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CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE SALMAO (Salmo salar)
COMERCIALIZADO EM ALGUMAS CIDADES DA REGIAO NORDESTE DO
ESTADO DE SAO PAULO

RESUMO - Tem sido evidente o aumento no consumo de pescado,
especialmente do salmao (Salmo salar) sob a forma “in natura”, em pratos da
cozinha oriental. Como consequéncia, tem havido maior preocupag¢do quanto as
suas caracteristicas higiénico-sanitarias, tendo em vista a facilidade que
microrganismos encontram para se desenvolverem em sua carne, 0 que pode
expor os consumidores a agentes que causam desde uma simples gastrenterite
até o obito. Diante desta preocupacéo, desenvolveu-se este estudo com objetivos
de avaliar caracteristicas microbioldgicas do salmé&o por meio da quantificagdo de
microrganismos heterotroficos meséfilos, coliformes totais e termotolerantes, o
perigo de veiculagdo de Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus,
Salmonella sp., Escherichia coli e Aeromonas sp. através da carne e contribuir
com subsidios técnicos para criar uma legislacdo brasileira com padrdes
microbiol6gicos especificos para o pescado consumido cru. Foram colhidas 31
amostras de salmao, 16 refrigeradas e 15 congeladas, no comércio varejista de
cidades da regido nordeste do estado de S&o Paulo. Os resultados obtidos
mostram populagdes de microrganismos heterotréficos mesofilos variando entre
1,0 x 10 e 3,9 x 10° UFC/g, coliformes totais e termotolerantes em,
respectivamente, 32,24% e 19,33% das amostras e Aeromonas sp. em 35,48%
das amostras com variagdo populacional de 2,0 x 102 a 8,0 x 10° UFC/g. Ainda
houve a presenca de Staphylococcus aureus em uma amostra e auséncia de
Vibrio parahaemolyticus, Salmonella sp. e Escherichia coli. Os resultados obtidos
podem servir de parametro para a criagdo de um padrao microbiolégico especifico
para o pescado consumido cru e servem também de alerta para os consumidores
do produto tendo em vista a veiculacdo de microrganismos potencialmente
patogénicos.

Palavras-chave: pescado, salméo, microbiologia, bactérias patogénicas.



MICROBIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF SALMON (Salmon salar)
COMERCIALIZED IN SOME CITIES OF THE NORTHEAST REGION OF SAO
PAULO STATE.

ABSTRACT - The increasing of seafood consumption has become evident
especially in the use of salmon (Salmo salar) consumed raw in oriental dishes.
Consequently, it has risen up the concern related to their hygienic-sanitary
characteristics due to the facility that microorganisms multiply in the meat which
can expose consumers to the causative agents of a mild gastroenteritis until the
death. Regarding such informations, this study was aimed to evaluate
microbiological characteristics of salmon by quantifying microrganisms
heterotrophic mesophiles, total coliforms and thermotolerant. It was also evaluated
the danger of transmission of Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus,
Salmonella sp., Escherichia coli and Aeromonas sp. on the fish muscle and
contributed to technical informations to create a Brazilian regulations about specific
microbiological standards for consumption of raw seafood. Thirty-one samples of
salmon were collected, 16 chilled and 15 frozen, from the retail market in cities of
the northeast region of S&o Paulo State. The results show populations of
mesophilic heterotrophic microorganisms ranging from 1.0 x 10 and 3.9 x 10°
CFU/g, in total and fecal coliforms, respectively, 32.24% and 19.33% of samples
and Aeromonas sp. in 35.48% of samples ranging population of 2.0 x 10? to 8.0 x
10% CFU/g. Staphylococcus aureus was present in one sample and were not found
Vibrio parahaemolyticus, Salmonella sp. and Escherichia coli. The results may
serve as a parameter for the establishment of a microbiological standard for the
consumption of raw seafood and also as a warning to consumers of the product for

the presence of potentially pathogenic microorganisms.

Keywords: seafood, salmon, microbiology, pathogenic bacteria.



1. INTRODUCAO

Segundo o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal, no seu artigo n® 438, pescado compreende peixes, crustaceos,
moluscos, anfibios, quelénios e mamiferos de agua doce ou salgada, usados na
alimentagdo humana (BRASIL, 1997).

Os peixes se constituem em alimento de facil digestibilidade, com fonte de
proteinas de alto valor biol6gico e acidos graxos poliinsaturados, podendo ser
consumido por pessoas de qualquer idade e pacientes convalescentes, sendo
importante também para o desenvolvimento de células cerebrais no feto e nos recém-
nascidos. Por outro lado, esta rica composicao protéica e o alto teor de umidade os
tornam excelente substrato para o desenvolvimento microbiano.

Dentre os microrganismos passiveis de serem encontrados em peixes estao o0s
deteriorantes e os patogénicos que, na sua grande maioria, chegam neste alimento por
contaminagcado ambiental durante as etapas do processamento, que vai desde a captura
até seu preparo para consumo.

Devido as descobertas da ciéncia da nutricdo tem havido um incremento no
consumo do pescado, incluindo o produto cru. Dentre os peixes cujo habito do consumo
“in natura” vem aumentando gradativamente estd o salmdo (Salmo salar),
principalmente sob a forma de “sushi” e “sashimi”. Em consequéncia a esta forma de
consumo, deve haver uma maior preocupacdo com a qualidade higiénico-sanitaria
deste tipo de alimento, pois ele pode expor os consumidores a diferentes
microrganismos patogénicos, que podem causar desde uma simples gastrenterite até o
obito.

Dentre os microrganismos potencialmente patogénicos e que podem ser
veiculados através do pescado pode-se destacar Salmonella sp., Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Pseudomonas sp., Aeromonas sp., entre outros.



Diante do exposto idealizou-se o presente estudo com objetivos de:

® avaliar as caracteristicas microbiolégicas do salmao comercializado
refrigerado e congelado em algumas cidades da regido nordeste do
estado de Sao Paulo por meio da quantificagdo de microrganismos

heterotréficos mesdfilos, coliformes totais e termotolerantes;

® avaliar o perigo da veiculacdo de agentes de enfermidades de origem
alimentar através da carne, especialmente Vibrio parahaemolyticus,
Staphylococcus aureus, Salmonella sp., Escherichia coli e Aeromonas sp.,

representando risco a saude da populagcao consumidora;

® contribuir com subsidios técnicos para a criacdo de uma legislacédo
brasileira referente aos padrdes microbiolégicos especificos para o

pescado consumido cru.



2. REVISAO DA LITERATURA

Em relacdo a outros setores da agropecuaria brasileira, a aquicultura teve um
incremento de 23% na produgdo anual entre os anos de 1990 e 2003, enquanto que as
taxas de crescimento dos setores de aves (10%), suinos (7,9%), bovinos (4%), trigo
(13,4%), soja (8,6%), milho (7,6%) e arroz (3,4%), foram significativamente menores
(ALBINATI, 2007).

A produgdo mundial de pescado aumentou de 18.000.000 toneladas no ano de
1950, para 159.790.000 toneladas em 2006. A pesca extrativa marinha também elevou
sua producao global nos respectivos anos, passando de 17.527.010 toneladas para
93.043.344 toneladas (FAO, 2008). A pesca extrativa marinha brasileira obteve um
crescimento de 9% no ano de 2001 em relagcao ao ano anterior, e em 2004 obteve uma
produgao de 1.015.916 toneladas (FAO, 2006).

Globalmente, mais de 90,0 milhées de toneladas de frutos do mar sao
capturados e consumidos (FAO, 2008). Nos Estados Unidos, o0 consumo por pessoa de
4,5 Kg no ano de 1960 passou para 7,0 Kg em 2002 (BUTT et al., 2004). No Brasil,
apenas 10% da populagéo incorpora 0 peixe em sua alimentagdo, no entanto, nos
ultimos anos houve um aumento da procura por ser um alimento saudavel (GERMANO
et al., 1998). Relatérios indicam a relagao inversa entre a ingestdo de alimento marinho
e a mortalidade causada por doencas coronarianas (YUAN et al., 2001).

Paralelamente, o aumento no consumo de frutos do mar aumentou os relatos de
surtos de doencas veiculadas por esses alimentos. Nos Estados Unidos, de uma
estimativa de 76,0 milhdes de casos de doencas veiculadas por alimentos relatados
anualmente, 10 a 19% envolvem alimento marinho como veiculo transmissor. Em 15
anos de estudo, em Nova lorque, 10% de todos os casos de doencas veiculadas por
alimentos e 9% das mortes causadas por essas doencas, foram relacionados ao
consumo de frutos do mar (WALLACE et al., 1999).

No periodo entre 1983 e 1993, o peixe ficou em terceiro lugar como veiculo
transmissor de agentes de surtos relacionados a alimentos nos Estados Unidos (LIPP &

ROSE, 1997). No Brasil, de acordo com a Secretaria de Vigilancia em Saude, de 3.737



surtos de doencgas veiculadas por alimentos durante o periodo de 1999 a 2004, 37
foram causados por consumo de pescados, sendo 0s locais de maior ocorréncia desses
surtos as residéncias, seguido de restaurantes (BRASIL, 2008).

O hébito de consumir peixes crus vem aumentando gradativamente, sendo cada
vez maior a oferta deste tipo de alimento para o consumo “in natura”, principalmente
sob a forma de “sushi” e “sashimi”, fato que faz crescer proporcionalmente a
preocupacao com a qualidade higiénico-sanitaria deste alimento, uma vez que peixes
crus ou mal cozidos podem veicular agentes de toxinfeccoes alimentares (SATO et al.,
2005). Neste contexto, torna-se imprescindivel o controle de qualidade cada vez mais
rigoroso e a garantia ao consumidor do acesso as informagdes sobre todas as etapas
envolvidas na producdo, desde o local de criagao até o ponto de venda (CUNHA NETO
et al., 2002; SOUZA, 2003; SOARES & GERMANO, 2004).

Um estudo quanto as condigbes higiénico-sanitarias em pesque-pagues revelou
a presenga de Aeromonas sp. em 87% das 26 amostras de peixe e em 93% das 28
amostras de agua, representando risco a saude dos usuarios desses estabelecimentos,
uma vez que sao patdgenos emergentes e podem causar sérias doencas ao ser
humano (AZEVEDO et al., 2008). ALBUQUERQUE et al. (2006) revelaram a presenca
de Staphylococcus aureus coagulase positivo em 57% das 30 amostras de “sushis”
comercializados em Fortaleza, CE.

Em Teresina, Pl, MURATORI et al. (2004) identificaram popula¢des elevadas de
microrganismos heterotréficos meséfilos entre 10° e 10° UFC/g em 55,9% das amostras
e de coliformes termotolerantes entre 10° e 10* NMP/g em 35,3% das amostras de
branquinhas (Curimatus ciliatus). Estudo semelhante foi realizado com pescado
congelado em Manaus, AM, por AQUINO et al. (1996), que obtiveram populacdes de
microrganismos heterotréficos meséfilos entre 10* e 10° UFC/g em 46,7% das amostras
e de coliformes termotolerantes entre 10? e 10° NMP/g em 40,0% das amostras.

Na Italia, 600 mexilhdes comercializados em mercados apresentaram
microrganismos como V. parahaemolyticus (7,83%), V. vulnificus (2,83%), Salmonella
sp. (0,16%), coliformes fecais (4,66%) e Escherichia coli (3,5%) (NORMANNO et al.,



2006). VERNOCCHI et al. (2007) verificaram presenga de microrganismos
heterotréficos mesofilos com populacdes entre 4,0 x 10° e 6,5 x 10° UFC/g em
mexilhdes capturados no mar Adriatico.

Bactérias patogénicas foram encontradas em 132 amostras de alimentos de
origem animal e vegetal preparados por 132 familias rurais em Malawi. Dentre as
amostras de peixe (37), 49% apresentaram E. coli, 30% Salmonella sp. e 51% S.
aureus (TAULO et al.,, 2008). A ocorréncia de Aeromonas sp. (62%), Listeria
monocytogenes (10%), Staphylococcus aureus (30%) e Vibrio parahaemolyticus (4%)
foi verificada por HERRERA et al. (2006) em um estudo com 50 amostras de peixes
comercializados na Espanha, apontando a carne crua como veiculo transmissor de
patdgenos causadores de doencas ao ser humano.

HUSS et al. (2000) afirmam que algumas bactérias presentes naturalmente na
agua como Clostridium botulinum tipo E, Vibrio sp. e Aeromonas sp., € outras no
ambiente como Clostridium botulinum tipo A e B e Listeria monocytogenes, podem ser
encontradas no peixe vivo ou em sua carne crua, podendo ser resultado de
contaminacgao durante o processamento ou transporte do pescado cru.

Segundo GERMANO et al. (1993), CARDONHA et al. (1994) e NUNES (1994),
clostridios sulfito redutores, Klebsiella sp., Citrobacter sp., Enterobacter sp., Yersinia
enterocolitica, E. coli, Pseudomonas sp., Aeromonas sp., enterococos e coliformes
fecais podem ser encontrados nos frutos do mar e nos produtos industrializados.
AYULO et al. (1994) acrescentam a esta lista a Escherichia coli O157:H7, a Listeria
monocytogenes e a Salmonella sp.

Entre os anos de 1996 e 1999, em Taiwan, ocorreram 850 surtos de doengas de
origem alimentar, sendo 610 destes causados por agentes bacterianos como Vibrio
parahaemolyticus (63,8%), Salmonella sp. (5,2%) e Staphylococcus aureus (2,5%).
Outros microrganismos como Bacillus cereus, Vibrio cholerae, Shigella sonnei e
Aeromonas sp. também estavam presentes e juntos contabilizaram 1,5% dos casos
(CHIOU et al., 2000).



Um estudo realizado com produtos mantidos a 18°C e prontos para consumo,
vendidos em Taiwan, mostrou a presenga de microrganismos heterotréficos meséfilos
na maioria das amostras (98,0%) de frutos do mar (FANG et al., 2003).

MELDRUM et al. (2006) avaliaram a qualidade microbiolégica de alimentos
prontos para consumo através da presenga de microrganismos heterotréficos mesafilos,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Salmonella sp., Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes. Os autores concluiram pelo baixo risco para a saude do consumidor,
em funcéo da pequena presenga dos agentes estudados.

Na baixada Santista, CUNHA et al. (2008) analisaram a qualidade microbiologica
do pescado comercializado e verificaram que 4,16% de 48 amostras deveriam ser
descartadas em funcédo da populacédo de coliformes fecais. Os autores concluiram que
a presenca destas bactérias € um indicativo da ndo observancia de medidas higiénico-
sanitarias adequadas na cadeia de comercializagdo no que concerne a manipulacgao,
transporte ou conservacao do pescado.

LANDEIRO et al. (2007) analisaram os perigos e pontos criticos de controle na
preparacao de refeicdes a base de peixe e frutos do mar em Salvador, BA, e sugeriram
o monitoramento do processamento e maiores cuidados higiénico-sanitarios na
preparacao dos pratos com a finalidade de diminuir as gastrenterites em turistas.

PIZZOLITTO (2008) analisando 431 surtos de doencas diarréicas agudas em
nucleos receptores turisticos no estado de Sao Paulo, verificou que as bactérias
apareceram em segundo lugar (72,72%) entre os agentes etioldgicos mais freqlientes,
sendo 28,38% de coliformes, 13,55% de Salmonella sp., 10,71% de Escherichia coli,
7,77% de Shigella sp., 4,99% de Staphylococcus aureus, 2,91% de Cryptosporidium,
2,64% de Clostridium sp., 2,02% de Bacillus cereus e 0,05% de Campylobacter sp. O
peixe mostrou ser um alimento importante associado aos surtos, pois estava presente

em 56% dos casos, perdendo somente para os alimentos mistos (91%).



2.1. Vibrio parahaemolyticus

Dentre os microrganismos mais importantes encontrados no pescado, destacam-
se os do género Vibrio. O V. parahaemolyticus é usual na agua do mar, principalmente
em regides costeiras. PEREIRA et al. (2007) verificaram a presenca de Vibrio
parahaemolyticus em 7,7% das 15 amostras de mexilhdes (Perna perna) coletadas e
analisadas na regido de ltaipu, Rio de Janeiro.

Vibrio parahaemolyticus é o patégeno veiculado por alimentos marinhos que
mais causa problemas de saude em todo o mundo. Segundo SU & LIU (2007), é o
principal agente causador de gastrenterite aguda devido ao consumo deste tipo de
alimento.

Vibrio sp. sao microrganismos Gram negativos, que se apresentam em forma de
bastéo ou virgula e méveis devido a presenga de um flagelo polar simples (VARNAM &
EVANS, 1991). Sdo anaerdbios facultativos e fermentam a glicose sem produzir gas
(BUTT et al., 2004). A maioria produz oxidase e catalase (APHA, 2001). Sdo haldfilos,
distribuidos mundialmente nas aguas litordneas tropicais e na fauna do litoral Pacifico,
do Golfo e do Atlantico, mas ha poucos dados quantitativos da distribuicdo sazonal ou
geografica (DEPAOLA et al., 2000).

O género pertence a familia Vibrionaceae e possui espécies patogénicas ao ser
humano, vertebrados e invertebrados marinhos. Trés espécies, V. cholerae, V.
parahaemolyticus e V. vulnificus sdo responsaveis pela maior parte das infeccbes
adquiridas através da ingestao de alimentos de origem aquatica (VARNAM & EVANS,
1991).

LEITAO & ARIMA (1975) observaram que a ocorréncia da bactéria nas 4guas do
litoral de Sao Paulo variou segundo as estagdes do ano, sendo de 17,5% no outono,
40% na primavera e 88% no verao. CHIOU et al. (2000) citam que os surtos sdo menos
prevalentes durante o inverno.

Recentemente, os trés sorotipos mais comuns nas infecgbes por Vibrio
parahaemolyticus no mundo, foram listados em ordem cronoldgica de aparecimento
como O3:K6, 04:K68 e O1:K sem tipo (KUT). Na india, o sorotipo O3:K6 foi



considerado pandémico, pois possui alta capacidade de infec¢do e alto potencial de
distribuicdo ambiental (MATSUMOTO et al., 2000).

A patogenicidade desse agente esta relacionada a varios fatores como a
capacidade da bactéria de produzir enzimas hemoliticas citotéxicas como a hemolisina
termoestavel direta (TDH) e a hemolisina termoestavel relacionada (TRH), a urease e
também com a capacidade de invasdo do microrganismo em células epiteliais
intestinais (HONDA et al., 1988; NISHIBUCHI & KAPER, 1995; APHA, 2001).

O teste de Kanagawa € usado para revelar a presenga da hemolisina
termoestavel direta (TDH), considerada a maior determinante da viruléncia. Este teste €
baseado no uso do Wagatsuma agar, no qual culturas positivas, independente do
sorotipo, apresentam uma reacdo P—hemdlitica tipica (LEITAO & ARIMA, 1975;
VARNAM & EVANS, 1991; NISHIBUCHI & KAPER, 1995; APHA, 2001). A hemolisina é
associada com a maioria (96,5%) das cepas patogénicas encontradas entre os
isolamentos clinicos (MIYAMOTO et al., 1969; NISHIBUCHI et al., 1986; HONDA et al.,
1988). E uma enterotoxina citotdxica que atua dentro e fora da célula do hospedeiro,
induzindo a morte através da apoptose e necrose (NAIM et al., 2001). Atua diretamente
nos eritrécitos de diversas espécies de hospedeiro, determinando hemdlise e aumento
da permeabilidade vascular (NISHIBUCHI & KAPER, 1995).

Antes da identificacdo da TRH, acreditava-se apenas que as cepas Kanagawa
positivo eram virulentas, no entanto, estudos demonstram que a TRH atua como outro
fator responsavel pela enteropatogenicidade, sugerindo que o fendmeno Kanagawa nao
seria o indicador absoluto. Estudos realizados na Asia demonstraram a producdo de
TRH por estirpes Kanagawa negativo, isoladas de gastrenterites (HONDA et al., 1989;
PEREIRA et al., 2004b). Sabe-se, atualmente, que a gastrenterite causada pelo
consumo de pescado cru pode ser consequente a agdo da TDH ou da TRH.

OKUDA et al. (1997) sugerem a correlagdo entre a produgdo de urease e a
presenca do gene que codifica a TRH como mais um determinante de viruléncia. Entre
60 cepas urease positivas, 59 (98%) possuiam o gene que codifica a TRH e 54 (90%) o
gene que codifica TDH. Das 25 cepas urease negativas, 20 (80%) tinham o gene que

codifica TDH, mas nenhuma carreava o gene que codifica TRH.



Pelo fato de possuir flagelo, importante na locomog¢ao e adesao do agente na
célula hospedeira, o microrganismo pode aderir a célula de tecido normal ou
degenerado, afetando as células epiteliais.

A capacidade de adesdo da célula bacteriana a célula hospedeira esta
correlacionada com a capacidade de muitas espécies de microrganismos causarem
infeccdo na superficie epitelial do trato intestinal, respiratdrio, urinario e genital. Esta
bactéria pode causar septicemia se disseminada pelo sistema linfatico ou circulatorio
(VARNAM & EVANS, 1991).

2.2. Salmonella sp.

As salmonelas sdo microrganismos pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
sdo Gram negativos, se apresentam em forma de bacilos, sdo oxidase negativos e
catalase positivos, ndo formam esporos, sdo anaerébios facultativos, fermentam glicose
e reduzem o nitrato. A maioria € moével, através de flagelos peritriquios, excegao feita a
S. Pullorum e a S. Gallinarum, que sédo iméveis (VARNAM & EVANS, 1991; BUTT et al.,
2004; FORTUNA & FRANCO, 2005).

A temperatura de desenvolvimento varia de 5°C a 45°C, com um 6timo de 37°C
(VARNAM & EVANS, 1991). Porém, COELHO et al. (1984) mostraram a sobrevivéncia
da salmonela em amostras de carne bovina moida, armazenadas durante 90 dias a
temperaturas de 0°C e -18°C.

O género Salmonella consiste em duas espécies, S. bongori, € S. enterica, esta

tltima dividida em seis subespécies: S. enterica subespécie enterica, S. enterica
subespécie salamae, S. enterica subespécie arizonae, S. enterica subespécie
diarizonae, S. enterica subespécie houtenae, e S. enterica subespécie indica (POPOFF
et al., 2004). O ser humano parece ser susceptivel a todos eles, sendo fontes de

infecgdo importantes os animais e seus subprodutos (HIRSH, 2003).
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Aproximadamente 2000 sorotipos causam doencas em humanos. Mais de 500
casos fatais por ano sao estimados nos Estados Unidos e metade deles é causada por
dois sorotipos: Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium (CDC, 2007).

Segundo HEINITZ et al. (2000) de 768 amostras de frutos do mar colhidas nos
Estados Unidos, durante os anos de 1990 a 1998, 10 foram positivas para salmonela,
sendo os sorotipos presentes: Salmonella Weltevreden, Salmonella Senftenberg,
Salmonella Lexington e Salmonella Paratyphi B.

Salmonella Weltevreden foi o sorotipo mais encontrado entre 210 culturas
isoladas a partir de amostras de peixe, camarao, ostras, caranguejo e “scargot”, em 20
paises durante 5 anos (PONCE et al., 2008).

Um estudo realizado em mercado de caranguejo na cidade de Fortaleza, Ceara,
mostrou que entre 7 sorotipos identificados, 5 eram S. Senftenberg e 2 S. Pomona
(VIEIRA et al., 2004). LOURENGCO et al. (2006) analisando amostras de carne de
caranguejo-uca coletadas em Sao Caetano de Odivelas e Belém no estado do Para,
encontraram Salmonella sp. em 20% delas.

No Ird4, um estudo com bactérias patogénicas em peixes frescos, defumados e
salgados, revelou a presenca de Salmonella Dublin (2,6%) nas amostras de peixes
frescos (67), e auséncia do género nos peixes defumados e salgados (BASTI et al.,
2006).

A patogenicidade das salmonelas varia de acordo com o sorotipo, idade e
condigdes de saude do hospedeiro. As salmonelas séo intracelulares facultativas e a
infeccao se inicia com a penetragao nas células epiteliais intestinais, invasao da lamina
propria e entrada na corrente linfatica. Os microrganismos sao fagocitados por células
de defesa (macréfagos), onde se multiplicam, causando a destruicao dos macréfagos,
com liberacdo de inUmeras bactérias na corrente circulatéria, podendo atingir diversos
orgaos, até estabelecer uma infeccao sistémica (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

A viruléncia das salmonelas é determinada pela capacidade de adesdo na
mucosa intestinal, penetragcdo e produgcdo de toxinas. Atuam na determinagdo da
patogenicidade genes presentes em cromossomos e em plasmideos. As toxinas

produzidas envolvem uma endotoxina, derivada da porgao lipidica da molécula do
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lipopolissacarideo; uma citotoxina, que inibe a sintese protéica da célula atingida e é,
em parte, responsavel por danos da mucosa intestinal, parecida com a toxina de Shiga;
e trés enterotoxinas: a primeira associada a parede celular, demostrada originalmente
em S. Typhimurium e S. Enteritidis, que determina a perda de fluidos em camundongos
e outras duas que aumentam a permeabilidade vascular. Uma é termoestavel e de agéao
rapida (uma hora) e a outra termolabil de acdo retardada (18 horas), relacionada a
toxina termolabil da Escherichia coli. A viruléncia determinada por plasmideos facilita a
penetracao da bactéria para o interior das células do hospedeiro e a sua multiplicacao,
estimulando o mecanismo de defesa (VARNAM & EVANS, 1991).

2.3. Staphylococcus aureus

A intoxicacdo causada por alimentos contendo enterotoxinas do Staphylococcus
aureus € um dos tipos mais comuns de doencas de origem alimentar em todo o mundo
(RODRIGUES et al., 2004).

Os estafilococos pertecem a familia Micrococcaceae e sao bactérias Gram
positivas, iméveis, de forma esférica, agrupadas em massas irregulares na forma de
“cacho”. Apresentam metabolismo respiratorio e fermentativo, atuando sobre os
carboidratos com producdo de &acidos, sendo aerdbios ou anaerdbios facultativas.
Podem crescer em temperaturas de 7°C a 48°C, com um 6timo de 30°C a 37°C
(JABLONSKI & BOHACH, 1997).

Sua presenca reflete as condigdes inadequadas de higiene apds o
processamento, isto é, conseqiéncia direta da manipulagdo inadequada, uma vez que
0 microrganismo se encontra nas mucosas e superficie da pele do ser humano, e
encontra no pescado um ambiente favoravel para multiplicacdo (GERMANO et al.,
1993; GERMANO et al., 1998; CUNHA NETO et al., 2002).

Na india, 168 amostras de pescados coletadas de supermercados e indUstrias de
processamento de peixe foram analisadas e 21 delas apresentavam S. aureus,
mostrando a influéncia da manipulagdo incorreta, temperaturas de armazenamento
inadequadas e contaminagéo cruzada sobre o produto (SIMON & SANJEEV, 2007).
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HILUY et al. (1996) mostraram a presengca de Staphylococcus aureus em
amostras de peixe, lagosta e camarao resfriadas e congeladas no estado do Ceara, em
quantidades acima dos padrdes, com condenagao de 20% das amostras de peixes e
50% das de camardo. No litoral de Santa Catarina, AYULO et al. (1994) mostraram
contaminagcdo em 20% de amostras de carne de peixe, caranguejo, camardo e
moluscos, com 60% dos bivalves contendo S. aureus coagulase positivo.

BASTI et al. (2006) obtiveram populacdes de S. aureus maiores que 1,0 x 10°
UFC/g em 55% das 20 amostras de peixes defumados, comercializados em mercado
de peixe no Ird. Ja, em 40 peixes salgados, a bactéria estava presente em apenas 10%
das amostras.

A patogenicidade do S. aureus é decorrente da produgdo de varias toxinas,
exoenzimas, adesinas e proteinas imunomoduladas. Segundo FOURNIER &
PHILPOTT (2005), nenhum fator de viruléncia isoladamente mostrou-se suficiente para
provocar doenga, exceto as toxinas especificas, como as enterotoxinas e toxinas da
sindrome do choque téxico.

Os estafilococos produtores da enzima coagulase, quando presentes em
alimentos “in natura” podem indicar a possivel presenca de enterotoxinas. Entretanto, a
auséncia ou presenca de pequeno numero destes microrganismos, sobretudo em
alimentos submetidos a tratamento térmico, ndo indica que estes produtos ndo possam
ocasionar a intoxicacdo. As caracteristicas do alimento e as condicbes de
processamento podem diminuir ou eliminar as bactérias, porém, as enterotoxinas, dado
a termorresisténcia, podem permanecer ativas (CUNHA NETO et al., 2002).

2.4. Escherichia coli

Inimeros agentes bacterianos podem, ainda, contaminar o pescado e causar
riscos a saude. Os enterococos e coliformes fecais podem ser encontrados nos peixes
frescos ou congelados, frutos do mar e produtos industrializados (GERMANO et al.,
1993; TORRES, 2004).
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Coliformes totais e fecais foram encontrados em 90 ostras (Crassostrea gigas)
em Santa Catarina, sendo que Escherichia coli estava presente em 35,5% das 45
amostras provenientes do local de cultivo (PEREIRA et al., 2006).

KUMAR et al. (2005) testando 188 amostras de peixe (fresco e congelado), agua
e gelo de diferentes mercados na india, detectaram a presenca de coliformes fecais em
115 amostras. Entre elas 47% estavam contaminadas com Escherichia coli.

SOARES & GERMANO (2005) analisando “sashimis” de salmé&o comercializados
em 15 estabelecimentos de shopping centers no estado de Sao Paulo, verificaram
populacdes bacterianas entre 1,45 x 10 e 1,10 x 10° UFC/g e 3,50 x 10 e 1,10 x 10°
UFC/g para enterobactérias e coliformes totais, respectivamente. MARTINS (2008)
avaliou a qualidade higiénico-sanitaria de “sushi e sashimi” servidos em bufés na cidade
de Sao Paulo e verificou a presenca de coliformes termotolerantes em 50% das
amostras.

SANTOS (2008) avaliou a qualidade higiénico-sanitaria de peixes
comercializados em mercados municipais da cidade de Sao Paulo e verificaram a
presenga de coliformes termotolerantes e Escherichia coliem 2 (10%) das 20 amostras
analisadas.

O género Escherichia contém seis espécies, E. coli, E. adecarboxylata, E.
fergusonii, E. hermanii, E. vulneris e E. blattae. A mais comum €& a Escherichia coli,
sendo a espécie comensal predominante na microbiota anaerdbia facultativa do trato
intestinal dos humanos e dos animais de sangue quente.

A Escherichia coli pertence & familia Enterobacteriaceae. E um bastonete Gram
negativo, catalase positivo, oxidase negativo, anaerébio facultativo e fermentador da
lactose. E um mesdfilo tipico que desenvolve em temperaturas de 7°C a 48°C, com um
6timo de 37°C (VARNAM & EVANS, 1991).

As linhagens de E. coli patogénicas sao classificadas de acordo com sua acao no
hospedeiro, podendo ser enteropatogénicas (EPEC), enterotoxigénicas (ETEC),
enteroinvasivas (EIEC), enterohemorragicas ou produtoras de verotoxina (EHEC ou
VTEC) e enteroagregativas (EAEC) (DOYLE et al., 1997).
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VALENTE et al. (2006) estudando amostras de mexilhdes pré-cozidos,
congelados e embalados, verificaram a presenca de coliformes termotolerantes,
indicadores de contaminagdo fecal. Das col6nias de E. coli isoladas, 31,5% foram
positivas para os sorotipos EPEC e EIEC.

As enteropatogénicas (EPEC) sdo responsaveis pelos casos de diarréia infantil e
quando acometem os adultos geralmente € decorrente de doses infectantes altas. O
mecanismo de patogenicidade esta relacionado a aderéncia da bactéria na membrana
da célula epitelial, invasdo por processo endocitico e destruicdo das vilosidades
intestinais, com perda do equilibrio eletrolitico. Essas cepas produzem uma ou mais
toxinas (VARNAM & EVANS, 1991; NATARO & KAPER, 1998).

E. coli enterotoxigénicas (ETEC) sao produtoras de toxinas termolabeis (LT) e
termoestaveis (ST). Foram encontradas primeiramente em suinos jovens e acometem
animais, criangas e adultos. A bactéria coloniza a superficie da mucosa intestinal,
resiste aos movimentos peristalticos e elabora enterotoxinas que sdo colocadas para
dentro da célula através de processo de transporte vesicular chamado trans-Golgi
(NATARO & KAPER, 1998).

As cepas enteroinvasivas (EIEC) aderem a mucosa do intestino grosso,
penetram nas ceélulas epiteliais, lisam o vacuolo endocitico, realizam a multiplicagcao
intracelular e espalham-se para as células epiteliais adjacentes. Quando a infeccao é
severa causa forte reacao inflamatoria pela destruicdo dos tecidos, promovendo diarréia
aquosa com sangue e muco. As enteroagregativas (EAEC) sédo designadas pela
aderéncia as células HEp-2 do tipo agregativa, provocando diarréia persistente em
criangcas com muco e sangue (NATARO & KAPER, 1998).

As enterohemorragicas (EHEC) provocam lesdes através de adesao nas células
do hospedeiro, mesmo quando em pequeno numero, promovendo diarréia
sanguinolenta, com baixa ou sem febre. Sdo associadas a colite hemorragica (HC) e
casos esporadicos da sindrome urémica hemolitica (HUS). Produzem citotoxinas
nomeadas Shiga-like ou verotoxinas, fatores de viruléncia comum entre as sindromes e
responsaveis pela destruicdo dos tecidos do intestino e do rim. O sorotipo predominante
€ 0157:H7 (VARNAM & EVANS, 1991; NATARO & KAPER, 1998).
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KUMAR et al. (2001) verificaram a presenga de E. coli (EHEC) em frutos do mar,
entre eles peixes frescos, colhidos em mercados em Mangalore, na india, identificando
esses alimentos como veiculos para a transmissao da bactéria.

Um estudo realizado na India durante 10 anos identificou E. coli O157:H7 em 16
(8,4%) de 190 amostras de frutos do mar, 10 (1,8%) de 553 amostras de leite, 8 (1,6%)
de 486 amostras de agua e 13 (0,9%) de 1376 amostras de carne (SEHGAL et al.,
2008).

2.5. Aeromonas sp.

As aeromonas podem estar presentes em varios ambientes, principalmente em
ambiente aquatico, tanto de agua doce como salgada, por isso sdo facilmente
encontradas no pescado. Podem ainda estar presentes no solo, nas fezes de animais e
agua clorada. Sao isoladas de diferentes tipos de alimentos além do pescado, tais como
leite, carne e seus derivados, sorvetes, queijos, alface e outras folhas utilizadas como
alimentos (SOUZA, 2003; SOARES & GERMANO, 2005).

As bactérias pertencentes ao género Aeromonas estdo associadas aos
ambientes aquaticos e sao reconhecidas como patogénicas para peixes desde 1984
(KIRKAN et al., 2003). Consistem de microrganismos oxidase e catalase positivos,
anaerdbios facultativos, geralmente moveis devido a presenca de flagelo polar, Gram
negativos e fermentadores da glicose. Apesar da maioria das cepas isoladas de
alimentos serem mesofilas, muitas podem se multiplicar sob temperatura de
refrigeracao (KIROV, 1997).

Um estudo sobre a qualidade bacteriol6gica de camardes crus (Penaeus indicus)
realizado na india, identificou a presenca de Aeromonas sp. em 38% do total analisado,
fazendo deste género um dos predominantes (JEYASEKARAN et al., 2006).

HOZBOR et al. (2006) estudando mudancas na microbiota do salmao cru
(Pseudopercis semifasciata) durante a estocagem em gelo por 20 dias e sua correlagao
com o indice de qualidade, relataram a presenca de Aeromonas sp. no musculo do
salméo e seu alto potencial de deterioragdo do pescado.
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O género Aeromonas foi inicialmente incluido na familia Vibrionaceae a qual
também pertencem os géneros Vibrio, Photobacterium e Plesiomonas. Subsequentes
investigacdes filogenéticas indicaram que as aeromonas nado estdo estreitamente
relacionadas aos vibrios, mas ao contrario, formam uma unidade no subgrupo y-3 da
classe Proteobacteria (ABBOTT et al., 2003). Oficialmente, as aeromonas estdo
classificadas dentro da familia Aeromonadaceae (JOSEPH & CARNAHAN, 2000).

A taxonomia do género Aeromonas tem sido alterada durante as ultimas
décadas. Inicialmente, a diferenciacdo era limitada a aeromonas psicrofilicas nao
moéveis e mesofilicas mébveis (JANDA & ABBOTT, 1998). A nomenclatura foi,
posteriormente, desenvolvida para incluir distincées entre as espécies mesofilicas A.
hydrophila, A. caviae, A. sobria e a espécie psicrofilica A. salmonicida. Segunda JANDA
(1991) e GAVIN et al. (2002), as trés espécies mesofilicas sdo consideradas as mais
importantes e causadoras de varias enfermidades em humanos, sendo responsaveis
por 85% dos isolados clinicos.

A lista de espécies inclui A. hydrophila, A. bestiarum, A. salmonicida, A. caviae,
A. media, A. eucrenophila, A. sobria, A. veronii, A. jandaei, A. schubertii, A. trota, A.
allosaccharophila, A. encheleia, A. popoffii (TACAO et al., 2005), A. culicola (PIDIYAR
et al., 2002), A. simiae (HARF-MONTEIL et al., 2004) e A. molluscorum (MINANA-
GALBIS et al., 2004). Entretanto, a classificagdo para algumas espécies como A.
ichthiosmia e A. enteropelogenes é controversa, sendo consideradas sinGnimos de A.
veronii e A. trota, respectivamente, pois sao idénticas pelo seqiienciamento génico 16S
rRNA (COLLINS et al., 1993).

Na Alemanha, um estudo sobre o isolamento e a caracterizacdo de Aeromonas
sp. potencialmente patogénicas para o ser humano, identificou 134 cepas do género em
84 amostras de pescado, incluindo o salmé&o. Entre as cepas isoladas, 67,9% eram
Aeromonas hydrophila, 26,1% Aeromonas caviae e 6,0% Aeromonas sobria (ULLMANN
et al., 2005).

Na analise de 86 amostras de mexilhdes (Perna perna), no Rio de Janeiro,
avaliou-se a presenca de patdogenos emergentes como A. hydrophila e Plesiomonas
shigelloides, isolando do total das amostras a seguinte proporgéo: 37,10% A. media,
15,50% A. hydrophila, 14,80% A. caviae, 4,20% A. sobria, 4,20% A. trota, 1,31% A.
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schubertii, 1,31% A. jandaei e 2,10% Plesiomonas shigelloides (PEREIRA et al.,
2004a). OTTAVIANI et al. (2006) também estudaram a ocorréncia de Aeromonas sp.
em mexilhdes do mar Adridtico e verificaram o risco de desenvolver doenca pela
ingestao do produto cru ou mal cozido.

O fato das Aeromonas sp. possuirem varios fatores de viruléncia justifica sua
ameaca como patdégeno. Elas podem ser causadoras de diarréia, sérias feridas em
individuos saudaveis e enfermidades pouco relatadas tais como peritonite, infecgdes
nos olhos, articulacbes e ossos (ABBOTT et al.,, 2003). Em imunocomprometidos
podem causar septicemia, meningite e ébito (YAMADA et al., 1997).

A patogenicidade das aeromonas mesofilicas é atribuida a vérios fatores
determinantes, incluindo toxinas, proteases, proteinas de membrana externa,
lipopolissacarideos, motilidade e presenca de flagelo (THORNLEY et al., 1997) entre
outros fatores (ISONHOOD & DRAKE, 2002).

A capacidade de produzir pelo menos trés enterotoxinas tem sido atribuida as
aeromonas. As de acgao citotdnica e citolitica tém sido detectadas em filtrados de cultura
de bactéria. A enterotoxina citotbnica, como a toxina da célera, ndo causa degeneracao
das criptas e vilos do intestino delgado, enquanto que a enterotoxina citolitica promove
um extenso dano ao epitélio. A terceira, de agao citotdxica, é caracterizada por alguns
pesquisadores como uma f—hemolisina e/ou aerolisina (CHOPRA & HOUSTON, 1999).

As aeromonas também produzem uma grande variedade de proteases que
causam danos aos tecidos e favorecem o estabelecimento da infec¢do por sobrepujar
as defesas do hospedeiro. Pelo menos trés tipos de proteases foram identificados,
inclusive alguuns estaveis ao calor. Também podem produzir um glicerofosfolipideo que
atua como uma lipase ou fosfolipase e pode causar lise de eritrécito por digestao de
sua membrana plasmatica (PEMBERTON et al., 1997).

Ainda, as aeromonas sdo capazes de produzir varias lecitinas e adesinas que
permitem a bactéria aderéncia a glicoconjugados especificos nas superficies epiteliais,
nos eritrocitos ou na mucina da mucosa gastrica (CHOPRA & HOUSTON, 1999).

Em relacdo aos flagelos, cepas de aeromonas mesofilicas expressam um unico

flagelo polar em todas as condi¢cdes de cultura e produzem flagelos laterais em meios
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de cultura solidos. As células hiperflageladas tém alta capacidade de aderéncia e de
formar biofilmes (GAVIN et al., 2002).

A presenca de inumeros patdgenos tem sido detectada em peixes e demais
produtos marinhos comestiveis encontrados, principalmente, em aguas contaminadas e
no pescado incorretamente manipulado e armazenado (AYULO et al., 1994; VALENTE
et al., 2006).
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3. MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido com amostras de salméao (Salmo salar) “in natura” sob
a forma de filé e postas, conservados refrigerados e sob congelamento,
comercializados na regido nordeste do estado de Sao Paulo, durante o periodo de

junho de 2007 a abril de 2008.

3.1. Colheita, acondicionamento e transporte das amostras

Um total de 31 amostras, 16 refrigeradas e 15 congeladas, foi adquirido no
comércio varejista dos municipios de Araraquara, Jaboticabal, Ribeirdo Preto e Sao
Carlos, em quantidade aproximada de 500 gramas, embaladas na forma comum de
venda ao consumidor. As mesmas foram acondicionadas em caixas isotérmicas
contendo blocos de gelo e encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos
de Origem Animal e Agua do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e

Reprodugéo Animal da FCAV/Unesp, para analise.

3.2. Metodologia empregada

3.2.1. Preparo das diluicoes das amostras (APHA, 2001)

De cada amostra foram pesados, assepticamente, 50 gramas e colocados em
450 mL de agua peptonada a 0,1% esterilizada e, apdés homogeneizagdo em aparelho
Stomacher por um minuto, foi obtida a diluicdo inicial 10™". A seguir, foram preparadas

diluicdes decimais até 10 utilizando-se o mesmo diluente.
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3.2.2. Contagem padrao em placas de microrganismos heterotréficos meséfilos
(APHA, 2001)

Foram depositados 1 mL de cada diluicdo no fundo de placas de Petri
esterilizadas, em duplicata. A seguir, adicionados 15 mL a 17 mL de agar padréo para
contagem (PCA) fundido e resfriado a temperatura em torno de 45°C.

Ap6s homogeneizacdo e solidificacdo do agar em temperatura ambiente, as
placas foram incubadas a 35°C por 48 horas. As contagens foram realizadas em
contador de col6nias segundo a técnica padrao, preferencialmente em placas com 25 a

250 colbnias.

3.2.3. Determinacao do numero mais provavel (NMP) de coliformes totais/grama
(APHA, 2001)

Teste presuntivo: cinco séries de trés tubos de caldo lauril sulfato triptose com
tubo de Durhan invertido foram inoculados com 1 mL a partir das diluigées 10 a 107,
Apb6s foram incubados a 35°C por 24 a 48 horas e consideradas positivas aquelas
culturas que se revelaram com desenvolvimento bacteriano e produgéo de gas.

Teste confirmativo: de cada tubo com resultado positivo no teste presuntivo foi
transferido, com alga de niquel-cromo de 3 mm de didametro, uma al¢cada da cultura para
tubos correspondentes contendo caldo lactose-verde brilhante-bile a 2% e tubo de
Durhan invertido. A incubacao foi realizada a 35°C por 24 a 48 horas e considerados
positivos 0s que revelaram desenvolvimento bacteriano e produgéo de gas.

3.2.4. Determinacao do NMP de coliformes termotolerantes e Escherichia coli
(APHA, 2001)

Coliformes termotolerantes: a partir de cada tubo de caldo lauril sulfato triptose

com resultado positivo no teste presuntivo para coliformes totais, foi inoculado com alca
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tubos correspondentes contendo caldo EC e tubo de Durhan invertido. A incubagéo foi
realizada em banho-maria a 45,5+£0,2°C por 2412 horas e considerados positivos 0s

tubos com multiplicagdo bacteriana e producao de gas.

Escherichia coli: a partir dos tubos com resultados positivos para coliformes
termotolerantes em caldo EC, foram semeadas placas de agar eosina-azul de metileno
(EMB) e em seguida incubadas a 35°C por 24 horas. Apds, foi isolada de cada placa
uma coldnia caracteristica, de cor negra, chata, seca e com brilho metélico, a qual foi
semeada em &gar nutriente inclinado. Apds a incubagcdo a 35°C por 24 horas, foram
preparados esfregacos corados pelo método de Gram, para verificagdo da morfologia.
Uma vez constatada a presenca de bacilos Gram-negativos, em cultura pura, estes
foram semeados em meios para a confirmagao bioquimica através das provas do IMViC
ou seja: producao de indol (l), Vermelho de Metila (VM), Voges-Proskauer (VP) e do
aproveitamento de citrato (C). Na realizacdo destas provas foram adotadas
metodologias descritas por Mac FADDIN (1976).

3.2.5. Contagem de Staphylococcus coagulase positivo e pesquisa de
Staphylococcus aureus (APHA, 2001)

Das diluicdes 10" a 10 foram retirados 0,2 mL e depositados em placas de Petri
contendo Agar de Baird-Parker, em duplicata. A seguir, com auxilio de um bastdo em
forma de “L” esterilizado, foi procedida a distribuicdo do indculo por toda superficie do
meio e as placas incubadas a 35°C por 24 a 48 horas.

Apds incubagdo, foram contadas placas contendo 20 a 200 col6nias,
separadamente, colbnias negras, brilhantes, com zona de precipitagdo ao redor e
circundadas ou ndo por halo claro, e as que se apresentavam somente negras e
brilhantes.

A seguir, 3 a 5 colénias de cada tipo foram semeadas em tubos com &gar
nutriente inclinado e incubadas a 35°C por 24 horas. Apés, foram preparados

esfregacos corados pelo método de Gram e as culturas apresentadas em forma de
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cocos Gram-positivos e agrupadas em forma de cachos de uva foram submetidas as
provas da catalase e oxidacdo e fermentagdo da glicose (O/F), para confirmagédo do
género.

Cepas com resultados positivos nas provas confirmativas do género
Staphylococcus foram submetidas a prova da coagulase livre. O resultado final da
contagem de Staphylococcus coagulase positivo foi obtido com base no resultado desta
prova, proporcionalmente ao numero de colbnias contadas na placa, multiplicado por
cinco e pelo fator de dilui¢ao.

Dentre as cepas coagulase positivas foi confirmada a presenca de
Staphylococcus aureus através das provas de fermentacdo do manitol em anaerobiose
e da producao de acetoina (VP) (Mac FADDIN, 1976).

3.2.6. Isolamento de bactérias do género Salmonella (APHA, 2001)

Pré-enriquecimento: de cada amostra foram retirados, assepticamente, 50
gramas e adicionados a 450 mL de agua peptonada a 0,1%. Apés homogeneizagdo em
aparelho Stomacher, o conjunto permaneceu em repouso por 6 horas a temperatura
ambiente. A seguir, incubou-se a 37°C por 18 horas, apdés o que foi realizado

enriquecimento seletivo.

Enriquecimento seletivo: nesta fase, duas aliquotas de 2 mL cada da cultura de
pré-enriquecimento, foram inoculadas, respectivamente, em 20 mL de caldo selenito
cistina e em 20 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis, adicionados de 0,2 mL de solucao
de novobiocina a 0,4%, dando uma concentragdo de 40 microgramas do principio ativo
por mililitro do meio. Em seguida, os caldos seletivos foram incubados a 37°C por 24

horas.

Plagueamento 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 incubacao a 37°C por 24 horas.
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Identificacao presuntiva: das culturas obtidas no plaqueamento seletivo foram
tomadas, com auxilio de agulha de niquel-cromo, previamente flambada, de cada uma
das placas semeadas, 3 a 5 colénias com caracteristicas sugestivas do género
Salmonella e inoculadas em tubos contendo meio triplice agucar ferro e meio para a

realizacdo da prova da descarboxilacdo da lisina.

Confirmacao sorolégica: seria realizada através de testes sorolégicos com
soros polivalentes anti-salmonela somaticos e flagelares. Para tal, cultivos que na
identificacdo presuntiva apresentassem reagdes condizentes com o0 género seriam
transferidos, com algca de niquel-cromo, para laminas de vidro contendo gotas de
solugao fisiolégica. Apdés homogeneizacdo de cada cultura, seria acrescentada uma
gota de soro anti-salmonela polivalente somatico-O, seguido de movimentacao da
lamina e leitura. Ocorrendo aglutinagcao na mistura a prova seria considerada positiva. O
mesmo procedimento seria realizado para o teste com soro polivalente flagelar-H. Seria
considerado como do género Salmonella o cultivo que apresentasse positividade em
ambas provas, que seriam sempre acompanhadas com soros ou culturas padrbes

positivas e negativas.
3.2.7. Determinacao do NMP de Vibrio parahaemolyticus (APHA, 2001)

Inicialmente foram preparadas diluicdes decimais até 10°, a partir de 50 gramas
da amostra em 450 mL de solugao salina fosfatada tamponada (PBS) esterilizada.

A enumeragao do Vibrio parahaemolyticus foi realizada através da técnica do
nimero mais provavel (NMP), inoculando-se 10 mL da diluicdo 10", em triplicata, em
tubos contendo agua peptonada alcalina (APW) em concentracdo dupla. Do mesmo
modo inoculou-se em triplicata 1 mL das diluicdes 10" a 10* em 10 mL de APW em
concentracdo simples. Apds incubacao a 35°+2°C por 18 a 24 horas, o material dos

tubos contendo as trés maiores diluicdes com desenvolvimento, foi semeado pelo
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método de esgotamento, em placas de Petri contendo agar Tiossulfato Citrato Bile
Sacarose (TCBS). Apds, as placas foram incubadas a 35°+2°C por 18 a 24 horas.

A seguir, 3 a 5 colbnias tipicas de cada placa, ou seja, opacas, verde-azuladas
com 2 a 3 mm de didmetro, foram inoculadas em agar arginina glicose inclinado (AGS)
e incubadas a 35°+2°C por 18 a 24 horas. Ap6s o periodo de incubagao, as cepas
presuntivas de Vibrio parahaemolyticus apresentavam desenvolvimento com
acidificacdo na base (arginina dehidrolase negativa) e alcalinizagdo no bisel, sem
produgao de H>S e de gas. Inoculou-se também, por picada profunda, tubos com meio
semi-sélido para teste de motilidade. Apds a incubacao a 35°+2°C por 18 a 24 horas, 0
crescimento circular ao redor da linha de semeadura constituia no resultado positivo.

Somente as culturas moveis, Gram negativas, que produziram acido na base e
foram alcalinas no bisel em agar AGS e nao formadoras de gas foram submetidas as
provas da oxidase, hidrélise da arginina, descarboxilacdo da lisina, crescimento em
caldo nutriente com 0% a 10% de cloreto de sédio, crescimento a 42°C, fermentagao da
sacarose, da D-celobiose, da lactose, da arabinose, da D-manose e do D-manitol,
ONPG, Voges-Proskauer (VP), sensibilidade a 10y e 150y do agente vibriostatico
0/129, gelatinase e urease para a confirmacdo da espécie. Estas provas foram
realizadas através da metodologia descrita em Mac FADDIN (1976).

A diferenciacado do Vibrio parahaemolyticus e V. vulnificus se daria através do
crescimento exclusivo até a 8% de cloreto de sddio, pela fermentagédo variavel da D-
celobiose, fermentacao da arabinose, pela resisténcia no teste de sensibilidade a 10u
do agente vibriostatico O/129 e variabilidade na produgao de urease.

Todas as cepas identificadas bioquimicamente como Vibrio parahaemolyticus
seriam submetidas ao teste de Kanagawa. Para isso, o microrganismo suspeito seria
inoculado em caldo soja tripticase (TSB) com 3% de cloreto de so6dio e incubado a
35°+2°C por 18 a 24 horas. ApOs esse periodo, seriam inoculadas varias gotas, com
ajuda de alca de niquel-cromo, em placas contendo &gar Wagatsuma. Apds a

incubagao a 35°+2°C 24 horas, seria realizada a leitura.
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3.2.8. Isolamento de bactérias do género Aeromonas

Enriquecimento seletivo: realizado em TSB adicionado de ampicilina (30 mg/L)
apds a homogeneizagcao em aparelho Stomacher, de 25 gramas da amostra com 225
mL do referido caldo. A incubacgao foi realizada a 28°C por 24 horas.

Plaqueamento seletivo: a partir das culturas de enriquecimento seletivo, foram
semeadas, com auxilio de alga de niquel-cromo, placas contendo agar vermelho de
fenol-amido-ampicilina (PALUMBO et al., 1985; MAJEED et al., 1990) e &gar dextrina-
ampicilina, segundo HAVELAAR & VONK (1988). Nos dois casos a ampicilina foi
adicionada apés a esterilizagdo, na concentracdo de 10 mg por litro. A incubagao foi

realizada em incubadora para BOD, a 28°C por 24 horas.

Isolamento das coldnias e identificacao presuntiva do género Aeromonas:
das culturas obtidas no plaqueamento seletivo foram tomadas, para cada um dos meios
utilizados, até cinco colbnias com caracteristicas sugestivas do género, quais sejam,
coldénias amareladas, com um halo transparente devido a hidrélise do amido e da
dextrina. Estas colénias foram semeadas em tubos com agar tripticase soja e incubadas
a temperatura de 28°C por 24 horas. ApoOs a incubacgao foram realizados esfregacos
corados pelo método de Gram e as culturas que se apresentavam na forma de
bastonetes retos e curtos, aos pares, isolados ou em cadeias curtas e Gram negativas,
foram repicadas em &gar triplice acucar e ferro (TSIl) (SAAD et al., 1995). Apos a
incubacao, as cepas que apresentavam reacao acida tanto na base como no bisel, com
ou sem formagédo de gas, foram novamente repicadas em TSA inclinado e incubadas a
temperatura de 28°C por 24 horas. Apos o crescimento foram submetidas a prova da
oxidase. Os cultivos positivos nesta prova foram considerados como pertencentes ao

género Aeromonas.

Caracterizacao das espécies: realizada seguindo o esquema proposto por
POPOFF (1984), atualizado por FURUWATARI et al. (1994), complementado com
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algumas provas recomendadas por ABOTT et al. (2003) que consiste na realizacao dos
seguintes testes: producao de indol, hidrélise da esculina e da arginina, descarboxilagéo
da lisina e da orinitina, fermentacao do inositol, da salicina, da sacarose, do manitol e
da arabinose, producdo de acetoina (VP) e gas a partir da glicose, crescimento em
caldo nutriente a 37°C com 0%, 3% e 6% de cloreto de sodio e reducdo do nitrato.

Estas provas foram realizadas seguindo a metodologia de Mac FADDIN (1976).

3.2.9. Semeadura direta em meio seletivo e contagem do género Aeromonas

Para a realizacdo da contagem do género Aeromonas foram utilizadas placas de
agar vermelho de fenol-amido-ampicilina, preparadas conforme ja descrito, sendo a
semeadura realizada em superficie, em volumes de 0,1 mL de cada diluigdo. Para uma
distribuigdo homogénea do inéculo na superficie do meio, foi utilizado um bastdo de
vidro em forma de “L”.

A incubacédo das placas foi realizada em incubadora para BOD a 28°C por 24
horas, a partir do que se identificou e realizou a contagem das colénias com
caracteristica do género Aeromonas, que foram colénias amareladas, circundadas por
halo transparente formado em funcdo da hidrélise do amido. Para a confirmacédo do
género foram isoladas até cinco colénias com as caracteristicas descritas, as quais
foram submetidas as provas de identificacao, ja apresentadas anteriormente.

O resultado final da contagem de aeromonas foi obtido com base no resultado
das provas de identificacdo do género, proporcionalmente ao numero de colbnias
contadas na placa, multiplicado por dez e pelo fator de diluigéo.

3.3. Analise estatistica

Os resultados referentes a populagédo de microrganismos heterotréficos mesofilos
foram submetidos ao teste t de student (SAS,2005) e os resultados das demais
determinagdes foram analisados através do teste ndo paramétrico do qui-quadrado
(BEIGUELMAN, 2002).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos foram agrupados em tabelas numeradas de 1 a 10 de
acordo com 0 grupo ou microrganismo estudado.
A Tabela 1 refere-se aos resultados da contagem padrdo em placas de

microrganismos heterotroficos meséfilos, obtidos em cada uma das amostras.

TABELA 1. Populagdo de microrganismos heterotréficos meséfilos em amostras de salméao
(Salmo salar), mantidas refrigeradas e congeladas, colhidas em diferentes cidades da
regido nordeste do estado de Sao Paulo, durante o periodo de junho/2007 a abril/2008.

Numero da amostra Populacao (UFC/g) segundo a forma de
conservacao
Refrigeracao Congelamento

1 6,0 x 10°

2 3,2x10°

3 6,6 x 10°

4 1,2x 10*
5 3,6 x10°
6 3,8 x 107
7 9,8x 10°

8 47 x10°
9 8,5x 10
10 3,0 x 102
11 1,3x10°

12 9,2x10°

13 2,6 x10°

14 1,4x10°

15 49x10*

16 5,6x10°

17 4,0x10°

18 3,9x10°

19 1,1x10°
20 4,8x10°
21 2,0x10°
22 3,5x 10
23 1,8 x 10
24 1,0x 10
25 4,8 x 10?
26 5,0 x 10*
27 5,6 x 10*
28 42 x10*
29 3,5x 10
30 6,9 x 10?
31 1,0x 10

Média 5,0x10° 4.4 x10°
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A Tabela 2 apresenta a distribuicAo das amostras de salmao (Salmo salar)

segundo a populagdo de microrganismos heterotréficos mesdéfilos.

TABELA 2. Distribuicdo das amostras de salmao (Salmo salar), mantidas refrigeradas e
congeladas, adquiridas em diferentes cidades da regido nordeste do estado de Sao
Paulo, durante o periodo de junho/2007 a abril/2008, segundo a populacdo de
microrganismos heterotréficos mesofilos.

Populacao de microrganismos

Y ()
heterotréficos mesofilos (UFC/g) Numero de amostras (%)

1,0x 10 2 (6,45)
1,0x 10 —| 1,0 x 10? 3(9,68)
1,0 x 10° —| 7,0 x 10° 5(16,13)
1,0x 10° — 9,8 x 10° 10 (32,26)
1,0x 10* —| 6,0 x 10* 6 (19,35)
1,0x 10° — 9,2 x 10° 3(9,68)
2,0x10°—| 3,9 x 10° 2 (6,45)
Total de amostras 31 (100,00)

Os valores das populagbes de microrganismos heterotréficos mesdfilos,
conforme pode ser verificado nas Tabelas 1 e 2, variaram de 1,0 x 10 a 3,9 x 10°
UFC/g. Resultados proximos, de 3,0 x 10% a 2,5 x 10" UFC/g, foram encontrados por
AQUINO et al. (1996) em um estudo microbiolégico de pescado de agua doce
congelado, correspondendo a tucunaré, tambaqui e pirarucu, obtido no comércio de
Manaus, AM. Os autores justificaram os elevados valores como decorrentes de fontes
de contaminacdo do transporte a comercializagdo do produto, destacando ainda o
descongelamento nao controlado ou as falhas na manutencdo de temperaturas
adequadas na estocagem.

Tal conclusao pode ser considerada no presente estudo apenas para o produto
refrigerado, pois verifica-se na Tabela 1 que a variagdo das populagcbes de
microrganismos heterotréficos meséfilos no salméo conservado desta forma foi de 1,1 x
10% a 3,9 x 10° UFC/g, enquanto que a variacdo naquele mantido sob congelamento foi
de 1,0 x 10 a 4,2 x 10* UFC/g, inferior & encontrada por AQUINO et al. (1996) de 3,0 x
10% a 2,5 x 10’ UFC/g no pescado congelado. Essas variacdes, comparadas as obtidas

pelos autores citados, revelam uma condicdo razoavel do produto mantido sob
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congelamento e a importancia deste método de conservagdo para manter as
caracteristicas microbioldgicas iniciais do peixe e evitar sua deterioragao.

Resultados inferiores aos do presente estudo foram encontrados em produtos
mantidos a 18°C prontos para consumo, vendidos em mercados de Taiwan, no qual a
maioria das amostras (98,0%) de frutos do mar apresentava contagens de
microrganismos heterotréficos meséfilos entre 0,33 x 10 e 0,73 x 10 UFC/g,
evidenciando boas praticas de higiene na elaboragdo, bem como o controle da
temperatura dos mesmos durante o armazenamento (FANG et al., 2003). Cuidados da
mesma natureza deveriam ser aplicados em todos os pontos de comercializagdo nos
quais as amostras do presente estudo foram colhidas, a fim de evitar sua deterioragcao
com a presenca de populagdes acima de 10° UFC/g, populacdes encontradas no
produto refrigerado (Tabela 1).

Na Tabela 2 verifica-se que quatro das 31 amostras analisadas apresentaram
populacdes bastante distintas, sendo duas com 1,0 x 10 UFC/g e duas entre 2,0 x 10° a
3,9 x 10°. A faixa de variacdo com maior niimero de amostras (10/32,26%) foi de 1,0 x
10% a 9,8 x 10°. Ainda houve trés amostras entre os intervalos de 1,0 x 10 a 1,0 x 10°
UFC/g e de 1,0 x 10° a 9,2 x 10° UFC/g. Cinco amostras ficaram entre 1,0 x 10°a 7,0 x
10 UFC/g, enquanto seis delas entre 1,0 x 10* a 6,0 x 10* UFC/g, contabilizando um
total de 5 (16,13%) amostras com a vida comercial comprometida devido a presencga de
populacdes maiores que 10° UFC/g.

Resultados semelhantes a trés amostras deste estudo variando de 1,0 x 10° a
9,2 x 10° UFC/g para populacdes de microrganismos heterotréficos meséfilos foi
verificado por VERNOCCHI et al. (2007), que analisaram dez quilos de mexilhdes
capturados no mar Adriatico, na Italia, e verificaram variagdes entre 4,0 x 10°> a 6,5 x
10° UFC/g, sendo que nos meses de agosto/2002 a fevereiro/2003 as populacdes
ultrapassaram os limites para a qualidade do produto estabelecidos pela regiao romana
de Emilia de 5,0 x 10° UFC/g. Os autores consideraram que o aumento populacional

teve influéncia sazonal por aumento da temperatura ambiente.
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MURATORI et al. (2004) avaliaram a qualidade sanitaria de pescado “in natura”
em Teresina, Pl, e encontraram 34 (55,9%) amostras de “branquinha” (Curimatus
ciliatus) com populagées de microrganismos meséfilos superiores a 10° UFC/g, o que
levou os autores a destacarem a importdncia da preocupacdo com a qualidade
higiénico-sanitaria e conservagdo do pescado, principalmente durante as etapas
tecnolégicas e manipulagdo geral pos-captura. O mesmo destaque pode ser dado a
este estudo, pois 5 (16,13%) das 31 amostras apresentaram populagbes de
microrganismos mesdéfilos acima de 10° UFC/g.

A média da populagcdo de microrganismos heterotréficos mesofilos entre as
amostras conservadas refrigeradas e congeladas foi de, respectivamente, 5,0 x 10°
UFC/g e 4,4 x 10° UFC/g (Tabela 1). Aplicado o teste t de student aos valores dessas
populagbes, a diferenga entre as médias mostrou-se significativa do ponto de vista
estatistico (p<0,01) (SAS, 2005), isto é, entre as duas formas de conservacao do peixe,
o congelamento mostrou ser mais eficiente em relacao a refrigeracao sob o ponto de
vista microbiolégico, pois se bem realizado pode prolongar a vida de prateleira do
produto.

Como ha valores elevados para a populagdo de microrganismos heterotréficos
meséfilos tanto nas amostras refrigeradas quanto nas congeladas, prevalecendo
populacdes maiores nas amostras refrigeradas, tais resultados indicam que os dois
tipos de produto sdo expostos a fontes de contaminacdo que podem ir desde a captura
até o transporte e comercializacdo, passando pelas diferentes fases industriais. A
populacdo relativamente menor no produto congelado sugere que este método de
conservacao, quando aplicado logo em seguida a industrializacdo, é um fator de
importancia na manutengao de caracteristicas microbioldgicas iniciais, tendo em vista
que impede a multiplicagcdo microbiana; multiplicacdo que pode ocorrer, mesmo que
lentamente, naqueles produtos mantidos sob refrigeracao.

E importante salientar que os microrganismos meséfilos encontrando condicdes

de temperaturas favoraveis, podem se multiplicar rapidamente, levando o produto a

decomposicdo em um pequeno periodo de tempo. Quanto maior a populacao
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microbiana inicial, como visto no produto mantido sob refrigeracdo, menor sera a sua
vida 0til ou comercial, especialmente se houver falhas na manutencao de temperaturas
adequadas na estocagem e comercializagao.

SOARES & GERMANO (2005) observaram que quanto menor a temperatura das
amostras de salmao utilizadas em “sashimis”, menores eram também os valores das
populagdes microbianas, que variaram de 1,0 x 10°® a 1,9 x 10° UFC/g, valores
semelhantes ao encontrado neste estudo.

A importancia de o peixe ser mantido congelado também foi observada por
LOURENCO et al. (2006) na analise da carne de caranguejo-u¢a em dois municipios do
estado do Para. Na cidade de Sao Caetano de Odivelas a populacdo de
microrganismos heterotréficos mesoéfilos variou de 9,0 x 10° a 3,7 x 10® UFC/g, e em
Belém de 1,3 x 10* a 3,1 x 10* UFC/g, sendo que as amostras provenientes da cidade
de Belém foram submetidas ao congelamento por um periodo maior de tempo em
relacdo as amostras coletadas em Sao Caetano de Odivelas, supondo-se que a
conservacao em temperaturas baixas tenha afetado o numero de microrganismos
viaveis no produto.

Portanto, os microrganismos mesoéfilos servem de parametro para avaliar o
estado de frescor do pescado oferecido ao consumidor, sendo de extrema importancia
a criacdo de uma legislacao especifica. Como sugestdo, deveria ser estabelecido para
o0 pescado fresco populagdes de microrganismos mesdfilos de até 10° UFC/g, tendo em
vista que a deterioragdo se inicia com populacdes de 10° UFC/g e que os locais que
comercializam o peixe geralmente ndo mantém a temperatura correta de refrigeracao.
Outro fator que justifica a criacdo dessa legislagdo € a falta de parametros para
microrganismos heterotréficos meséfilos na legislacao referente a pratos prontos para o
consumo a base de pescado cru (ANVISA, 2001), fator que auxiliaria na fiscalizagao

higiénico-sanitaria tanto do pescado quanto dos pratos dele derivados.
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A Tabela 3
termotolerantes em cada uma das amostras de salmdo adquiridas nas diferentes

refere-se a populagdo de coliformes totais e coliformes

cidades onde foi realizado o estudo.

TABELA 3. Populagéo de coliformes totais e termotolerantes (NMP/g) em amostras de salméo
(Salmo salar), mantidas refrigeradas e congeladas, colhidas em diferentes cidades
da regiao nordeste do estado de Sao Paulo, durante o periodo de junho/2007 a

abril/2008.
Numero da ~ N
amostra Forma de conservacéo Populacio (NMP/g)
i 5 Coliformes i

Refrigeracdo  Congelamento totais tg%'(:tfg;’rr:n?:s
1 X <0,3x10 <0.3x10
2 X <0,3x10 <0,3x10
3 X 0,9x 10 0,4x 10
4 X 0,7x10 <0,3x10
5 X <0,3x10 <0,3x10
6 X <0,3x10 <0,3x10
7 X <0,3x10 <0,3x10
8 X 4.6 x 10 4.6 x 10
9 X <0,3x10 <0,3x10
10 X <0,3x10 <0,3x10
11 X 4.6 x 102 <0,3x10
12 X 1,1 x10° 0,4x 10
13 X 9.3x10 0.9 x 10
14 X 9.3x10 43x10
15 X 0.7 x 10 <0.3x10
16 X 0.9x10 <0,3x10
17 X <0,3x10 <0,3x10
18 X 2.9 x 10 1,5 x 102
19 X <0,3x10 <0,3x10
20 X <0,3x10 <0,3x10
21 X <0,3x10 <0,3x10
22 X <0,3x10 <0,3x10
23 X <0,3x10 <0,3x10
24 X <0,3x10 <0,3x10
25 X <0,3x10 <0,3x10
26 X <0,3x10 <0,3x10
27 X <0,3x10 <0,3x10
28 X <0,3x10 <0,3x10
29 X <0,3x10 <0,3x10
30 X <0,3x10 <0,3x10
31 X <0,3x10 <0,3x10
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A Tabela 4 apresenta os resultados da populag¢ao de coliformes totais (NMP/g) e

0 numero de amostras correspondentes.

TABELA 4. Distribuicao das amostras de salmao (Salmo salar), mantidas refrigeradas e
congeladas, adquiridas em diferentes cidades da regido nordeste do estado de Sao
Paulo, durante o periodo de junho/2007 a abril/2008, segundo a populacdo de
coliformes totais (NMP/Q).

Populacao de coliformes totais Numero de amostras (%)

(NMP/g)
<0,3x10 21 (67,74)
0,7x10 2 (6,45)
0,9x 10 2 (6,45)
9,3x 10 2 (6,45)
2,9 x 10 1 (3,22)
4,6 x 10 2 (6,45)
1,1x10° 1(3,22)
Total de amostras 31 (100,00)

A Tabela 5 mostra os resultados da populagdo de coliformes termotolerantes

(NMP/g) e o numero de amostras correspondentes.

TABELA 5. Distribuicdo das amostras de salmao (Salmo salar), mantidas refrigeradas e
congeladas, adquiridas em diferentes cidades da regido nordeste do estado de Sao
Paulo, durante o periodo de junho/2007 a abril/2008, segundo a populacdo de
coliformes termotolerantes (NMP/g).

Populacao de coliformes

‘] o,
termotolerantes (NMP/qg) Numero de amostras (%)

<0,3x 10 25 (80,64)
0,4 x 10 2 (6,45)
0,9 x 10 1(3,22)
4,3x10 1(3,22)
1,5 x 10° 1(3,22)
4,6 x 10 1 (3,22)
Total de amostras 31 (100,00)

Os dados da Tabela 3 mostram que as populagdes de coliformes variaram de
<0,3x 10 a 1,1 x 10® NMP/g para o grupo dos totais e de < 0,3 x 10 a 4,6 x 102 NMP/g
para os termotolerantes. Valores menores que 0,3 x 10 NMP/g, ou seja, praticamente

auséncia desses contaminantes, foram observados na maioria das amostras tanto para
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coliformes totais (21/67,74%), como para coliformes termotolerantes (25/80,64%) como
mostram as Tabelas 4 e 5, caracterizando a boa qualidade higiénico-sanitaria da
matéria-prima, no que ser refere as contaminagbes de origem fecal. Dentre as 21
amostras com populagao de coliformes totais menores que 0,3 x 10 NMP/g, oito delas
eram refrigeradas e 13 congeladas, e para as 25 amostras de coliformes
termotolerantes com a mesma populagdo, 11 delas eram refrigeradas e 14 congeladas
(Tabelas 3 a 5), mostrando a influéncia da temperatura na populagdo dos
microrganismos e na conservacao do produto.

FANG et al. (2003) também encontraram baixas contagens para coliformes
totais, entre 0,23 x 10 e 0,61 x 10 UFC/g, em 80,0% de 50 amostras de frutos do mar,
em um estudo realizado com alimentos mantidos a 18°C e prontos para o consumo
vendidos em Taiwan e, ao contrario deste estudo, os autores verificaram a presenca de
E. coli em 6,0% das amostras. Apesar de as contagens para coliformes totais serem
baixas, os autores as consideraram fora dos padrdes sanitarios para alimentos em
Taiwan que é de até 10 NMP/g e auséncia de E. coli, justificando os resultados em
fungdo da contaminagéo do produto cru, contaminagado cruzada durante a preparacao
dos alimentos, principalmente pelo uso de vegetais, e altas temperaturas de
armazenamento.

Todas as justificativas apresentadas por FANG et al. (2003) s&do pontos
importantes quando se trata de qualidade de alimento e devem ser consideradas neste
estudo, principalmente no que diz respeito a contaminacao cruzada, pois o0 brasileiro
possui 0 habito de expor peixes junto a folhas de alface para melhor apresentacéo do
produto. Tendo em vista esses aspectos, somados a RDC n° 12 (ANVISA, 2001),
referente a pratos prontos para o consumo a base de pescado cru que permite
populacdes de 10° NMP/g para coliformes termotolerantes, aos exemplos de padrdes
sanitarios mais rigorosos, como de Taiwan, as populacdes de coliformes totais e
termotolerantes menores que 0,3 x 10 NMP/g verificadas na maioria das amostras
deste estudo, bem como auséncia de E. coli, poder-se-ia propor a criagdo de uma

legislacao brasileira especifica para pescados consumidos crus com padroes proximos
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aos valores encontrados no presente estudo, ou seja, maximo de 10 NMP/g para
coliformes termotolerantes.

MURATORI et al. (2004) avaliando a qualidade higiénico-sanitaria de pescado “in
natura”, comercializado em Teresina, Pl, verificaram que a maioria dos peixes
analisados (67,6%) apresentava coliformes termotolerantes, sendo que 47,1%, com
populacdo superior a 10* NMP/g, considerados impréprios para o consumo. Os autores
concluiram que ha grande probabilidade de os peixes terem sido capturados em
ambientes com elevados indices de poluicao fecal. Tal conclusdo ndo pode ser levada
em consideracdo no presente estudo, tendo em vista a auséncia de coliformes
termotolerantes (< 0,3 x 10 NMP/g) na maioria das amostras.

SOARES & GERMANO (2004) avaliaram a qualidade higiénico-sanitaria de
pescado servido cru em pratos tipicos japoneses (“sashimis”) prontos para o consumo,
comercializados em “shopping centers” na cidade de Sao Paulo, SP. Os autores
utilizaram técnica de contagem em placas e encontraram populacées de coliformes
totais variando de 1,25 a 7,0 x 10* UFC/g e de coliformes termotolerantes entre < 1,0 x
10 e 4,0 x 10° UFC/g. De 30 amostras, 66,4% apresentaram coliformes termotolerantes,
diferentemente do presente estudo em que 80,64% das amostras ndo apresentaram o
referido grupo. Em outro estudo os mesmos autores encontraram populacées de
coliformes totais da ordem de 3,5 x 10 a 1,1 x 10° UFC/g em salmao (Salmo salar),
utilizado em “sashimis” (SOARES & GERMANO, 2005), diferentemente do presente
estudo que foram de, no maximo, 1,1 x 10° NMP/g. A diferenca entre os resultados
pode ser decorrente de uma maior manipulacao dos produtos preparados para serem
servidos crus e também da temperatura de estocagem do pescado.

Relacionando os grupos de coliformes totais e termotolerantes com a
temperatura de armazenamento e comercializagao, verificou-se que para as amostras
refrigeradas as populacdes de coliformes totais variaram entre < 0,3 x 10 a 1,1 x 10°
NMP/g, enquanto que valores inferiores foram encontrados nas amostras submetidas
ao congelamento, com variacdo entre < 0,3 x 10 a 4,6 x 10° NMP/g. Considerando
como negativas para coliformes totais as amostras com resultados < 0,3 x 10 NMP/q,

aplicou-se o teste ndo paramétrico do qui-quadrado as médias encontradas e este
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mostrou haver diferenca significativa (p<0,05) entre os resultados, confirmando que o
congelamento é a melhor forma de conservac¢ao do produto.

Porém, para os coliformes termotolerantes a diferenga no numero de amostras
positivas entre os produtos congelados e refrigerados ndo se mostrou estatisticamente
significativa (p>0,01), pois a variacado populacional para o produto refrigerado foi <0,3 x
10 a 1,5 x 102 NMP/g e para o produto congelado <0,3 x 10 a 4,6 x 10° NMP/g. A
observacao de uma populagao relativamente superior de 4,6 x 10> NMP/g em uma das
15 amostras congeladas, enquanto que no produto refrigerado o0 maximo encontrado foi
de 1,5 x 102 NMP/g (Tabela 3), sugere uma contaminagao durante o processamento ou
preparacao para venda.

LOURENCO et al. (2006) atribuiram a falta dos principios de Boas Praticas de
Fabricacdo durante as etapas de captura e comercializagdo, a presenca de coliformes
fecais em 90% e 40% das amostras de carne de caranguejo-ucad comercializadas,
respectivamente, nos municipios de Sao Caetano de Odivelas e Belém, PA. Apesar de
a maioria das amostras deste estudo apresentar populagdes de coliformes fecais < 0,3
x 10 NMP/g, a precariedade na execucao dos principios de boas praticas de fabricacao
também pode ser considerada naquelas cuja populacdo ultrapassou os limites de 10?
NMP/g.

Um estudo que avaliou a qualidade microbioldgica de 90 ostras (Crassostrea
gigas) colhidas em Floriandpolis, SC, sendo 45 colhidas na érea de cultivo e 45 colhidas
em estabelecimentos comerciais, revelou uma populacdo menor que 0,3 x 10 NMP/g
em 20 e 52 amostras, respectivamente para coliformes totais e termotolerantes, e
populagdo = 1,1 x 10° NMP/g em oito e quatro amostras, para coliformes totais e
coliformes termotolerantes respectivamente. Dentre todas as amostras, E. coli esteve
presente em quatro (9,0%) das coletadas na area de cultivo, e em 16 (35,5%) dentre as
coletadas em estabelecimentos comerciais, levando os autores a concluirem pela
necessidade de monitorar a qualidade do alimento “in natura” através da adocao de
programas para melhorar a manipulagéo e as boas praticas (PEREIRA et al., 2006).

Os dados da Tabela 4 evidenciam que para a populagao de coliformes totais, a

maioria das amostras (21/67,74%) apresentou valores menores que 0,3 x 10 NMP/g, e
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apenas uma das 31 estudadas apresentou o maior valor, que foi de 1,1 x 10 NMP/g.
Valores significativos de 4,6 x 10° NMP/g, 9,3 x 10 NMP/g, 0,9 x 10 NMP/g e 0,7 x 10
NMP/g foram observados, cada um, em duas das 31 amostras.

Assim como os coliformes totais, os coliformes termotolerantes também
apresentaram valores menores que 0,3 x 10 NMP/g para a maioria das amostras
(25/80,64%), e apenas uma do total apresentou a maior populagdo que foi de 4,6 x 102
NMP/g. Valores significativos de 1,5 x 10> NMP/g, 4,3 x 10 NMP/g e 0,9 x 10 NMP/g
foram observados, cada um, em apenas uma das 31 amostras (Tabela 5).

Os resultados presentes nas Tabelas 4 e 5 confirmam a necessidade de se criar
uma legislacdo especifica para pescado consumido sob a forma “in natura”,
estabelecendo padrées mais rigorosos que aqueles preconizados pela legislacdo para
pratos prontos a base de pescado cru, estabelecidos na RDC n°12 (ANVISA, 2001),
pois os pratos contém outros ingredientes além do pescado, que podem causar a
contaminacao cruzada e interferir na qualidade microbiolégica do produto final.

A importancia de modificar os padrdes atuais e criar padrdes especificos também
foi defendida por MARTINS (2008) quando avaliou a qualidade higiénico-sanitaria de
preparacdes (“sushi e sashimi”) a base de pescado cru servidos em bufés na cidade de
Sao Paulo, SP. A autora verificou populagdes de coliformes termotolerantes acima de
10® NMP/g em 50% das amostras, com E. coli em 45% delas. Trés das que continham
E. coli apresentaram contagem de coliformes termotolerantes abaixo do limite
estabelecido pela legislacdo brasileira, de 102 NMP/g (ANVISA, 2001), levando a autora
a afirmar que a quantificagdo abaixo deste valor para coliformes termotolerantes néao
garante a qualidade higiénico-sanitaria e a inocuidade do produto.

No presente estudo foram realizados testes bioquimicos para a caracterizacao
de E. coli, a partir dos isolados de coliformes termotolerantes, o que mostrou a auséncia
da bactéria em todas as amostras. O mesmo resultado foi obtido por SOARES &
GERMANO (2004) na andlise da qualidade microbiolégica de “sashimis”
comercializados em “shopping centers” em Sao Paulo e por MELDRUM et al. (2006) na
analise microbioldégica de 42 amostras de paté de peixe dentre 3.391 amostras de

alimentos prontos para consumo obtidos em Wales, Inglaterra, o que levou os autores a
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concluirem como satisfatéria a qualidade dos produtos em fungdo da auséncia dos
patdégenos estudados e dos baixos niveis de microrganismos indicadores encontrados.

TAULO et al. (2008) analisando 37 peixes preparados em residéncias rurais em
Lungwena, Malawi, encontraram a presenga de E. coli em 18 (49%) amostras, sendo
duas (5,0 %) delas E. coli O157:H7. SEHGAL et al. (2008) também verificaram a
presenca de E. coli O157:H7 em 16 (8,4%) de 190 amostras de frutos do mar
analisadas, verificando a prevaléncia e a distribuicdo geografica da bactéria durante dez
anos na India. KUMAR et al. (2001) estudaram a presenca de E. coli em 60 peixes
frescos colhidos em mercados em Mangalore, na india, tendo encontrado a bactéria em
apenas duas. Os autores relacionam a presenca da bactéria com a presenca de
animais nos locais de preparacao de alimentos, com contaminacao cruzada do pescado
e com a contaminacao da agua utilizada na preparacao dos pratos e na lavagem das
mMaos.

Tradicionalmente, as bactérias do grupo coliformes tém sido consideradas como
indicadoras de poluicdo fecal em aguas (TORRES, 2004). Porém, SANTOS (2008)
avaliando a qualidade higiénico-sanitaria de peixes comercializados em mercados
municipais da cidade de Sao Paulo, SP, observou que o grupo reflete a condigao geral
de higiene durante o processo de producdo. Essa condicao também foi observada por
LANDEIRO et al. (2007) na analise de riscos e pontos criticos de controle durante a
preparacao de refeicoes a base de peixe e frutos do mar, no qual cepas de E. coli
produtoras de citotoxinas foram encontradas nas m&os dos manipuladores desses
alimentos, e sugeriram o monitoramento do processamento e maiores cuidados na
preparacao dos pratos.

Com relagcdo a populacdo de microrganismos mesoéfilos, coliformes totais e
coliformes termotolerantes, a legislacdo brasileira ndo estabelece indices para o
pescado consumido cru. Embora existam alguns padrdes referentes a pratos prontos
para o consumo a base de pescado cru, a pesquisa destes grupos microbianos deve
ser mais rigorosa conforme mostra o presente estudo, pois fornece informagdes sobre

aspectos higiénico-sanitarios da producdo e processamento, qualidade da matéria-
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prima, estado de deterioracao e frescor do pescado, bem como a previsdao do tempo de
vida atil.

A Tabela 6 apresenta a populagdo de Staphylococcus sp. em cada uma das
amostras de salmao colhidas em diferentes cidades da regido nordeste do estado de
Séo Paulo.

TABELA 6. Populagdo de Staphylococcus sp. em amostras de salmao (Salmo salar), mantidas

refrigeradas e congeladas, colhidas em diferentes cidades da regiao nordeste do estado
de Sao Paulo, durante o periodo de junho/2007 a abril/2008.

Populacao (UFC/g) segundo a
forma de conservagéao
Refrigeracdo = Congelamento

Numero da amostra Populacao (UFC/g)

1 X 3,0x 10
2 X <5,0x10
3 X 5,0 x 102
4 X <5,0x10
5 X <5,0x10
6 X <5,0x10
7 X 20x10°
8 X 26x10°
9 X <5,0x10
10 X <5,0x10
11 X 5,5 x 102
12 X 22x10°
13 X 1,3x 10*
14 X 6,2 x 10?
15 X 4,7 x10°
16 X 5,5 x 10°
17 X 1,5 x 102
18 X 1,2x 10*
19 X 4,0 x 107
20 X 4,5 x 10?
21 X 1,3x10°
22 X <5,0x10
23 X <5,0x10
24 X <5,0x10
25 X <5,0x10
26 X 1,2x 10*
27 X 5,0 x 10?
28 X 1,8 x 102
29 X <5,0x10
30 X <5,0x10
31 X <5,0x10
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A Tabela 7 apresenta os resultados da populacao de Staphylococcus sp. (UFC/g)

divididos em intervalos de variagdo e o numero de amostras correspondentes.

TABELA 7. Distribuicdo das amostras de salmao (Salmo salar), mantidas refrigeradas e
congeladas, adquiridas em diferentes cidades da regido nordeste do estado de Sao
Paulo, durante o periodo de junho/2007 a abril/2008, segundo a populacdo de
Staphylococcus sp. (UFC/g).

Populacao de Staphylococcus sp. Numero de amostras (%)

(UFC/g)
<5,0x10 13 (41,93)
1,0 x 10> —| 4,0 x 102 4 (12,90)
45x10° — 6,2 x 10? 6 (19,35)
1,0x10° — 4,7 x 10° 5(16,13)
1,0x10* —1,3x10* 3 (9,68)
Total de amostras 31 (100,00)

Dentre as 31 amostras analisadas, conforme observado na Tabela 6, as
populagdes de Staphylococcus sp. variaram de < 50 x 10 a 1,3 x 10* UFC/g.
Considerando-se a forma de conservacdo, a variagdo da populacdo para o produto
refrigerado foi de < 5,0 x 10 a 1,3 x 10* UFC/g, e para o produto congelado de < 5,0 x
10 a 2,6 x 10°® UFC/g, revelando o congelamento como a melhor forma de conservagao
do pescado.

Resultados semelhantes, menores que 10° e 3,0 x 10* UFC/g, foram
encontrados por CUNHA NETO et al. (2002) na analise de 37 camardes “in natura”
procedentes da bacia pesqueira do litoral de Natal, RN, e de 75 alimentos processados
no estado de Pernambuco, entre eles peixe cozido. Os resultados das contagens de
estafilococos coagulase positivos em uma amostra de peixe cozido e outra de camarao
cru foram, respectivamente, de 9,5 x 102 UFC/g e de 4,0 x 10? UFC/g, semelhantes a
uma amostra refrigerada de 5,5 x 10° UFC/g encontrada neste estudo. Os autores
observaram que a contaminacao por Staphylococcus sp. ocorreu durante os estagios
de producdo ou na estocagem dos alimentos, estagios onde houve a producdo de

toxinas, e ainda concluiram que estes alimentos representam risco a saude humana se



41

nao forem observadas praticas adequadas de higiene no seu manuseio e no
armazenamento.

PEREIRA et al. (2006) também encontraram Staphylococcus coagulase positivos
em apenas uma de 90 ostras (Crassostrea gigas) colhidas em Florianépolis, SC, com
populacdo de 80 UFC/g, sendo 45 colhidas na area de cultivo e 45 colhidas em
estabelecimentos comerciais. Os autores destacaram que ha a necessidade de se
monitorar a qualidade das ostras cruas, com a implantagcdo de programas de boas
praticas de manipulacado e manejo dos moluscos.

Os valores observados no presente estudo sao considerados padrdes aceitaveis
de acordo com a RDC n°12 (ANVISA, 2001) que é de, no maximo, 5,0 x 10° UFC/g de
Staphylococcus coagulase positivo por grama de pratos a base de peixe. Porém, eles
revelam a necessidade da criagdo de uma legislacao especifica para pescado cru com
padrdes abaixo de 10 UFC/g, visto que os parametros estabelecidos para pratos
prontos a base de pescado cru sdo elevados e podem colocar em risco a saude do
consumidor, embora a populacdo capaz de provocar intoxicacdo seja de
aproximadamente 10° UFC/g (RODRIGUES et al., 2004).

Populacbes menores que 5,0 x 10 UFC/g foram encontradas em 13 (41,93%)
amostras, sendo que uma delas era mantida sob refrigeracao e 12 sob congelamento,
confirmando a eficacia do congelamento na conservagdo do produto. Populacdes
significativas, com variagdo entre 1,0 x 10* e 1,3 x 10* UFC/g, 1,0 x 10° e 4,7 x 10°
UFC/g, 4,5 x 10° e 6,2 x 102 UFC/g e, 1,0 x 10% e 4,0 x 10 UFC/g, foram observadas,
respectivamente, em trés, cinco, seis e quatro amostras (Tabela 7), revelando a
importancia de se manter a temperatura adequada de refrigeracdo do peixe durante a
estocagem e exposicao para a venda, no sentido de evitar a multiplicacdo. Habitos de
higiene pessoal durante a comercializagao, tais como lavagem das maos, uso de
mascaras e auséncia de objetos de adorno sdo medidas que também podem contribuir

para a obtengao de produtos de melhor qualidade microbioldgica.
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A caracterizagdo bioquimica das cepas isoladas identificou Staphylococcus
aureus apenas na amostra numero 11, conservada sob refrigeragdo. Mesmo tendo sido
encontrado em apenas uma amostra, este achado caracteriza o perigo que o0 consumo
deste tipo de alimento pode representar a populagdo e também a importancia dos
habitos de higiene durante a manipulagdo do produto para evitar sua contaminacéo.
Resultados negativos para identificagdo da bactéria foram obtidos por MELDRUM et al.
(2006) na analise microbiolégica de 42 amostras de paté de peixe adquiridas em Wales,
Inglaterra, o que levou os autores a concluirem pelo baixo perigo de veiculacdo da
bactéria através do alimento para os consumidores.

ALBUQUERQUE et al. (2006) estudando a ocorréncia de Vibrio
parahaemolyticus e estafilococos coagulase positivos em “sushis” comercializados em
alguns estabelecimentos de Fortaleza, CE, encontraram popula¢des deste ultimo grupo
entre < 10% e 1,4 x 10° UFC/g, concluindo que esses resultados eram decorrentes da
higiene inadequada dos manipuladores ou contaminagao cruzada. CUNHA NETO et al.
(2002) acrescentam que a contaminacao por Staphylococcus sp. pode ocorrer durante
os estagios de producao ou estocagem do alimento, por cepas de origem ambiental ou
humana. Em quantificacdo de Staphylococcus aureus na carne de caranguejo-uca no
estado do Para, a variacdo obtida por LOURENGCO et al. (2006) foi de 3,0 x 10? a 28,0 x
10* UFC/g no municipio de Sdo Caetano de Odivelas e entre 2,0 x 102e 10° UFC/g em
Belém, revelando méas condicbes de processamento na extracdo da carne de
caranguejo.

BASTI et al. (2006) obtiveram populacdes de S. aureus maiores de 1,0 x 10°
UFC/g em 55% de 20 amostras de peixes defumados e em 10% de 40 peixes salgados,
comercializados em mercado de peixe no Ird. Os autores ndo isolaram a bactéria de
peixes recém-capturados e de peixes cultivados, indicando néo ser parte da microbiota
natural do pescado, concluindo que a presenca deste microrganismo em pescados crus

€ devido a contaminacdo durante a captura e processo de manipulagdo sem higiene.
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Em fungdo dos resultados os autores concluem também pelo perigo de intoxicagéao
através do consumo destes alimentos.

A mesma conclusdo foi apresentada por AYULO et al. (1994) que também
verificaram a presenca de S. aureus com populagdes que variaram de 10 a >10* UFC/g
em 175 amostras de frutos do mar comercializados em Florian6polis, Santa Catarina.
Os autores sugeriram que a maior parte da contaminacdo se deu através da
manipulagao inadequada dos alimentos, o que os levou a recomendarem que cuidados
devem ser tomados durante a captura e pés-captura do pescado para diminuir a
contaminagdo do produto, e consequentemente, diminuir o risco de intoxicagao
estafilocécica pela ingestao destes alimentos.

A determinacgéo de bactérias do género Aeromonas foi realizada de duas formas,
por quantificacdo direta sem enriquecimento seletivo, e por isolamento e identificagdo
apds enriquecimento seletivo. No primeiro caso, de forma direta, foi possivel quantificar
e caracterizar como sendo do género Aeromonas, os cultivos de 11 amostras, cujos
resultados das populagdes estdo apresentados na Tabela 8.

TABELA 8. Populagcdo de Aeromonas sp. em amostras de salmao (Salmo salar), mantidas

refrigeradas e congeladas, colhidas em diferentes cidades da regido nordeste do
estado de Sao Paulo, durante o periodo de junho/2007 a abril/2008.

NUmero da amostra Populacao (UFC/g) segundo a forma de

conservacao
Refrigeracao Congelamento
1 50x10°
2 4,6 x 10°
3 4,0x 10°
12 2,0 x 10°
13 8,0x 10°
14 45x10°
18 6,6 x 10°
19 4,0x 102
20 1,9x10°
26 1,1 x10°
27 3,0x10°

Média 3,2x10°
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A Tabela 9 apresenta a distribuicdo das amostras de salmao (Salmo salar)

segundo a populacao de Aeromonas sp.

TABELA 9. Distribuicdo das amostras de salmao (Salmo salar), mantidas refrigeradas e
congeladas, adquiridas em diferentes cidades da regido nordeste do estado de Sao
Paulo, durante o periodo de junho/2007 a abril/2008, segundo a populacdo de
Aeromonas sp.

Populacao de Aeromonas sp. (UFC/g) Numero de amostras (%)
<1,0x 10° 20 (64,51)
1,0 x 10 —| 5,0 x 10? 3 (9,68)
50x10°—| 1,0x 10° 0 (0,00)
1,0x 10®° —| 5,0x 10° 5(16,13)
50x10®—| 1,0x 10 3 (9,68)
Total de amostras 31 (100,00)

Verifica-se na Tabela 8 que as populagdes variaram de 2,0 x 10 a 8,0 x 10°
UFC/g e que todas as amostras eram conservadas sob refrigeracdo. Os resultados
revelam que nao foi possivel quantificar aeromonas nas amostras conservadas sob
congelamento, sugerindo a auséncia ou reduzida populacdo do microrganismo e
mostrando que essa forma de conservagao seria a mais adequada para preservar o
produto e dificultar a veiculagdo do agente através da carne.

HOZBOR et al. (2006) estudando mudancas na microbiota do salmao cru
(Pseudopercis semifasciata) durante a estocagem em gelo a 0°C por 20 dias e sua
correlacdo com o indice de qualidade, também observaram a presenca de Aeromonas
sp. no musculo do salmdo. Os autores encontraram populagdes iniciais de 1,0 x 102
UFC/g e 1,0 x 10’ UFC/g apés 20 dias e relacionaram o alto potencial de deterioragdo
do pescado a estas mudancgas populacionais, concluindo que a vida de prateleira do
salmao estocado em gelo a 0°C seria menor que 10 dias.

Na Tabela 9 verifica-se que a maioria (20/64,51%) das amostras analisadas
apresentou populacdes menores que 1,0 x 10° UFC/g e que a faixa de variagdo com
trés amostras (9,68%) foi de 1,0 x 10 a 5,0 x 10> UFC/g e de 5,0 x 10°* a 1,0 x 10*
UFC/g. Ainda houve cinco amostras entre os intervalos de 1,0 x 10° a 5,0 x 10° UFC/qg.
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Um estudo realizado na Espanha sobre a ocorréncia de bactérias patogénicas
em peixes comercializados em mercados, identificou Aeromonas sp. em 62% (31) das
50 amostras de peixes, com populagdo variando entre 1,95 x 102 e 1,5 x 10’ UFC/g
(HERRERA et al., 2006), diferente do presente estudo em que 64,51% das 31 amostras
de salmao apresentaram Aeromonas sp. com populagdes menores 1,0 x 102 UFC/g.

ULLMANN et al. (2005) também encontraram populagdes menores que 10*
UFC/g de Aeromonas sp. potencialmente patogénicas para o ser humano na maioria
(67,9%) das 84 amostras de pescado, incluindo o salmédo, comercializados em Berlim,
Alemanha. Porém, os autores observaram populacdes elevadas entre 10* e 10° UFC/g
em 18 (21,4%) amostras e >10° UFC/g em nove (10,7%) delas, sugerindo o perigo de
transmissdao de doenca através do consumo do pescado, tendo em vista que a dose
infectante capaz de causar doenca no ser humano foi estimada entre 10° e 10° UFC/g.

As Tabelas 8 e 9 mostram que a média populacional foi de 3,2 x 10° UFC/g e que
das 11 amostras em que foi possivel quantificar Aeromonas sp., oito (72,73%)
apresentaram populagdes acima de 10 UFC/g, demonstrando perigo de causar doenca
ao ser humano através de sua ingestao, principalmente do produto cru, habito
crescente no Brasil.

A quantificacdo e pesquisa de aeromonas nao sao preconizadas pela RDC n° 12
(ANVISA, 2001), e tendo em vista os achados do presente estudo e a importancia que o
pescado vem assumindo como fonte de proteina na alimentagcdo do ser humano,
especialmente sob a forma “in natura”, uma legislacdo especifica deveria ser criada e
como sugestao com um padrio populacional de até 10 UFC/g.

Apds o enriquecimento seletivo foi possivel caracterizar a presenca de bactérias
do género Aeromonas e identificar as espécies em 13 amostras, como apresentado na
Tabela 10.
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TABELA 10. Distribuicdo do numero de amostras de salmao (Salmo salar), mantidas
refrigeradas e congeladas, colhidas em diferentes cidades da regido nordeste do
estado de Sao Paulo, durante o periodo de junho/2007 a abril/2008, segundo as
espécies de Aeromonas identificadas.

Numero de
amostras em

Numero de amostras Espécie A
Formade Analisadas Positivas %* %** identificada qut:)(a:oerfgﬁme
conservacao
Refrigeradas 16 10 76,90 32,25 A. caviae 7
A.caviae e 1
A. sobria
A. caviae e 1
A. trota
A. sobria 1
Congeladas 15 3 23,10 9,70 A. caviae 3
Total 31 13 100,00 41,95

* Porcentagem em relagdo ao total de amostras positivas.
** Porcentagem em relagao ao total de amostras analisadas.

Os dados da Tabela 10 mostram que apds o enriquecimento seletivo, das 31
amostras de salmao, 13 (41,95%) foram positivas para Aeromonas sp. Dentre estas, as
conservadas sob refrigeracao atingiram um percentual de 76,90% (10), enquanto que
amostras mantidas sob congelamento perfizeram 23,10% (3), mostrando novamente a
presenca da bactéria em baixas temperaturas e a importancia de manter o produto
conservado sob congelamento.

AZEVEDO et al. (2008) obtiveram resultados superiores em um estudo sobre as
condi¢des higiénico-sanitarias em pesque-pagues. O estudo revelou a presenca de
Aeromonas sp. em 87% das 26 amostras de peixe e em 93% das 28 amostras de agua,
representando risco a saude dos consumidores de peixes desses estabelecimentos,
uma vez que sao patdbgenos emergentes e podem causar sérias doengcas ao ser
humano.

A caracterizacao das espécies revelou A. caviae em 12 (38,70%), A. sobria em
duas (6,45%) e A. trota em uma (3,22%) das 31 amostras estudadas, ou seja, 10
(32,25%) amostras apresentaram somente A. caviae, 1 (3,22%) amostra apresentou

somente A. sobria, 1 (3,22%) amostra apresentou concomitantemente A. caviae e A.



47

trota e 1 (3,22%) amostra apresentou A. caviae e A. sobria. Das 16 amostras
refrigeradas analisadas, foram identificadas A. caviae em nove (56,25%), A. sobria em
duas (12,5%) e A. trota em uma (6,25%), enquanto que das 15 amostras conservadas
sob congelamento, apenas trés (20,0%) apresentaram a espécie A. caviae.

Resultados semelhantes para A. caviae e A. sobria foram encontrados por
ULLMANN et al. (2005) na Alemanha através de um estudo sobre o isolamento e a
caracterizacao de Aeromonas sp. potencialmente patogénicas para o ser humano. Os
autores identificaram 134 cepas do género em 84 amostras de pescado, incluindo o
salmao, e entre as cepas isoladas, 67,9% eram A. hydrophila, 26,1% A. caviae e 6,0%
A. sobria, indicando que 0 pescado cru e produtos prontos para a ingestdo a base de
peixe podem abrigar cepas de aeromonas potencialmente patogénicas ao ser humano,
produtoras de citotoxinas.

PEREIRA et al. (2004a) avaliaram a presenca de patégenos emergentes como
A. hydrophila e Plesiomonas shigelloides em 86 amostras de mexilhdes (Perna perna),
no Rio de Janeiro, e identificaram 37,10% de A. media, 15,50% de A. hydrophila,
14,80% de A. caviae, 4,20% de A. sobria, 4,20% de A. trota, 1,31% de A. schubertii,
1,31% de A. jandaei e 2,10% de P. shigelloides. Em relagao aos resultados do presente
estudo, os autores encontraram porcentagens inferiores para A. caviae e A. sobria, e
superiores para A. trota, apontando a relevancia epidemiolégica desses microrganismos
em casos de gastrenterite humana por ingestdo de mexilhdes crus ou parcialmente
cozidos e a importancia de alertar as autoridades de saude publica no Brasil sobre a
presenca desses patdgenos na cadeia alimentar e seus riscos para a saude humana.

AZEVEDO et al. (2008) identificaram A. veronii, A. allosaccharophila e A. trota
como as espécies mais frequentes isoladas de 30 amostras de peixe. Os autores
encontraram 24,4% de A. trota, resultados superiores aos do presente estudo,
caracterizando a espécie como potencialmente patogénica por possuir enzimas
hemoliticas capazes de causar doencas sistémicas e localizadas.

Resultados inferiores foram encontrados por OTTAVIANI et al. (2006) em um
estudo com 144 amostras de mexilhées do mar Adriatico, na Italia. Os autores
identificaram 22,2% (82) das amostras positivas para Aeromonas sp. e 6,2% como A.
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caviae, alertando para o risco de infeccdo pela bactéria, principalmente através do
consumo de mexilhées crus ou mal cozidos.

HERRERA et al. (2006) encontraram resultados semelhantes para A. sobria em
50 amostras de peixes comercializados na Espanha. Os autores verificaram que de 31
amostras positivas para Aeromonas sp., 16% (5) pertenciam a espécie A. caviae e 6,5%
(2) a espécie A. sobria, apontando o peixe cru como veiculo transmissor de patégenos
causadores de doencas ao ser humano e a importancia de considerar fatores como a
origem do peixe, caracteristicas do produto, manipulagao, processamento e preparacao
antes do consumo a fim de minimizar a prevaléncia de bactérias patogénicas no
produto.

A agua consiste no habitat primario dessa bactéria, consequentemente peixes
consumidos crus podem contribuir para a ocorréncia de infeccées se contaminados com
este microrganismo. Ainda, os mesmos podem favorecer a contaminagédo cruzada de
outros alimentos na cozinha do consumidor.

Considerando que Aeromonas sp. tem sido reportada como patégeno emergente
isolada de fontes humanas e animais, é de suma importancia monitorar sua presenca
em pescados e avaliar seus riscos para a Saude Publica.

Nao foram isolados microrganismos do género Salmonella bem como V.
parahaemolyticus nas amostras estudadas mostrando, nas condicbes em que este
trabalho foi realizado, que o salmdo quando bem obtido pode nado veicular esses
agentes. Esses resultados caracterizam que as amostras estavam dentro dos padrbes
da RDC n°12 (ANVISA, 2001), de auséncia para Salmonella e de no méaximo 10°® UFC
de V. parahaemolyticus por grama para pratos a base de peixe cru. Pode-se sugerir a
criacdo de uma legislacao especifica para pescado consumido cru com parametros
semelhantes aos encontrados neste estudo, qual seja auséncia de salmonela e de
Vibrio parahaemolyticus.

AQUINO et al. (1996), MARTINS (2008), BASTI et al. (2006), PEREIRA et al.
(2006) e RODRIGUES et al. (2004) analisando, respectivamente, pescado, alimentos a
base de pescado cru, peixes, ostras e sanduiche de frango, também néo identificaram

microrganismos do género Salmonella, sugerindo que a presenga em alimentos ocorre
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devido a falta de higiene na manipulacdo. Os mesmos autores, exceto AQUINO et al.
(1996) e RODRIGUES et al. (2004), também pesquisaram V. parahaemolyticus,
encontrado apenas por BASTI et al. (2006) em niveis elevados nos peixes salgados e
menores nos peixes frescos, indicando possivel ocorréncia de contaminagao cruzada.

Auséncia de V. parahaemolyticus também foi verificada por ALBUQUERQUE et
al. (2006) na andlise de “sushis” comercializados em Fortaleza, CE, caracterizando o
resultado como satisfatério. Por outro lado, V. parahaemolyticus e Salmonella sp. foram
encontrados por NORMANNO et al. (2006) em ostras comercializadas na Itélia
mostrando que a saude do consumidor pode ser colocada em risco quando ha o
consumo deste tipo de alimento cru.

LOURENGO et al. (2006) verificaram a presenca de Salmonella sp. em 20% de
20 amostras de carne de caranguejo, revelando condicbes higiénico-sanitarias
insatisfatérias durante a extracdo da carne e no ambiente de trabalho. A presenca da
bactéria também foi verificada por BASTI et al. (2006) no Ird, em um estudo com
bactérias patogénicas em peixes frescos, defumados e salgados que revelou
Salmonella Dublin em 2,6% de 67 amostras de peixes frescos e auséncia do género
nos peixes defumados e salgados. Os autores concluem que a auséncia foi devido a
altas concentragdes de sal e que a ingestdo do produto cru ou mal cozido pode
contribuir para doencas de origem alimentar.

A presenca de 7,7% de V. parahaemolyticus foi mostrada por PEREIRA et al.
(2007) na analise de 15 amostras de mexilhdes (Perna perna) coletadas na regiao de
ltaipu, Rio de Janeiro. Os mesmos autores em outro estudo verificaram a presenca da
bactéria em 50 amostras de ostras coletadas “in natura” em restaurantes e mexilhdes
(Perna perna) de banco natural no Rio de Janeiro (PEREIRA et al., 2004b). Os autores
ressaltam o risco de infecgdes pelo consumo destes alimentos sem prévio cozimento e
a importancia de adotar medidas corretivas e preventivas baseadas nas Boas Préticas
de Manufatura (BPM). Ressaltam também a participacdo integrada de érgaos da
Vigilancia Sanitaria e Epidemiologica como fundamental para o processo tecnolédgico na
cadeia de produgao dos alimentos, diminuindo a ocorréncia de Doencas Transmitidas
por Alimentos (DTA), especialmente pelo pescado.
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Tendo em vista os resultados obtidos, é de extrema importancia a adocao de
Boas Préticas de Producao (BPP) durante todas as etapas do processamento do peixe,
desde a captura até o preparo para o consumo, a fim de minimizar o risco de
contaminagdes ou da multiplicagdo dos microrganismos deteriorantes ou patogénicos
que podem causar danos a saude dos consumidores, principalmente se for consumido
cru. HUSS et al. (2000) ainda destacam que a aplicacao de parametros preventivos,
como o controle da temperatura dos produtos, seria adequado para controlar o
desenvolvimento da maioria dos patégenos. Portanto, a participacdo de o6rgaos
governamentais brasileiros com a criacao de leis especificas para o pescado consumido
cru e com a fiscalizagcdo destes produtos em todas as etapas de producdo €
fundamental para melhorar a qualidade microbiolégica do pescado comercializado no
pais.
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5. CONCLUSOES

Devido ao habito crescente no Brasil do consumo de peixes, principalmente do
salmao (Salmo salar) sob a forma “in natura”, é importante salientar a relevancia deste
estudo e as conclusdes que se seguem:

- Microrganismos heterotroficos meséfilos foram encontrados em 100% das
amostras, com variagdo populacional de 1,0 x 10 a 3,9 x 10° UFC/g;

- Nas amostras mantidas sob refrigeracdo as populagcdes de microrganismos
meséfilos variaram de 1,1 x 10° a 3,9 x 10° UFC/g, sendo que em 16,13% se
apresentaram acima de 10° UFC/g, caracterizando um produto com populagdes
favoraveis ao inicio da deterioragao;

- Nas amostras mantidas sob temperatura de congelamento as populagdes foram
inferiores, variando de 1,0 x 10 e 4,2 x 10* UFC/g, caracterizando este método como o
mais adequado para a conservagao;

- A presencga de coliformes totais e termotolerantes em apenas 32,26% e 19,36%
das amostras, respectivamente, com populacées reduzidas e E. coli em nenhuma
delas, caracteriza uma boa qualidade higiénico-sanitaria do produto em relacéo a estes
indicadores;

- As populacgdes de coliformes totais com variacdes < 0,3 x 10 a 1,1 x 10° NMP/g
nas amostras de peixe refrigerado e < 0,3 x 10 a 4,6 x 10° NMP/g nas amostras de
peixe congelado, reafirmam o congelamento como a melhor forma de conservacgao do
produto;

- A presenca de Staphylococcus aureus ainda que em apenas uma amostra e
com populagdo que pode ser considerada reduzida, pode caracterizar risco a saude do
consumidor, o que nao aconteceu com Vibrio parahaemolyticus, Salmonella sp. e
Escherichia coli, que se mostraram ausentes em todas as amostras estudadas;

- A presenca de Aeromonas sp. em 41,95% das amostras, sendo em 76,90% das
refrigeradas e 23,10% das congeladas, confirma o congelamento como melhor método
para a conservagdo do salmdo e como forma de dificultar a veiculagdo da bactéria

através da carne;
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- A presenca de A. caviae, A. sobria e A. trota em, respectivamente, 38,70%,

6,45% e 3,22% das amostras, caracteriza risco a saude do consumidor.

Os resultados encontrados neste estudo podem servir de subsidios para a
criagdo de um padrdo microbiolégico especifico para o pescado consumido cru, em
particular para o salmao, especialmente pelo fato de existirem poucos trabalhos em

Nosso meio sobre o assunto.
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