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RESUMO

O pescado e seus derivados tém uma grande importancia na dieta, em todo o mundo. Sabe-
se que peixes e frutos do mar fortalecem o sistema imunologico, contribuem para a reducéao
dos niveis de colesterol, diminuem as chances de depressdo, ajudam na formacdo dos
musculos e protegem contra doencas cardiovasculares. Também, sdo ricos em vitaminas
lipossoluveis A, D e E, alem do dmega 3. Muitas vezes, esses produtos sdo consumidos
Crus ou com pouco preparo e com isso faz-se necessario medidas higiénico- sanitarias, pois
podem ser contaminados com micro-organismos causadores de doencas. A analise
microbioldgica dos alimentos para se verificar a presenca de micro-organismos prejudiciais
é fundamental para se conhecer as condi¢Ges de higiene nas quais estes alimentos foram
preparados. Assim, 80 amostras de peixes e frutos do mar de peixarias e supermercados de
Botucatu, SP, foram analisadas com o objetivo de verificar se esses alimentos estdo dentro
dos padrbes estabelecidos pela legislacdo brasileira, através da RDC n°12, através da
deteccdo da presenca de Salmonella sp., Staphylococcus aureus e determinacdo do nimero
mais provavel de coliformes termotolerantes (CT), mesmo que este ultimo ndo faca parte
dos parametros para esse alimento, mas foi pesquisado para avaliacdo de suas condigdes
higiénicas. Cada amostra (25 gramas) foi homogeneizada em 225ml de &gua peptonada e
para a detecgdo de S aureus, utilizou-se método spread Baird Parker, seguida de catalase,
coagulase e kit Dry Spot. Para a detecgdo de Salmonella, utilizou-se caldo tetrationato
(35°C/24h) e Rapapport (42°C/24h), semeados em &gar SS e XLD. As coldnias foram
testadas em TSI, &gar fenilalanina e testadas em poli soros somatico e flagelar. Quanto aos
CT, empregou-se a técnica de tubos multiplos, inoculando diluicdes da amostra em caldo
Lauril sulfato, na fase presuntiva e depois em caldo EC (45°C) na fase confirmatéria. De 80
amostras, 5 (6,25%) se apresentaram fora da legislacdo, sendo 3 (3,75%) pela presenca de
Salmonella e duas pela presenca de S. aureus (1,1x103) acima do permitido na RDC n°12
(10%). Ainda, 54 amostras (67,5%) apresentaram coliformes termotolerantes, sendo que 6
amostras (7,5%) acima de 102. Pela presenca de patdgenos importantes e de CT,
evidenciam-se condigdes higiénico sanitéarias deficientes e que pode levar a infeccGes e
intoxicacOes de origem alimentar, ainda mais pelo fato de que o consumo de peixe cru é

pratica comum, por uma parte da populagéo.



INTRODUCAO GERAL

Os peixes representam uma das mais importantes fontes proteicas de origem animal
para a alimentacdo humana, com alta digestibilidade e teores bastante satisfatorios de
gorduras insaturadas, de vitaminas e minerais, podendo ser consumido por pessoas de
qualquer idade (GERMANO et al., 1998). No Brasil, apesar da extensa costa maritima e da
abundancia de bacias hidrograficas que recortam o territrio nacional, o consumo do
pescado ainda é pouco expressivo, tendo em média um consumo de 9,75 kg por habitante
em 2010, tendo um aumento de 8% em relacdo a 2009. Em 2006 esse consumo era de 7,28
kg (MPA, 2010).. No entanto, nos Gltimos anos, tem-se verificado um aumento da procura
por uma alimentacdo mais saudavel pelas populacfes de média e alta renda e a oferta de
peixe de qualidade pode direcionar o consumo, em especial, por meio de novas formas de
apresentacdo deste alimento (GERMANO et al., 1998).

O pescado e seus derivados tém uma grande importancia na dieta de todo o0 mundo
(FELDHUSEN, 2000). Sabe-se que peixes, camardes, siris, lulas, polvos, ostras, mariscos e
mexilhdes fortalecem o sistema imunoldgico, contribuem para a reducdo dos niveis de
colesterol, evitam o diabetes, diminuem as chances de depressao, ajudam na formacao dos
musculos e protegem contra doencgas cardiovasculares. S&o ricos em vitaminas
lipossoluveis A, D e E, além do 6mega 3.

Entretanto, muitas vezes, esses produtos sao consumidos crus ou com pouco preparo
e com isso fazem-se necessarias medidas higiénicas desde a pesca até o preparo, uma vez
que pode ocorrer contaminagdo por micro-organismos causadores de doencgas. Os micro-
organismos patogénicos podem chegar ao alimento por varias vias, sempre refletindo
condicBGes precarias de higiene durante a producdo, armazenamento, distribuicdo ou
manuseio em nivel doméstico (SILVA JR., 1995).

Entende-se por toxinfeccdo alimentar, as doencas microbianas de origem alimentar,
que podem ser subdivididas em intoxicacOes, causadas pela presenca de uma toxina
bacteriana pré formada no alimento e infeccdo, causada pela entrada de bactéria no
organismo, atraves da ingestdo de alimentos contaminados, com consequente reacdo
orgénica, pela presenca de bactérias ou de seus metabodlitos (FRAZIER; WESTHOFF,

1993). Os sintomas mais comuns dessas enfermidades envolvem diarreia, nauseas, vomitos



e febre. Cabe ressaltar que a diarreia constitui a maior causa de morbidade e mortalidade
em recém-nascidos e criancas de até cinco anos (SIQUEIRA et al.,2006).

Segundo Carvalho (2005), os alimentos contaminados por bactérias patogénicas sao
indesejaveis sob o aspecto de satde publica, visto que estes representam risco a saude do
consumidor, especialmente em populagbes debilitadas. Segundo Jay (2005), os cinco
fatores mais frequentemente envolvidos em surtos de toxinfecgbes alimentares sé&o
refrigeragdo inadequada, alimentos preparados com muita antecedéncia, manipuladores
infectados com habitos de higiene pessoal deficientes, cozimento ou processamento
inadequado e a manutencdo de alimentos sob aquecimento em temperaturas ndo seguras.

Segundo Feldhusen (2000), as bactérias patogénicas mais encontradas na pele,
escamas, branquias e no intestino de peixes comercializados sdo Salmonella, Escherichia
coli, Saphylococcus aureus, Shigella sp, Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus, Vibrio
cholerae, V. parahaemolyticus, V. wulnificus, Listeria monocytogenes, Clostridium
perfringens, C. botulinium e Aeromonas hydrophila;

A contaminacgéo dos peixes pode ocorrer ainda em seu habitat, pois o langamento de
esgotos nas aguas de reservatorios, lagos, lagoas, rios, mar e tanques podem contaminar o
pescado oferecendo risco para o consumidor. A maneira como sdo capturados também pode
levar a contaminacdo. Durante, a captura principalmente com rede de arrasto, 0s peixes sdo
arrastados pelo fundo do mar, revolvendo sedimentos e que acabam carreando uma carga
microbiana de 10 a 100 vezes maior quando comparada a captura por anzol (HUSS et al.,
2000; SCHLUNDT, 2002; RENJI, DEN AANTREKKER , 2004; HAMADA-SATO et al.,
2005; BASTI et al., 2006).

Outra etapa importante € 0 manejo do pescado, desde a captura, ainda nos barcos,
até o seu destino final, passando por fases de beneficiamento e transporte. Durante o
beneficiamento, o peixe pode ser eviscerado, preparado em files e postas, onde pode
ocorrer a contaminacdo se nao houver boas praticas de manipulagdo, higienizacdo e
sanitizacdo (HUSS et al., 2000). A agua que entra em contato com os alimentos de origem
animal, inclusive a usada para higienizacdo de equipamentos em industrias, deve ter o
mesmo padrdo microbioldgico de potabilidade da agua para consumo humano, que exige
auséncia de coliforme termotolerante em 100 ml de 4gua (BRASIL, 2003).



Visando a saude da populacdo, a Resolucdo da Diretoria Colegiada, RDC, n°12
(2001) definiu que pescado, ovas de peixes, crustaceos € moluscos cefalopodes “in natura”,
resfriados ou congelados, ndo consumidos cru devem apresentar 0 seguinte padrdo
microbioldgicos: auséncia de Salmonella em 25 g e tolerancia de até 103 NMP/g de
alimento de estafilococos coagulase positiva.

Segundo Granada et al. (2003), no Estado de Sao Paulo, foi realizado um
levantamento dos surtos de enfermidades transmitidas por alimentos, no periodo de 1994 a
1998, sendo constatado que os principais alimentos envolvidos eram: carnes e derivados,
aves e derivados, peixes e derivados, produtos de confeitaria, pratos prontos para consumo,
leite e derivados, amilaceos e outros (ndo enquadrados nas classes anteriores). Também foi
verificado que os patogenos mais frequentes foram: Estafilococos coagulase positiva
(43,7%), Salmonella spp. (33,5%) e Bacillus cereus (16,2%).

Salmonella spp

A Salmonella sp é uma das mais importantes causas de doencas de origem alimentar
(DOA) no mundo (THEYS, 2008). E um género que compreende bacilos Gram-negativos,
anaerdbios facultativos, pertencentes a familia das enterobatérias (Enterobacteriaceae),
movel, exceto S. Gallinarum e S Pullorum, ndo formadora de esporos. Esses micro-
organismos multiplicam-se entre 5°C e 47°C, com um crescimento otimo 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 no trato gastrentestinal de aves, insetos, mamiferos e répteis. Apesar do meio
aquatico nao ser um reservatorio natural, ela pode estar presente devido a contaminagédo
fecal, podendo ser detectada em peixes e produtos derivados (FDA, 2006). As aves tém se
revelado um étimo vetor, disseminando as salmonelas pelas fezes e a presenca da bactéria
no canal ovopositor das galinhas € capaz de contaminar as gemas dos ovos (FDA, 2006).
As doencas causadas pelas salmonelas séo a febre tifoide, febres entéricas e enterocolites
(salmoneloses).

A febre tifoide é causada pela S Typhi e 0 homem é o Unico reservatorio desta
bactéria, sendo também a principal fonte de contaminacdo. Pode ser altamente infectante e

possui uma taxa de mortalidade em cerca de 10% entre os infectados. A transmisséo € via
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oral-fecal, através de agua e alimentos contaminados. Os bacilos sdo, 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 doentes
crénicos. Os sintomas sdo febre alta, diarréia, vomitos e se a bactéria atingir o sangue pode
levar a um quadro de septicemia (FRANCO, LANDGRAF, 2003; EDUARDO, MELLO,
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, vémito, febre e dores abdominais. Uma das espécies
isolada frequentemente de ovos, é a S. Enteritidis (FRANCO, LANDGRAF, 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 ndo sao diagnosticados e/ou relatados, estima-se que o numero real de
infeccdes seja trés vezes maior. Cerca DE 400 pessoas morrem todos 0s anos devido a essa

doenca e criancas, idosos e imunodeficientes sdo 0s mais susceptiveis (CDC,2008).
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Staphylococcus aureus

Saphylococcus aureus sdo cocos, Gram-positivos, anaerdbios facultativos,
pertencentes a familia Staphylococcaceae. Possuem um 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 0s animais sdo reservatérios
naturais desses micro-organismos e o principal habitat € o nariz e a pele. Os portadores
podem atingir até 60% dos individuos saudaveis, havendo uma média de 25 a 30% da
populacdo que € portadora de estirpes produtoras de enterotoxinas.

Segundo a FDA (2006), os estafilococos sdo responsaveis por, aproximadamente,
45% das toxinfec¢bes do mundo, sendo que uma dose menor que lpg de enterotoxina ¢
suficiente para produzir os sintomas da intoxicagdo por Staphylococcus aureus. Esta dose
de enterotoxina é alcancada quando a populacéo atinge mais que 105 UFC/g de alimento.
Algumas cepas sdo capazes de produzir enterotoxinas estafilocdcicas, que sao
termoestaveis e responsavel pelas intoxicagdes alimentares no homem. A transmissao
ocorre quando hé ingestdo dessas enterotoxinas, produzidas no alimento (FORSYTHE,
2002; FRANCO, LANDGROF, 2003; FDA, 2006).

A intoxicacdo alimentar estafilocOcica, geralmente possui um inicio abrupto e
violento, os sintomas aparecem em média de 2 — 4 horas ap0s a ingestdo do alimento com
nausea, vomitos e cdlicas, prostracdo, pressdo baixa e temperatura subnormal. Alterac6es
na frequéncia cardiaca podem também ser observadas. A recuperacdo ocorre em torno de
dois dias, porém, alguns casos podem levar mais tempo ou exigir hospitalizacdo. O
diagnostico é facil, especialmente quando hd 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 frequencia da intoxicacdo estafilocdcica é
desconhecida, seja por erro diagndstico, por ser similar a outras intoxicagdes, por coleta
inadequada de amostras para testes laboratoriais, exames laboratoriais improprios ou
investigacOes epidemioldgicas inadequadas dos surtos. No estado de S&o Paulo foram
notificados somente 25 surtos por S. aureus, envolvendo quase 200 pessoas, nos anos de
2001 e 2002 (CVE, 2003).

As enterotoxinas estafilococicas classicas sdo exoproteinas hidrossoliveis, com

peso molecular de 26 a 29 KDa, caracterizadas por uma ponte dissulfeto, proximo ao centro
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da molécula. Os cinco tipos sorologicos classicos foram identificados e designados pelas
letras A, B, C, D e E (BERGDOLL & ROBBINS, 1973). Apresentam grandes quantidades
de lisina, &cido aspartico, glutdmico, tirosina, dois residuos de triptofano e cistinas,
formando a cisteina, a qual, provavelmente, se atribui o sitio de toxicidade. A composicao
dos aminoéacidos das toxinas A, D, E, B, C1, C2 e C3 sdo semelhantes (BERGDOL, 1989).

As enterotoxinas estafilocdcicas sdo consideradas superantigenos, que se
caracterizam por ligagdes simultaneas ao Complexo Maior de Histocompatibilidade (CMH)
de classe Il na célula apresentadora de antigeno e aos receptores de células T, sem a
presenca de antigenos especificos. Com essa ligacdo, ocorrem efeitos sistémicos como
febre alta, vomito, diarréia e disfungdes hepaticas e renais (FERNANDEZ et al., 2006).

Como o S aureus é um indicador das condicdes higiénicas e sanitérias, a presenca
deste organismo também pode indicar condi¢do pouco higiénicas durante o processamento,
armazenamento e possivel presenca de cepas toxigénicas. A contaminagdo do produto pode
ser resultado da combinacdo de manipulacdo indevida, armazenamento inadequado e
contaminagéo cruzada. (SIMON, 2007).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
- Verificar se peixes e frutos do mar comercializados frescos ou congelados, em

supermercados e peixarias no municipio de Botucatu estavam dentro dos padrdes

estabelecidos pela legislagdo brasileira, através da RDC n°12.

2.2. Objetivos especificos

- pesquisa da presenca de Salmonella sp;

- a determinacgdo do numero mais provavel de coliformes termotolerantes;

- enumeracéo de Estafilococos coagulase positiva (ECP) e identificacéo de S aureus;

- pesquisa dos genes produtores de enterotoxinas classicas, nas cepas de S. aureus. A partir
das cepas de S aureus isoladas, o aluno de Iniciacdo Cientifica contou com o auxilio de um
pos graduando (Nivel Doutorado), para a pesquisa desses genes, por PCR;

- pesquisa da producédo de enterotoxinas in vitro, pelas cepas positivas para a presenca de

qualquer um desses genes, pelo método de aglutinacdo reversa passiva em latex (RPLA).

Apesar da determinagdo do numero mais provavel de coliformes termotolerantes
ndo fazer parte dos parametros, para esse alimento, na RDC N°12 (2001), esses testes foram
realizados, por ser basico em microbiologia de alimentos e também para avaliar a condi¢Ges

sanitarias desse alimento, apesar de ndo haver parametros de comparagéo na lei.
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3. MATERIAL E METODOS:

3.1. Obtencdo das amostras para analises

Foram coletadas 80 amostras de peixes inteiro, filés ou em, pedacos e frutos do
mar em peixarias e supermercados da cidade de Botucatu — SP. As amostras foram
mantidas sob refrigeracéo, em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel, até o momento do

processamento no laboratorio.

3.2. Analises microbioldgicas

3.2.1. Preparo das amostras e suas diluicoes:

Para a analise, 25 gramas da 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 trinta segundos. A partir desta diluicdo inicial de 107,

preparou-se uma série de diluicdes decimais, utilizando-se salina.

3.2.2. Determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes termotolerantes
(KORNACKI & JOHNSON, 2001)

Cada diluicdo da amostra foi inoculada em volumes de 1 mL, em cada série de

trés tubos por diluigdo, contendo 10 mL de caldo lauril sulfato com um tubo de Durham
invertido. Os tubos foram incubados a 35°C por 24-48 horas. Os indculos positivos se
revelaram pela observacdo da producdo de gas no tubo de Durham. A seguir, trés alcadas
de cada tubo positivo foram repicadas em tubos de ensaio com 5 mL de caldo EC para a
confirmacéo de coliformes termotolerantes (CT). Todos os tubos de EC conteram tubos de
Durham invertidos. O caldo EC foi inoculado a 45°C por 24 horas. Apds o periodo de
incubacdo, a leitura foi realizada pela observacdo da presenca de gas no tubo de Durham
invertido. A seguir, utilizando-se a tabela do NMP, foram calculados os NMP de CT por

grama de amostra analisada.
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3.2.3. Enumeracéo de estafilococos coagulase positiva (LANCETTE & BENNETT, 2001)

Para a enumeracdo dos estafilococos, foi utilizado o método da semeadura em

superficie, onde 0,1 mL das diversas diluicdes da amostra foram depositados em placas de
Petri com agar Baird-Parker suplementado com telurito de potassio e solucdo de gema de
ovo e o in6culo foi espraiado com o auxilio de um bastdo de vidro em L. Apos a incubacéo
a 35°C por 48 horas, foi realizada a contagem da placa que apresentou entre 25 e 250 UFC
(Unidades Formadoras de Colénias). As colbnias suspeitas de estafilococos coagulase
positiva apresentam cor negra, com ou sem halo e um maximo de cinco colénias foram
isoladas e repicadas para tubos com TSA inclinado, que foram incubados por 24 horas a
35°C. Foi realizado o teste da producéo de catalase e coloracdo pelo método de Gram. Apos
estes testes iniciais, foi realizado o teste da coagulase em tubo e termonuclease.

Para identificacdo de S aureus, as cepas positivas nas duas provas anteriores
foram submetidas ao kit "Staphytect Test Dry Spot"”, onde particulas azuis de latex sao
recobertas com fibrinogénio humano e imunoglobulinas tipo G contra a proteina A de S

aureus, o Fator Clumping e a capsula de S. aureus meticilina-resistente.

3.2.4. Deteccéo da presenca de Salmonella (ANDREWS et al, 2001)

Para a deteccdo da presenca de Salmonella, 25 gramas da amostra do alimento

foram homogeneizados em 225 mL de agua peptonada tamponada, em um saco plastico no
"Stomacher" durante dois minutos. Apos esse periodo, 0 homogeneizado foi transferido a
um Erlenmeyer e incubado a 35°C por 24 horas. A seguir, 1 mL foi semeado em um tubo
de ensaio contendo 10 mL de caldo tetrationato ao qual foi adicionado um volume de 0,2
mL de iodeto de potassio imediatamente antes do uso. O tubo foi incubado a 35°C por 24
horas. Outra aliquota de 0,1 mL foi transferida para um tubo com 10 mL de caldo
Rappaporte-Vassiliadis e incubado a 42°C por 24 horas. Apés este periodo, uma al¢ada de
cada tubo foi semeada em placas de Petri contendo agar xilose-lisina-desoxicolato (XLD) e
placas contendo adgar Salmonella-Shigella. Apds incubacéo de 24 horas a 35°C, as col6nias
caracteristicas de Salmonella foram isoladas e repicadas para tubos de ensaio contendo agar
tripticase soja inclinado (TSA), sendo consideradas as cepas estoque. Os tubos foram
incubados a 35°C por 24 horas. A partir desse crescimento foram feitos repiques em tubos

de ensaio contendo agar triplice acucar ferro inclinado (TSI) e em tubos com agar
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fenilalanina inclinado. Os tubos foram incubados a 35°C por 18-24 horas. Apds 0s
resultados esperados nestes 2 testes, a cepa foi submetida ao sistema API-20E
(Biomérieux), que apresentara 20 provas bioquimicas para enterobactérias. Apos leitura
positiva no API, as cepas foram testadas frente ao soro polivalente somatico e depois da

positividade deste, ao soro flagelar.

3.3. PCR

3.3.1. Extracédo e Purificacdo de DNA das cepas de S. aureus

Para extracdo e purificacdo do DNA, as cepas isoladas foram cultivadas em caldo
BHI, a 35°C/24 h e 1mL de cada crescimento foi transferido para tubos de microcentrifuga
de 1,5 mL e submetidos a extracdo e purificacdo do DNA empregando-se o kit comercial
“MiniSpin” (GE Healtcare), conforme instrugdes do fabricante.

Para tal, o tubo foi centrifugado em rotacdo maxima (13.000 rpm) por 30 segundos
(Eppendorf 5415R), o sobrenadante foi desprezado e foram adicionados 40ul de tampéo de
lisozima (USB) e imediatamente homogeneizado com o auxilio de um vortex, para
ressuspensdo das células bacterianas. Em seguida, foram adicionados 10 uL de lisozima, o
tubo foi homogeneizado e mantido em temperatura ambiente por 15 minutos, com
homogeneizacdo ocasional. Apos, foram adicionados 10uL de proteinase K (USB),
homogeneizado e incubado a 55°C/15 minutos, homogeneizando ocasionalmente. Apds o
periodo de incubacdo, foram adicionados 500uL de solucdo de extragcdo, homogeneizado e
incubado a temperatura ambiente por 10 minutos.

A mistura foi transferida para uma coluna MiniSpin e centrifugada a 8.000 rpm
durante 1 minuto. O volume filtrado foi descartado e novamente foram adicionados 500uL
de solucdo de extracdo na coluna que foi centrifugada a 8.000 rpm por 1 minuto,
descartando-se o volume filtrado. Em seguida, foram adicionados 500uL de solucdo de
lavagem e centrifugado a 12.000 rpm por 3 minutos, com descarte do filtrado. A coluna foi
transferida para um tubo demicrocentrifuga de 1,5 mL (Axygen), com adi¢do de 500uL de
solucéo de eluicdo (4gua Milli Q autoclavada e previamente aquecida a 56°C em banho-

maria), incubado a temperatura ambiente por 1 minutos e centrifugado a 8.000 rpm durante
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1 minuto. A amostra ficou congelada a - 20°C até o0 momento do uso para a rea¢do em

cadeia pela polimerase (PCR).

3.3.2. Amplificacdo do acido nucléico (PCR)

Para as reacdes de PCR foram utilizados tubos de microcentrifuga de 0,5 mL num
volume total de 25 uL, composto por 2,5 uL de PCR Buffer 10x, 2,0 uM de Cloreto de
Magnésio, 200 uM de cada dNTP, 1 U de Taq DNA Polimerase, 10 picomoles de cada
primer (Tabela 1), agua ultrapura autoclavada (qsp) (Milli-Q Plus, Millipore) e 3 uL da
amostra de DNA. A incubacdo foi realizada em termociclador PTC-100 (MJ Research,
Inc.) empregando-se os parametros de um ciclo inicial a 94°C durante 5 minutos para
desnaturacéo inicial, 94°C durante 2 minutos para desnaturagdo e 72°C durante 1 minuto
para extensdo. Em relacdo a temperatura de anelamento dos “primers”, as diferentes
temperaturas estdo listadas na Tabela 1. Em todas as reacOes realizadas foi utilizado um
controle negativo, através da substituicdo do acido nucléico por agua ultrapura.

Os controles positivos usados para as enterotoxinas serdo S. aureus ATCC 13565
(SEA), ATCC 14458 (SEB), ATCC 19095 (SEC), FRI 361 (SED).
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Tabela 01: Oligonucleotideos e suas propriedades utilizados na deteccdo de genes

produtores de enterotoxinas, nas cepas de Staphylococcussp.

Tamanho Temperatura de Referéncias
Gene  Primer  Sequéncia produto anelamento
(bp)
Sea SEA-1 ttggaaacggttaaaacgaa
SEA-2 gaaccttcccatcaaaaaca 120 50°C JOHNSONet al. (1991)
Seb SEB-1 tcgcatcaaactgacaaacg
SEB-2 gcaggtactctataagtgcc 478 50°C JOHNSONet al. (1991)
Sec SEC-1 gacataaaagctaggaattt
SEC-2 aaatcggattaacattatcc 257 50°C JOHNSONet al. (1991)
Sd SED-1 ctagtttggtaatatctcct
SED-2 taatgctatatcttataggg 317 50°C JOHNSONet al. (1991)

bp: pares de bases

3.3.3. Visualizacao dos produtos amplificados

Os produtos das reacfes de PCR foram submetidos a eletroforese (Electrophoresis

Power Supply Model EPD 600 — Amersham-Pharmacia Biotech Inc.) em gel de agarose
1,5% (Sigma Aldrich) em tampéo de acido borico-Tris-EDTA (TBE) e revelados com

SYBR Green (Invitrogen). Os fragmentos de DNA foram analisados comparativamente

com marcadores de DNA de 50 bp (50 Base Pair Ladder — Amersham — Pharmacia Biotech

Inc.), sendo analisados e fotografados em analisador de imagens (Alphaimager — Alpha

esasy FC Software — Alphalnotech Corporation).
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3.4. Producdo de enterotoxinas classicas por cepas de S. aureus

As cepas de S aureus foram cultivadas em caldo BHI e incubadas a 37°C/24 h. A
seguir, 0,1ml destes crescimentos foram transferidos para placas de agar BHI, acrescido de
1% de extrato de levedura, com um papel celofane esterilizado na sua superficie. Esse
volume foi espraiado com o auxilio de uma alga em “L” ¢ essas placas foram incubadas a
37°C/24 h. Apos este periodo, uma aliquota de 2,5 ml de Na;HPO4 0,01M foi adicionada a
superficie e, apds homogeneizacdo com o crescimento, o volume foi transferido para um
tubo de microcentrifuga, submetido a uma centrifugacdo a 10.000 rpm/10 minutos/4°C
(ROBBINS et al., 1974).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 80 amostras analisadas, trés foram positivas (3,75%) para a presenca de
Salmonella sp, isoladas de pescada branca, camarao e filé de salm&o. Quanto a enumeracao
de Saphylococcus aureus, somente 2 amostras apresentaram esse patdgeno (2,5%),
segundo Tabela 2.

Em relacdo aos coliformes termotolerantes (CTe), 6 amostras (7,5%) apresentaram
contaminagdo superior a 10> NMP CTe/g e em 20 (25%), observou-se <3 NMP CTe/g,

como observado na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados das analises microbioldgicas de 80 amostras de peixes e frutos do
mar, comercializadas em Botucatu, SP, 2013 (continua).

Amostra CTe (NMP/g) S aureus (UFC/g) Salmonella
Filé de Saint Peter <3 <100 Ausente
Lula <3 <100 Ausente
Manjuba 9,3x10 <100 Ausente
Pescada 23 <100 Ausente
Filé de Saint Peter <3 <100 Ausente
Camaréo <3 <100 Ausente
Filé de salméo 3,8x10* <100 Presente
Posta Pirarucu <3 <100 Ausente
Peixe Espada 2x10* <100 Ausente
Salmao 9,2 <100 Ausente
Manjuba 1,1x10° <100 Ausente
Filé de Saint Peter 7,4 <100 Ausente
Camaréo <3 <100 Ausente
Manjuba 7,2 <100 Ausente
Pescada branca 4,6x10? <100 Presente

CT: coliformes termotolerantes; NMP/g: nimero mais provavel por grama, UFC/g: Unidades
Formadoras de Col6nias por grama.



Tabela 2: Resultados das analises microbioldgicas de 80 amostras de peixes e frutos do
mar, comercializadas em Botucatu, SP, 2013 (continuacao).

Amostra CTe (NMP/g) S aureus (UFC/g) Salmonella
Camarao 1,1x10° <100 Presente
Filé de salmé&o <3 <100 Ausente
Camaréo <3 <100 Ausente
Lambari 43 <100 Ausente
Filé de salmé&o 3,6 <100 Ausente
Filé truta 2,4x10? 9x10? Ausente
Badejo 9,2 <100 Ausente
Filé de pintado 2,4x10? <100 Ausente
Filé de saint-peter 1,1x10° <100 Ausente
Camaréo 23 <100 Ausente
Sardinha <3 <100 Ausente
Filé de Salm&o 2,4x10? <100 Ausente
Filé de Saint Peter 93 <100 Ausente
Camaréo 23 <100 Ausente
Filé de Salméo 43 <100 Ausente
Lula 23 <100 Ausente
Trilha 93 <100 Ausente
Sardinha 38 <100 Ausente
Filé Salmé&o 38 <100 Ausente
Filé de Saint Peter 2,4x10? <100 Ausente
Lula 9,2 <100 Ausente
Filé de Saint Peter 2,4x10? <100 Ausente
Camaréo 7,4 <100 Ausente
Filé de Salmao 4,6x10° <100 Ausente
Sardinha 43 <100 Ausente

CT: coliformes termotolerantes; NMP/g: nimero mais provavel po grama, UFC/g: Unidades
Formadoras de Col6nias por grama.



Tabela 2: Resultados das analises microbioldgicas de 80 amostras de peixes e frutos do
mar, comercializadas em Botucatu, SP, 2013 (continuacao).

Amostra CTe (NMP/g) S aureus (UFC/g) Salmonella
Lula 9 <100 Ausente
Camaréo 9,2 <100 Ausente
Filé de Salméo 43 <100 Ausente
Camaréo 43 <100 Ausente
Sardinha 75 <100 Ausente
Filé de Saint-Peter 38 <100 Ausente
Camaréo 20 <100 Ausente
Sardinha 9 <100 Ausente
Pacu 20 <100 Ausente
Filé de Salméo 38 <100 Ausente
Filé de Saint Peter 9 <100 Ausente
Lula 7,4 <100 Ausente
Filé de Salmao 2,4x10? 7,0 X102 Ausente
Filé de Saint Peter 3,6 <100 Ausente
Saint Peter 9 <100 Ausente
Camaréo <3 <100 Ausente
Camaréo <3 <100 Ausente
Costela de Pacu 9,2 <100 Ausente
Sardinha <3 <100 Ausente
Filé de Saint Peter 93 <100 Ausente
Saint Peter 38 <100 Ausente
Filé de Salméo 20 <100 Ausente
Salméo 3,6 <100 Ausente
Majuba 43 <100 Ausente
Lula <3 <100 Ausente

CT: coliformes termotolerantes; NMP/g: nimero mais provavel po grama, UFC/g: Unidades
Formadoras de Col6nias por grama.
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Tabela 2: Resultados das analises microbioldgicas de 80 amostras de peixes e frutos do
mar, comercializadas em Botucatu, SP, 2013 (continuacao).

Amostra CTe (NMP/g) S aureus (UFC/g) Salmonella
Sardinha 23 <100 Ausente
Filé de Saint Peter 2,4x10? <100 Ausente
Saint Peter 43 <100 Ausente
Camaréo <3 <100 Ausente
Posta de Pirarucu 23 <100 Ausente
Pacu 20 <100 Ausente
Manjuba 93 <100 Ausente
Lula Inteira <3 <100 Ausente
Camaréo <3 <100 Ausente
Salméo <3 <100 Ausente
Saint Peter <3 <100 Ausente
Filé Pintado 9 <100 Ausente
Filé de Pirarucu <3 <100 Ausente
Filé de Salméo 3,6 <100 Ausente
Camaréo <3 <100 Ausente

CT: coliformes termotolerantes; NMP/g: ndmero mais provavel po grama, UFC/g: Unidades
Formadoras de Col6nias por grama.

Segundo a RDC n°12 (2001), que dispde sobre a quantidade limite e 0s niveis
microbioldgicos de tolerancia encontrados em alimentos de pescado e frutos do mar, deve
ocorrer a auséncia de Salmonella em 25 gramas do alimento, que foi detectada em trés das
80 amostras analisadas (3,8%). Esta porcentagem, apesar de baixa, é preocupante pois
Salmonella é um patégeno que causa doencas graves, além do fato de varios peixes e frutos
do mar serem consumidos crus.

Hatha & Lakshmanaperumalsamy (1997) encontraram 14,3% das amostras de
peixes frescos positivas para Salmonella, valores superiores aos obtidos neste trabalho.
Segundo os autores, essa contaminacdo pode ter ocorrido durante o transporte, pelo uso de
agua contaminada, presenca de excrementos de passaros aquaticos, embalagens com gelo
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sem qualidade e a falta de higiene de manipuladores. Porém, essa alta incidéncia ndo é
frequentemente observada na literatura.Davies et al. (2001), analisando peixe fresco,
coletado na Franga, Inglaterra e Portugal ndo observaram a presenca de Salmonella em
nenhuma das 76 amostras e Herrera et al. (2006), ao analisarem 50 amostras de peixes
frescos na Espanha, também nao isolaram Salmonella.

Resultados semelhantes foram observados, aqui na mesma cidade de Botucatu, onde
Rall et al. (2011) analisaram 70 amostras de peixes e frutos do mar e Salmonella foi
observada em 3% das amostras de peixes frescos, mas ao contrario dos resultados da
pesquisa atual, ndo foi ocorreu em congelados. Além disso, foi pesquisado S. aureus ,
isolado em somente uma amostra de peixe fresco e também em baixas contagens, de 102
UFC/g

Foi encontrada uma maior proporcdo de peixes e frutos do mar congelados a
disposicdo 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
preferéncia pelos produtos congelados, pela maior sensacéo de seguranga que transmite aos
consumidores.

Alimentos congelados séo uma excelente maneira para a conservagdo dos alimentos
em seguranca e doencas associadas a alimentos congelados séo raros. Entretanto, além de
presevar a qualidade dos alimentos, o congelamento também pode permitir a viabilidade de
alguns micro-organismos patogénicos. Como foi observado 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 continuou estavel em peixes congelados a -
22°C por mais de um ano (RAJ & LISTON, 1961). Escartin et al. (2000) também
demonstraram que, embora tenha ocorrido queda no nimero populacional, esse micro-
organismo se manteve por semanas em temperatura de congelamento. Nesse estudo, uma
das amostras positivas para Salmonella, o filé de salméao, era congelado.

Os niveis maximos permitidos, pela RDC N°12 (2001), de estafilococos coagulase

positiva é de 102 UFC/g. Assim, das 80 amostras somente 2 (2,5%) foram positiva para a
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presenca desse micro-organismos e ambas apresentaram contaminacdo dentro dos
pardmetros legais. Geralmente, a contaminagao de alimentos por S aureus esta diretamente
relacionada a manipulacdo inadequada, por parte dos manipuladores de alimentos
(ANGELILLO et al., 2000) e as amostras onde se detectou essa contaminacdo eram filés,
demonstrando a falta de higiene no momento da filetagem. Além disso, nessas amostras
também foram detectas a presenca de CTe.

As placas de Baird Parker apresentaram alta contaminagdo por estafilococos
coagulase negativa, ainda abundante na diluicdo 103, indicando a qualidade higiénica ruim
do produto. De acordo com Peterson (1962a e€1962b), o crescimento do S aureus é
reprimido pela presenca de outras populacfes de bactérias encontradas naturalmente nos
alimentos, devido a competicdo por nutrientes e pela modificacdo do ambiente para
condi¢cdes menos favoraveis para o seu crescimento. Devido a isso, pode-se sugerir que a
auséncia de S aureus pode ter ocorrido devido a grande contaminagdo das amostras por
outras bactérias ndo identificadas neste estudo.

A baixa porcentagem de amostras contaminadas por S. aureus difere do estudo de
Simon (2007), que pesquisou pescados e frutos do mar, na india, e detectou a presenca de
Saureus em 17% de suas amostras. No Brasil, resultados similares aos de Simon (2007)
foram encontrados por Ayulo et al. (1994).

Somente duas amostras foram positivas para S. aureus e, como ja dito, foi realizado
a PCR para a detec¢do dos genes responsaveis pela producdo das enterotoxinas classicas
nessas duas cepas, com resultados negativos. A Figura 1 apresenta a PCR das cepas padréo,
utilizados como controle positivo das reacdes. Como um dos objetivos era a pesquisa da
producéo in vitro dessas toxinas, o aluno realizou esses testes com as cepas padrdo. De
qualquer maneira, infelizmente, o baixo nimero de amostras positivas e a auséncia dos

genes, ndo permitem que haja uma discussdo desses dados.
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Figura 1. Gel de eletroforese do produto da PCR das enterotoxinas . Pogo 1: marcador de peso molecular
de 50 pb; poco 2: ATCC 13565 (sea - 120 pb), poco 3: ATCC 14458 (seb - 478 pb); pogo 4. ATCC
19095 (sec - 257 pb); pogo 5: FRI 361 (sed — 317 pb) e poco 6: SEE (ATCC 27664 — 209 pb).

Apesar de ndo serem parametros microbiolégicos da RCD, como ja observado
anteriormente, os CTe foram analisados, para a verificacdo das condic¢des higiénico-
sanitarias do produto final e entre as 80 amostras, 60 (75%) apresentaram contagens que
variaram de 3,6 a 4,6x10° NMP/g.

Ocorreu um maior nimero de amostras de peixe fresco contaminadas por coliformes
termotolerantes, com 39 amostras (65%) em relacdo ao congelado (21 amostras, sendo
35%), pois em baixas temperaturas ha uma reducdo ou inibicdo do crescimento de micro-
organismos. Entre as amostras de peixes, fresco ou congelado, coletadas como filé ou
posta, observou-se que a contaminagdo por bactérias termotolerantes eram maiores em filé,
pois 0 preparo deste inclui evisceracdo, retirada da pele e “filetagem”, O preparo do
pescado em filé exige maior manipulagdo quando comparado ao peixe fatiado em postas,

assim como relataram Munkundun et al. (1986) e Vieira et al. (2004).
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5. CONCLUSAO

Apesar de apenas 3,8% das amostras analisadas estarem em desacordo com a
RDC n°12 (2001), isto pode indicar risco a satde dos consumidores, pois Salmonella é um
dos principais patdgenos responsaveis por doencas ocasionadas por alimentos. Além disso,
a presenca de Salmonella em uma amostra congelada permite concluir que apesar do
congelamento ser uma boa maneira para conservacao, este processo nao elimina totalmente
0s patégenos do alimento.

A populacdo deve estar ciente dos perigos que esses alimentos podem
representar, adquirindo somente produtos de boa qualidade, mantendo-os sob refrigeracao
até o momento do consumo, somente apds processo térmico adequado, ndo devendo ser

consumidos crus.
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