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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar o numero de coliformes totais,
termotolerantes, Staphylococcus coagulase positivo e a presenca de bactéria do género
Salmonella no musculo, no tecido superficial, no trato gastrintestinal de peixes e na 4gua de
cultivo de pesque-pagues situados na microbacia do Corrego Rico, regido nordeste do
estado de Sdo Paulo. Nao foi detectado Staphylococcus coagulase positivo em nenhuma
amostra de agua e peixe. Na contagem de Staphylococcus sp. a dgua de enxaguadura da
pele apresentou nimeros que variam de 1,0 x 10° a 3,3 x 10° UFC.mL™; no mésculo de 1,0
x 10% a 6,7 x 10° UFC.g™; no trato gastrintestinal de 1,0 x 10% a 2,9 x 10° UFC.g™; e na
4gua de cultivo de < 20 a 3,3 x 10° UFC.mL™. O nlmero mais provavel (NMP) de
coliformes totais na pele variou de 1,5 x 10° a > 1,1 x 10* NMP.100mL™; no musculo
variou de 2,0 x 10 a > 1,1 x 10° NMP.g™; no trato gastrintestinal variou de 2,6 x 10°a > 1,1
x 10* NMP.g™; e na agua de cultivo variou de 4,2 x 10" a > 2,4 x 10> NMP.100mL™. Para
coliformes termotolerantes a agua de enxaguadura da pele variou de < 3,0 x 10 a 1,4 x 10°
NMP.100mL™; no mésculo variou de < 3 a 6 NMP.g™; no trato gastrintestinal variou de 1,2
x 10° a 5,1 x 10° NMP.g%; e na 4gua de cultivo variou de 3,8 x 10 a 2,0 x 10*
NMP.100mL™. N&o houve diferenca estatistica (P>0,05) entre as populacdes de
microrganismos pesquisados na agua, pele e trato gastrintestinal o que reflete a relagdo
direta entre a presenga dos microrganismos na agua e nesses dois locais analisados. No que
se refere a musculatura verifica-se que existe diferenca (P<0,05) entre a populagdo de
microrganismos na &agua e na musculatura, sendo na musculatura sempre menor. Foi
isolada Salmonella sp. em uma amostra de muasculo e em duas amostras de trato

gastrintestinal. O pescado pode ser veiculo de contaminacéo cruzada, tendo como fonte dos



microrganismos a pele e o trato gastrintestinal para sua propria musculatura e outros
alimentos direta ou indiretamente. Portanto a qualidade da agua deve ser monitorada e
medidas de controle da contaminagdo da mesma aplicadas, no sentido de minimizar o risco

de doengas transmitidas pelo consumo do peixe produzido nos pesque-pagues.

Palavras chave: pesque-pague, coliformes totais e termotolerantes, Salmonella e

Staphylococcus coagulase positivo.
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ABSTRACT

The aim of this work was to determine the number of total coliforms,
thermotolerant, Staphylococcus coagulase positive and the presence of bacteria of the genus
Salmonella in the muscle, in the surface tissue, in the gastrointestinal tract of fish and pond
water of fee-fishing located in Cérrego Rico microwatershed, northeast region of S&o Paulo
state. Staphylococcus coagulase positive was not detected in any sample of pond water and
fish. In the Staphylococcus sp. counts the surface tissue ranged from 1,0 x 10° to 3,3 x 10°
UFC.mL™; in the muscle from 1,0 x 107 to 6,7 x 10° UFC.g; in the gastrointestinal tract of
fish from 1,0 x 10% to 2,9 x 10° UFC.g™; and in pond water from < 20 to 3,3 x 10> UFC.mL"
! The most probable number (NMP) of total coliforms in the surface tissue ranged from 1,5
x 10% to > 1,1 x 10* NMP.100mL™; in the muscle from 2,0 x 10 to > 1,1 x 10° NMP.g™; in
the gastrointestinal tract of fish from de 2,6 x 10° to > 1,1 x 10* NMP.g™; and in pond water
from 4,2 x 10° to > 2,4 x 10° NMP.100mL™. In thermotolerant coliforms the surface tissue
ranged from < 3,0 x 10 to 1,4 x 10° NMP.100mL™; in the muscle from < 3to 6 NMP.g™; in
the gastrointestinal tract of fish from de 1,2 x 10°to 5,1 x 10° NMP.g™; and in pond water
from 3,8 x 10° to 2,0 x 10* NMP.100mL™. There was no statistical difference (P>0,05)
among the studied populations of microorganisms in water, skin and gastrointestinal tract
that reflects the relationship between the presence of microorganisms in water and in these
two tissues analyzed. Concerning the muscle there is difference (P<0,05) among the
population of microorganisms in water and muscle, in which muscles were always smaller.
Salmonella sp. was isolated in a sample of muscle and in two samples of gastrointestinal
tract. The fish can be a vehicle of cross contamination, and the gastrointestinal tract and

skin as a source of microorganisms to the muscles and other foods directly or indirectly.
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Thus the water quality should be monitored and control measures of contamination applied,

to minimize the risk of diseases transmitted by consumption of fish produced in fee-fishing.

Key words: fee-fishing, total and thermotolerant coliforms, Salmonella and Staphylococcus

coagulase positive.



1. INTRODUCAO

O Brasil possui condi¢bes hidrograficas e climaticas favoraveis para o
desenvolvimento da piscicultura. No Estado de S&o Paulo, ocorreu um aumento expressivo
no ndmero de propriedades que se dedicam a essa atividade. Além de polos de producéo,
tornaram-se também éareas de lazer para a populacdo, j& que muitos deles promovem a
atividade da pesca. S&o os chamados “pesque-pagues”, muito difundidos na regiéo.

O sucesso econdmico dessa atividade recreativa depende de boa manutengédo da
qualidade da agua. No entanto, em muitas situacles, estes estabelecimentos ndo tém o
aporte tecnoldgico adequado e vem gerando diversos problemas, notadamente ambientais e
até mesmo de salde publica.

A qualidade microbioldgica da agua dos viveiros pode influenciar na qualidade
microbioldgica do peixe e de seus produtos (PAL & DASGUPTA, 1992). Esses alimentos
tém sido associados a doengas humanas e sdo veiculo de transmissdo de microrganismos
patogénicos e intoxicacgdes, constituindo-se em problema de saude publica.

Os coliformes apontam a possibilidade da presenca de poluicdo fecal, ou seja,
ocasionada por organismos que ocorrem em grande nimero na microbiota intestinal
humana ou de animais homeotérmicos.

Os coliformes ndo sdo habitantes normais da microbiota intestinal dos peixes, no
entanto tem sido isolado do trato gastrintestinal desses animais. Esse fato indica que a
microbiota bacteriana do peixe pode revelar as condi¢cdes microbioldgicas da agua onde o
peixe se encontra.

Em alimentos crus, a presenca de Staphylococcus aureus é comum e pode nédo estar

relacionada com contaminacdo humana, as enterotoxinas produzidas por S. aureus Sao



outra causa séria de intoxicacdes ap0s 0 consumo de peixe e seus produtos e representam
um risco para a saude publica.

Registros epidemiolédgicos em todo 0 mundo mostram a importancia da Salmonella
spp. como a maior causadora de doencas bacterianas de origem alimentar no ser humano, o
qual se infecta mediante a ingestdo de alimentos contaminados.

A presenca de diversas bactérias entéricas, tais como coliformes termotolerantes,
Salmonella e Staphylococcus, nos tanques de aquicultura sugerem a necessidade de um
controle rigido de higiene durante 0 manejo e a evisceragdo do peixe, a fim de prevenir a
transferéncia de bactérias da dgua ou do trato gastrintestinal dos animais para a musculatura
dos peixes.

Pouco se conhece a respeito do tipo de manejo realizado em muitos pesque-pagues e
suas consequéncias sobre a qualidade da agua e sanidade dos peixes pescados e destinados
ao consumo. Estes problemas indicam a necessidade de estudos que possam assegurar a
sustentabilidade desta atividade.

Diante desta situacdo o presente trabalho teve como objetivo determinar o nimero
de coliformes totais, termotolerantes, Staphylococcus coagulase positivo e a presenca de
bactéria do género Salmonella no masculo, no tecido superficial, no trato gastrintestinal de
peixes e na agua de cultivo de pesque-pagues situados na microbacia do Corrego Rico,

regidao nordeste do estado de Séo Paulo.



2. REVISAO DA LITERATURA

O surgimento e expansdo dos pesque-pagues no estado de Sdo Paulo ocorreram
paralelamente ao crescente desenvolvimento da piscicultura no Brasil, principalmente a
partir dos anos 90, trazendo novas oportunidades de negocio e lazer (VENTURIERI, 2002).

O Estado de S&o Paulo contribui com mais de 45% de peixes de dgua doce do Pais
(CASTAGNOLLLI, 1995), estima-se que existam de 1000 a 2000 pesque-pagues no estado,
dificultando a avaliacdo de prejuizos causados por esses empreendimentos (VENTURIERI,
2002).

A atividade traz oportunidade de novas fontes de renda e de trabalho, além da pesca
amadora e do lazer proporcionado, a combinacdo entre aquicultura e outras praticas
agricolas sdo consideradas efeitos positivos dessa atividade (ELER et al, 2006).

A aquicultura é considerada um dos sistemas de producdo de alimentos que mais
cresce no mundo e que podera contribuir para a demanda mundial de pescado (SOUZA,
2002).

O pescado é uma importante fonte de nutrientes de alto valor bioldgico e baixos
niveis caloricos. No entanto € necessario controle e garantia da qualidade destes produtos
para suprir as exigéncias crescentes no mercado consumidor.

O manejo inadequado empregado nas atividades voltadas a aquicultura podem
provocar rapida deterioracdo dos corpos d"agua, causando impactos ambientais e problemas
para a saude publica (MERCANTE et al. 2005). Essas praticas podem levar a um processo
de eutrofizacdo artificial, com a quebra da estabilidade do sistema (ARANA, 1997).

A captura e transporte de peixes atuam como agentes estressantes ao ficarem
expostos a baixos valores de oxigénio dissolvido na agua, alta concentracdo de amdnia,

variacbes 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 salde publica
(SCHALCH, 2002).

Os agentes patogénicos transmitidos pelos peixes para o0 ser humano,
frequentemente, ndo causam prejuizos na producdo e criacdo animal. Entretanto a utilizacdo
indiscriminada de produtos para o controle e prevencao de doencas, pode ter consequéncias
diretas e indiretas no ambiente e para a satide publica. E importante a preocupacio para que
0 peixe ndo sirva de veiculo de perigos, de natureza quimica, tais como metais pesados,
residuos industriais, ou de natureza bioldgica, com destaque para agentes patogénicos
(LIUSON, 2003).

E comum a utilizagdo de microrganismos indicadores de contaminacdo dos
alimentos (coliformes totais e termotolerantes) para monitorar a qualidade das aguas
classificando e restringindo seu uso (MOLLERKE et al., 2002).

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

Devido ao intimo contato dos peixes com a agua, a microbiota presente em sua
superficie corporal, branquias e no trato gastrintestinal, esta relacionada qualitativamente 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 poluicdo fecal (GUZMAN, et al., 2004).

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 contaminacdo fecal, microrganismos potencialmente capazes de provocar
doengas transmitidas pelo consumo de pescado e microrganismos capazes de liberar toxinas
causadoras de intoxicagcOes 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 0s géneros Pseudomonas e Shewanella, principais
responsaveis pelas alteracbes organolépticas do pescado devido a formacdo de
trimetilamina, ésteres, substancias volateis redutoras e outros compostos (FRANCO &
LANDGRAF, 2003).

Os exames laboratoriais efetuados no pescado devem estar de acordo com 0s
parametros de qualidade exigidos na legislacdo, os quais podem ser fisico-quimicos,
microbiolégicos, microscopicos e toxicolédgicos.

Os pardmetros 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.

Para aguas destinadas a aquicultura e a atividade de pesca (classe 2), a concentracao
de coliformes termotolerantes ndo devera exceder 10° NMP.100mL™, de acordo com a

resolucéo 357/05 do CONAMA (BRASIL, 2005).

2.1 BACTERIAS DO GRUPO COLIFORMES
Segundo Silva et al. (1997), o grupo dos coliformes totais inclui as bactérias na
forma de bastonetes Gram-negativos, ndo esporogénicos, aerobios ou aerdbios facultativos,

capazes de fermentar a lactose com producdo de gas, em 24 a 48 horas a 35°C. Apresenta-



se cerca de 20 espécies, dentre as gquais encontram-se tanto bactérias originarias do trato
intestinal de humanos quanto de outros animais homeotérmicos. Sua presenca ndo indica
necessariamente poluicdo de origem fecal, ja que este grupo de microrganismos é
encontrado naturalmente no ambiente como no solo, insetos e vegetais.

Quanto ao grupo dos coliformes totais, a legislacdo ndo indica limites em pescado,
mas, é importante analisar a presenca deste grupo de microrganismos em alimentos, por
estarem relacionados a sua qualidade higiénica. Segundo Agnese et al. (2001), valores de
coliformes totais acima de 50 a 100 NMP por grama de carne de pescado, € motivo
suficiente para realizar um controle mais rigido relacionado a higiene de elaboragdo e
comercializacao deste produto nos estabelecimentos comerciais.

Os coliformes termotolerantes sdo capazes de fermentar a lactose com producao de
gés e aldeidos acidos, em 24h a 44,5 + 0,5°C. Este grupo atua como indicador de poluicdo
fecal, devido a sua ocorréncia restrita as fezes do ser humano e dos animais homeotérmicos.
Sua presenca evidencia o risco da presenca de organismo patogénicos de origem fecal.
Fazem parte deste grupo trés géneros: Escherichia, Enterobacter e Klebsiella (SILVA et
al.,1997).

A incidéncia de infecgBes por esse grupo é mais frequente nas regides tropicais,
onde predominam aglomera¢Bes populacionais, condi¢cBes sanitarias precarias e a
contaminacao dos suprimentos aquiferos por material de origem fecal (KONEMAN et al.,
2001).

Por ndo fazer parte da microbiota do pescado, a presenca dos coliformes, esta
sempre associada a contaminagdo fecal da &gua do local de captura ou manuseio

inadequado do pescado fresco pelo manipulador (FRAZIER & WESTHOFF, 1988).



Morita (2005), em estudo realizado em 30 pesque-pagues localizados na regido
metropolitana de S8o Paulo detectou E. coli em cerca de 23% dos pesqueiros na época de
seca e 7% na época chuvosa, além de correlacionar a presenca desse patdégeno com
bactérias do género Salmonella spp.

Pal & Dasgupta (1992) e Gluzman et al. (2004) verificaram que a concentracéo de E.
coli nos diferentes 6rgdos do peixe esta relacionado com a concentracdo dessa bactéria na
agua.

Antoniolli (1993), ao realizar trabalho sobre a qualidade da carne de carpa comum
alimentadas com dejetos de suinos e Easa et al. (1996), ao estudarem tilapias do Nilo
tratadas com efluentes domésticos, observaram que a agua influéncia na condi¢do
microbioldgica dos peixes. No entanto, Pilarski et al. (2004) ao analisarem amostras de
musculo de carpa comum e agua de viveiros fertilizados com dejetos de suino, nao
verificaram relacdo entre a qualidade microbioldgica da 4gua e o masculo do peixe.

Nascimento et al. (2001) também relacionou o grau de contaminacdo do rio
Bacanga em Sdo Luis (MA) com a qualidade microbiologica dos peixes e sururus
capturados no local. Os autores verificaram que os altos valores de coliformes totais e
termotolerantes encontrados no estudo indicam uma fonte poluidora constante no local e o
perigo de tais alimentos provocarem infeccGes ou intoxicagdes ao consumidor.

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

(PADUA, 2003).



2.2 SALMONELLA

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

Salmonelas sdo consideradas a principal causa de doenca entérica de origem
bacteriana no ser humano, tendo produzido grandes surtos. Novos veiculos de infeccdo
estdo sendo descobertos, mas sabe-se que o0s principais sdo os de origem alimentar
(D’AQUST, 1995).

O principal habitat das salmonelas é o trato intestinal de aves, répteis 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 preparacdo de alimentos, equipamentos e/ou pelo contato com aguas
poluidas (CARVALHO, 2006).

Em 1888, na Alemanha, Gurtner descreveu o primeiro surto de salmonelose, quando
adoeceram 59 pessoas ap0s terem ingerido carne crua (EVANGELISTA, 2002). A infec¢do
por Salmonella spp. se da pela transmissdo fecal-oral que ocorre por meio de agua e
alimentos contaminados, e a grande incidéncia é encontrada em popula¢fes com grande
densidade populacional, vivendo em precérias condi¢cdes higiénicas sanitarias e

socioecondmicas (CONNOR & SCHWARTZ, 2005).



No Brasil, sdo varios os relatos de surto alimentar por salmonelose, entre eles o
ocorrido em Araraquara, SP, por Salmonella bredeney, afetando 561 funcionarios de uma
empresa com 42 hospitalizagcbes (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
criancgas de 6-10 anos (KAKU et al., 1995).

O sorotipo predominante causador de infecgGes 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 sdo capazes de
sobreviver e multiplicar no intestino, muco e tecidos do peixe. Portanto, tornam os peixes
em um potencial veiculo de transmissdo de doencas humanas (AMPOFO & CLERK,
2003).

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

De modo geral a presenca de Salmonella no ambiente e nos animais desperta o
interesse para a pesquisa € 0 monitoramento, uma vez que a contaminacdo por fezes de
hospedeiros infectados ou outras fontes do meio ambiente pode colocar em risco a saude

publica.
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2.3 STAPHYLOCOCCUS

Sao bactérias pertencentes a familia Micrococcaceae, possuem células esféricas (0,5
— 1,5 um), gram-positivas que podem ser encontradas isoladas, aos pares e em grupamentos
irregulares. Sdo imdveis e ndo esporuladas, anaerdbias facultativas, quimiorganotréficas
com metabolismo fermentativo e respiratério. A temperatura 6tima de crescimento € de 30
— 37°C. Estdo associadas a pele e membranas mucosas de animais vertebrados
homeotérmicos, podendo ser, eventualmente, isolados de produtos alimentares, poeira e
agua. Muitas espécies sdo patogénicas para 0 ser humano e animais, uma vez que produzem
toxinas extracelulares, dentre elas podemos citar: Staphylococcus intermedius, S. hycus, S.
chleiferi subsp. coagulans, S. delphhini. Entretanto, S. aureus é a espécie coagulase
positivo de maior importancia (HOLT et al., 1994).

O Staphylococcus aureus € um dos agentes patogénicos mais comuns, responsavel
por surtos de intoxicagdo de origem alimentar. Seu habitat € amplo tornando a sua presenca
largamente distribuida na natureza. E comum sua presenca na superficie e mucosa humana.
Sob condicOes apropriadas podem ser causa de infec¢bes oportunistas. (CASTRO &
IARIA, 1984),

A intoxicacdo alimentar provocada por este microrganismo é devido & ingestdo de
enterotoxinas produzidas e liberadas pela bactéria durante sua multiplicacdo no alimento e
representando um risco para a sadde publica. A enterotoxina estafilocdcica é termoestavel e
esta presente no alimento mesmo apds o cozimento, possibilitando desta forma, a instalagao
de um quadro de intoxicacdo de origem alimentar. Sendo o0 agente responsavel por,
aproximadamente, 45% das toxinfec¢6es no mundo (CUNHA NETO et al., 2002).

Alguns autores relacionam testes bioquimicos como a produgdo de coagulase,

termonuclease, hemolise e fermentacdo de manitol com a capacidade das cepas de
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Staphylococcus spp e S. aureus em produzirem enterotoxinas. Estes sdo testes indiretos,
Uteis para deteccdo de cepas potencialmente enterotoxigénicas, embora autores tenham
verificado que caracteristicas fisioldgicas podem ou ndo diferenciar cepas enterotoxigénicas
das ndo enterotoxigénicas (CUNHA NETO et al., 2002).

A intoxicacdo alimentar estafilocdcica € caracterizada por néduseas, vomito, dores
abdominais e diarréia, e por um curto periodo de incubacédo, de 1 a 6 horas ap0ds a ingestao
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 contamina¢do humana. Contaminagdo
estafilocdcica de couro animal, penas e pele sdo comuns e podem ou ndo ser o resultado de
lesGes ou tecidos contundidos (LANCETTE & TATINI, 1992).

Em estudos realizados na Africa, Staphylococcus sp. foram isolados de &gua de
aquério e encontrados em aguas de viveiros de aquicultura, sendo 0os membros desse género
relacionados como patdgenos de organismos aquaticos (NEMETZ & SHOTTS, 1992).

Em 3 de 10 amostras de peixe fresco, grande quantidade de S. aureus foram
detectados acima do permitido pela legislagdo 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
(AYULDO et al., 1994). Segundo Martin et al. (1978), a presenca de S. aureus € considerada
evidéncia de manuseio inadequado, equipamento contaminado ou de contaminagdo de
fontes humanas ou animais.

Pouco se sabe sobre a multiplicacdo de estafilococos coagulase negativo em
alimentos. Essas bactérias, por produzirem muito pouca enterotoxina, raramente foram
implicadas em intoxicacOes alimentares, pois ndo se multiplicam rapidamente nesse meio.

No entanto, estafilococos coagulase negativo podem contaminar o alimento uma vez que 0s
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seres humanos sdo portadores desses microrganismos e alguns destes podem estar
relacionados a determinadas infec¢cbes humanas (PEREIRA & PEREIRA, 2005; CUNHA
et al., 2006).

Algumas das espécies coagulase negativa relatadas como produtoras de
enterotoxinas sdo: S. epidermidis, S. xylosus, S. hominis, S. haemolyticus e S. saprophyticus
(PEREIRA & PEREIRA, 2005; CUNHA et al., 2006; LANCELLOTTI, 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 ndo devem ser excluidos quando presentes em
alimentos envolvidos em surtos de intoxicacOes alimentares (PEREIRA & PEREIRA,

2005; SANTANA et al., 2006).



13

3. MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL, COLHEITA E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS DE AGUA E DE
PEIXE

As amostras de agua do viveiro e os peixes foram colhidos entre abril e junho de
2008, no periodo da manhd, durante a semana, sendo utilizados para este fim cinco pesque-
pagues situados na microbacia do Corrego Rico, regido nordeste do Estado de Séo Paulo
(Figura 1). As amostras de agua do viveiro foram colhidas, em cinco pontos distintos dos
mesmos (total de amostras de agua foi de 25), em frascos estéreis para as analises
microbioldgicas. E transportadas em caixa isotérmicas com gelo reciclavel para o
Laboratério de Microbiologia localizado no Departamento de Engenharia Rural da
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias de Jaboticabal (UNESP-FCAV).

Foram colhidos aleatoriamente dez exemplares de peixes adultos no tanque com o
auxilio de tarrafas e/ou varas de pescas (total de amostras de peixe foi de 50). Em seguida
os peixes capturados foram colocados em sacos plasticos esterilizados e colocados em

imersdo em gelo para serem sacrificados e analisados as diferentes partes.
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Figura 1. Localizagdo dos cinco pesque-pagues situados na microbacia do Cérrego Rico,
regido nordeste do Estado de S&o Paulo no periodo de abril a junho de 2008.

Fonte: Google Earth, 2009.

a) Agua de enxaguadura da pele (APHA, 2001)

Foram adicionados 200 mL de agua peptonada 0,1% esterilizada no saco plastico
contendo o peixe. Em seguida o peixe foi massageado durante um minuto para transferir 0s
microorganismos da pele para a 4gua peptonada. Desta maneira foi obtida uma amostra da

agua de enxaguadura que foi utilizada nas analises microbioldgicas.

b) Tecido muscular (APHA, 2001)
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Antes de serem dissecados, a pele dos peixes foi lavada com alcool 70% para evitar
contaminacdo do seu interior. Em seguida foram dissecados com o auxilio de instrumentos
esterilizados, tomando o devido cuidado para que ndo ocorresse rompimento do trato
gastrintestinal. Foram utilizados 25 g de musculo de cada peixe, que foram pesados em
placas de petri estéreis, procedendo entdo a diluicdo da mesma com a adi¢cdo de 225 mL de
agua peptonada tamponada a 0,1% que foi homogeneizado por um minuto, obtendo-se
assim a diluicdo 10™. A partir dessa solucdo foram realizadas diluicdes até 10° e em

seguida realizado as analises.

¢) Trato gastrintestinal (APHA, 2001)

Todo o contetdo do trato gastrintestinal do peixe foi retirado e pesado. Foi
adicionada a quantidade de &gua peptonada 0,1% em volume proporcional para obtengdo
da diluicio 10™. Novas diluicBes decimais foram realizadas transferindo-se 1 mL da

diluicdo anterior para tubos contendo 9 mL do diluente até obter a diluigéo 10™.

3.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS

3.2.1 Determinacdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e

termotolerantes na &gua e no peixe (APHA, 1998).

Foi utilizada a técnica dos tubos multiplos (série de 5 tubos para a agua do viveiro e
série de 3 tubos para o peixe). Para a avaliacdo dos coliformes totais, 1 mL da amostra de
agua e das diluicdes (agua de enxaguadura da pele, musculatura e trato gastrintestinal)
foram inoculadas em tubos contendo caldo lauril sulfato de sédio e tubos de Durham
invertidos e a incubacdo realizada a 35°C durante 24-48 horas. Apds a incubacdo foi

verificada a presenca de gas nos tubos de Durham, quando isto ocorreu foi considerada
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prova presuntiva positiva. Aliquotas dos tubos positivos foram transferidas para tubos
contendo caldo lactose bile 2% verde brilhante e tubos de Durham invertidos que foram
incubados a 35°C por 24-48 horas. A presenca de gas nos tubos de Durham indicou prova
confirmatdria positiva para coliformes totais. A partir do nimero de tubos com gas e com o
auxilio de uma tabela de NMP, foi obtido o nimero mais provavel de coliformes totais por
100 mL ou grama da amostra.

Para coliformes termotolerantes, aliquotas dos tubos de caldo lauril sulfato triptose
com producgdo de gas, foram transferidas para tubos com caldo EC (Escherichia coli) e
tubos de Durham e a incubacdo realizada em banho-maria a 44,5°C por 24 horas. A
presenca de gas nos tubos de Durham indicou prova confirmatdria positiva para coliformes
termotolerantes. Por meio da tabela de NMP e baseado no nimero de tubos de caldo EC
com producdo de gas foi obtido o NMP de coliformes termotolerantes por 100 mL ou

grama da amostra (APHA, 1998).

3.2.2 Contagem de Staphylococcus coagulase positivos (APHA, 1998).

Volumes de 100 mL das amostras de &gua e suas diluicdes decimais foram filtrados
em membrana com porosidade de 0,45 pum e transferidas para placas de Petri contendo
Agar Baird Parker. Para as diferentes partes do peixe, foi transferido 0,1 mL das diluicdes
obtidas das amostras da agua de enxaguadura da pele, do musculo e trato gastrintestinal
para placas de Petri, contendo Agar Baird Parker. O indculo foi espalhado com auxilio da
alca de Drigalsky. As placas de Baird Parker foram incubadas a 36°C por 48 horas.

As colb6nias caracteristicas do género Staphylococcus (negras brilhantes), assim

como coldnias atipicas, foram quantificadas e coradas pelo método de Gram. As col6nias
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que se apresentaram como microrganismos em forma de cocos, agrupados em cachos e
Gram positivos, foram transferidas para tubos contendo agar TSA (“Tryptone Soy Agar”)
inclinado e incubados a 37°C por 24 horas.

Posteriormente essas coldnias foram submetidas ao teste da catalase e uma aliquota
do cultivo em TSA foi transferida para uma placa de vidro contendo uma gota de peroxido
de hidrogénio a 3%. A formac&o de bolhas indicou prova positiva para catalase.

No teste da coagulase (MaC FADDIN, 1976) aliquotas do cultivo em TSA foram
transferidas para tubos com caldo BHI (“Brain Heart Infusion”) e foram incubados a 36°C
por 24 horas. Foram transferidos 0,3 mL do cultivo em BHI para tubos de hemdlise
(10x100mm). Foram adicionados em cada tubo 0,5 mL de plasma de coelho ressuspendido
com solucdo salina estéril. Os tubos foram incubados em banho-maria a 37°C e examinada
a formacdo de coagulo apds 1, 2, 3, 4 e 24 horas de incubacdo. Foram considerados
coagulase positivos os Staphylococcus que coagularam o plasma de coelho dentro desse

periodo de tempo.

3.2.3 Pesquisa da presenca de bactérias do género Salmonella (APHA, 2001).

a) Pré-enriquecimento

Foi feito um pré-enriquecimento primario, diluindo 450 mL da amostra de dgua em
50 mL de agua peptonada tamponada 1%, e a incubacéo foi realizada a 37°C por 24 horas.
As amostras do masculo, do trato gastrintestinal e da agua de exaguadura dos peixes

obtidas em agua peptonada a 0,1% foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas.

b) Enriquecimento seletivo
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Duas aliquotas de 1 mL cada, da cultura do pré-enriquecimento foram inoculadas,
respectivamente, em 10 mL de caldo selenito cistina e em 10 mL de caldo Rappaport-
Vassiliadis, adicionados de 0,1 mL de uma solucéo de novobiocina a 0,4%, originando uma
concentracdo de 40 pg do principio ativo por mililitro de meio. A incubacéo foi realizada a

37°C por 24 horas.

¢) Plagquemento seletivo
Com auxilio de al¢a de niquel-cromo cada cultura em caldo de enriquecimento foi
semeada, pela técnica de esgotamento, em agar verde brilhante e 4gar MacConkey, seguido

de incubacéo a 37°C por 24 horas.

d) Identificacdo Presuntiva

Das culturas obtidas no plagueamento seletivo foram tomadas, com auxilio de uma
agulha de niquel-cromo, de cada uma das placas semeadas, trés a cinco colénias com
caracteristicas sugestivas do género Salmonella e inoculadas em tubos contendo agar TSI
(“Triple Sugar Iron”) com incubacdo realizada a 37°C por 24 horas. As coldnias que se
presumiram serem de Salmonella foram semeadas em tubos contendo agar TSA inclinado,

incubados a 37°C por 24 horas para comprovacao soroldgica.

e) Confirmacdo soroldgica do género Salmonella
Da cultura em agar TSA foi transferida uma algada para ldaminas de vidro contendo
gotas de solucdo salina estéril. Apds homogeneizacao foi adicionada uma gota de soro anti-

salmonela polivante somatico-O, a lamina foi movimentada e foi feita a leitura. Ocorrendo
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a aglutinacdo da mistura a prova foi considerada positiva. O mesmo procedimento foi
realizado para o soro polivalente flagelar-H. Foi considerada como de Salmonella sp. a
cultura que apresentou positividade em ambas as provas, que sempre foram acompanhadas

de provas com padréo positivo e negativo.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados microbioldgicos foram analisados utilizando valores em logaritmo e
as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade (SAS, 1991).

Foram feitas comparacdes de médias de coliformes (totais e termotolerantes) e
Staphylococcus coagulase entre os tecidos nos peixes e na agua de cultivo dentro de cada

pesgue-pague.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos numeros mais provaveis (NMP) de coliformes totais,
termotolerantes e contagem de Staphylococcus sp. nas diferentes partes do peixe e na dgua
de cultivo dos cinco pesque-pagues analisados estdo apresentado na Tabela 1.

Na Tabela 2 é apresentada a média dos resultados dos NMP de coliformes totais,
termotolerantes e contagem de Staphylococcus sp. nas diferentes partes do peixe e na dgua
de cultivo dos cinco pesque-pagues analisados.

O grafico com a média logaritmica do NMP de coliformes totais, termotolerantes e
contagem de Staphylococcus sp. nas diferentes partes do peixe e na agua de cultivo dos
cinco pesque-pagues esta apresentado na Figura 1.

Né&o foi detectado Staphylococcus coagulase positivo em nenhuma amostra de peixe
e de agua. Para a contagem de Staphylococcus sp. ndo houve diferenca significativa entre as
diferentes partes do peixe e na agua de cultivo (P>0,05), com excecdo do pesque-pague 1
(Tabela 1) onde a contagem de Staphylococcus sp. na agua do viveiro diferiram
significativamente quando comparado com aquelas encontradas nas amostras de peixe
(P<0,05).

A contagem de Staphylococcus sp. a dgua de enxaguadura da pele apresentou média
de NMP que variam de 1,0 x 10 a 3,3 x 10° UFC.mL™; no musculo de 1,0 x 10? a 6,7 x 10°
UFC.g™; no trato gastrintestinal de 1,0 x 10° a 2,9 x 10° UFC.g™"; e na 4gua do viveiro de <
20a3,3 x 10 UFC.mL™.

Em Zambia (Africa), tanques de pisciculturas apresentaram contagens de
Staphylococcus spp. na ordem de 10° UFC.mL™ (NTENGWE & EDEMA, 2008), ou seja,

maiores que os encontrados neste trabalho.
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Tabela 1. Média dos resultados dos numeros mais provaveis (NMP) de coliformes totais (CT),
termotolerantes (CTer) e contagem de Staphylococcus sp. nas diferentes partes do peixe e
na agua do viveiro dos pesque-pagues localizados na regido nordeste do Estado de Séo

Paulo, no periodo de abril a junho de 2008.

Pesque- Amostras CT (NMP.100mL™ CTer (NMP.100mL™ Staphylococcus sp.
pague ou g?) oug?) (UFC.mL™" ou g?)
Pele 1,5 x 10° b* 1,2 x 10° ab 33x10°a
) Musculo 2,0x10c 0,6x10b 6,7x10%a
Trato gastrintestinal 5,8x 10°b 51x10°a 29x10°a
Agua do viveiro 42x10%a 0,8x10°a 20x10b
Pele 1,8 x 10° b* <3,0x10b 1,0x10%a
) Musculo 49x10c <0,3x10b 55x10%a
Trato gastrintestinal 2,6 x10°b 29x10°a 25x10%a
Agua do viveiro 53x10*a 44x10%a <2,0x10
Pele 3,1x10° b* 9,5x10°a 2,2x10"a
3 Musculo 2,4x10c 0,7b 1,0x 10%a
Trato gastrintestinal 5,0 x 10° ab 21x10%°a 20x10°a
Agua do viveiro 51x10*a 3,8x10%a <2,0x10
Pele >1,1x 10 1,4x10° a* 1,0x10%a
. Musculo >1,1x10° 0,6x10b 3,7x10%a
Trato gastrintestinal >1,1x 10 1,2x10%a 1,0x10%a
Agua do viveiro > 2,4 x10° 2,0x10%a 3,3x10%a
Pele >1,1x 10* 3,6 x 10 b* 3,3 X 10%a
; Masculo >1,1x10° 01x10¢c 1,0x10%a
Trato gastrintestinal >1,1x 10 25x10%a 3,4x10%a
Agua do viveiro > 2,4 % 10° 25x10°a <2,0x10

* Médias seguidas da mesma letra, em cada coluna e dentro do mesmo pesque-pague, ndo diferem estatisticamente, a nivel

de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.



22

Tabela 2. Média dos resultados dos numeros mais provaveis (NMP) de coliformes totais
(CT), termotolerantes (CTer) e contagem de Staphylococcus sp. nas diferentes
partes do peixe e na agua de cultivo dos cinco pesque-pagues localizados na

regido nordeste do Estado de S&o Paulo, no periodo de abril a junho de 2008.

CT (NMP.100mL™" CTer (NMP.100mL™ Staphylococcus sp.

Amostras oug?) ou gl (UFC.mL " ou g?)
Pele 2,1x10° 7,2 x 10° 7,3 x 10*
Masculo 3,0x 10 0,2 x 10 1,5x10°
Trato gastrintestinal 4,4 x 10° 2,8 x10° 7,2 x 10*
Agua do viveiro 4,9 x 10* 4.8 x10° 1,7 x 10

[OLogCT
T Log CTer
M Log STA

L
AGUA PELE TRATO MUSCULO

Figura 2. Média logaritmica dos nimeros mais provaveis (NMP) de coliformes totais (CT),
termotolerantes (CTer) e contagem de Staphylococcus sp. (STA) nas diferentes
partes do peixe e na agua de cultivo dos cinco pesque-pagues localizados na

regido nordeste do Estado de S&o Paulo, no periodo de abril a junho de 2008.
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A auséncia de Staphylococcus coagulase positivo pode ser explicada pelo fato de
que essas bactérias geralmente sdo encontradas no corpo humano (trato respiratorio,
mucosas nasais e pele) e transferida ao alimento por pessoas com precérios habitos de
higiene durante o0 manuseio e/ou armazenamento do produto. No presente estudo, 0s peixes
foram coletados diretamente dos viveiros, ou seja, ndo receberam nenhum tipo de
manipulacéo.

Resultados semelhantes foram obtidos por Costa et al. (2007) ao analisar amostras
de sushi de salmdo comercializados na cidade de Sobral — CE. Também nédo detectaram
Staphylococcus coagulase positivo, sendo que a contagem de Staphylococcus spp. variou de
<10%a 3,0 x 10 UFC.g™.

Porém, pesquisas indicam que Staphylococcus coagulase negativo pode produzir
enterotoxinas, contribuindo para a intoxicacdo alimentar. A esse respeito Cunha et al.
(2006) verificaram a capacidade toxigénica de linhagens de Staphylococcus coagulase
negativo e identificaram por PCR (“Polymerase Chain Reaction™) os genes responsaveis
pela producédo de enterotoxinas. Dentre os alimentos analisados 22,7% foram positivos para
Staphylococcus coagulase negativo com crescimento entre 10 a 10° UFC.g™. Vale ressaltar
que esses alimentos foram processados, portanto ficaram sujeitos & contaminagdo pelos
manipuladores.

Em Taiwan, S. epidermidis foi responsavel pela morte de vérias tilapias
(Oreochromis spp.) entre 1992 e 1996. Este foi o primeiro relato sobre o isolamento de
estafilococos patogénico em tilapias (HUANG et al., 1999). Nos pesque-pagues, varias
pessoas ficam em contato direto com os peixes. Isto se torna um fator de risco tanto para o
peixe como para o0 ser humano, uma vez que o S. epidermidis é responsavel por 50 a 80%

das infec¢des causadas por estafilococos coagulase negativo (LANCELLOTTI, 2006).
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Nos pesque-pagues 3, 4 e 5 (Tabela 1) o NMP de coliformes totais e termotolerantes
no musculo foi menor (P<0,05) quando comparado com o NMP obtido em outros 6rgaos e
na agua do viveiro.

Nos cinco pesque-pagues 0 numero mais provavel (NMP) de coliformes
termotolerantes na &gua de cultivo e no trato gastrintestinal ndo apresentaram diferencas
significativas entre si (P>0,05). Nos pesque-pagues 1 e 2 (Tabela 1) o NMP dessas
bactérias ndo diferem estatisticamente (P>0,05) na pele e no musculo.

Nos pesque-pagues 0 NMP de coliformes totais na pele variou de 1,5 x 10°a > 1,1 x
10* NMP.100mL™; no musculo variou de 2,0 x 10 a > 1,1 x 10° NMP.g%; no trato
gastrintestinal variou de 2,6 x 10®a > 1,1 x 10 NMP.g™; e na agua de cultivo variou de 4,2
x 10*a> 2,4 x 10° NMP.100mL™,

A grande concentracdo de coliformes totais na agua dos pesque-pagues nao
representa necessariamente problemas para a salde uma vez que ndo € um indicativo de
contaminacdo fecal. Porém, de acordo com EIl-Shafai et al. (2004) a composicdo
microbioldgica da agua de cultivo reflete na variedade de bactérias presentes na pele do
peixe.

No presente estudo, a pele e o trato gastrintestinal dos peixes apresentaram
contagens de coliformes totais semelhantes entre si, enquanto que no musculo a
concentragdo permaneceu baixa, com exce¢do dos pesque-pagues 4 e 5. A sua presenca nas
diferentes partes do peixe ndo indica diretamente a presenca de patégenos, no entanto serve
como indicativo da qualidade higiénica e informa sobre o grau de poluicdo microbiana a

que esté exposto o alimento em estudo (LIUSON, 2003).
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Martins et al. (2002) verificaram uma variacdo de 4,0 x 10 até 2,3 x 10* UFC.g™ de
coliformes totais em filés de carpas (Cyprinus carpio) e tilapias (Oreochromis niloticus)
evisceradas provenientes de pesque-pagues em Toledo — PR.

Liuson (2003) analisou tilapias (Oreochromis spp.) inteiras oriundas de pesqueiros
da regido metropolitana de S&o Paulo — SP, os resultados obtidos apresentaram uma
variacdo de < 0,3 até 4,6 x 10’ NMP.g™ de coliformes totais, bem superiores aos niimeros
encontrados no presente estudo. O autor atribuiu essa constatagdo como preocupante pois 0
peixe, que também foi colhido diretamente do tanque de producdo, estava com cargas
microbianas bastante elevadas.

Para coliformes termotolerantes a agua de enxaguadura da pele variou de < 3,0 x 10
a 1,4 x 10° NMP.100mL™; no masculo variou de < 3 a 6 NMP.g™; no trato gastrintestinal
variou de 1,2 x 10°a 5,1 x 10° NMP.g™%; e na agua de cultivo variou de 3,8 x 10° a 2,0 x 10*
NMP.100mL™.

De acordo com a resolugio CONAMA 357/05 (BRASIL, 2005) para &guas
destinadas a aquicultura e a atividade de pesca (classe 2), a concentracdo de coliformes
termotolerantes néo devera exceder 10° NMP.100mL™. De acordo com os resultados do
presente estudo, trés pesque-pagues (pesque-pague 1, 3 e 5) estavam em descordo com a
legislagdo vigente. Segundo Boyd & Tanner (1998) a contaminacdo dos viveiros por
coliformes termotolerantes pode ocorrer pelo aporte de fezes humanas e de animais
homeotérmicos.

Durante o experimento foi possivel observar varios animais, tais como caprinos,
bovinos, cdes e aves circulando no entorno dos viveiros. Outra possivel via de
contaminacdo por coliformes termotolerantes € na dgua de abastecimento. Fato observado

por Gatti Junior (2008) que encontrou variagdo de 2,19 a 4,14 log NMP.100mL™ de
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Escherichia coli na agua de abastecimento dos viveiros dos pesque-pagues estudados no
presente trabalho.

Outro fator relevante que pode ter contribuido para a alta concentracdo de
coliformes termotolerantes na agua é o fluxo de renovacdo de agua nos viveiros. No
pesque-pague 4, onde ocorreu a maior concentracdo de coliformes termotolerantes, o
proprietario realizava a renovacdo de agua entre viveiros trés vezes por semana, sendo que
a vazdo média foi de 0,75 L.s* (GATTI JUNIOR, 2008). A vazdo média de &gua
encontrada no pesque-pague 1 foi 5 L.s™, no 2 foi de 1,3 L.s™, no foi de 3,9 L.s, no 4 foi
de 0,75 L.s™ e no 5 foi de 0,70 L.s™.

Vale ressaltar que a ma qualidade da agua, além de contaminar os peixes e gerar
risco aos consumidores, pode resultar na queda de imunidade do peixe, aumentando a
suscetibilidade desses animais a infecgdo por microrganismos patogénicos (ESCHER et al.,
1999). Esse fato resulta na utilizacdo indiscriminada de produtos para o controle e
prevencdo de doencas, que pode ter consequéncias diretas e indiretas no ambiente e para a
salde publica. E importante a preocupacio para que o peixe ndo sirva de veiculador de
perigos, de natureza quimica, tais como metais pesados, residuos industriais, ou de natureza
bioldgica (LIUSON, 2003).

Como a qualidade microbioldgica da agua dos viveiros influencia na qualidade
microbiolégica do peixe (PAL & DASGUPTA, 1992), pode-se observar que a
concentragdo de coliformes termotolerantes na agua foi similar ao encontrado no trato
gastrintestinal do peixe. Esses resultados corroboram com os achados de Guzman et al.
(2004) na qual sugerem que a maioria das bactérias entéricas presentes na agua geralmente

€ recuperada no trato gastrintestinal dos peixes.
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Resultados similares encontrados neste experimento foram obtidos por Al-Harbi
(2003), onde ao estudar tilapias hibridas (Oreochromis niloticus X Oreochromis aureus)
verificou que coliformes termotolerantes na agua e no trato gastrintestinal do peixe, que
variaram de 2,87 x 10 a > 1,6 x 10° NMP.100mL™ e 2,37 x 10 a > 1,1 x 10° NMP.g*
respectivamente, estavam correlacionados.

No presente estudo as altas concentracdes de coliformes termotolerantes na agua
dos viveiros foram relacionadas com os altos nimeros de coliformes no trato gastrintestinal
e na pele dos peixes. Ordenando os niveis de contaminacdo de coliformes termotolerantes
nos diferentes 6rgaos dos peixes em ordem decrescente temos: trato gastrintestinal > pele >
musculo.

Resultados semelhantes foram obtidos por El-Shafai et al. (2004) na qual tilapias
criadas em diferentes viveiros contaminados com efluente obtiveram uma contaminagédo
dessa bactéria ordenada em trato gastrintestinal > branquias > pele > figado, ennquanto no
musculo ndo foram detectados coliformes termotolerantes. Nesse experimento 0 NMP de
coliformes termotolerantes na 4gua do viveiro variou de 1,7 x 10> a 9,4 x 10® UFC.100mL"
! o trato gastrintestinal variou de 5,3 x 10° a 3,8 x 10* UFC.g™ e a pele variou de 6,0 x 10
a6,5x 10° UFC.cm™

Com relagcdo aos musculos dos peixes, todos apresentaram contagem de coliformes
termotolerantes abaixo de 10° NMP.g™.

Lira et al. (2001) ao estudar peixe-serra (Pristis pectinata) comercializado em
Maceié — AL encontraram desde a auséncia até 43 NMP.g de coliformes termotolerantes.
Rall et al. (2008) ao analisarem peixe fresco comercializado na cidade de Botucatu — SP
verificaram variacbes de < 3 a 93 NMP.g" de coliformes termotolerantes. Tavares et al.

(2008) verificaram uma variagdo de < 3 a 3,6 NMP.g™ de coliformes termotolerantes em
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tilapias cultivadas em sistemas de reuso de efluentes domésticos. Todos os resultados
citados anteriormente corroboram com os achados do presente trabalho.

Ogawa & Maia (1999) citam que musculos, 6rgdos e liquido corporal de peixes
vivos saudaveis sao livres de microrganismos, enquanto que a pele e branquias, por estarem
em contato com a agua, apresentam um razoavel nivel de contaminacéo.

Porém a partir de um certo limiar, que representa o limite dos mecanismos de defesa
natural do peixe, patdgenos sdo capazes de penetrar o musculo (BURAS et al., 1985; EL-
SHAFAI et al., 2004).

De acordo com Strauss (1985), a invasdo da musculatura dos peixes por bactérias
pode ocorrer quando estes sdo produzidos em viveiros contendo concentragcdes de
coliformes termotolerantes maiores que 10* por 100 mL. O potencial de invasdo do
musculo aumenta com a duracdo da exposi¢do do peixe a dgua contaminada.

Com excecdo do pesque-pague 4, as aguas dos viveiros permaneceram com
populacdo abaixo de 10* NMP.100mL™ de coliformes termotolerantes. No entanto, mesmo
em baixos niveis de contaminacdo pode haver alta concentracdo de patdgenos no trato
gastrintestinal do peixe podendo assim contaminar a carne, no momento da evisceracdo do
animal, constituindo um fator de risco ao consumidor (ESPOSTO et al., 2007).

Essa contaminacédo foi observada por Buras et al. (1985) e Ogbondeminu & Okoye
(1992) que ao estudarem tilapia e carpa comum verificaram contaminacdo dos musculos
por coliformes termotolerantes mesmo quando a concentracdo na &gua foi menor que 10*
por 100 mL.

Apesar da baixa concentracdo de coliformes termotolerantes no musculo dos peixes
(< 3 a6 NMP.g) encontrados neste experimento, a sua presenca indica um risco potencial

a satde do consumidor, uma vez que esses peixes ainda ndo foram processados.
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O risco envolvido no consumo de peixe contaminado ndo é necessariamente
associado apenas a presenca de bactérias no tecido utilizado para alimentacdo humana. A
infeccdo humana pode ocorrer quando a parte comestivel é contaminada durante o
manuseio do pescado, veiculando microrganismos para musculatura do peixe,
equipamentos, outros alimentos, ambiente de preparo por microrganismos presentes em
outras partes do peixe (contaminacdo cruzada), geralmente visceras, pele e branquias
(ESPOSTO et al., 2007). Esses autores advertem para 0 cuidado na manipulacdo no
momento da retirada das visceras e no preparo do produto, pois esta € uma via potencial de
transmissdo de bactérias patogénicas.

Ao analisar branquinhas (Curimatus ciliatus) comercializados em Teresina — PlI,
Muratori et al. (2004) verificaram que 67,6% dos peixes apresentavam coliformes
termotolerantes acima de 10° NMP.g™. Falhas ocorridas durante a manipulacdo deste
pescado tais como: captura, armazenamento e transporte, podem ter causado os elevados
indices de contaminacao fecal.

Em pesque-pagues, Martins et al. (2002) verificaram que 67% e 50% das amostras
dos filés de tilapia e de carpa, respectivamente, estavam acima de 10° NMP.g" de
coliformes termotolerantes. Os autores acreditam que estes valores excessivos podem ter
ocorrido devido a uma manipulacdo inadequado do filetador/eviscerador, permitindo o
contato do musculo com as visceras.

Vieira et al. (2000) estudou a influéncia das condic¢Bes higiénico-sanitarias do
processo de producdo de filés de tilapias em Campina Grande — PB. Os resultados
mostraram contaminacdo crescente de coliformes totais e termotolerantes ao longo da
cadeia produtiva. Peixes coletados no acude apresentaram 3 NMP.g™ de coliformes totais e

termotolerantes, enquanto que no filé congelado coletado no frigorifico encontraram



30

valores de 4,6 x 10° NMP.g™. Os autores concluiram que houve deficiéncias higiénicas por
parte dos manipuladores e que o local de processamento dos peixes eram inadequados.

No pesque-pague 2, ocorreu presenca de Salmonella sp. em 25 gramas de musculo
em um peixe e também foi isolada em uma amostra de trato gastrintestinal. No pesque-
pague 5, houve presenca de Salmonella sp. em apenas uma amostra de trato gastrintestinal.

A presenca de Salmonella sp. na musculatura do peixe encontrada no presente
estudo esta em desacordo com o parametro preconizado pela RDC n° 12 (BRASIL 2001),
que prevé auséncia deste agente em 25 gramas de pescado in natura. Sabe-se que, em
alguns casos, sdo necessarias poucas células infectantes de Salmonella (1-10 células para
alguns sorotipos) para causar sintomas clinicos no ser humano (LINDER, 2002;
MARTINS, 2006).

Segundo Ekperigin & Nagajara (1998), varios sorotipos de Salmonella séo
potencialmente patogénicos para o ser humano, podendo causar desde leves sintomas,
como também levar o individuo até a morte. A coc¢do do alimento elimina o risco deste
patdgeno, porém a maior preocupacao € quando este € consumido cru, como nos casos de
sushi e sashimi (MARTINS, 2006).

Vieira et al. (2000) verificaram que Salmonella spp. esteve presente ao longo da
cadeia de producdo de filés de tilapias. Foi isolada desde o peixe capturado no agude até no
filé congelado coletado no posto de venda. Este fato indica uma maior resisténcia da
Salmonella spp. as condi¢des adversas encontradas ao longo da cadeia de producao.

A presencga de Salmonella sp. em duas amostras do trato gastrintestinal (4,44%) é
preocupante pois essa bactéria pode contaminar a carne durante sua manipulagcdo. Como a

maioria dos frequentadores dos pesque-pagues leva para casa o0 peixe eviscerado pelos
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funcionérios, Martins et al. (2002) advertem para a ma manipulacdo e o baixo nivel de
processamento dos pescados nesses estabelecimentos.

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
conteddo intestinal de peixes provenientes de pesqueiros e obteve presenca desse patdgeno
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.

Salmonella spp. sé&o geralmente encontradas em altas concentra¢des no sedimento
do que na coluna d’agua (MOORE et al., 2003). Isto tem sido atribuido a sedimentagéo,
adsorcdo bem como na maior sobrevivéncia desse patdgeno no sedimento (BURTON et al.,
1987). As provas apresentadas por estes estudos sugerem que o0s sedimentos aquaticos sdo
reservatorios para 0s patdgenos, 0 que representa um risco potencial para o ser humano e
animais.

Em pesqueiros, Linder (2002) verificou que 38,46% das amostras de sedimento
foram positivas para Salmonella sp. Com base nesses resultados o autor concluiu que a
contaminacdo do sedimento e do peixe foi devido a uma série de fatores tais como a
presenca de varias espécies de animais no entorno dos tanques, 0 uso ndo controlado de
varios tipos de iscas e alimentos para a ceva e 0 retorno das visceras dos peixes aos tanques.

Como no presente estudo nao foi isolado Salmonella sp. nas aguas dos viveiros, a
presenca desta bactéria nos peixes pode ser atribuida pelo sedimento contaminado por fezes
de mamiferos e aves presentes no entorno dos viveiros.

Observa-se que ndo houve diferenga estatistica entre 0os niUmeros de microrganismos
pesquisados na agua, pele e trato gastrintestinal o que reflete a relacdo direta entre a

presenca dos microrganismos na agua e nesses dois locais analisados. No que se refere a
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musculatura verifica-se que houve diferenca significativa entre os nudmeros de
microrganismos na agua e na musculatura, sendo que na musculatura os valores foram
sempre menores. Este fato se relaciona com a prote¢do da musculatura a contaminacgéo, o
que n&o ocorre na pele e no trato gastrintestinal.

Uma analise, do ponto de vista sanitario, da relacdo direta entre presenca de
microrganismos na agua e na pele e trato gastrintestinal, partes geralmente ndo comestiveis
no pescado, colocam o pescado como veiculo de contaminacgdo cruzada, tendo como fonte
dos microrganismos a pele e trato gastrintestinal para sua propria musculatura e outros
alimentos direta ou indiretamente. Assim a qualidade da agua deve ser monitorada e
medidas de controle da contaminacdo da mesma aplicadas, no sentido de minimizar o risco
de doencas transmitidas pelo consumo do peixe produzido nos pesque-pagues.

Diante do exposto nesse trabalho, € evidente que a presenca de enterobactérias nos
diferentes 6rgdos dos peixes representa um risco potencial a saide do consumidor. E certo
também que estas bactérias sdo eliminadas pelo cozimento, porém € importante frisar que a
contaminagdo cruzada e o consumo de peixe cru podem ocorrer, e que constituem fatores
importantes na infeccdo e/ou intoxicagdo alimentar. Portanto, o monitoramento da
qualidade da agua é de suma importancia, pois além de garantir a produgdo de peixes

seguros e de boa qualidade, garante também a preservacdo do ecossistema local.

5. CONSIDERACOES FINAIS
Durante a execugdo do trabalho foi observado que ndo hd um controle efetivo da
qualidade da &gua de entrada dos viveiros e muito menos de sua saida (efluente). Uma

maneira de reduzir os impactos gerados pelos pesque-pagues seria o tratamento dos
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efluentes, além de um manejo mais adequado dos viveiros, através da utilizacdo de racfes
de melhor qualidade e do controle da quantidade fornecida aos peixes.

Além disso, é necessario melhorar o controle da vazdo de &gua entre viveiros a fim
de manter adequada a qualidade da agua.

Outro fator relevante é a necessidade de implantar cursos de Educacdo Ambiental
para os proprietarios bem como para os frequentadores, pois durante o trabalho foi possivel
observar lixo espalhado no chdo mesmo com a presenca de lixeiras proximas aos viveiros.

A presenca de animais deve ser controlada, para evitar que esses animais se tornem

fontes de contaminagdo de enterobactéria da dgua e do peixe.

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

v" Ordenando os niveis de contaminacdo de coliformes totais e termotolerantes nos
diferentes 6rgdos dos peixes e na dgua de cultivo temos: agua > trato gastrintestinal
> pele > musculo;

v' Os peixes produzidos nos pesque-pagues podem ser potencial veiculos de
transmissdo de salmonela;

v' A pele e o trato gastrintestinal dos peixes podem ser fontes de contaminagdo
cruzada para alimentos e equipamentos quando manipulados de forma inadequada,

representando em risco potencial a satde do consumidor.
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