sdo bem
documentadas na literatura cientifica, pois a publicacdo dessa precisa satisfazer pré-requisitos
como o envolvimento de grande numero de pessoas, ou patdgeno incomum ou emergente, um
novo ou incomum alimento (Reij, 2004).

A incidéncia mundial de surtos de origem alimentar é de dificil estimativa, mas
cerca 1,8 milhdes de pessoas morreram de diarréia em 2005. A maioria desses casos foi
atribuida a contaminacao de alimentos e agua. Nos paises industrializados, as doengas de
origem alimentar afetam acima de 30% da populagéo. Nos EUA, 76 milhdes de casos de

DOAs, 325 mil hospitalizados e 5 mil mortes s&o estimados por ano. (WHO, 2007).

1.3. Microbiota e Contaminacéo do pescado

O sistema HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point — Analise de Perigos e
Ponto Criticos de Controle - APPCC) tem sido aplicado com muito sucesso pela U.S. Food and
Drug Administration (FDA) desde 1973 para controlar os perigos microbioldgicos. O sistema
parte do principio que em varios pontos podem existir perigos microbioldégicos, com medidas
adequadas para controla-los. A previsdo dos perigos e a identificagdo dos pontos de controle
sdo elementos chave no sistema HACCP. Este sistema propdée uma abordagem racional e
I6gica para controlar os perigos dos alimentos (Huss, 1997a).

A primeira etapa, onde pode ocorrer contaminagao € no habitat original de cada

alimento. O langamento de esgotos nas aguas de reservatérios, lagos, lagoas, rios, mar e
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tanques contaminam o pescado oferecendo risco para o consumidor final, o homem. A
maneira como sado capturados também pode levar a contaminacdo. Durante a captura
principalmente com rede de arrasto, os peixes sédo arrastados pelo fundo do mar, revolvendo
sedimentos, que podem carrear uma carga microbiana de 10 a 100 vezes maior quando
comparada a captura por anzol (Huss et al., 2000; Schlundt, 2002; Reiji, 2004; Hamada-Sato
et al., 2005; Basti et al., 2006).

Outra etapa importante € o manejo do pescado, desde a captura, ainda nos barcos
dos pesqueiros, até o seu destino final, passando por fases de beneficiamento, transporte e
comercializagdo. Durante o beneficiamento, o peixe pode ser eviscerado, preparado em files
ou postas, onde pode ocorrer a contaminagdo se n&o houver boas praticas de processamento,
higienizagdo e sanitizagdo adequadas (Huss et al., 2000). A agua em contato com os
alimentos de origem animal, inclusive a usada para higienizagdo de equipamentos e industrias
deve ter o mesmo padrao microbioldgico de potabilidade da agua para consumo humano. As
normas legais exigem que a agua usada pelas industrias ndo apresentem nenhum coliforme
termotolerante (Brasil, 2003).

A recontaminagdo (contaminagdo apos o ftratamento térmico) é outro fator
importante em surtos de DTAs. O uso de utensilios, de equipamentos néo higienizados, a falta
de higiene dos manipuladores e de sanitizacdo do ambiente, onde o alimento sera manipulado
e a presenca de vetores, como insetos e roedores sao transmissores de microrganismos (Reij,
2004).

Ao analisar peixes e frutos do mar apds a pesca, esses podem revelar as
condi¢gdes ambientais, a qualidade microbioldgica da agua e do préprio pescado, assim como:
temperatura da agua, teor de sal, alimentagéo do peixe, etc. Estes indicadores sao particulares
de cada regido, como areas costeiras, rios, lagos, tanques e estuarios (Feldhusen, 2000). O
clima de cada regido é de consideravel importancia para esses indicadores.

Segundo Feldhusen (2000), as bactérias patogénicas podem ser encontradas na
pele, guelras e no intestino dos peixes, com Vibrio cholarae, V. parahemolyticus, V. vulnificus,
Listeria monocytogenes, Clostridium botulinium, Aeromonas hydrophila; Salmonella,
Escherichia coli, Shigella sp, Campylocbacter sp, Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus,

Staphylococcus aureus e Clostridium perfringens.

1.4. Legislacao Brasileira

Visando a saude da populagdo, a Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) N°12
(2001) definiu que pescado, ovas de peixes, crustaceos e moluscos cefaldpodes “in natura”,
resfriados ou congelados, ndo consumidos cru podem apresentar at¢é 10° NMP/g de

estafilococos coagulase positiva/g, na auséncia de Salmonella em 25 g.
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1.4.1. Salmonella sp

A Salmonella € uma das mais importantes causas de DOAs no mundo (Theys,
2008). E um género que compreende bacilos Gram-negativos, anaerdbios facultativos,
pertencentes a familia Enterobacteriaceae, mével, exceto por S. Gallinarum e S. Pullorum, nao
formadora de esporos. Esses microrganismos multiplicam-se entre 5°C e 47°C, com um
crescimento 6timo entre 35-38°C, mas estes valores variam de acordo com o sorotipo (FDA,
2006).

As espécies de salmonelas sdo distribuidas amplamente pelo ambiente, sendo
encontradas, principalmente, no trato gastrintestinal de aves, insetos, mamiferos e répteis.
Apesar do meio aquatico ndo ser um reservatorio natural, ela pode estar presente devido a
contaminagao fecal, podendo ser detectada em peixes e produtos derivados (FDA, 2006). As
aves tém se revelado um 6timo vetor, disseminando as salmonelas pelas fezes e a presenca
da bactéria no canal ovopositor das galinhas é capaz de contaminar as gemas dos ovos (FDA,
2006).

As doencgas causadas pelas salmonelas sdo a febre tiféide, febres entéricas,
septicemia e enterocolites (salmoneloses).

A febre tiféide é causada pela S. Typhi e o homem € o Unico reservatério desta
bactéria, sendo esta a principal fonte de contaminagao. Altamente infectante, possui uma taxa
de mortalidade de cerca de 10%. A transmissao € via oral-fecal, através de agua e alimentos
contaminados. Os bacilos sao, periodicamente, eliminados nas fezes ou urina do doente até o
terceiro més do inicio do quadro clinico em 10% dos doentes e até 1 ano e, provavelmente, por
toda a vida, em 1 a 5% dos portadores crénicos. Os sintomas séo febre alta, diarréia, vomitos
e se a bactéria atingir o sangue pode levar a um quadro de septicemia (Franco, 2003;
Eduardo, 2006).

S. Paratyphi causa a febre entérica, que é semelhante a febre tiféide, porém os
sintomas sdo mais brandos. As salmoneloses sdo causadas pelas demais salmonelas e a
sintomatologia envolve diarréia, vomito, febre e dores abdominais. Uma das espécies isolada
frequentemente de ovos, € a S. Enteritidis (Franco, 2003; FDA, 2006).

Em 2006, nos Estados Unidos, 6.655 dos 17.252 casos confirmados de DOA foram
causados por Salmonella, sendo Salmonella Typhi, responsavel por 1157 (Theys, 2008). Todo
ano, aproximadamente, 40.000 casos de salmoneloses sao relatados nesse pais. Como
muitos casos nao sao diagnosticados e/ou relatados, estima-se que o numero real de
infeccOes seja trés vezes maior. Cerca de 400 pessoas morrem todos os anos devido a essa

doenca e criangas, idosos e imunodeficientes sdo os mais susceptiveis (CDC, 2008).
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1.4.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sdo cocos Gram-positivos, anaerdbios facultativos,
pertencentes a familia Staphylococcaceae. Apresentam crescimento 6timo a 37°C, podendo
variar numa faixa de temperatura entre 7 a 46°C. Os estafilococos podem ser encontrados na
agua, ar, poeira, leite e esgotos. O homem e os animais sdo reservatoérios naturais desses
microrganismos e o principal habitat € a mucosa do nariz e a pele. Os portadores podem
atingir até 60% dos individuos saudaveis, havendo uma média de 25 a 30% da populagéo que
é portadora de estirpes produtoras de enterotoxinas.

Segundo a FDA (2006), os estafilococos sao responsaveis por, aproximadamente,
45% das toxinfecgdes do mundo, sendo que uma dose menor que 1ug de enterotoxina é
suficiente para produzir os sintomas da intoxicagéo por Staphylococcus aureus. Esta dose de
enterotoxina é alcangada quando a populagdo atinge mais que 10° UFC/g de alimento.

Algumas cepas sdo capazes de produzir enterotoxinas estafilocdcicas, que séo
termoestaveis e responsaveis pelas intoxicagdes alimentares no homem. A transmissao ocorre
quando ha ingestao dessas enterotoxinas, produzidas no alimento (Forsythe, 2002; Franco,
2003; FDA, 2006).

A intoxicacdo alimentar estafilocécica, geralmente possui um inicio abrupto e
violento, os sintomas aparecem em meédia de 2 — 4 horas apos a ingestdo do alimento,
ocorrendo nauseas, vomitos, cdlicas, prostracdo, pressdo baixa e temperatura subnormal.
Alteragdes na freqiéncia cardiaca podem também ser observadas. A recuperagédo ocorre em
até dois dias, porém, alguns casos podem se prolongar e exigir hospitalizagao. O diagnéstico é
caracteristico, especialmente quando ha um grupo de casos, com predominancia de sintomas
gastrintestinais superiores e com intervalo curto entre o inicio dos sintomas e ingestdo de um
alimento comum. A real frequéncia da intoxicagao estafilocécica € desconhecida, seja por erro
diagnéstico, por ser similar com outras intoxicagdes, por coleta inadequada de amostras para
testes laboratoriais, exames laboratoriais impréprios ou investigacbes epidemiologicas
inadequadas dos surtos. No estado de Sao Paulo foram notificados somente 25 surtos por S.
aureus, envolvendo quase 200 pessoas, nos anos de 2001 e 2002 (CVE, 2003).

Como o S. aureus é um indicador das condigbes higiénicas, sua presenca indica
ma condigdo higiénica durante o processamento e/ou armazenamento dos alimentos. A
contaminagdo do produto pode ser resultado da combinagdo de manipulagdo indevida,

armazenamento inadequado e contaminagao cruzada. (Simon, 2007).
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2. OBJETIVOS

Baseado na revisao bibliografica realizada, este trabalho teve por objetivo verificar
se peixes e frutos do mar comercializados frescos ou congelados, em supermercados e
peixarias no municipio de Botucatu estavam dentro dos padrbes estabelecidos pela legislagao
brasileira, através da RDC n°12, com a realizagdo da pesquisa da presenca de Salmonella e a

enumeracao de Estafilococos coagulase positiva (ECP).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta das Amostras para Analise

Foram analisadas 100 amostras de peixes e frutos do mar, coletadas em
supermercados e peixarias, no municipio de Botucatu, SP. As amostras foram mantidas dentro
das proprias embalagens e armazenadas dentro de bolsas térmicas até serem transportadas
para o laboratorio.

No caso de amostras industrializadas, foram anotados o prazo de validade, marca

e lote do produto.

3.2. Anélises Microbioldgicas

3.2.1. Preparo das amostras e suas diluicdes

Para a analise, 25 gramas de amostra foram pesados e homogeneizados em 225
ml de agua tamponada esterilizada, em sacos plasticos apropriados, que foram levados ao
Stomacher Lab Blender 400 por 30 segundos. A partir desta diluigdo inicial de 10, foram

preparadas varias diluicdes decimais, utilizando-se o0 mesmo diluente.

3.2.2. Identificacdo de Estafilococos Coagulase Positiva (ECP) (LANCETTE & BENNETT,
2001)

Para a enumeragado dos estafilococos, foi utilizado o método da semeadura em
superficie, por meio do qual 0,1ml das diversas diluicdes da amostra foram depositados em
placas de Petri com Agar Baird-Parker (BP), suplementado com telurito de potassio e solugao
de gema de ovo, espraiando-se o indculo com o auxilio de um bastao de vidro em “L”. Apds a
incubacdo a 35°C, por até 48 horas, as col6nias suspeitas de estafilococos apresentavam cor
negra, com halo e até 5 foram repicadas para tubos com Agar Tripticase Soja (TSA) inclinado,
incubados por 24 horas, a 35°C e a seguir foram submetidos aos testes bioquimicos de
catalase e coagulase em tubo.

Para o teste da producéo de catalase, uma por¢ao do crescimento de 24 horas do
TSA foi transferida, com o auxilio de uma alga de niquel-cromo, para uma lamina de vidro. Em
seguida, foi adicionada uma gota de agua oxigenada 30%. Como controle positivo, usou-se
uma cepa de S. aureus e como controle negativo, uma de Streptococcus sp O teste positivo foi
revelado pela liberagdo de bolhas (Mac FADDIN, 1976). A seguir, foi realizado o teste da
coagulase em tubo (Mac FADDIN, 1976), utilizando-se 0,25 ml de plasma de coelho,

adicionado um volume de 0,5 ml de uma cultura da cepa teste em caldo de infusdo de cérebro
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e coragao (BHI), crescida 24 horas a 35°C. O tubo foi incubado a 35°C e as leituras realizadas
ap6s 30 minutos, 6 horas e 24 horas. O teste foi considerado positivo quando ocorreu a

coagulagao da mistura.

3.2.3 Deteccao da presenca de Salmonella (ANDREWS et al., 2001)

Para a detecgdo da presengca de Salmonella, 25 gramas de amostra foram
homogeneizados em 225 mL de agua peptonada a 1 %, em "Stomacher" durante 30
segundos. Apds esse periodo, o homogeneizado foi transferido a frascos esterilizados e
incubado a 35°C por 24 horas. Em seguida, foi transferido 1 mL do homogeneizado para um
tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo tetrationato com iodeto de potassio, incubado a 35°C
por 24 horas. Outra aliquota, de 0,1 mL, foi transferida para um tubo com 10 mL de caldo
Rapapport, incubado a 42°C por 24 horas. Apés este periodo, uma algada de cada tubo foi
semeada em placas de Petri contendo agar XLD (xilose-lisina-desoxicolato) e agar SS
(Salmonella-Shigella), sendo as placas incubadas invertidas a 35°C por 24 horas. A seguir, as
colénias caracteristicas de Salmonella foram repicadas para tubos de ensaio contendo TSA e
incubadas a 35°C por 24 horas (cepas estoque). A partir dessas, foram realizados os testes
bioquimicos com o agar Triplice Agucar Ferro (TSI), agar Fenilalanina e decarboxilagéo das
lisina, para confirmagdo das cepas caracteristicas. As cepas que apresentaram leitura
caracteristica de Salmonella nesses testes foram submetidas ao kit APl 20 E (Biomérieux,
Franca), com 20 testes bioquimicos para enterobactérias.

Apos a leitura positiva dos testes bioquimicos, as cepas suspeitas foram testadas

sorologicamente, com soro somatico (Ag O) e flagelar (Ag H), para confirmagao de Salmonella
sp.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 100 amostras de peixes e frutos do mar, sendo 65 congeladas
(65%) e 35 frescas (35%). Entre as amostras haviam peixes, como sardinha, pescada do sul,
tilapia, bacalhau, peixe-serra, abrotea, namorado, merluza, abadejo, Saint Peter, manjuba,
corimbata, pintado, cavalinha, pescada branca, cagao, filhote, salmao, cascudo, podendo ser
inteiros, em filé ou em postas, além de camardes, mexilhdes, mariscos, lula (em tubo e anéis),
polvo (inteiro e tentaculos), vieira e vongoli.

Entre as amostras resfriadas, 28 eram peixes e 7, frutos do mar e a Tabela 1
apresenta os resultados das analises microbioldgicas, segundo os pardmetros da RDC N°12.
Em relagédo as amostras congeladas, 31 eram peixes e 34, frutos do mar. Os resultados das

analises microbiolégicas estdo expressos na Tabela 2.
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Tabela 1. Resultado das andlises microbioldgicas de peixes e frutos do mar
resfriados, comercializados na cidade de Botucatu/SP, 2009.

Presenca de

Amostra ECP (UFC/g)
Salmonella
Camarao Cinza Grande Auséncia <100
Filé Sardinha Limpo Auséncia <100
Filé Pescado do Sul Auséncia <100
Manjuba Inteira Auséncia <100
Camarao Cinza Grande Auséncia <100
Camaréo Cinza Inteiro Auséncia <100
Camaréo Cinza Grande Auséncia <100
Sardinha Fresca Auséncia <100
Cavalinha Inteira Auséncia <100
Sardinha Fresca Auséncia <100
Pescada Branca Auséncia <100
Filé Pescada Branca Auséncia <100
Filé Salmao Auséncia <100
Filé de Cacao Auséncia <100
Filé Pescada sem pele Auséncia <100
Sardinha Limpa Auséncia <100
Pescada Branca limpa Auséncia <100
Pescada Branca Inteira Auséncia <100
Cavalinha Inteira Auséncia <100
Sardinha Inteira Auséncia <100
Camarao Grande Auséncia <100
Camaréo Cinza Inteiro Auséncia <100
Filé Saint Peter Auséncia <100
Filé Abrotea Fresca Auséncia <100
Namorado Fresco Auséncia <100
Filé Salmao Auséncia <100
Camaréao Branco Auséncia <100
Manjuba Inteira Auséncia <100
Pescada branca Auséncia <100
Filé Cagao Auséncia <100
Filé Salmao Auséncia <100
Pescada Branca Inteira Auséncia <100
Peixe Serra Fresco Auséncia <100
Filé Sardinha PRESENCA <100
Posta de Cacéao Auséncia <100

UFC/g: Unidades Formadoras de Colbnias
ECP: Estafilococos coagulase positiva
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Tabela 2. Resultado das analises microbiolégicas de peixes e frutos do mar
congelados, comercializados na cidade de Botucatu/SP. 2009. continua

Presenca de

Amostra ECP(UFC/qg)
Salmonella
Mexilhdo Limpo Auséncia <100
Camaréo IQFC Limpo Auséncia <100
Filé de Tilapia Auséncia <100
Peixe Manjuba Auséncia <100
Sardinha Auséncia <100
Camarao Auséncia <100
Peixe Corimbata Auséncia <100
Camaréao Descascado Auséncia <100
Postas Pintado Auséncia <100
Mexilhdo Descascado Auséncia <100
Marisco Meia Concha Auséncia <100
Lula Calamar Auséncia <100
Anel Lula Auséncia <100
Camaréo 7BL Auséncia <100
Camarao Vermelho Auséncia <100
Vieira com Ovos Auséncia <100
Lula Tubo Auséncia <100
Postas Cacéao Auséncia <100
Postas Peixe Filhote Auséncia <100
Anel Lula Auséncia <100
Camaréao Descascado Auséncia <100
Camarao Médio Limpo Auséncia <100
Sardinha Eviscerada Auséncia <100
Manjuba Auséncia <100
Camaréao Vermelho Auséncia <100
Filé de Peixe Dourada Auséncia <100
Camaréao Vermelho Auséncia <100
Postas Cascudo Auséncia <100
Vongoli Limpo PRESENCA <100
Lula Tubo Auséncia <100
Mexilhdo %2 Casca Auséncia <100
Lula em Anéis Auséncia <100
Filé Pescada sem pele Auséncia <100
Filé Tilapia Auséncia <100
Filé Merluza Auséncia <100
Postas Cacgéao Auséncia <100
Filé Merluza Congelado Auséncia <100
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Tabela 2. Resultado das analises microbioldgicas de peixes e frutos do mar

congelados, comercializados na cidade de Botucatu/SP. 2009. continuac¢é&o

Presenca de

Amostra ECP(UFC/g)
Salmonella
Filé Merluza Alaska Auséncia <100
Filé Bacalhau Ling Auséncia <100
Tilapia Inteira Auséncia <100
Filé Merluza Congelada Auséncia <100
Filé Tilapia Auséncia <100
Camaréao Congelado Auséncia <100
Sardinha Inteira Auséncia <100
Filé Tilapia Congelada Auséncia <100
Camarao Descascado Auséncia <100
Camarao Congelado Auséncia <100
Filé Pescada Congelada Auséncia <100
Mexilhao Descascado Auséncia <100
Anéis de Lula Auséncia <100
Polvo Inteiro Congelado Auséncia <100
Postas Pintado Auséncia <100
Postas Cacgéao Auséncia <100
Filé Pescada Auséncia <100
Lula Congelada Auséncia <100
Lula em Anéis Auséncia <100
Carne Vieira Média Auséncia <100
Filé Abadejo Congelado Auséncia <100
Filé Tilapia S. Peter Auséncia <100
Mexilhdo Limpo Auséncia <100
Filé Merluza Congelado Auséncia <100
Vongoli Limpo Auséncia <100
Camaréao 7 Barbas Auséncia <100
Tentaculos Polvo Auséncia <100
Filé Merluza Congelado Auséncia <100

UFC/g: Unidades Formadoras de Coldnias
ECP: Estafilococos coagulase positiva



Como pode ser observado pelas Tabelas 1 e 2, em nenhuma amostra foi detectada
a presenca de Estafilococos Coagulase positiva (ECP) e duas amostras (2%) foram positivas
para Salmonella.

De acordo com a RDC N°12 (2001), para esse tipo de alimento é permitido até 10°
NMP de ECP/g, na auséncia de Salmonella em 25 g. Assim, por estes pardmetros, somente
2% das amostras encontravam-se improprias ao consumo. Esse microrganismo foi isolado de
filé de sardinha fresco e de vongoli ja limpo congelado. Esta porcentagem, apesar de baixa, é
preocupante pois Salmonella é um patégeno que causa doengas graves, além do fato de
varios peixes e frutos do mar serem consumidos crus. Também deve ser observado que o filé
de sardinha fresco estava acondicionado diretamente no gelo, sem embalagem podendo
causar contaminag¢do cruzada com outros produtos ou até mesmo ser consequéncia desss
contaminagdo. Segundo Bean (1997), aproximadamente 7% dos surtos de salmonelose foram
ligados a pescados e frutos do mar. De acordo com D’auost (1994), a incidéncia de Salmonella
é variavel entre os diferentes paises, sendo menor em paises desenvolvidos, como por
exemplo o EUA, onde o indice varia de 3-5%. Em paises menos desenvolvidos, como a Africa
do Sul, essa porcentagem pode chegar aos 54 %.

Entre as amostras positivas para Salmonella, uma se encontrava congelada e uma
era fresca. A presenga do patdgeno em uma amostra congelada indica que a Salmonella
consegue sobreviver em baixas temperaturas, como ja havia sido observado por Escartin
(2000), que demonstrou que embora haja queda no numero populacional, esse microrganismo
pode se manter por semanas em temperatura de congelamento.

As placas de Baird Parker apresentaram alta contaminagcdo por estafilococos
coagulase negativa, ainda abundante na diluigdo 10, indicando a qualidade higiénica ruim do
produto. De acordo com Peterson (1962a e1962b), o crescimento do S. aureus é reprimido
pela presenca de outras populagdes de bactérias encontradas naturalmente nos alimentos,
devido a competicdo por nutrientes e pela modificagcdo do ambiente para condigdes menos
favoraveis para o seu crescimento. Devido a isso, podemos sugerir que a auséncia de ECP
ocorreu devido a alta contaminagdo das amostras por outras bactérias nao identificadas neste
estudo.

A auséncia de Estafilococos Coagulase Positiva difere do estudo de Simon (2007),
que pesquisou pescados e frutos do mar, na india, e detectou a presencga de S.aureus em 17%
de suas amostras. Resultados similares aos dele foram encontrados por Ayulo et al. (1994),
Kandgule (2001), Rodma et al. (1991) and Yesudhasan (2000).

Foi encontrada uma maior proporcéo de peixes e frutos do mar congelados a
disposicao para os consumidores na cidade de Botucatu,SP, provavelmente pela distancia a

ser percorrida até Botucatu,que fica a 250 Km de S&o Paulo. Também pode indicar uma

23



preferéncia pelos produtos congelados, pela maior sensacao de seguranga que transmite aos
consumidores.

Alimentos congelados sdo uma excelente maneira para a conservagdo dos
alimentos em seguranca e doencgas associadas a alimentos congelados sao raros. Entretanto,
além de presevar a qualidade dos alimentos, o congelamento também pode permitir a
viabilidade de alguns microorganismos patogénicos. A resisténcia e sobrevivéncia dos
microorganismos quando submetidos a congelamento é de uma ampla variedade. Variando
entre bactérias gram-positivas e gram-negativas e entre seus diversos géneros.(Archer, 2000).
Como foi comprovado por Lund (2000), bactérias gram-negativas sdo mais susceptiveis ao
congelamento do que as gram-positivas, porém algumas espécies podem sobreviver bem em
alimentos congelados, dependendo da matriz do alimento e de outros fatores. Como ja foi
observado por Archer (2000), apesar da Salmonella ser uma bactéria Gram-negativa, sua
resisténcia a baixas temperaturas ¢é bastante conhecida. Salmonella Typhimurium
desmontraram continuou estavel em peixes congelados a -22°C por mais de um ano (Raj e
Liston, 1961).
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5. CONCLUSAO

Apesar de apenas 2% das amostras analisadas estarem em desacordo com a
RDC n°12 (2001), isto pode indicar risco a saide dos consumidores, pois Salmonella € um dos
principais patégenos responsaveis por doencas ocasionadas por alimentos. Deve ser
observada a possibilidade de contaminagéo cruzada pelo fato de uma das amostras positivas
estar no gelo, junto com outros produtos, além do fato de varios peixes e frutos do mar serem
consumidos crus.

A presengca de Salmonella em uma amostra congelada, permite concluir que
apesar do congelamento ser uma étima maneira para conservagao, este processo néo elimina
totalmente os patégenos do alimento.

A populacdo deve estar ciente dos perigos que esses alimentos podem
representar, adquirindo somente produtos de boa qualidade, mantendo-os sob refrigeragao até

0 momento do consumo, com o processo térmico adequado.
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