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“O inimigo mais perigoso que voceé

podera encontrar sera sempre vocé mesmo."

Friedrich Wilhelm Nietzsche
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os riscos para a saude publica
apresentado por tilapias, produzidas em cativeiro, comercializadas em
supermercados na regido nordeste de S&o Paulo. Para tal, analises microbiolégicas
foram realizadas, em 40 amostras de tilapias in natura e em 50 filés de tilapias. No
peixe in natura foi analisado a agua de enxaguadura da pele e o trato gastrintestinal.
Os numeros mais provaveis de coliformes totais e termotolerantes foram
determinados assim como a contagem Staphylococcus coagulase positivo e a
presenca de Salmonella spp. de acordo com a American Public Health Association
(APHA). Os resultados obtidos foram analisados utilizando valores logaritmicos e as
meédias comparadas pelo teste de Tukey, com nivel de 5% de probabilidade. A pele
foi o tecido com maior nivel de contaminagdo em relagdo ao trato gastrintestinal e
musculo de tilapia in natura. O numero de amostras com presenca de coliformes
totais e termotolerantes na agua de enxaguadura da pele foi, respectivamente,
72,5% e 60%, no trato gastrintestinal 25% e 12,5% e no musculo 17,5% e 5%. A
carga bacteriana foi significativamente maior no filé em relagdo ao musculo. Em
duas amostras de filé foram verificados Staphylococcus coagulase positivo, uma
acima dos parametros microbiolégicos estabelecidos pela Resolugdo RDC n°
12/2001 da ANVISA. Salmonella spp. ndo foi detectada em nenhuma amostra
analisada. As amostras de peixes estavam em boas condicdes para consumo, com
excecao de duas amostras de filé. Os filés apresentaram maior contaminagcédo que o
musculo da tilapia in natura. Indicadores de poluicdo fecal demonstraram que a pele
foi o 6rgado com maior contaminacgéo.

Palavras-chave: peixes, Staphylococcus coagulase positivo, coliformes, filé.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the risks to public health of
consumption of tilapia fish growed in captivity and commercialised in supermarkets in
the Northwest region of Sdo Paulo state. In order to accomplish with the objective the
researcher undertook analysis in 40 samples of fresh tilapias and in 50 fillets of the
fish. In the fresh fish it was also analysed the washing water of the skin and of the
gastrointestinal tract. It were determined, in accordance to the American Public
Health Association (APHA), the number of total and thermotolerant fecal coliforms as
well as the number of coagulase-positive Staphylococcus and presence of the
bacteria Salmonella spp. The results were analyzed using logarithmic values and
means compared by Tukey test with 5% of probability. The skin was the tissue with
higher levels of contamination comparing with the gastrointestinal tract and muscle of
the fresh tilapia. The percentage of samples with total and thermotolerant fecal
coliforms in the skin washing water was 72.5% and 60% respectively; 25% and
12.5% in the gastrointestinal tract and 17.5% and 5% in the muscles. Bacterial
presence was significantly higher in fillets comparing to muscles. Moreover, it was
noticed presence of coagulase-positive Staphylococcus in two samples of fillet; one
of them showed levels above of the microbiological parameters established by the
RDC resolution no. 12/2001 ANVISA. Additionally, it was not identified presence of
Salmonella spp in any of the samples analyzed. Generally, the studied samples were
in good condition for human consumption, except for two samples of fillets. Fillets
presented higher levels of contamination comparing with muscles of the fresh tilapia.
Fecal pollution indicators have proved that the skin was the organ with higher levels
of contamination.

Keywords: fish, coagulase positive Staphylococcus, coliforms, fillet.



1. INTRODUGAO

A piscicultura tem como objetivo o cultivo racional de peixes, o que
compreende particularmente o controle de seu crescimento e sua reprodugdo. Os
peixes desempenham na economia de muitos paises um importante papel, como
consequéncia de sua abundancia e de sua excelente composi¢ao nutritiva. Segundo
a Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO), o
consumo de pescado no Brasil gira em torno de 5,56 kg/ano per capita (FAO, 2010).
O Brasil produz aproximadamente 1,25 milhdes de toneladas de pescado, sendo
38% cultivados. A tilapia € o pescado que lidera a produg¢do aquicola brasileira, com
mais de 132 mil toneladas produzidas por ano (MPA, 2010).

Nas ultimas duas décadas, a preocupacgao tem se voltado para a crescente
degradagao ambiental de florestas, rios e mares. Nestes, s&o despejados uma série
de compostos organicos e inorgéanicos, que colocam em risco a saude de quem
consome alimentos retirados desse ecossistema. Dentre esses alimentos estdo os
peixes, que podem alojar em seus 0Orgaos, como a pele, trato gastrintestinal e
branquias, varios microrganismos. Aliados a esse fator estd o stress da captura e
transporte, a exposicdo a microrganismos indesejaveis durante os processos
relacionados a cadeia produtiva e a rapida deterioragdo que o peixe sofre apds sua
retirada da agua.

Normalmente, os musculos de peixe fresco sdo estéreis, no entanto, é
passivel de sofrer contaminacdo cruzada pela superficie da pele e o trato
gastrintestinal. Geralmente, esses tecidos contém alta carga de bactérias (LISTON,

1980).



A utilizagdo de indicadores como coliformes totais e termotolerantes fornece
informagdes seguras sobre condigdes higiénicas e eventual presenca de patdgenos.
Assim como a pesquisa de organismos patogénicos como a Salmonella spp. tem
grande importancia para a saude publica, sendo essencial sua detecgdo para
determinagcdo da qualidade do produto (LIMA & REIS, 2002). As salmonelas séo
consideradas as principais causas de doenga entérica de origem bacteriana no ser
humano, sendo responsaveis por grandes surtos. Outro microrganismo importante
como indicador e patdogeno em potencial € Staphylococcus sp. Sua presenca €
comum em peles e mucosas humanas, porém se multiplica com facilidade em
alimentos ricos em nutrientes. Sua origem esta na matéria-prima ou no manipulador
de alimentos. Muitas espécies s&o patogénicas para o ser humano e animais, uma
vez que produzem toxinas extracelulares.

O monitoramento destes microrganismos € importante para evitar que o
alimento se torne um veiculo de contaminagdo de agentes patogénicos. Segundo a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS), por ano 30% da populagdo de paises
industrializados s&o acometidas por doengas transmitidas por alimentos (WHO,
2010).

O aparecimento das infecgcbes e intoxicacdes alimentares associadas aos
servicos de alimentagado esta ligado as condigdes higiénicas e sanitarias e ao baixo
indice de conhecimento de boas praticas de manipulagdo. A maioria das doengas
transmitidas por alimentos s&o esporadicas e muitas vezes nao notificadas. No
entanto, surtos de doencgas transmitidas por alimentos podem assumir proporcdes

gigantescas (WHO, 2010).



Portanto, um manejo inadequado em qualquer etapa da cadeia de produgéao
pode comprometer a qualidade do produto final, agregando microganismos que

podem representar riscos a saude do consumidor.



2. REVISAO DE LITERATURA

A aquicultura é considerada um dos sistemas de producao de alimentos que
mais cresce no mundo e que podera contribuir para suprir a demanda mundial de
pescado (SOUZA, 2002). A piscicultura vem se mostrando, em todo o mundo, uma
alternativa atraente e economicamente sustentavel na producdo de alimentos. E
uma importante fonte de nutrientes de alto valor bioldgico e baixos niveis caldricos.
No entanto é necessario controle e garantia da qualidade destes produtos para
suprir as exigéncias crescentes no mercado consumidor (GERMANO & GERMANO,
2003).

A oferta de peixe fresco € cada vez maior, e, com objetivo de estimular o
consumo, hoje existem novas formas de apresentacédo desse alimento perecivel, que
antes era oferecido frequentemente apenas enlatado ou em conserva (GERMANO &
GERMANO, 2003).

O consumo de peixe cru vem aumentando gradativamente, sendo cada vez
maior a oferta deste alimento para consumo in natura sob a forma de sushi e
sashimi, fazendo crescer a preocupagao com a qualidade higiénica e sanitaria deste
alimento, uma vez que os peixes crus ou malcozidos podem veicular agentes de
toxinfecgdes alimentares (SATO et al., 2005).

Assim, segundo a OMS, doencga de origem alimentar pode ser definida como
aquela, de natureza infecciosa ou toxica, é causada por agentes que entram no
organismo através da ingestdo de alimentos (WHO, 2010).

Os microrganismos podem causar doengas através de intoxicagdo, na

ingestdo de uma toxina previamente formada pelo microrganismo no alimento, ou de



uma infecgdo, provocada pela ingestdo de células microbianas em concentragéo
suficiente para se tornarem prejudiciais a saude (VIEIRA et al., 2004).

As Doengas Transmitidas por Alimento (DTAs), de modo geral, sédo
identificadas por sintomas gastrintestinais, sobretudo diarréia, vOmitos e dores
abdominais. As bactérias sdo os microrganismos de maior importancia, para
algumas a presenca tem valores limitados pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (BRASIL, 2001).

Boas condi¢des higiénicas e sanitarias durante toda a cadeia produtiva sdo
necessarias para garantir a qualidade do pescado (PACHECO et al.,, 2004). Os
principais meios de contaminagdo que ocorrem em peixes apds a retirada da agua
sao provenientes das contaminagdes cruzadas durante a descarga do produto.

Por outro lado, a microbiota dos peixes recém-capturados reflete o ambiente
terrestre proximo aos ambientes hidricos e as condigdes microbiolégicas do local de
captura (MURATORI et al., 2004). Ap6s a captura, a microbiota inicial pode sofrer
alteracbes em decorréncia do transporte, manipulagdo, contato com o gelo,
superficies, equipamentos, ambiente de estocagem e modo de comercializagédo
(HUSS, 1997; CARDOSO et al, 2003).

A falta de boas praticas por parte de pescadores € empresarios na cadeia
produtiva do pescado, é fator determinante para o aumento da contaminacao, que
contribui com baixa qualidade do produto brasileiro, que chega ao consumidor com
uma carga microbiana elevada (ALMEIDA et al., 2002).

A captura e transporte de peixes atuam como agentes estressantes ao
ficarem expostos a baixos valores de oxigénio dissolvido na agua, alta concentragao
de aménia, variacdes bruscas de temperatura e pH. Tais fatores propiciam um

aumento da susceptibilidade as enfermidades parasitarias e infecciosas. Algumas



doencas de peixes podem ser transmitidas ao ser humano, constituindo-se em
problema de saude publica (SCHALCH, 2002).

Os agentes patogénicos transmitidos pelos peixes para o ser humano,
frequentemente, ndo causam prejuizos na produgao e criagao animal. Entretanto, a
utilizagao indiscriminada de produtos para o controle e prevencao de doencgas, pode
ter consequéncias diretas e indiretas no ambiente e para a saude publica. E
importante a preocupagdo para que o peixe nao sirva de veiculo de perigos de
natureza quimica, tais como metais pesados e residuos industriais, ou de natureza
biolégica, com destaque para agentes patogénicos (LIUSON, 2003).

A microbiota do peixe vivo esta diretamente relacionada a microbiota da agua
onde ele vive, podendo sofrer variagdes influenciada pelas propriedades quimicas,
fisicas e biologicas da agua (MOLLERKE et al., 2002).

Devido ao contato dos peixes com a agua, a microbiota presente em sua
superficie corporal, branquias e no trato gastrintestinal, esta relacionada qualitativa e
quantitativamente com aspectos microbiolégicos do ambiente. Assim, peixes
capturados em ambientes poluidos por esgotos, dejetos e fezes, podem albergar
microrganismos patogénicos e indicadores de polui¢do fecal (PAL & DASGUPTA,
1992; AL-HARBI, 2003; EL-SHAFAI et al., 2004; GUZMAN, et al., 2004).

Para o controle e prevencdo destas doencas, o uso de indicadores de
contaminagcdo ambiental e fecal, através da enumeragdo de coliformes totais e
termotolerantes e a pesquisa de patogénicos como Salmonella spp, tém importancia
para a saude publica, sendo essencial sua deteccdo para determinacdo da
qualidade do produto (LIMA & REIS, 2002).

Os contaminantes presentes no pescado podem ser classificados como

microrganismos deteriorantes, microrganismos indicadores de higiene ou de



processamento, microrganismos indicadores de manipulagdo inadequada,
microrganismos indicadores de contaminagao fecal, microrganismos potencialmente
capazes de provocar doencgas transmitidas pelo consumo de pescado e
microrganismos capazes de liberar toxinas capazes de causar intoxicagdes ao
consumidor (PIMENTEL & PANETTA, 2003).

Entre os géneros que fazem parte da microbiota natural do pescado podem
ser citados Pseudomonas, Moraxella, Shewanella, Flavobacterium, Vibrio e
Micrococcus. Os mais importantes deteriorantes sdo os géneros Pseudomonas e
Shewanella, principais responsaveis pelas alteragdes organolépticas do pescado
devido a formagao de trimetilamina, ésteres, substancias volateis redutoras e outros
compostos (FRANCO & LANDGRAF, 2003).

Os resultados dos exames laboratoriais efetuados no pescado devem estar
de acordo com os parametros de qualidade exigidos na legislagédo, os quais podem
ser fisico-quimicos, microbioldgicos, microscépicos e toxicologicos.

Os parametros microbiolégicos adotados pela resolugdo RDC n° 12 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, de 12 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001)
para o pescado in natura compreendem a contagem de Staphylococcus coagulase

positivo e a pesquisa de Salmonella em 25 g de amostra.

2.1 Bactérias do grupo coliformes

O grupo dos coliformes totais inclui bactérias na forma de bastonetes Gram-
negativos, nédo esporogénicos, aerdbios ou aerdbios facultativos, capazes de
fermentar a lactose com producgédo de gas, em 24 a 48 horas a 35 °C. Contém cerca
de 20 géneros, dentre as quais encontram-se tanto bactérias originarias do trato

intestinal de humanos quanto de outros animais homeotérmicos. Sua presenca nao



indica necessariamente poluicdo de origem fecal, ja que este grupo de
microrganismos é encontrado naturalmente no ambiente como no solo, insetos e
vegetais (SILVA et al., 1997).

Quanto ao grupo dos coliformes totais, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, (ANVISA), n&o indica limites em pescado, mas, € importante analisar a
presenga deste grupo de microrganismos em alimentos, por estarem relacionados a
sua qualidade higiénica (BRASIL, 2001). Segundo Agnese et al. (2001), valores de
coliformes totais acima de 50 a 100 NMP por grama de carne de pescado, é motivo
suficiente para realizar um controle mais rigido relacionado a higiene de elaboragéo
e comercializagao deste produto nos estabelecimentos comerciais.

Os coliformes termotolerantes sao capazes de fermentar a lactose com
producéo de gas e aldeidos acidos, em 24 h a 44,5 £ 0,5 °C. Este grupo atua como
indicador de poluigao fecal, devido a sua ocorréncia restrita as fezes do ser humano
e dos animais homeotérmicos. Sua presenga evidencia o risco da presenca de
organismos patogénicos de origem fecal. Trés géneros fazem parte deste grupo:
Escherichia, Enterobacter e Klebsiella (SILVA et al.,1997).

A incidéncia de infecgbes por esse grupo € mais frequente nas regides
tropicais, onde predominam aglomeragdes populacionais, condigdes sanitarias
precarias e a contaminagéo dos suprimentos aquiferos por material de origem fecal
(KONEMAN et al., 2001).

Sado importantes causas de infeccbes e intoxicagbes alimentares os
contaminantes de origem exdgenas onde estdo contidos 0s microrganismos como
Escherichia coli. Portanto, a grande preocupagdo € impedir que estes
microrganismos sejam adicionados a matéria-prima e se multipliquem (GERMANO &

GERMANO, 2003).



A maioria das linhagens de Escherichia coli sdo comensais, porém, algumas
podem causar uma grande variedade de doengas, incluindo diarréia, disenteria,
sindrome hemolitica-urémica, infecgdes de bexiga e rim, septicemia, pneumonia e
meningite (KAPER et al., 2004). Essa versatilidade tem sido associada ao fato de
diferentes linhagens de Escherichia coli terem adquirido diferentes genes de
viruléncia (GILLIGAN, 1999).

Por ndo fazer parte da microbiota do pescado, a presenca dos coliformes
termotolerantes, esta sempre associada a contaminagao fecal da agua do local de
captura ou manuseio inadequado do pescado fresco pelo manipulador (FRAZIER &
WESTHOFF, 1988).

Pal & Dasgupta (1992) e Guzman et al. (2004) verificaram que a
concentragdo de Escherichia coli nos diferentes 6rgaos do peixe esta relacionada
com a concentracdo dessa bactéria na agua. Assim como Antoniolli (1993), ao
realizar trabalho sobre a qualidade da carne de carpa comum (Cyprinus carpio)
alimentadas com dejetos e Easa et al. (1996), ao estudarem tilapias do Nilo tratadas
com efluentes domésticos, observaram que a &agua influencia na condigcédo
microbioldgica dos peixes. No entanto, Pilarski et al. (2004), ao analisar amostras de
musculo de carpa comum (Cyprinus carpio) e agua de viveiros fertilizados com
dejetos de suino, ndo verificaram relagcéo entre a qualidade microbiologica da agua e
0 musculo do peixe.

Nascimento et al. (2001) também relacionou o grau de contaminagao do rio
Bacanga em Sao Luis (MA) com a qualidade microbiolégica dos peixes e sururus
capturados no local. Os autores acreditam que os altos valores de coliformes totais e

termotolerantes encontrados no estudo indicam uma fonte poluidora constante no
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local e o perigo de tais alimentos provocarem infecgbes ou intoxicagbes ao
consumidor.

Sendo assim, o pescado oriundo tanto de sistemas de criagdo intensiva ou
extensiva passa a ser importante veiculo de grande numero de microrganismos
possivelmente patogénicos para o ser humano, dado ao crescimento de agdes
poluidoras e contaminadoras do ambiente, por langamentos de esgotos, nos varios

sistemas aquaticos disponiveis (PADUA, 2003).

2.2 Salmonella

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, composta por
duas espécies: Salmonella entérica, com seis subespécies e Salmonella bongori,
sendo no total, mais de 2324 sorotipos (YAN et al., 2003). As salmonelas sdo Gram-
negativas, anaerdbia facultativas e multiplicam-se em temperaturas entre 7 °C e 49
°C, sendo 37 °C o valor ideal para sua multiplicacdo e, como nao formam esporos,
podem ser destruidas a 60 °C por 15 a 20 minutos. A faixa de pH para sua
multiplicacéo esta entre 3,7 a 9,0, sendo o valor 6timo préximo de 7,0 (FRANCO &
LANDGRAF 2003).

Salmonella é considerada a principal causa de doenga entérica de origem
bacteriana no ser humano, tendo produzido grandes surtos. As principais vias de
transmissao sao as de origem alimentar (D’AOUST, 1995).

O principal habitat das salmonelas ¢ o trato intestinal de aves, répteis, animais
homeotérmicos e seres humanos. Geralmente, os alimentos sdo contaminados
direta ou indiretamente pelas fezes dos animais no momento do abate, fezes de
pessoas portadoras da bactéria, fomites, utensilios utilizados na preparagao de

alimentos, equipamentos e/ou pelo contato com aguas poluidas (CARVALHO, 2006).
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Em 1888, na Alemanha, Gurtner descreveu o primeiro surto de salmonelose,
quando adoeceram 59 pessoas apos terem ingerido carne crua (EVANGELISTA,
2002). A infecgao por Salmonella spp. se da pela transmissé&o fecal-oral que ocorre
por meio de agua e alimentos contaminados, e a grande incidéncia é encontrada em
populagdes com grande densidade populacional, vivendo em precarias condigdes
higiénicas sanitarias e socioeconémicas (CONNOR & SCHWARTZ, 2005 ).

No Brasil, sdo varios os relatos de surtos alimentares por salmonelas, entre
eles o ocorrido em Araraquara, SP, por Salmonella bredeney, afetando 561
funcionarios de uma empresa com 42 hospitalizagées (7,5%) (LANDGRAF et al.,
1985). No surto de salmonelose ocorrido no Parana, em 1981, dos 181 afetados, 40
foram hospitalizados (22,1%) (MOTA et al., 1983). Em Pontalinda, Noroeste do
Estado de S&o Paulo, um surto de salmonelose de origem alimentar em escola
afetou 211 pessoas, sendo na sua maioria criangas de 6-10 anos (KAKU et al.,
1995). O sorotipo predominante causador de infecgdes alimentares mudou nas
ultimas décadas de S. Agona, S. Hadar e S. Typhimurium para S. Enteritidis, sendo
a S. Enteritidis a causa predominante de salmoneloses em diversos paises (SILVA &
DUARTE, 2002).

Salmonella tem sido frequentemente associada ao trato intestinal de animais
homeotérmicos, mas também isolada em animais pecilotérmicos, no qual sao
capazes de sobreviver e multiplicar no intestino, muco e tecidos. Portanto, tornam os
peixes em um potencial veiculo de transmissdo de doengas humanas (AMPOFO &
CLERK, 2003).

Em pesqueiros, estes microrganismos tem sido isolados em peixes, no
sedimento e na agua de cultivo (LINDER, 2002; LIUSON, 2003; ELER et al., 2006;

MORITA et al., 2006).
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De modo geral, a presenca de Salmonella no ambiente e nos animais
desperta o interesse para a sua pesquisa € 0 seu monitoramento, uma vez que a
contaminagdo por fezes de hospedeiros infectados ou outras fontes do meio

ambiente pode colocar em risco a saude publica.

2.3 Staphylococcus

Staphylococcus sao bactérias pertencentes a familia Micrococcaceae,
possuem ceélulas esféricas (0,5 — 1,5 pm), Gram-positivas, que podem ser
encontradas isoladas, aos pares e em grupamentos irregulares. Sdo imoveis, néo
esporulados, anaerobios facultativas, quimiorganotréficos com metabolismo
fermentativo e respiratorio. A temperatura 6tima de multiplicagao é de 30 — 37°C.

Staphylococcus estao associados a pele e membranas mucosas de animais
vertebrados homeotérmicos, podendo ser, eventualmente, isolados de produtos
alimentares, poeira e agua. Muitas espécies sdo patogénicas para o ser humano e
animais, pois sao produtoras de coagulase. Dentre elas pode-se citar:
Staphylococcus intermedius, S. hicus, S. schleiferi subsp. coagulans, S. delphini.
Entretanto, S. aureus é a espécie coagulase positivo de maior importancia (HOLT et
al., 1994).

Staphylococcus aureus € um dos agentes patogénicos mais comuns,
responsavel por surtos de intoxicagcdo de origem alimentar. Seu habitat € amplo
tornando a sua presenca largamente distribuida na natureza. Sob condigcbes
apropriadas podem ser causa de infecgdes oportunistas. (CASTRO & IARIA, 1984),

A intoxicagdo alimentar provocada por este microrganismo €& devido a
ingestdo de enterotoxinas produzidas e liberadas pela bactéria durante sua

multiplicacdo no alimento e representando um risco para saude publica. A
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enterotoxina estafilocécica é termoestavel e esta presente no alimento mesmo apds
o0 cozimento, possibilitando desta forma, a instalagdo de um quadro de intoxicagao
de origem alimentar. E o agente responsavel por, aproximadamente, 45% das
toxinfecgdes no mundo (CUNHA NETO et al., 2002).

Alguns autores relacionam testes bioquimicos como a producédo de
coagulase, termonuclease, hemodlise e fermentagdo de manitol com a capacidade
das cepas de Staphylococcus sp. e S. aureus em produzirem enterotoxinas. Estes
sao testes indiretos, uUteis para detec¢do de cepas potencialmente enterotoxigénicas,
embora autores tenham verificado que caracteristicas fisiolégicas podem ou né&o
diferenciar cepas enterotoxigénicas das n&o enterotoxigénicas (CUNHA NETO et al.,
2002). A intoxicacdo alimentar estafilocécica € caracterizada por nauseas, vomito,
dores abdominais e diarréia, e por um curto periodo de incubacao, de 1 a 6 horas
apos a ingestado do alimento responsavel (PASSOS & KUAYE, 1996).

Em alimentos crus, especialmente os produtos de origem animal, a presenga
de S. aureus é comum e pode ndo estar relacionada com contaminagdo humana.
Contaminacéo estafilococica de couro animal, penas e pele sdo comuns e podem ou
néo ser o resultado de lesbes (LANCETTE & TATINI, 1992).

Em estudos realizados na Africa, Staphylococcus sp. foram isolados de agua
de aquario e encontrados em aguas de viveiros de aquicultura, sendo os membros
desse género relacionados como patégenos de organismos aquaticos (NEMETZ &
SHOTTS, 1992).

Em 3 de 10 amostras de peixe fresco, grande quantidade de S. aureus foram
detectados com numeros acima do permitido pela legislagéo brasileira (VIEIRA et al.,
2001). No sul do Brasil, S. aureus foi isolado em 20% das amostras de peixe fresco

e no filé do peixe (AYULO et al., 1994). Segundo Martin et al. (1978), a presencga de
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S. aureus € considerada evidéncia de manuseio inadequado, equipamento
contaminado ou de contaminacgéo por fontes humanas ou animais.

Pouco se sabe sobre a multiplicacdo de estafilococos coagulase negativo em
alimentos. Essas bactérias, por produzirem baixissima quantidade de enterotoxina,
raramente foram implicadas em intoxicagbes alimentares, pois nado se multiplicam
rapidamente nesse meio. No entanto, estafilococos coagulase negativos podem
contaminar o alimento, uma vez que os seres humanos sao portadores desses
microrganismos e alguns destes podem estar relacionados a determinadas infecgdes
humanas (PEREIRA & PEREIRA, 2005; CUNHA et al., 2006).

Algumas das espécies coagulase negativos relatadas como produtoras de
enterotoxinas s&o: S. epidermidis, S. xylosus, S. hominis, S. haemolyticus e S.
saprophyticus (PEREIRA & PEREIRA, 2005; CUNHA et al., 2006; LANCELLOTT],
2006). Estas espécies sdo associadas a uma série de outras infecgdes em seres
humanos e animais. Staphylococcus coagulase negativo pode produzir quantidades
menores de enterotoxinas quando comparados com S. aureus, mas nao devem ser
excluidos quando presentes em alimentos envolvidos em surtos de intoxicacdes
alimentares (PEREIRA & PEREIRA, 2005; SANTANA et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade microbiologica das tilapias,
provenientes de cultivo, comercializadas inteiras e em filés frescos na regido
nordeste do Estado de Sdo Paulo, comparando-as através das determinacdes dos
numeros de coliformes totais, termotolerantes, Staphylococcus coagulase positivo e

presenca de Salmonella.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Colheita e transporte das amostras de peixe

As amostras foram colhidas em seis cidades (Ribeirdo Preto, Sdo Carlos,
Araraquara, S&o José do Rio Preto, Catanduva, Barretos), situadas na regido
nordeste do Estado de Sao Paulo, em dez supermercados que comercializavam
pescado fresco, estocados no gelo. Ao final foram analisadas 40 amostras de tilapia
in natura e 50 amostras de filés de tilapia.

Em cada estabelecimento foram colhidos, cinco peixes comercializados in
natura e cinco na forma de filés (n=10). As amostras foram transportadas em caixa
isotérmicas com gelo reciclavel para o Laboratério de Andlises de Alimentos e Agua
do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reprodugdo Animal da
FCAV/UNESP.

A tilapia in natura nao foi encontrada em dois dos dez estabelecimentos
analisados, portanto foi colhido um total de 40 amostras em oito supermercados
diferentes.

As tesouras e pingas utilizadas na abertura das embalagens foram
previamente esterilizadas em autoclave. Para os peixes comercializados in natura
foram realizadas analises da pele, trato gastrintestinal e musculos.

A obtengdo das amostras e as analises microbiolégicas foram realizadas
segundo a American Public Health Association (APHA, 1998; APHA, 2001).

Para a determinagao da contaminagao da pele foram adicionados 200 mL de
agua peptonada 0,1% esterilizada em saco plastico estéril contendo o peixe. Em

seguida o peixe foi massageado durante um minuto para transferir os
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microrganismos da pele para a agua peptonada. Desta maneira foi obtida uma
amostra da agua de enxaguadura utilizada para as analises microbiologicas.

As amostras de tecido muscular foram obtidas com a dissecacdo dos peixes
com o auxilio de instrumentos esterilizados (bisturi e pinga). Foram utilizado 25 g de
musculo de cada peixe, pesados em sacos plasticos estéreis, procedendo entdo a
diluicdo da mesma com a adigao de 225 mL de agua peptonada tamponada a 0,1%
e homogeneizado por um minuto, em stomacher, obtendo-se assim a diluicdo 107". A
partir dessa solugao realizou-se as diluicdes e analises.

O mesmo procedimento foi utilizado para a obtencdo das amostras de filés.

Para o trato gastrintestinal foi retirado 15 g, inclusive seu conteudo, com
auxilios de bisturi e pingas, e adicionados 135 ml de agua peptonada 0,1% para

obtencdo da diluigdo 107"

3.2 Analises microbiolégicas

3.2.1 Determinagao do numero mais provavel (NMP) de coliformes totais
e termotolerantes.

Para a determinacdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e
termotolerantes foi utilizada a técnica dos tubos multiplos (série de trés tubos). Para
a avaliagdo dos coliformes totais, 1 mL das diluicdes das amostras (agua de
enxaguadura da pele, musculatura, trato gastrintestinal e filés) foram inoculadas em
caldo lauril sulfato triptose e a incubacgao foi realizada a 35 °C durante 24 - 48 horas.
Apods a incubagéo verificou-se a presencga de gas nos tubos de Durham, indicando a
prova presuntiva positiva. Aliquotas dos tubos positivos foram transferidas para
tubos contendo caldo lactose bile 2% verde brilhante que foram incubados a 35 °C

por 24 - 48 horas. A presenga de gas nos tubos de Durham indicou a prova
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confirmatoria positiva para coliformes totais. A partir do numero de tubos com gas e
com o auxilio de uma tabela de NMP, obteve-se o numero mais provavel de
coliformes totais por grama ou mL da amostra.

Para coliformes termotolerantes, aliquotas dos tubos de caldo lauril sulfato
triptose com produgdo de gas, foram transferidas para tubos com caldo EC e tubos
de Durham e a incubagao foi realizada em banho-maria a 44,5 °C por 24 horas. A
presenga de gas nos tubos de Durham indicou a prova confirmatéria positiva para
coliformes termotolerantes. Através da tabela de NMP e baseado no numero de
tubos de caldo EC com producéo de gas obteve-se o NMP de coliformes fecais por
grama ou mL da amostra.

As diluicdes para todas as amostras de peixe foram de 10" a 10

3.2.2. Contagem de Staphylococcus sp.

A contagem de Staphylococcus coagulase positivo foi realizada transferindo
0,1 mL das diluicdes 10" e 10 das amostras da agua de enxaguadura da pele, do
musculo, trato gastrintestinal e filés para placas de Petri, contendo Agar Baird
Parker seguido de incubacédo em estufa a 36 °C por 48 h. Aliquotas de trés a seis
colbnias caracteristicas do género Staphylococcus, ou seja, negras brilhantes foram
corados pelo método de Gram.

As colonias que apresentaram microrganismos em forma de cocos,
agrupados em cachos e Gram-positivas, foram submetidas aos testes da catalase e
OF/Glicose (MaC FADIN, 1976). Foram considerados coagulase positivos o0s
Staphylococcus que coagularam o plasma de coelho em incubagéo a 37 °C por até

24 horas. O numero de colénias confirmadas, multiplicado por 10 e pelo fator de
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diluicdo forneceu o numero de Staphylococcus coagulase positivos por grama/ou mL

da amostra.

3.2.3. Pesquisa da presenca de bactérias do género Salmonella
a) Pré-enriquecimento

As amostras de 25 g do musculo, do trato gastrintestinal e filés e 25 mL da
agua de exaguadura dos peixes, foram acondicionadas em frascos contendo 225 mL
agua peptonada a 0,1% tamponada. Apdés homogeneizagdo o conjunto foi incubado
em estufa a 37 °C por 24 horas.

b) Enriquecimento seletivo

Aliquotas de 1 mL e 0,1 mL, da cultura do pré-enriquecimento foram
inoculadas, respectivamente, em 10 mL de caldo selenito cistina e em 10 mL de
caldo Rappaport-Vassiliadis, respectivamente e adicionados de 1 mL de uma
solugdo de novobiocina a 4%, originando uma concentragdo de 40 mg do principio
ativo por mililitro de meio. A incubacgéo foi realizada a 37 °C por 24 horas.

¢) Plagquemento seletivo

Com auxilio de alca de niquel-cromo cada cultura em caldo de
enriquecimento foi semeada, pela técnica de esgotamento, em agar verde brilhante
e agar MacConkey, seguido de incubagao a 37 °C por 24 horas.

d) Identificagdo Presuntiva

Das culturas obtidas no plaqueamento seletivo foram tomadas, com auxilio de
uma agulha de niquel-cromo, de cada uma das placas semeadas, trés a cinco
colébnias com caracteristicas sugestivas do género Salmonella e inoculadas em
tubos contendo agar TSI (“Triple Sugar Iron”) com incubagao realizada a 37 °C por

24 horas. As colénias que se presumiram serem de Salmonella foram semeadas em
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tubos contendo agar TSA inclinado, incubados a 37 °C por 24 horas para
comprovagao sorolégica.

e) Confirmagao sorolégica do género Salmonella

Da cultura em agar TSA foi transferida uma algada para laminas de vidro
contendo gotas de solugao salina estéril. Apés homogeneizagao foi adicionada uma
gota de soro anti-salmonela polivante somatico-O, a lamina foi movimentada e foi
feita a leitura. Caso ocorresse aglutinagdo da mistura a prova seria considerada
positiva. O mesmo procedimento foi realizado para o soro polivalente flagelar-H.
Seria considerada como de Salmonella sp. a cultura que apresentasse positividade
em ambas as provas, que sempre foram acompanhadas de provas com padrao

positivo e negativo.

3.3 Analise estatistica

O delineamento experimental foi realizado em dez blocos casualizados
(supermercado ou peixarias) com cinco repeticdes de cada tratamento (peixe in
natura e filé embalado) em cada bloco. Os resultados obtidos foram analisados
utilizando valores em logaritmo e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5%

de probabilidade (SAS..., 1991).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A variagcdo dos numeros mais provaveis de coliformes totais, termotolerantes
e da populagdo de Staphylococcus sp. nas diferentes partes das tilapias in natura
colhidas nos diferentes estabelecimentos esta apresentada na Tabela 1.

A variagdo dos numeros mais provaveis de coliformes totais, termotolerantes
e da populacdo de Staphylococcus sp. nos filés colhidos nos diferentes
estabelecimentos esta apresentada na Tabela 2.

A Figura 1 apresenta o numero e a porcentagem de tilapias in natura com a
presencga de coliformes totais e termotolerantes na agua de enxaguadura da pele, no

trato gastrintestinal e no musculo colhidas nos diferentes estabelecimentos.

4.1 Coliformes totais

O NMP de coliformes totais na agua de enxaguadura da pele variou de <3,0 a
>1100 NMP.mL"; no trato gastrintestinal de <3,0 a 210 NMP.g™"; e no musculo <3,0
a 93 NMP.g™' (Tabela 1). O NMP de coliformes totais em 25 g de filé variou de <3,0 a
>1100 NMP.g" (Tabela 2).

As porcentagens de amostras contaminadas com coliformes totais estdo
representadas na Figura 1. Nota-se que a pele foi 0 6rgdo que apresentou um maior
numero de amostras contaminadas, quando comparada com o trato gastrintestinal e
ao musculo. A pele esta em contato direto com todo o processo da cadeia produtiva

e susceptivel a contaminag&o por microrganismos indesejaveis.
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Tabela 1. Variagdo dos resultados dos numeros mais provaveis (NMP) de coliformes totais (CT),
termotolerantes (CTer) e populagdo de Staphylococcus sp. nas diferentes partes das
tilapias in natura analisadas colhidas nos diferentes estabelecimentos na regido nordeste

do Estado de Sao Paulo de Nov. 2009 a Jun. 2010.

1 -
Estabelecimento Amostra cr (gy;{)m L CTeI g:l\:.f)'ml' f{?gﬁy Ilziolc f)z:lsgs?)
pele <3,0 - 43 <3,0 - 43 <1,0 x 10?
1 t.gastrintestinal <3,0 <3,0 <1,0 x 10?
musculo <3,0 <3,0 <1,0 x 10°
pele <3,0 - 460 <3,0 - 460 1,5x10%-1,2 x 10°
2 t.gastrintestinal <3,0 <3,0 <1,0 x 10°
musculo <3,0 <3,0 <1,0 x 10°
pele <3,0-23 <3,0-23 2,6 x10%-1,9x10°
3 t.gastrintestinal <3,0-3 <3,0 1,0 x 10%- 3,7 x 10°
musculo <3,0-9,1 <3,0-7,3 <1,0x10*-2,1x10°
pele <3,0- 210 <3,0- 210 1,3x10%-2,0x10°
4 t.gastrintestinal <3,0-19 <3,0-19 1,5x10%-1,5x10°
musculo <3,0-93 <3,0-43 <1,0 x 10*- 1,5 x 10
pele <3,0 - >1100 <3,0-15 1,0x10%-2,3 x10*
6 t.gastrintestinal <3,0-43 <3,0 <1,0 x 10*- 3,0 x 10
musculo <3,0 <3,0 <1,0 x 10%-2,0x 10°
pele 43 ->1100 15->1100  8,0x10%-1,4x 10
7 t.gastrintestinal <3,0-210 <3,0- 210 <1,0x 10*- 1,3 x 10°
musculo <3,0 <3,0 <1,0 x 10*- 6,0 x 10?
pele 43 ->1100 <3,0->1100 2,8x10%*-5,7 x 10*
8 t.gastrintestinal <3,0-23 <3,0 <1,0x 10*- 6,5 x 10*
musculo <3,0-7,3 <3,0 <1,0 x 10%- 4,2 x 10°
pele <3,0-23 <3,0 1,9 x10°- 4,6 x 10°
10 t.gastrintestinal <3,0-3,6 <3,0-3,6 <1,0 x 10
musculo <3,0 <3,0 <1,0 x 10°
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Tabela 2. Variagdo dos resultados dos numeros mais provaveis (NMP) de coliformes totais (CT),

termotolerantes (CTer) e populagdo de Staphylococcus sp. nos filés analisados colhidas

nos diferentes estabelecimentos na regido nordeste do Estado de Sdo Paulo de Nov. 2009

a Jun. 2010.
Estabelecimentos CT (NMP.g™?) CTer (NMP.g™%) Staphylococcus sp. (UFC.g'l)
1 <3,0->1100 <3,0 - 460 <1,0 x 10?
2 <3,0-3,6 <3,0 <1,0 x 10%-2,0 x 10°
3 3,6 -23 <3,0-9,1 2,0 x 10*-6,0 x 10°
4 <3,0-21 <3,0 <1,0x 10%-9,4 x 10°
5 3,6-43 <3,0 1,0 x 10°- 6,9 x 103
6 6,1 - 460 <3,0-29 <1,0 x 10*-1,0 x 10°
7 <3,0-7,3 <3,0-3,6 5,0 x 10*- 2,3 x 10°
8 11 ->1100 <3,0 <1,0 x 10?
9 <3,0-11 <3,0-6,2 <1,0 x 10%-2,2 x 10°
10 <3,0 <3,0 <1,0 x 10*-1,0 x 10°
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Figura 1. Numero e a porcentagem de tilapias in natura com a presenca de coliformes totais e

termotolerantes na agua de enxaguadura da pele, no trato gastrintestinal e no musculo,

colhidos nos diferentes estabelecimentos na regido nordeste do Estado de Sao Paulo de

Nov. 2009 a Jun. 2010.
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Em Sao Paulo, SP, tilapias (Oreochromis spp.) inteiras oriundas de
pesqueiros também apresentaram uma maior contaminacgao por coliformes totais na
agua de enxaguadura da pele. Os valores obtidos variaram de <0,3 até 4,6 x 10’
NMP.mL™", sendo que 69,4% das amostras concentravam os valores entre 10% a 10°
NMP. mL" (LIUSON, 2003).

Em peixes recém-capturados, Lorenzon et al. (2010) verificaram maior
numero de coliformes totais no trato gastrintestinal, que variou de 2,6 x 10° até > 1,1
x 10* NMP.g™": enquanto que na pele variou de 1,5 x 10° at¢ > 1,1 x 10*
NMP.100mL™"; e no musculo variou de 2,0 x 10 a > 1,1 x 10° NMP.g™".

Em experimento da qualidade microbiolégica de carpas criadas em viveiros
que recebiam efluente tratado de esgoto em Jedwabne, Poldnia, o autores também
verificaram uma carga bacteriana média de coliformes totais maior no trato
gastrintestinal, 10° UFC.g™"; no musculo 4,5 x 10 UFC.g™"; e na pele de 9,1 x 10°
UFC.g™" (NIEWOLAK & TUCHOLSK, 2000).

As variagbes da quantidade de coliformes totais presentes nas amostras de
peixe in natura e no filé, também s&o corroboradas na literatura por Farias (2006),
que ao avaliar as condigdes higiénicas e sanitarias do pescado beneficiado. O autor
encontrou valores de <1,0 x 10" até 4,5 x 10° UFC.g"' para peixes inteiros,
eviscerados e filés. Andrade et al. (2002) pesquisando coliformes totais em filés de
peixe perua (Balistes capriscus) observaram variacdo de 0,3 x 10° até 3,0 x 10°
UFC.g" e para o peixe inteiro de 0,5 x 10* até 1,5 x 10° UFC.g™". Martins et al. (2002)
verificaram uma variagdo de 40 até 2,3 x 10* UFC.g™" de coliformes totais em filés
de carpas (Cyprinus carpio) e tilapias (Oreochromis niloticus).

A populagcdo de coliformes totais para o pescado ndo possui valores

estabelecidos pela Legislacdo Brasileira. No entanto os coliformes totais séo
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indicadores de qualidade higiénica, indicando o grau de contaminagdo microbiana a
que esta exposto o alimento. Elevadas populagdes desses microrganismos apontam
para necessidade de se rever os procedimentos operacionais para identificar quais
sdo as causas de contaminagdo do produto (VIEIRA et al., 2000). Apesar de nao
indicarem diretamente a presengca de patdégenos entéricos sao importantes
indicadores sobre o potencial de deterioracdo do produto e de sua vida de prateleira
(AGNESE et al., 2001).

Neste estudo foram verificados diferentes niveis de contaminagdes na agua
de enxaguadura da pele por local de colheita. Enquanto que nos supermercados 1,
3, 4 e 10 o NMP de coliformes totais na agua de enxaguadura da pele manteve-se
baixo, nos supermercados 2, 6, 7, € 8 observou-se amostras com maiores
contaminagdes. Nos supermercados 6, 7 e 8 verificou-se amostras com o NMP de
coliformes totais >1100 NMP.mL™.

Para as amostras de filé nos supemmercados 1, 6 e 8, foram encontrados os
maiores valores para coliformes totais. Estes valores indicam que em algum
momento da cadeia de produgdo (agua de cultivo, despesca, transporte,
temperatura de armazenamento, qualidade do gelo) ocorreu exposicdo a
contaminacgao bacteriana.

Outros estudos corroboram as variagdes de contaminagdo por coliformes
totais em peixes oriundos de supermercados e feiras, como destacam Alvares et al.
(2008), em analise das caracteristicas higiénicas, sanitarias e microbioldgicas do
pescado comercializado em S&o Paulo, SP. Os autores encontraram variacao do
NMP de CT em supemercados e feiras-livres de 23 até >1100 NMP.g™', e no
CEAGESP 3,6 até >1100 NMP.g' Almeida et al. (2002) em estudo das

caracteristicas microbiolégicas de pintado (Pseudoplastystoma fasciatum)
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verificaram a variacdo de <3,0 até 1,1 x 10* NMP.g™" de coliformes totais em peixes
oriundos de supermercados. Santos et al. (2002), verificaram a presenca de 2,1 x
10 NMP.g™" de coliformes totais por cm? em facas higienizada e 4,1 x 10° em facas
nao higienizadas.

Diante de exposto € importante manter-se atento a higiene ao longo da
cadeia produtiva do pescado, ja que, em diferentes estabelecimentos observou-se
variagdo na contaminagdo das amostras. Presume-se que em algum momento
ocorreu manejo inadequado do alimento comprometendo a qualidade do produto

final e colocando em risco a saude da populagdo consumidora.

4.2 Coliformes termotolerantes

A porcentagem de amostras contaminadas com coliformes termotolerantes
estdo representadas na Figura 1. Como o observado para coliformes totais, a agua
de enxaguadura da pele apresentou maior frequéncia de contaminagcdo em relagéo
aos outros orgaos. Tal fato também é relacionado com o grau de exposi¢cao que a
pele esta com o ambiente inerente a cadeia produtiva, tornado-se passivel de
contaminacgdes cruzadas.

Para coliformes termotolerantes, o NMP na agua de enxaguadura da pele
variou de <3,0 até >1100 NMP.mL™", no trato gastrintestinal de <3,0 até 210 NMP.g"
e no musculo <3,0 até 43 NMP.g™" (Tabela 1). O NMP de coliformes termotolerantes
em filé variou de <3,0 até 460 NMP.g™' (Tabela 2).

Em Florianépolis, SC, avaliou-se a qualidade microbiolégica da pescadinha
(Cysnoscion striatus) inteira e em filés e os resultados variaram de <3 até 2,4 x 10°
NMP.g™", para pescado inteiro fresco, de <3 até 2,3 x 10®> NMP.g™" para pescado

congelado e de 4,0 x 10? até 2,0 x 10° NMP.g™" para filés (DAMS et al., 1996). Na
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india, Vishwanath et al. (1997) verificaram variagéo para coliformes termotolerantes,
de 0 até 3,6 x 10 para pescado fresco e 2,3 x 10 até 1,2 x 10°NMP.g™' para pescado
defumado.

Em peixes cultivados em pesque-pagues na regido nordeste do Estado de
Sé&o Paulo, o trato gastrintestinal foi o 6rgdo onde ocorreu maior contaminagao, o
NMP de coliformes termotolerantes variou de < 3,0 até 9,5 x 10> NMP.100mL™" para
agua de enxaguadura da pele de < 3 até 6 NMP.g"" no musculo; e de 1,2 x 10° até
5,1 x 10> NMP.g™" no trato gastrintestinal (LORENZON et al., 2010).

Outros autores verificaram diferentes resultados, Almeida et al. (2002), ndo
obtiveram  confimacdo para coliformes termotolerantes em  pintados
(Pseudoplastystoma fasciatum) comercializados em supermercados. Vieira et al.
(2000), verificaram um aumento de 3,0 até 4,3 x 10° NMP.g" coliformes
termotolerantes ao longo da cadeia produtiva do pescado onde observou precarias
condigdes higiénicas e sanitarias na manipulagcdo. Agnese et al. (2001), verificaram
variagdo de <3,0 a 21 NMP.g' coliformes termotolerantes em peixes frescos
comercializados em Seropédica, RJ. Lira et al. (2001), em estudo da qualidade de
peixes comercializados em Maceid, AL, verificaram uma variacdo de <3,0 a 43,0
NMP.g™". Mollerke et al. (2002), realizaram colimetrias do pescado artesanal do lago
Guaiba, RS, e verificaram valores entre <3,0 até >1100 NMP.g™".

A pesquisa com coliformes termotolerantes em alimentos fornece informacdes
sobre as condicbes sanitarias do produto e € a melhor indicagcdo da eventual
presencga de enteropatdogenos (FRANCO & LANDGRAF, 2003).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), na Resolugdo N° 12 de
02 de janeiro de 2001, ndo contempla limites para coliformes a 45 °C em pescado in

natura refrigerados ou congelados, ndo consumidos crus. No entanto para pescado
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consumido cru a legislacdo estabelece valores 10° NMP.g"' (BRASIL, 2001).
Portanto, segundo a legislagédo, das 40 amostras do musculo das tilapias in natura,
nenhuma estava imprépria para o consumo cru. Das 50 amostras de filé, apenas

uma estava imprépria para 0 consumo cru.

4.3 Staphylococcus

A populacdo de Staphlylococcus sp. na agua de enxaguadura da pele
apresentou numeros que variam de <1,0 x 10% até 1,2 x 10° UFC.mL™"; no trato
gastrintestinal de <1,0 x 10? até 1,5 x 10° UFC.g™"; e no musculo de <1,0 x 10% até 6
x 10° UFC.g™ (Tabela 1). No filé a populagéo de Staphylococcus sp. variou de <1,0 x
102 até 9,4 x 10° UFC.g"" (Tabela 2).

Nao foi verificado a presenga de Staphylococcus coagulase positivo nas
amostras de peixe in natura analisadas.

Em duas amostras de filé foram verificados Staphylococcus coagulase
positivo, com populagées de 1, 0 x 10°UFC.g™" e 2,3 x 10°UFC.g™".

A ANVISA, na Resolugdo N° 12 de 02 de janeiro de 2001, contempla o limite
de 10°UFC.g™"' de Staphylococcus coagulase positivo (BRASIL, 2001). Portanto uma
amostra de filé estava impropria para consumo.

Barreto & Vieira (2003), em investigagcéo sobre portadores de Staphylococcus
aureus em industria de pesca verificou que 36 (60%) apresentavam colonizagéo por
essa bactéria. Em Zambia (Africa), tanques de pisciculturas apresentaram contagens
de Staphylococcus spp. na ordem de 10° UFC.mL™" (NTENGWE & EDEMA, 2008).
Galvao et al. (2006) ndo detectaram S. aureus nas areas de cultivo de mexilhées em

Ubatuba, SP.
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Geralmente Staphylococcus coagulase positivos sdo encontrados no corpo
humano (trato respiratorio, mucosas nasais e pele) e transferidos ao alimento por
pessoas com precarios habitos de higiene durante o manuseio.

Algumas linhagens de Staphylococcus coagulase negativos possuem genes
responsaveis pela produgdo de enterotoxinas (CUNHA et al. 2006). Nesse mesmo
experimento os alimentos analisados apresentaram uma variacdo de 3,0 x 10°
(carne de porco) a 1,4 x 10° UFC.g™" (queijo branco) de Staphylococcus coagulase
negativo.

Em sushi de salmdo comercializados na cidade de Sobral (CE) no foi
detectado Staphylococcus coagulase positivo, sendo que a contagem de
Staphylococcus spp. variou de <10% até 3,0 x 102 UFC.g™' (COSTA et al., 2007).

Na literatura € grande o numero de estudos em que ndo €& detectado
Staphylococcus coagulase positivo em pescado. Mouchrek Filho et al. (2003) em
avaliacdo da qualidade microbioldgica do pirarucu (Arapaima gigas) comercializado
em feiras livres, ndo verificou presencga de Staphylococcus coagulase positivo. Assim
como Mendes et al. (2002), analisando camarao defumado (Ltopenaeus vannamei)
e Lorenzon et al. (2010), em analises microbiologicas de peixes e agua em pesque-
pagues.

Em Taiwan, S. epidermidis foi responsavel pela morte de varias tilapias
(Oreochromis spp.) entre 1992 e 1996. Este foi o primeiro relato sobre o isolamento
de estafilococos patogénico em tilapias (HUANG et al., 1999). Isto se torna um fator
de risco tanto para o peixe como para o ser humano, uma vez que, o S. epidermidis
€ responsavel por 50 a 80% das infecgdes causadas por estafilococos coagulase

negativo (LANCELLOTTI, 2008).
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A presengca de Staphylococcus sp., principalmente os produtores de
coagulase, € preocupante, pois, indica falta de higiene no manuseio associada a
uma temperatura de armazenagem nao eficaz, propiciando um ambiente favoravel

para a proliferagcado do patdégeno, podendo gerar sérios riscos a saude publica.

4.4 Salmonella

Nao foi detectada Salmonella spp. em nenhuma das amostras analisadas.
Esse resultado é corroborado por Mendes (2002), em analise microbiologica de
camarao (Ltopeneaus vannamei) defumado, na qual ndo verificou presenca de
Salmonella spp. Assim como Martins et al. (2002), analisando pescado
comercializado em pesque-pagues.

Varios sorotipos de Salmonella sao potencialmente patogénicos para o ser
humano, podendo causar desde leves sintomas, como também levar o individuo até
a morte (EKPERIGIN & NAGAJARA, 1998). A coccédo do alimento elimina o risco
deste patdgeno, porém a maior preocupagao € quando este é consumido cru, como
nos casos de sushi e sashimi (MARTINS, 2006).

O parametro preconizado pela RDC n° 12 (BRASIL 2001) é auséncia de
Salmonella spp. em 25 gramas de pescado in natura. Sabe-se que, em alguns
casos, sao necessarias poucas células infectantes de Salmonella (1-10 células para
alguns sorotipos) para causar sintomas clinicos no ser humano (LINDER, 2002;
MARTINS, 2006).

Vieira et al. (2000) verificaram que Salmonella spp. esteve presente ao longo
da cadeia de producao de filés de tilapias. Foi isolada desde o peixe capturado no
acude até no filé congelado coletado no posto de venda. Este fato indica uma

possivel maior resisténcia da Salmonella spp. as condicbes adversas encontradas
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ao longo da cadeia de produgdo. Lorenzon et al. (2010) verificou a presenca de
Salmonella spp. em duas amostras do trato gastrintestinal (4,44%) e considerou o
fato como preocupante pois essa bactéria pode contaminar a carne durante sua
manipulacao.

No Egito, Youssef et al. (1992) verificaram em tilapias a presenca de
Salmonella em 3,9% das amostras de trato gastrintestinal. Em Botucatu (SP), Linder
(2002), analisou o conteudo intestinal de peixes provenientes de pesqueiros e
obteve presencga desses patdgenos em 5,66% das amostras. Liuson (2003), também
relatou a presenca de Salmonella em peixes oriundos de pesqueiros e encontrou
7,8% das amostras positivas.

Alvares et al. (2008) verificou em 36,4% das amostras de pescado
comercializado na grande Sao Paulo, a presenca de Salmonella spp. Assim como
Almeida et al. (2002) que verificaram em cincos amostras (16,7%) a presencga de
Salmonella spp, todas oriundas de pescado comercializado em supermercados.

No presente estudo todos os supermercados comercializavam o pescado em
acordo com os parametros previstos pela legislagdo, que € auséncia de Salmonella
em 25 g das amostras.

Na Tabela 3 é apresentada a média logaritmica dos NMP de coliformes totais,
termotolerantes e contagem de Staphylococcus sp. nas diferentes partes de tilapias
in natura analisadas.

A Tabela 4 apresenta a média logaritmica dos NMP de coliformes totais,
termotolerantes e contagem de Staphylococcus sp. nos musculos e filés de tilapias

analisadas.
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Tabela 3. Média logaritmica (log) dos numeros mais provaveis (NMP) de coliformes totais (CT),
termotolerantes (CTer) e populagdo de Staphylococcus sp. em diferentes partes de tilapias

comercializadas na regiao nordeste do Estado de Sdo Paulo de Nov. 2009 a Jun. 2010.

Amostras N° CT (logio) CTer (log10) Staphylococcus sp.

(log1o)
a a a

Pele 40 3,1619 2,4195 7,7848
Musculo 40 1,0012" 0,6832° 3,0579°
Trato gastrintestinal 40 0,7664b 0,5378b 2,6094b

* Médias seguidas da mesma letra, em cada coluna, ndo diferem estatisticamente, a nivel de 5% de
probabilidade pelo Teste de Tukey.

Tabela 4. Média logaritmica dos numeros mais provaveis (NMP) de coliformes totais (CT),
termotolerantes (CTer) e populagdo de Staphylococcus sp. em musculos e filés de tilapias

comercializadas na regido nordeste do Estado de Sdo Paulo de Nov. 2009 a Jun. 2010.

Amostras N° CT (log10) CTer (log1o) Staphylococcus sp.
(log1o)
Filé 50 1,7404° 0,6931° 4,5620°
Musculo 40 0,6642" 0,4520° 2,6094°

* Médias seguidas da mesma letra, em cada coluna, ndo diferem estatisticamente, a nivel de 5% de
probabilidade pelo Teste de Tukey.
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A média logaritmica de coliformes totais e termotolerantes e Staphylococcus
sp. foi significativamente maior na agua de enxaguadura da pele do peixe, enquanto
que no trato gastrintestinal e o musculo ndo ocorreu diferengas significativas entre si
(p<0,05) (Tabela 3).

A média logaritmica do NMP de coliformes totais, termotolerantes e da
populacéo de Staphylococcus sp. foi significativamente maior no filé que no musculo
dos peixes in natura (p<0,05) (Tabela 4).

A manipulacdo do peixe aumenta significativamente a contaminagao
bacteriana no alimento. No peixe in natura a carga bacteriana foi maior na pele em
relagdo ao trato gastrintestinal e ao musculo. Assim como a porcentagem de
amostras contaminadas (Figura 1). Como a pele € o 6rgdo mais exposto, tende a
ocorrer uma maior contaminagdo pelos microrganismos presentes na cadeia de
producdo. O mesmo acontece com o filé, que, em contato com o filetador e
equipamentos mal higienizados fica exposto a contaminag¢des cruzadas.

Ao contrario deste estudo varios autores verificaram que o trato gastrintestinal
foi 0o 6rgdo que apresentou maior contaminagao por bactérias do grupo coliformes
logo apds sua retirada da agua, sendo que a pele foi significativamente menor
(HEJKAL et al. 1983; FATAL et al. 1993; EL-SHAFAI et al. 2004; LORENZON et al.,
2010).

Em baixas concentragdes, os microrganismos estdo presentes na superficie
do peixe, nas guelras e visceras em geral, isso pode representar uma fonte de
contaminacdo cruzada durante o processamento do peixe (PILLAY, 1992). Em
numero reduzido, patégenos nédo sao susceptiveis a penetrar no musculo do peixe

(MARA & CAIRNCROSS, 1989; PILLAY, 1992).
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A invasdo dos musculos de peixe por patégenos bacterianos € provavel de
ocorrer quando os peixes sdo criados em tanques com coliformes termotolerantes e
salmonelas com concentragdes maiores que 10* e 10° por 100 mL, respectivamente,
segundo Mara e Cairncross, (1989), esses sdo os limites das barreiras de defesa
natural do peixe.

A qualidade de agua dos viveiros pode influenciar na qualidade microbioldgica
do peixe e de seus produtos (WARD, 1989). Esses alimentos tém sido associados a
doengas humanas e sao veiculo de transmissdo de microrganismos patogénicos e
intoxicagcbes (BROWN & DORN, 1977). Lorenzon et al. (2010), observaram que a
concentragdo de coliformes termotolerantes na agua foi similar ao encontrado no
trato gastrintestinal do peixe. Guzman et al. (2004) sugerem que a maioria das
bactérias entéricas presentes na agua geralmente € recuperada no trato
gastrintestinal dos peixes.

Resultados similares foram obtidos por Al-Harbi (2003), que ao estudar
tildpias hibridas (Oreochromis niloticus X Oreochromis aureus) encontrou que
coliformes termotolerantes na agua e no trato gastrintestinal do peixe, estavam
correlacionados, variando de 2,87 x 102 até = 1,6 x 10°> NMP.100mL™" e 2,37 x 102
até = 1,1 x 10> NMP.g™" respectivamente.

Portanto, o baixo numero de bactérias do grupo coliformes no trato
gastrintestinal das tilapias in natura pode ser devido a uma boa qualidade na agua
de cultivo desses peixes.

Estudos relatam que a carga bacteriana no peixe nao eviscerado € menor que
em peixes eviscerados. Papadopoulos et al. (2003) estudando o efeito da
evisceragdo em Sea Bass, verificou que a carga de Pseudomonas spp., bactérias

produtoras de HyS, B. thermosphacta e membros da familia Enterobacteriaceae foi
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menor em peixes nao eviscerados que eviscerados. Chytiri et al. (2003), também
concluiram que a populacéo bacteriana de peixe eviscerado foi maior que as obtidas
no peixe nao eviscerado.

O aparecimento das infecgcbes e intoxicacdes alimentares associadas aos
servigos de alimentagdo esta intimamente ligado as condigdes higiénicas e sanitarias
e ao baixo indice de conhecimento de boas praticas de manipulacdo. De acordo com
a OMS, cerca de 70% das ocorréncias relatadas de quadros de intoxicacdes
alimentares em paises industrializados, foram consequentes da existéncia de uma
higiene deficiente no processamento do alimento. Santos et al. (2002) isolaram
cepas de Escherichia coli de equipamento higienizado e ndo higienizado em uma
industria de pescado em Fortaleza, Ceara.

Em estudo da similaridade entre cepas de microrganismos indicadores
isolados de alimentos, superficies de contato e manipuladores, Galetti et al. (2008)
verificaram a presenga de heterotroficos, aerdbios ou facultativos, mesofilos e
psicrotréficos com nivel médio de contaminagdo que variou de zero a >10°
UFC/amostra, incluindo bactérias Gram-negativas, do grupo coliformes totais,
termotolerantes, além de Pseudomonas spp. e fungos, indicando contaminagao
cruzada.

A OMS relata que 60% das doencgas transmitidas por alimentos sao
provocadas por agentes biolégicos, ressaltando que o manipulador de alimentos é o
principal veiculo de transmissao (WHO ,2010; OLIVEIRA et al., 2003). Forsytle
(2002) identificou que 12% das ocorréncias de surtos alimentares sdo via

manipulador.
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O manipulador portador de microrganismos de importancia em saude publica
torna-se um risco tornando-se portadores crbnicos, veiculando esses
microorganismos por longos periodos (WHO, 2010).

Dados obtidos através de investigagcédo epidemiologica sugerem que um surto
de Staphylococcus aureus ocorrido em um colégio afetando dez criangas foi
causado por lesdes estafilococitas nas maos de um manipulador que preparou as
refeicbes (PERESI et al. 2004).

Em Taiwan Staphylococcus aureus foi responsavel por 36% dos surtos
alimentares entre 1986 e 1995 (WEI & CHIOU, 2002). Segundo Peresi et al. (2004),
esse microorganismo foi o responsavel pelo maior numero de surtos de 1990 a
2003.

Diante do exposto nesse trabalho, € evidente que a presenca de
enterobactérias nos diferentes 6rgdos dos peixes representa um risco potencial a
saude do consumidor. E importante que os supermercados e peixarias mantenham-
se atentos as boas praticas de higiene ao longo da cadeia produtiva do pescado,
pois como observado no estudo, em diferentes estabelecimentos verificou-se
variagdo na contaminagdo das amostras. Presume-se que em algum momento
ocorreu manejo inadequado do alimento comprometendo a qualidade do produto
final e colocando em risco a saude da populagéo consumidora.

A conscientizagdo do consumidor sobre 0s possiveis riscos do consumo de
alimento cru e contaminacdes cruzadas é essencial, pois sé&o fatores importantes na

infeccdo e/ou intoxicagao alimentar.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos nesse estudo, pode-se concluir que:

Segundo a legislagao brasileira as amostras de pescado estavam em boas
condi¢des para consumo, com excecao de duas amostras de filé.

O musculo da tilapia in natura apresentou uma carga bacteriana menor em
comparagao com o filé.

A pele foi o 6rgdo que apresentou maior contaminagao por indicadores de
poluigao fecal

A pele e o trato gastrintestinal dos peixes podem ser fontes de contaminagao

cruzada para alimentos e equipamentos se os mesmos ndo forem manipulados de

forma adequada.
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