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RESUMO

Foram examinadas 50 amostras de sardinha (Sardinella bmsili-
ensis) coletadas em 25 peixarias e 3 amostras coletadas no porao
do barco de 3 distribuidores de pescado, sendo que em um dos bar-
cos foi coletada também uma amostra no momento da captura do pes-
cado no mar. Assim, obtivemos um total de 54 amostras de sardi-
nha que foram analisadas quanto a presenga de microrganismos psi-
crofilos, mesofilos, coliformes totais, coliformes fecais, Esche-
richia coli, Salmonella sp, Staphylococcus aureus, Vibrio para-
haemolyticus e Yersinia enterocolitica. Cepas positivas de gtq-
phylococcus aureus foram testadas quanto a producao de enteroto-
Xina "B". Nas amostras coletadas em peixarias, 5 (10,0%) apresen-~
taram contagem superior a 1 x 106 UFC/G para microrganismos mesd-
filos e a mesma contagem para microrganismos psicrofilos em 20
(87,0%) amostras. Das amostras coletadas‘nos poroes dos barcos,
uma apresentou microrganismos mesofilos e duas apresentaram mi-
crorganismos psicrofilos com contagem superior a 1 x 106 UFC/G.
A presenga de coliformes totais acima de 1 x 102 NMP/G foi evi-
denciada em 25 (50,0%) amostras de peixarias e em treés amostras
de distribuidores. Nenhuma das amostras coletadas nas peixarias,
bem como nos distribuidores apresentaram coliformes fecais acima

de 1 x 102

NMP/G; ﬁo entanto, uma amostra coletada na peixaria
apresentou E. colZ em 0,1 G de sardinha., Em 12 (24,0%) amostras
provenientes de peixarias e uma proveniente de distribuidor foi
isolado S. aureus em valor superior a 1 x 103 UFC/G. Apenas um

isolado foi positivo para enterotoxina "B". Somente uma amostra

proveniente de uma peixaria apresentou Salmonellq sp. Desta amos-



tra foram selecionados 5 isolados dos quais apenas 3 confirmaram
ser Salmonella sp..A comparagao entre a amostra coletada no  mo-
mento da captura em alto mar e a outra no porao do mesmo barco,
mostrou na dltima, uma contagem de microrganismos mesdfilos dois
ciclos logaritmicos acima da primeira e um ciclo acima da conta-
gem de coliformes totais. Quanto a contagem de microrganismos psi-
crofilos a amostra do pordo mostrou a redugao de um ciclo loga-
ritmico. Salmonella sp. e Staphylocoeccus aureus, nio foram de-
tectados em ambas as amostras. Em nenhuma das amostras pesquisa-

das foram detectados Vibrio parahaemolyticus nem Yersinia ente-

rocolitieaqa.



ABSTRACT

Fifty samples of sardine (Sardinella brasiliensis) were
obtained from 25 fish stores and three samples picked at the
bottom deck of three fishing ships. In one of the ships a sample
was directly picked at the capture in the sea, making a total of
54 samples. The samples were analyzed for psychrophilic,
mesophilic, total coliforms, faecal coliformes, Escherichia colt,
Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Vibrium parahaemolyticus
and Yersinia enterocolitica. The confirmed S. aureus were assayed
for the presence of enterotoxin B. In 5 (10%) of the samples
collected at the fish stores mesophilic microorganisms were above

6 CFU/G. The same level of contamination was also found'in

1 x 10
20 (87,0%) samples of psychrophilic microorganisms. In 25 (50%)
samples from the fish stores and in three samples from the fishing

the total coliforms were above 1 x lO2 CFU/G. No sample presented

2 CFU/G but 2% from the fish stores

faecal coliforms above 1 x 10
were positive for Escheriechia coli. Twelve (24,0%) samples from
fish stores and one sample from one fishing ship presented S.
aureus above 103 CFU/G but only one isolate was positive for
enterotoxin B. Only one sample (2,0%) from a fish store presented
Salmonella sp. and of the five isolates obtained from this sample
only three confirmed the microorganisms. In the fishing boat
where two samples were collected, at the capture and at the bottom
deck, the last one presented a mesophilic total count two
logarithmic increment cycles above the sample from the capture and
one cycle above for total coliforms with a reduction in one cycle

for psichrophilic micrororganisms. Salmonella sp. and S. aureus

were not detected in both samples. Nome of the samples under



study were positive for Vibrium parahaemolyticus or Yersinia

enterocolitica.
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1. INTRODUCAO

Face ao maior conhecimento do valor nutricional dos alimen-
tos e a maior difusio destes principios na populagao brasileira,
Os consumidores procuram adequar suas dietas com alimentos nutri-
tivos e de baixo custo. Nesse sentido, o pescado tem estado dia a

dia no prato do povo brasileiro.

Entre os pescados, a sardinha & um peixe de grande aceita-
g¢ao popular tendo em vista que seu preco € bem inferior ao dos
outros produtos do mar, tais como camario e tainha; alem de ser

largamente utilizada em escala industrial.

No Estado de Santa Catarina, a produgao pesqueira sofreu nos
anos de 1985 a 1986 um decréscimo significativo, especialmente no
que diz respeito a produgao de sardinha (Sardinella brasiliensis)
que representou em 1986, 51,84% de toda a produgao pesqueira do
estado, com um decreéscimo de 10,81% sobre.o ano anterior. Por ou-
tro lado, entre as Principais espécies capturadas, a sardinha des-
tacou-se quanto ao valor total de comercializagao que representou

27,31% e quanto a participagao representativa em kg, que foi de

51,84% (87).

O pescado normalmente apresenta uma microflora natural ca-
racteristica, mas ocasionalmente pode sofrer contamina¢ido no seu
habitat, especialmente em dguas dos estuarios ou poluidas por
material fecal; ou durante os processos de captura, manipulagao
€ processamento. Nessas condigOes, bactérias patogenicas como,
Staphylocoeccus aureus e Salmonella, ou indicadores de contamina-
cao fecal como, E. coli e estreptococos fecais, ou outros mi-

crorganismos podem-se desenvolver produzindo "per-se" ou atraves

0l



de toxinas, toxi-infecgOes alimentares com manifestagSes clinicas

variaveis.

Os operarios sao considerados os principais causadores de
contaminagao bacteriana dos produtos pesqueiros. Se portadores de
uma infecgdo, esta pode ser transmitida através do manuseio do
produto. O problema entretanto, agrava-se no comércio de pescado
pelo sistema a varejo; pois aléem da contaminagdo inicial adquiri-
da apbds sua captura nos atos de carga e descarga, o pescado pode
sofrer contaminagées adicionais no estabelecimento de venda, de-
vido ao manuseio, acomodagao nas prateleiras, agravada por pos-

sivel falta de refrigeracao.

E interessante ressaltar também o tipo de embalagem utili-

zada no momento da venda, dado o fato de, na maioria das vezes, o
pescado ser embalado em papel de jornal, o qual se constitui na-

turalmente numa fonte de contaminagao.

Baseado nas consideracoes acima,fnosso trabalho se propoe
pesquisar bactérias presentes no pescado vendido que indicam qua-
lidade higienico-sanitaria, assim como.bactérias patogeénicas pas-
siveis de causarem surtos de toxi-infecgoes alimentares no homem.
Também nos propomos avaliar o grau de higiene durante a captura,
manipulagao e armazenamento do pescado‘comercializado. Com este
fim serao estudados os seguintes microrganismos: Staphylococcus
aureus, Salmonella sp., bacterias mesdfilas e psicrofilas, Vibrio
parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica, coliformes totais,co-
liformes fecais e Escherichia coli. As culturas de S. qureus iso-
ladas do produto serao analisadas quanto a produgdo de enteroto-

xina B.

Embora o Clostridium botulinum tipo "E" seja um patogeno de
grande importancia em pescados, ndo foi possivel a sua pesquisa

devido as condig¢oes laboratoriais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICAS

2.1. O Pescado e sua Relacao com as Toxi-Infeccoes Alimenta-

res

O pescado, recém capturado, normalmente nao apresenta bacté-
rias no tecido muscular, no entanto, encontra-se grande carga bac-

teriana nas guelras, limo superficial e intestino(l4’ 19, 38, 89).

A flora bacteriana normal do pescado € oriunda do solo, ar e
agua, estando diretamente relacionada com o seu ambiental aqua-

tico(89)

. Predominam as bactérias do género Pseudomonas, Mora-
xella, Acinetobacter, Vibrio, Aeromonas, Flavobacterium, Cytopha-
ga, Micrococcus e quando o pescado € capturado proximo da  terra
pode conter também esporulados aerdbios do género Bacillus. Clos-
tridium botulinum e Vibrio parahaemolyticus podem estar presen~

(23, 70). Os de-

tes em pescados capturados em aguas nao poluidas
mais microrganismos causadores de toxi-infecgoes alimentares ra-
ramente ocorrem no pescado capturado em aguas nao poluidas, exce-
to se o mesmo foi contaminado apds sua captura. Este processo pode
ser iniciado a bordo através das superficies de contato nos bar-
cos, no uso de gelo feito de agua contaminada, falta de asseio
nos convés e porao do barco, como também o habito nao higiénico
dos pescadores. Em terra as condicoes sanitarias do local de
desembarque, a exposicao a insetos, desejos de passaros e roedo-
res, o uso de cestos ou caixas sujas para o acondicionamento e
transporte do pescado, bem como as operagcoes de processamento sob
condicoes higiénico-sanitdrias inadequadas podem também promover

a contaminacao do produto(l4’ 20, 92, 34)

O pescado capturado em aguas poluidas por excrementos de



origem animal e humano, pode servir de veiculo para os mais im-
portantes tipos de bactérias causadoras de toxi-infecgoes alimen-—
tares, como por exemplo Salmonella, E. coli, Staphylococcus au-
(17, 90)

reus, Yersinia enterocolitica € Vibrio parahaemolyticus

Appleman et alii(3)

, verificaram gque o pescado capturado em
aguas nao poluidas no mar do Norte estava completamente livre de
E. coli, estafilococos coagulase positivo e Salmonella, e que
quando capturados em aguas poluidas esses microrganismos poderiam
estar presentes. Segundo esses autores, a contaminacgao comecga,
sem duvida, no barco e especialmente com materiais associados ao
convés, como téﬁuas, gelo, redes e trabalhadores a bordo, sendo
que o mercado e a planta de processamento bem como todos os equi-
pamentos, inclusive caixas sanificadas inadequadamente, facas e

também a agua de processamento podem aumentar a contaminagao.

(37), ao analisar files com pele verificou que 95%

Georgala
das contaminagoes bacterianas correspondem a microrganismos coli-
formes, dos quais 38% pertenciam ao grupo dos coliformes fecais.
Estes microrganismos eram provenientes da agua utilizada para a
lavagem e das tabuas utilizadas para filetar. Apesar da elevada
presenca de bactérias coliformes o pesquisador nao encontrou Shi-
gella, nem Salmonella. No entanto 30% dos files apresentaram
estafilococos coagulase positivos, presumivelmente como resulta-

do do processo de manipulacgao.

Raj & Liston(79)

, estudando em produtos do mar congelados a
sobrevivéncia de bactérias de significancia a salide publica veri-
ficaram que o congelamento e armazenamento sob refrigeragao nao
reduzem significativamente a carga bacteriana dos alimentos. No
caso particular de produtos do mar, apds longa armazenagem no es-

tado congelado e até mesmo apos congelamento e descongelamento

repetidos, pode haver sobrevivéncia de bactérias patogénicas ou



potencialmente patogénicas em nimero significativo para  consti-
tuir um risco a satde. Os autores acharam S. typhimurium, S. au-
reus e E. coli em estado viavel em cada ml de homogeneizado de
pescado apds 5 ciclos de descongelamento em niimero suficiente pa-
ra causar risco a saude publica.

Segundo o "Department of Food Control and National Institute

of Health", do Japao, apud Kawabata (° 1)

, OS microrganismos do gé-
nero Salmonella e Staphylococcus foram os mais envolvidos nos ca-
sos de toxi-infecgoes alimentares devido ao consumo de pescado

e produtos da pesca ocorridas no Japao no periodo de 1957-1958.

Todd(99) analisou as toxi-infecgoes alimentares ocorridas
no periodo de 1967 a 1971, na Austrdlia; de 1968 a 1972, no Japao
e de 1973 a 1975 nos Estados Unidos, Canada, Inglaterra e Pais de
Gales e verificou que o maior numero de surtos, 6.109, ocorreu no
Japao. Salmonella sp., S. aureus e C. perfringens foram os prin-
cipais agentes responsaveis pelas toxi-infecgoes. O Vibrio pa-
rahaemolyticus apresentou maior incidéncia no Japao. Os pescados
foram responsaveis por 6 (12,5%) surtos na Australia, 1.270
(35,4%) no Japao, 10 (0,5%) na Inglaterra e Pais de Gales, 84

(5,8%) no Canada e1l12 (9,3%) nos E.U.A.

2.2. Microrganismos MesOfilos e Psicrofilos

As bactérias psicrofilas sao de interesse por causarem al-
teracao em alimentos refrigerados e congelados. Por outro lado na
faixa de temperatura de bactérias mesofilas encontram-se a maio-

. . . . “ . 98
ria dos microrganismos potencialmente patogénicos para o homem( ).

Os microrganismos psicrofilos sao menos importantes como

agentes de deterioragao nos alimentos mantidos a temperatura am-



biente. Ja em alimentos refrigerados a presenca de grande numero
de bactérias psicrdfilas pode refletir o crescimento de uma po-
pulagao inicial durante o armazenamento e/ou contaminagao maciga

em algum ponto antes ou durante o armazenamento refrigerado(Z).

Em virtude de que os pescados, moluscos e crusticeos vivem
em ambientes cujas temperaturas oscilam entre 15 a 20 oC, a mi-
croflora normal destes animais & composta principalmente por psi-
crofilos, tais como Pseudomonas, sAchromobacter, Moraxella, Acine-

tobacter, FZauobacterium(45' 98, 2, 60, 88).

Dado que os pescados sao geralmente armazenados a baixas tem
peraturas (refrigeragao ou congelamento), o tempo de conservagao
e a rapidez da deterioracao dependem, principalmente da intensi-
dade e do tipo de contaminagao por microréanismos psicrotroficos
ou psicrofilos uma vez que estes apresentam intensa atividade

lipclitica e proteolitica(Gz).

No pescado, tanto os microrganismos psicréfilos‘como OS me-
sofilos desempenham um papel importante no processo de putrefa-
cao. Os psicrdfilos tém maior acdo no inicio da decomposigéo do
pescado e a medida que a decomposigao vai aumentando, os micror-
ganismos mes6filos aumentam em niamero, principalmente quando as
temperaturas dos locais de armazenamento sao mais elevadas, dando

continuidade ao processo de degradagéo(54).

A contagem em placas de mesS6filos é usada, rotineiramente,pa-
ra se obter uma avaliagao geral do produto, fornecendo-nos uma
estimativa de populacao bacteriana existente, como também conclu-
soes sobre as condigbes higiénico-sanitdrias do processo de
fabricacao, efeito da temperatura de conservagao, grau de altera-

¢ao do alimento e sua provavel vida de prateleira(gs’ 48, 46'59),

Em virtude dos pescados estarem no mercado geralmente a tem-

na



] -~ - . s -~ - .
peraturas inadequadas sao passiveis de contaminagao por bactérias
e (45) - . . ‘. as
mesofilas . Um numero elevado desses microrganismos pode indi-
car matéria prima contaminada, limpeza e desinfecgdao deficientes,
ou condigoes inadequadas de tempo/temperatura durante o processa-
mento e/ou armazenamento dos alimentos, bem como uma possivel

contaminagao por bactérias patogénicas(48' 98)

2.3. Bactérias do Grupo Coliforme

Os coliformes sao membros da familia enterobacteriaceae ca-

pazes de fermentar a lactose com produgao de gas dentro de 48 ho-

ras a temperatura de 32 a 37 oC(22, 2, 45). Neste grupo estao in-
cluidas as bactérias dos géneros Escherichia, Enterobacter, ci-
trobacter e KZebsieZZa(45' 76, 70). Sao caracterizadas como bas-

toes curtos aerdbios ou anaerdbios facultativos, gram - negativos
e nao esporulados(ls’ 2, 35, 76, 77).

Nos E.U.A., no ano de 1914, o servigo de saide publica ins-
tituiu os coliformes como indicadores de poluigao fecal da agua,
pois pensava-se que eles habitassem exclusivamente o trato intes-

tinal de animais de sangue quente e sua presenga na agua era, por-

tanto, resultado de uma contaminacao fecal direta ou poluigéo(zzx

Através de estudos posteriores constatou-se que, embora a E. co-
11 fosse um habitante normal do trato intestinal do homem e de

animais, os outros membros do grupo coliforme poderiam ocorrer em

outros habitats (vegetais, solo), além das fezes(104' 35, 76, 77,

48). Em virtude disso utilizou-se a terminologia "coliformes fe-

cais" para uma indicagao mais precisa de poluicao fecal. Chordash

& Insalata(22), Jay(48); Geldrich et alii(36) sugeriram o uso de
E. coli tipo I como um indicador de poluicao fecal, uma vez que

este organismo tem uma especificidade fecal mais elevada.



Os coliformes fecais sao membros da familia enterobacteria-
ceae e sao distinguidos dos coliformes nao fecais por fermentarem

a lactose com produgao de gas dentro de 24/48 horas a temperatu-

ras de incubagao elevadas, tais como 42, 44, 44,5 ou 45,5 °cC (2,
45, 48, 22)

Em 1887, Escherich, apud Chordash & Insalata(22) isolaram
E. coli de fezes humanas. Em 1892, Schardinger, apud Jay(48) de-

signou a E. coli como um indicador de patogenos transmitido pela

agua.

Para adultos normais a E. col? € um comensal entérico nao
invasivo, entretanto quando ganha acesso aos tecidos fora do seu
habitat normal ou em recém-nascidos ou adultos predispostos, pode
ser responsavel por graves casos de tdxi-infecgdes. £ importante
salientar que nem todas as linhagens de E. coli sao patogénicas
e as que sao patogénicas podem ser classificadas em: a) enteropa-
togénica/enteroinvasiva: ataca o epitélio do cdlon e multiplica-
-se intracelularmente produzindo uma sindrome semelhante a de-
sinteria; b) E. coli enterotoxigénica: ataca o epitélio do intes-
tino grosso e pode elaborar enterotoxinas termoestaveis e/ou ter-
molabeis, apresentando sintomas semelhantes a colera. No homem,
os sintomas clinicos sao tipicos de gastroenterites(44’ 83, 22).

(59) os pescados capturados em aguas nao  po-

Segundo Leitao
luidas nao apresentam E. coli e os demais coliformes, porém podem
ser contaminados por esses microrganismos pela manipulagao ina-

dequada e armazenamento no gelo.

Griffiths(4o)

, concluiu que a E.coli nao € um habitante nor-
mal do trato intestinal do pescado marinho, embora este organismo
esteja presente em pescado capturado em aguas poluidas. Assim a
presenca de bactérias indicadoras em produtos de pesca deve ori-

ginar-se do ambiente de processamento.



A presenga de E. coli nos alimentos nem sempre esta direta-
mente relacionada com a ocorréncia de Salmonella ou outro pato-
geno entérico, mas somente implica em um certo risco de que esses

organismos possam estar presentes(gs’ 45, 48).

De uma maneira geral a presenga de bactérias coliformes em
alimentos & altamente indesejavel pois indica uma contaminagao por
matéria fecal, possivel presenca de patogenos entéricos, condi-

coes higiénico-sanitarias deficientes e armazenamento  inadequa-
do(35, 48, 45).

2.4. Salmonella sp

O género Salmonella inclui varias espécies potencialmente

(11)

patogénicas para o homem e animais .

Esta bactéria habita o trato intestinal do homem e animais e

. sua presenca nos alimentos indica provavel contaminagao fecal,di-

reta ou indireta devido a uma contaminagao secundaria atra-
vés de utensilios e equipamentos, ou manuseio por individuos in-

fectados(gs).

Um dos maiores reservatbrios de Salmonella sao as aves. Berg
& Anderson(ll), estudaram a incidéncia de Salmonella e Edwarsiella
tarda em 521 amostras de fezes de gaivota na costa de COregon e

obtiveram Salmonella em 2,1% e E. tarda em 0,4% das amostras.

A Salmonella pode atacar consideravel numero de alimentos
sem causar alteracao detectdvel na aparéncia, odor ou até mesmo

sabor(35).

A Salmoneloser é uma infecgao que afeta o trato gastrointesti-
nal, sendo mais grave em criancas e velhos, podendo produzir ca-

sos graves, as vezes com morte, em individuos de todas as idades.
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Os sintomas e sinais da gastroenterite sao: febre, diarréia, do-
res intestinais e vomitos. Eles podem variar desde uma simples

indisposicao até uma grave desidrata950(45’ 28)

A verdadeira incidéncia do envenenamento alimentar por Sal-
monella nao & conhecida, uma vez que, freglientemente, pequenos

~ ~ - = s e s - P 48
surtos nao sao relatados aos Orgaos oficiais de saude publlca( ).

A probabilidade de infecgao pelo consumo de um alimento con-
tendo Salmonella depende da resisténcia do hospedeiro, da infec-

(35)

ciosidade da linhagem e do nimero de organismos ingeridos .

O pescado marinho capturado fora da costa e em paises que
possuem padroes de sanificacao eficientes raramente apresentam
Salmonella. Por outro lado podem ser contaminados pela bactéria
quando capturados em zonas poluidas ou sofreram operagoes de ma-
nipulagao, transporte ou processamento sob condicoes sanitarias
(20)

inadequadas

Orlob(74)

estudou a sobrevivéncia de diferentes .espécies
de Salmonella em aguas marinhas e verificou que a mesma variava,

sequndo a espécie, desde 15 minutos até 34 dias.

Nos Estados Unidos durante os anos de 1951, 1961, 1963 e
1964 foram relatados respectivamente 1.733, 8.500, 18.000 e 21.113
casos de salmonelosis. Em 1967, o "National Communicable Disease
Center" de 37 estados relatou um total de 273 surtos de envenena-
mento alimentar envolvendo 22.171 casos, dos quais 12.836, ou se-

(48). Segundo Todd(gg),

ja, 58% foram causados por Salmonella sp.
nos E.U.A. durante o periodo de 1973 a 1975 as Salmonellas foram
responsaveis por 106 (33,5%) surtos de tdoxi-infecgoes alimenta-

(31)

res. Floyd & Jones encontraram Salmonella e Shigella em 11%

dos peixes capturados nas aguas do Nilo.

No ano de 1953 na Suécia, um surto de S. typhimurium causou
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105 casos fatais, correspondendo a mortalidade média de 1,1% sen-
do que aproximadamente metade dos mortos eram pessoas de meia

idade(45).

Segundo Leiguarda et alii(57)

de 97 peixes, compreendendo
10 espécies diferentes capturados no Rio da Prata, 19,6% apresen-
taram Salmonella.

(41)

Gulasekeharam et alii pesquisaram Salmonella em 629
amostras de pescado fresco e em 42 amostras de agua de lavagem e
encontraram Salmonella em 39 amostras de pescado fresco e em 42
amostras de agua de lavagem, isolando um total de 15 cepas das

quais todas, exceto S. chittagong e S. oraniemberg, ja haviam

sido isoladas, em ocasioces anteriores, de fonte humana e animal.

Embora a Salmonella tenha como temperatura de crescimento
de 37 oC, pode sobreviver e até se multiplicar a temperaturas mais

baixas(68).

A temperatura minima na qual a Salmonella pode crescer e se
multiplicar € influenciada tanto pelo meio de crescimento como
pelos microrganismos competitivos. As Salmonellas siao capazes de
crescer em alimentos do mar e outros alimentos a temperatura de
8 °c competindo com as bactérias deterioradoras normais e alcan-
cando alto nimero. Em temperaturas menores de 8 graus, sapro&fitas
psicrotroficos podem crescer rapidamente, alcancando elevado nu-
mero antes que se inicie o crescimento de Salmonella e desse

Con . 66
modo inibir seu cresc1mento( ).

Culturas puras de Salmonella sao capazes de crescer mais ra-
pidamente, assim como iniciar o crescimento a temperaturas mais
baixas do que quando em competicao com outros microrganismos. Is-

(66)

to foi verificado por Matches & Liston , que constataram que a
temperatura minima para o crescimento de Salmonella variou de 5,5

a 6,8 oC.

1



Do ponto de vista pratico &€ importante reconhecer que pode

°c

ccorrer crescimento de Salmonella em temperatura abaixo de 6
apO0s um periodo de tempo relativamente longo. E muito importante
um bom controle de temperatura, principalmente em alimentos arma-
zenados sob refrigeracao por longo periodo. Nesse caso, a tempe-

ratura do alimento deveria ser mantida sempre abaixo de 5 °C(66).

2.5. Staphylococcus aureus

O envenenamento alimentar por estafilococos foi estudado i-
nicialmente em 1894 por Denys e em 1914 por Barber, mas somente em
1930 Dack et alii provaram a capacidade de algumas linhagens de

S. aureus produzir envenenamento alimentar(48).

O crescimento de Staphylococcus aureus em alimentos apresen-
ta um risco potencial de saude puiblica uma vez que certas linha-
gens produzem enterotoxinas que, se ingeridas, causam toxi~in-

(2)

fecgEo alimentar , cujos sintomas e sinais se caracterizam por
néusea; vomito, diarréia, indisposicao geral e fraqueza; comegan-
do entre 1 a 6 horas (normalmente de 2 a 4 horas) apds a ingestao
do alimento. Embora raramente esta doenca seja fatal, se houver
virios acessos podem ocorrer complicagdes como desidratagao e
choqué(45, 48, 13).

(12)

Segundo Bergdool , pelo menos 50% das cepas de S. aureus
produzem enterotoxina, cuja acao se manifesta a nivel de um mi-

crograma/G de produto contaminado.

Os S. aureus produzem 5 enterotoxinas chamadas A, B, C, D,
E, sendo a mais comumente envolvida em surtos de toxi-infecgao a
do tipo "A", sendo que 1 micrograma ja pode causar sintomas de

. . ~ (48)
intoxicagao nos seres humanos .



Acreditava-se que a producao de enterotoxina se relacionava
com a produgao de coagulase, desoxiribonuclease termoestavel e
fermentagao laboratorial do manitol, mas através de estudos veri-
ficou-se que nenhuma dessas propriedades isoladas nem a combina-
¢ao delas é um indice absolutamente seguro de enterotoxigenici-

dage (48)

Embora a produgao de coagulase geralmente seja caracteristi-
ca do S. aureus, nem sempre todas as linhagens responsaveis por
toxi-infecgcao produzem essa enzima; mas tendo em vista a nao
existéncia de métodos mais adequados para detectar esses patoge-

(98, 48)

nos varios autores , recomendam a utilizagao do teste de

coagulase e termonuclease para a identificacao de S. aureus.

Segundo o "Center for Disease Control®” dos E.U.A. de 1969 a
1972, os estafilococos foram responsiveis pela maior proporcao de
surtos de envenenamento alimentar de etiologia bacteriana vari-

ando de 37 a 46%(48)

. No periodo de 1973 a 1975 Toaq (2?) verifi-
cou que, nos E.U.A., foram registrados 107 (33,9%) surtos de to&-

xi-infecgoes alimentares ocasionados pelo S. aureus.

Em alimentos crus, principalmente produtos animais é comum
a presenga de S. aqureus a qual pode nao estar relacionada com
contaminagao humana, mas sim por contaminacao com o courc do ani-
mal, penas e pele, podendo ou nao resultar também de lesoes ou

tecidos contundidos (2) .

(38)

Gilbert menciona que o numero de estafilococos capaz de

4 9

causar intoxicacao varia de 4,8 x 10~ a 9 x 10° UFC/G de produto.

2 - -
Segundo Speck( ), a presenca de um numero elevado de células
de estafilococos em alimentos nao € causa suficiente para incri-
mind-lo como um vetor de envenenamento alimentar. Hi necessidade

de se demonstrar a enterotoxigenicidade, ou seja, a presencga de



enterotoxina estafilocdocica no alimento, uma vez que ela & que

é responsavel pela doenca.

Muitas vezes em alimentos processados os S. qureus sao des-
truidos pelo calor, mas a toxina sendo termoestivel pode persis-
tir e causar toxi-infecgao. Neste caso é aconselhivel realizar um
exame microscopico do alimento e/ou testes para a detecgao de de-

soxiribonuclease termoestével(48' 98).

Em alimentos cozidos ou processados, os estafilococos sao
excelentes indicadores das condigoes higiénico-sanitarias dos ma-
nipuladores os quais servem como veiculo de disseminagao destes
organismos uma vez que os estafilococos se encontram nas fossas
nasais, boca e maos das pessoas portadoras. Desta forma pessoas
com lesoes nas maos ou tossindo ou espirrando podem contiminar os

alimentos(48’ 98).

2.6. Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus foi identificado inicialmente no Ja-
pao por Fujino, em 1951, sendo posteriormente caracterizado morfocultural

¢ fisiologicamente por Sakazaki em 1963(%s 30, 48, 58)

E um microrganismo enteropatogénico, halofilico, gram nega-

tivo, anaerobio facultativo, ocorrendo na maioria das aguas mari-

nhas do mundo(49). E responsavel no homem por gastroenterite epi-
- . ~ (100) . (23,
demica, podendo causar doencas em camarao , Caranguejo
>4) e ostras(zz).
Acredita-se que estes microrganismos sejam veiculados pela
agua e dessa forma contaminarem os moluscos e peixes vivos. De-

pois da captura, estes organismos se multiplicam com muita rapi-

dez, principalmente quando as temperaturas sao altas, alcancando

14
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em poucas horas niveis suficientes para produzir toxi-infecgao .

A doenga ocorre principalmente nos meses quentes de verao.
O periodo de incubagao varia de 2 a 48 horas (mais freqlientemente
14/20 horas) e normalmente camega com violenta dor epigastrica acompanhada
pPor nausea, vomito e diarréia. Em casos mais graves, aparece nas
fezes muco e sangue. Na maioria dos casos ocorre febre moderada
e dor de cabega. Devido a estes sintomas a doenca € freqililentemen-

te erroneamente diagnosticada como salmonelose ou desinteria (48,
98)

Acredita-se que o mais importante teste de laboratdrio para
Vibrio parahaemolyticus & o teste de kanagawa, cujo propdsito €&
detectar uma hemolisina especifica que est3 associada com a pa-

togenicidade deste microrganismo(30).

A maioria dos autores japoneses afirmam que organismos iso-

-lados de amostras marinhas diferem das linhagens isoladas de fe-

zes humanas pelo fato de serem incapazes de hemolisar o sangue
humano no chamado fenomeno kanagawa. Em experimentos com volun-
tarios humanos verificou-se que Vibrio parahaemolyticus kanagawa
negativo nao causa doenga tipica. Contudo neste ponto nao ha com-
pleta unanimidade uma vez que linhagens kanagawa positiva foram

isoladas de amostras marinhas e ja foi registrado envenenamento

alimentar por Vibrio parahaemolyticus kanagawa negativo(48’ 46).
Embora Vibrio parahaemolyticus esteja presente principal-

mente nas aguas costeiras, sedimentos, plancton, a abundancia

desse organismo € estritamente sazonal(64). Isto foi evidenciado

pelos trabalhos de Miyamoto et alii(sg) Baross & Liston(4' 5)Bar-

they & Slanetz(lo)

onde mostraram uma baixa incidéncia de Vibrio
parahaemolyticus quando as temperaturas quentes baixavam ou em
amostras coletadas em alto mar onde além da baixa temperatura (o}

contelido organico nestas areas estd reduzido.
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Em Maryland, no verao de 1971, ocorreu 4 surtos de origem
alimentar causado por Vibrio parahaemolyticus devido ao consumo

de caranguejo a vapor e salada de caranguejo(3o).

2.7. Yersinia enterocolitica

A Y. enterocolitica foi descoberta em 1939 nos Estados Uni-
dos por Schleifstein & Coleman que descobriram que o novo patoge-
no era similar ao Bacterium liguieri e Pasteurella (Yersinia)
pseudo-tuberculosis o qual denominaram Bacterium enterocoliticum.
Em 1964, Fredericksen et alii propuseram o nome de Yersina ente-
rocolitica, dado o fato de que quando invade o organismo (humano

e/ou animal) habita o intestino e célon(97’ 72).

A Y. enterocolitica € um bastonete, gram negativo, nao espo-
rulado, anaerdbio facultativo, e esta classificado na familia das
enterobgcteriaceae. As caracteristicas distintas deste microrga-
nismo ééo sua capacidade de crescimento em temperaturas baixas,

motilidade a 25 oC e imobilidade a 37 oC,fenilalanina deaminase

negativo e urease positivo(ls).

A temperatura Otima de crescimento da Y. enterocolitica é
de 25 a 39 ¢, porém os sorotipos 0:3, 0:8 e 0:9 tém a habilida-

°c®? | 15t0

de de se desenvolver e manter ativa sua toxina a 4
cria um potencial problema de saude publica, principalmente em
alimentos refrigerados onde um pequeno nimero de microrganismos
tem a capacidade de desenvolver um grande numero de células via-

veis(43).

Nao se sabe exatamente se o homem & um reservatdrio de Y.
enterocolitica e se ela € transmitida por via oral ou fecal.Acre-

dita-se que a doenca seja transmitida através de alimentos conta-
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minados; através do contato com animais infectados e do contato
. . (9 72

entre pessoas infectadas em uma familla( 3, 100, 50, ).

Os animais sao reservatdrios significativos de Y. enteroco-

litica, principalmente os suinos(gs’ 100). Y. enterocolitica foi

isolada de gatos, chinchilas,coelho, cachorro, macacos, vea-

dos(gs), leite e derivados, derivados de ovos, carnes (gado, por-

co e ovelha), aves domésticas e vegetais(97).

Em 1980, Schieman(86)

analisou 69 produtos suinos processa-
dos e 128 produtos suinos crus e encontrou Y. enterocolitica em
% e 49%, respectivamente.

A Y. enterocolitica foi isolada, em varias ocasioes; em
amostras de égua(sz). Em novembro de 1972 um homem idoso ficou
doente em um acampamento de caga e apds exame clinico encontrou-
-se Y. enterocolitica serotipo 0:8 tanto no paciente como na &qua
corrente da montanha usada para beber. Teoricamente animais in-
fectados poderiam ter contaminado a érea(sz).

(56)

Lassen analisou 50 amostras de agua para beber na Europa

das quais 10 continuam Y. enterocolitica.

A Y. enterocolitica aparece largamente distribuida no meio

ambiente e as infecgoes humanas tem sido reveladas em muitos
paises(97).
A Y. enterocolitica foi isolada primeiramente em 1963 na

Tchecoslovaquia. Entre 1963 e 1971, 845 casos foram diagnostica-
dos(82, 72).

Nos anos recentes, o numero de casos relatados de infecgoes
por Y. enterocolitica em seres humanos tem aumentado constante-

mente, particularmente na Europa e Canadé(loo’ 101).

Nos E.U.A., em 1966 foram registrados somente 23 casos de

infecgao por Y. enterocolitica, mas em 1970 foram registrados 642
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casos. Em 1972 mais de 1.000 e em 1974 mais de 4.000 casos(IOl)'

Em 1976, ocorreu um surto atingindo 220 criancas escolares, das
quais 36 foram hospitalizadas e 16 sofreram apendicectomia. Nesse
caso, foi isolado o mesmo sorotipo (0:8) de Y. enterocolitica tan-
to das criancas doentes como do leite achocolatado incriminado

que elas tinham consumido(gs’ 102).

O mais alto indice de infeccoes humanas por Y.enterocolitica

foi registrado na Bélgica, onde em 1963 e 1965 houve 1.781 isola-

mentos(97).

No Brasil, a Y. enterocolitica foi isolada a partir de fezes

de criancas em Araraquara, Sao Paulo(78)

(32)

» de fezes de uma crianga

na cidade de Sao Paulo
(25)

e em crianca com diarréia cronica em

Botucatu, Sao Paulo

Pouco se sabe a respeito de métodos para controlar a doen-

¢ca, mas a higiené ambiental e sanificagéo dos alimentos e da
agua deveriam ser aplicados para tal fim(72).

A Y. enterocolitica pode produzir uma grande variedade de
sintomas e sinais no homem(93’ 101), dependendo da linhagem, da
dose, dos fatores genéticos e da idade e condigoes fisicas do
hospedeiro(ls). Criancas no primeiro ano de vida sao mais suscep-

tiveis as infecg6es por Y. enterocolitica. Gastroenterites, 1in¥
fadenite mesentérica sao os sintomas predominantes na infancia
e adolescéncia, desordens abdominais agudas, diarréia e artrite
sao manifestagoes que ocorrem com maior freqliéncia entre pessoas
de 20 a 60 anos. Eritema nodoso € mais notado em pessoas com mais

de 60 anos(97).

O mecanismo para produgao de patogenicidade da Y. enteroco-
litica ainda € desconhecido, nao se sabe se o organismo €& inva-

sivo, produtor de toxina ou patogénico por algum outro modo.
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Em um experimento envolvendo um voluntario humano foi neces-
- 9 . . .
sario uma dose de 3,5 x 10° organismos para produzir a infec-

c50(72).

>

Em abril de 1975, ocorreu um surto de gastroenterite febril
em duas escolas de Montreal. Em uma escola, 57 criancas e 1 adul-
to desenvolveram sintomas entéricos e em outra escola 80 crian-
¢as também desenvolveram estes sintomas. O leite cru que havia
sido consumido continua Y. enterocolitica serotipo 0:6,30, mas o
isolado de criancas doentes foi 0:5,27. Embora nao se tenha iso-
lado o mesmo serotipo da Y. enterocolitica este foi o Gnico agen-

te patogénico identificado(gs).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material
3.1.1. Equipamentos e Vidrarias

No presente estudo, além das vidrarias e equipamentos usados
rotineiramente em laboratdorio de microbiologia, foi utilizado pa-

ra os calculos estatisticos o computador IBM 4381.

3.1.2. Meios de Cultura e Reagentes

Foram utilizados os meios de cultura da Merck do Brasil e do
"Baltimore Biological Laboratory" - BBL, Além dos reagentes comu-
mente usados foi empregado coagu-plasma-Laborclin e soro poliva-

lente da Pimenta Abreu.

3.1.3. Materia-Prima
3.1.3.1. Coleta de Amostras

0 calculo que determinou o tamanho da amostra (N) para esta
pesquisa considerou 90% de confianga, um erro maximo em torno do
valor médio de 0,05 (5%) e que a proporgao esperada (sucesso) de
peixes, com a caracteristica a determinar na experiéncia, ou se-
ja, presenca de bactérias de significancia a salide publica em ni-
mero igual ou inferior ao limite maximo estabelecido pela legis-

(26) & ge 0,5 e igual a proporgdo de insucesso (P=0=0,5).

lacao
Assim, pode-se obter o numero minimo de peixes a serem estudados

através da seguinte expressao:

N <




Onde:

Z = valor da tabela da normal padrao, obtido em fungao do
nivel de confianga e que & igual a 1.645.

p=Q=20,5

E = erro maximo permissivel ou precisio que se deseja do ex-

perimento e fixado em 5% em torno do valor P.

Substituindo-se os valores na formula acima, obteve-se como
resultado N = 270 peixes. A titulo de sugestio do grupo de apoio
estatistico a pesquisa - GAEP, fixou-se em 6 unidades de sardinha
a serem examinadas por peixaria, totalizando 45 peixarias para
atingir-se o "N" determinado. De acordo cém a soliéitagéo da ban-
ca do exame de qualificagdo, efetuou-se a amostragem em 25 peixa-
rias, das quais 12 localizadas na ilha e 13 no continente. De
cada uma coletou-se 2 amostras de sardinha em épocas distintas,
correspondendo a 1 kg cada uma, perfazendo um total de 50 amos-
tras. A fim de se obter uma amostragem aleatdria sortearam-se, por

semana, duas peixarias para a coleta das amostras.

Posteriormente visitou-se 3 distribuidores de pescado 1loca-
lizados no continente, onde coletou-se em cada um deles, uma a-
mostra no porao do barco, totalizando 3 amostras e, em um dos
distribuidores além da amostra do porao ao barco coletou-se tam-

bém uma amostra no momento da captura do pescado no mar. Este

procedimento foi executado com a Gnica intengao de comparar o

grau de contaminagdo entre estas diferentes situacdes.

Assim obtivemos no resultado geral 54 amostras de sardinha

coletadas em peixarias e distribuidores de pescado.

Nas peixarias, a pesquisa de microrganismos psicrofilos foi
realizada nas amostras de nQ®s 26 a 50, pois quando se percebeu

a necessidade de pesquisar este grupo de microrganismos, o tra-
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balho ja havia sido iniciado.

O armazenamento das sardinhas nas peixarias apresentou-se sob
distintas formas:em 82,0%das peixarias as sardinhas ficavam deposita-
das na parte superior do balcao frigorifico (temperatura entre 2
e 8 OC) sem gelo; e em 4,0% com gelo. Em 8,0% das peixarias o)
pescado ficava exposto a venda em recipientes plasticos com gelo
picado espalhado sob o produto e em 6,0% sem gelo. No porao do
barco as sardinhas eram armazenadas em urnas, e ficavam dispostas

sobre camadas alternadas de gelo.

As amostras coletadas nas peixarias foram acondicionadas em
sua maioria em papel jornal, posteriormente colocadas num isopor

com gelo e transportadas ao laboratdrio.

A amostra da captura foi coletada ainda na rede, gquando da
chegada ao barco e depositada num recipiente de isopor com agua
do mar e gelo. A mesma chegou ao laboratdrio apds 6 horas da
captura. Essas sardinhas foram capturadas com rede denominada
"traineira" através do cerco do cardume em alto mar. As amostras
coletadas no porao foram acomodadas em sacos plasticos e  trans-

portadas em isopor com gelo ao laboratdrio.

O tempo decorrido entre a chegada da amostra ao laboratdrio

e o inicio das analises n3o excedeu a 30 minutos.

3.1.3.2., Preparo das Amostras

De cada amostra retiraram-se assepticamente 6 unidades de
sardinha, que foram depositadas em bandejas esterilizadas. Com o
auxilio de um bisturi e uma pinga esterilizada descamaram-se as
sardinhas e cortaram-se filé&s de musculo com pele da parte dorsal
de modo a se obterem 4 aliquotas de 25 gramas cada para posterior

isolamento dos microrganismos a seres pesquisados.

22



3.2. Metodos

3.2.1. Preparo das DiluigOes e Pré-Enriquecimento das Amos-

tras

Das 4 al{quotas de amostra obtidas no item 3.1.3.2. foram

preparadas diluigcdes de 101

a 10~ bem como Pré-enriquecimento de
acordo com as necessidades de cada determinagao. A 12 aliquota foi
homogeneizada em 225 ml de agua peptonada 0, 1% para a contagem pa-
drao em placas, de microrganismos mesdfilos e psicrofilos; enu-

meragao de bactérias coliformes totais, coliformes fecais, Esche-

richia coli e identificagdo e contagem de Staphylococeus aureus.

A 2% aliquota de 25 gramas foi diluida em 225 ml de agua
peptonada 1,0% + NaCl 3,0% para a identificagao e contagem de
Vibrio parahaemolyticus, e a 32 e 42 aliquotas foram submetidas a
um pré-enriquecimento pela adicao de 225 ml cada de caldo lacto-
sado e caldo sorbital sais biliares-salina tamponado para o iso-

lamento e identificac3o de Salmonella e Yersinia 'enterocolitica,

respectivamente.

Todas as aliquotas com os seus respectivos diluentes ou cal-
dos de pré-enriquecimento foram desintegrados em um desintegrador
esterilizado e homogeneizadas a uma velocidade de 15.000 RPM du-

rante 2 minutos.

A partir destes homogeneizados prepararam-se para as aliquo-
tas 1 e 2 diluigdes decimais até 10-4 exceto para microrganismos
psicrofilos cuja diluicao foi até a 10_7. Estas diluicgdes foram
realizadas atraves da transferéncia com pipetas esterizadas, de

porgoes de 1,0 ml para tubos de ensaio contendo 9,0 ml do diluen-

te correspondente a cada caso.
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3.2.2. Contagem Padrio, em Placas, de Microrganismos Mesofi-

los e Psicrofilos

Seguiu-se a técnica recomendada pela ICMSF(46), transferin-
do-se 1,0 ml de cada diluicao para 4 placas de petri as quais
foram adicionados aproximadamente 15 ml de agar para contagem em
Placas (PCA) previamente resfriado a 45 +/- 1,0 °c. Em seguida ho-
mogeneizaram-se as placas, deixou-se solidificar o agar e para
cada diluigdo em duplicata, incubou-se a 35 ¢ por 24/48 horas a
fim de se contarem os microrganismos mesdfilos e a 7 °c por 10

dias para os psicrdéfilos.

Apos o periodo de incubagao procedeu-se as contagens das co-
lonias de acordo com as instrucoes do APHA(z) e ICMSF(46) € Os re-
sultados foram registrados como "unidades formadoras de colonias"

(UFC) /Grama da amostra (Figura 1).

A pesquisa de microrganismos psicrofilos foi realizada em
23 amostras. As amostras n® 26 e no 27 nao foram completadas de-

vido um defeito no refrigerador que provocou o congelamento das

placas.

3.2.3. Enumeragao de Bactérias Coliformes

Para coliformes totais, foi seguida, a técnica do namero

73,2, 46) indicada por Thatcher & Clark(gs) ’

mais proviavel - NMp ¢
utilizando-se no teste presuntivo, caldo lauril sulfato triptose
(LST) com incubagdo a 35 °c por 24/48 horas. Tubos gas-positivos

foram repicados para caldo Escherichia coli (EC), incubados em
banho-maria a 44,5 +/- 0,1 °c pPor 24 horas para enumeragio de
coliformes fecais. Em seguida, procedeu-se o isolamento e identi-
ficagao de Escherichia coli pela repicagem dos tubos gas-positivos

de caldo Escherichia coli para placas de agar eosina azul de me-

tileno de Levine (EAM) com incubagao a 35 ¢ por 24/48 horas. As
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colonias suspeitas de serem E. coli foram repicadas para agar nu-
triente (AN)incubadas a 35 °C por 24 horas e submetidas ao teste
bioquimico de indol, vermelho de metila, Voges-Proskauer e Citra-

to - IMViC (Figura 1).

3.2.4. Isolamento, Identificagao e Contagem de Staphylococcus

aureus

Para a enumeragao de S. aureus foi seguida a técnica reco-

mendada pela FDA(33) e ICMSF(46). Foram inoculadas as diluicgoes
1071 2 107 em placas de petri contendo dgar Baird & Parker  (BP)
e incubadas a 35 °C por 24/48 horas. Em seguida, procedeu-se a
contagem das colonias suspeitas, ou seja, colonias negras, bri-

lhantes com e sem halo claro em seu redor e, retirou-se um namero
representativo de colonias, na maioria das vezes um nimero igual
a raiz quadrada do total de colonias encontradas, e repicou-se pa-

©c

ra caldo infusdao cérebro e coragao (BHI), incubando-se a 35/37
durante 20-24 horas. Desta suspensao transferiu-se uma aliquota
para agar nutriente (AN) para se realizar a coloracao de gram e
fermentagdo do manitol e a suspensao restante foi destinada aos

testes complementares de identificagao, ou seja, teste de coagula-

se e nucleases.

O teste de coagulase foi efetuado conforme as recomendagoes
citadas no ICMSF(46). Transferiu-se 0,1 ml da suspensao desenvol-
vida no caldo BHI para tubos contendo 0,3 ml de plasma liofilizado
de coelho e incubou-se a 35 °C.As culturas foram examinadas em
1,2,3,4, e 24 horas sendo considerado reagao positiva qualquer
grau de coagulagao do plasma.

Para a pesquisa de nuclease utilizou-se a técnica indicada

. (55)

por Lachica et alii empregando-se o meio azul de orto-toluidi-

na-DNA (TBD) solidificado em laminas de microscopio onde foram
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efetuados orificios dispostos em dupla fileira. Com o auxilio de
uma pipeta de Pasteur inoculou-se a suspensao da cultura em caldo
BHI nos orificios inferiores e nos superiores inoculou-se a mesma
suspensao submetida a aquecimento em banho-maria fervente por
quinze minutos. Apds a inoculacao as laminas foram colocadas em

cimara Gmida e incubadas a 35/37 °c por 24 horas (Figura 1).

Colonias com caracteristicas de S. aureus foram transporta-
das ao laboratdorio de microbiologia da UNICAMP e submetidas ao
teste de producao de enterotoxina. Foi empregado o método de ce-

(47)

lofane sobre agar para a producao de toxina e o método de

"optimum sensitivity plate” (Ouchterlorey modificado, OSP) para a

identificacao da toxina 5(83)

3.2.5. Isolamento e Identificagao de Salmonella sp.

Empregou~-se a metodologia recomendada por Thatcher &Chmﬁxgm,
A partir do pré—enriqugcimento com caldo lactosado (CL) conforme
mencionado no item 3.2;1, procedeu-se um enriquecimento seletivo
com caldo tetrationato:(TTB) e caldo selenito cistina (SC) com

incubacao a 43 °©

C por 24 horas. A seguir, efetuou-se o plagquea-
mento em agar Salmonella Shigella (SSA), agar sulfito de bismuto
(BSA) e agar sulfadiazina verde brilhante (BGSA), com incubagao
a 35 °c por 24 a 48 horas. Coldonias suspeitas de Salmonella foram
estriadas em agar Mac Conkey (MC), incubadas a 35 ¢ por 24/48
horas e submetidas a testes bioquimicos, agar triplice aclicar fer-
ro (TSI), agar lisina ferro (LIA), agar sulfito indol motilidade

(SIM) e testes sorologicos onde utilizou-se o soro polivalente H

"flagelar" e soro polivalente o "somatico" (Figura 2).
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75 g de sardinhs
225 ml de caldo lactosado

\

I
1S

35/379C
24 hs.
‘1.0 mi Il.O ml
718 SC
430C 4390C
24hs 24hs
|
BSA SSA BGSA BSA SSA BGSA
/
35/370C
24/48hs
MAC
| 35/370C
24/48Bhs
AN
35/370C
24 hs
f |
dentificacdo bioquimica Identificac3o sorologica
F"""i"‘""’] -
nTn oy
g @ cultura
5.9 ml caldo H
1 SIM LIA 1 - cultura
2 - NaCl 0,85%
3 - Antissoro "0 350C

35/379C
24/48hs

Leitura

LEGENDA:

T18 - Caldo tetrationato

s - Caldo selenito cistina

BSA - Agar sulfito de bismuto
BGSA - Agar sulfadiazina verde brilhante
SSA - Agar Salmonella-Shigella

MAC - Agar Mac Conkey

AN - Agar nutriente

151 - Agar triplice aglicar ferro

SIM - Agar sulfito indol motilidade
LIA - Agar Yisina ferro

24 hs

5.0 m! sol. salina formalinizada 0.6%
5.0 ml caldo H + cultura

1 hora
1.0 ml 1.0 ml

1.0 ml cultura caldo formalinizado

1.0 m cultura caldo
0.02 ml Antissoro poliv. W

formalinizado
0.02 ml sol. salina
formalinizada 0.6%

500C - 8.M.
1,0 hora
Leitura

Figura 2 - ISOLAMENTO E IDENTIFICACAD DE Salmonella



3.2.6. Isolamento, Identificagdo e Contagem de Vibrio para-

haemolyticus

A metodologia usada foi a sugerida pela ICMSF(46), onde em-

pregou-se a técnica do numero mais provavel - NMP, usando-se 4

séries de trads tubos de caldo polimixina sal (SP) com incubagao

a 35/37 °C por 24 horas. Apds selecionou-se as diluicoes mais
altas que apresentaram turvacao e procedeu-se o estriamento em
agar tiossulfato citrato sais biliares sacarose - (TCBS) . Colo-

nias suspeitas foram isoladas em dgar soja tripticase NaCl 3% (TS
NaCl 3%), incubadas a 35 °c por 24 horas e submetidas a micros-
copia, coloragao de gram e aos sequintes testes bioquimicos: TSI
NaCl 3%, &gar para teste de motilidade NaCl 3%, teste de halofi-
lismo (0,6,8,10% NaCl), VMVP NaCl 3% e teste Hugh-Leifson Glicose

(Figura 3).

3.2.7. Isolamento e Identificacao de Yersinia enterocolitica

Conforme mencionado no item 3.2.1 realizou-se o enriqueci-
mento da amostra com caldo sorbitol - sais biliareé—salina tam-
ponada com incubagao a 4 °c por 15 a 20 dias. Posteriormente fez-
-se o tratamento da mesma com solucac de KOH 0,5% + NaCl 0,3% e
plagueamento em dgar MC e &gar SSA com incubagao a 26 ¢ por 48
horas. As colonias suspeitas foram submetidas aos UKﬁes-bioquimi—
cos de fermentacido de aglicares (TSI), descarboxilagao da  lisina
(LIA), producao de urease, motilidade e descarboxilagao da Orgi-

nina e ornitina (Figura 4).

3.2.8. Analises Estatisticas

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o SPSS

"Statistical Package for the Social Sciences" do Nacleo de Pro-
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25 g sardinha
225 m1 caldo sorbitol-sais biliares-salina
tamponada

49C )
LEGENDA: 15 a 20 dias

TSI - Aear Triplice

Aclicar Ferro
1 algada de cultura
0.1 ml sol. KOH 0.5% + NaCl 0.5%
LIA - Arar Lisina

Ferro I Agitar 30"

Agar Mac Conkey Agar Salmonella-Shigella

260C
48hs

| l I | I

TSI LIA UREASE MOTILIDADE DESCARBOXILASES

| r_l‘_l | I L

U Ornitina Arginina Lisina

260C 269C 269C
48hs 48hs 48hs 269C 269C
48hs 48hs 2690C 269C 260C
48hs 48hs 48hs
N Leitura /

Figura 4 - ISOLAMENTO E INENTIFICACAO DE Yersinia enterocolitica
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cessamento de Dados da Universidade Federal de Santa Catarina,
através do qual determinamos a média, desvio padrao, erro padrao

e moda.

Utilizou-se o teste t de "student" para a verificagao do
nivel de contaminagao das amostras. Verificou-se também a  exis-
téncia ou nao de correlacao entre os diferentes microrganismos

pesquisados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Contagem Padrao de Microrganismos Mesofilos

Pela Tabela 1, verificamos que, todas as amostras das peixa-
rias, bem como as dos distribuidores apresentaram microrganismos

mesdofilos.

De acordo com os dados da Tabela 2, das 50 amostras coleta-

das em peixarias, 2 (4,0%) apresentaram valores entre 103 e 104

> UFC/G; 19

7

UFC/G; 24 (48,0%) apresentaram valores entre 104 e 10

6

(38,0%) entre 105 e 106 UFC/G e 5 (10,0%) entre 10" e 10" UFC/G.

Entre os distribuidores, 2 (66,6%) apresentaram valores entre
105 e 10 uFC/G e 1 (33,3%) entre 10% e 107.
Sequndo a Tabela 3, a contagem de microrganismos mesofilos

variou de 3,4 x 103 al,d x 106 UFC/G com contagem média de 3,1 x

105 UFC/G nas amostras provenientes de peixarias e 1,2 x 105 a

6 6

3,3 x 10 UFC/G com contagemn média de 1,7 x 10  UFC/G nas amos-

tras coletadas nos distribuidores de pescado.

Brandao et alii(IG) pesquisando sardinhas (Sardinella brasi-
liensis) evisceradas e decapitadas comercializadas em feiras 1li-
vres do municipio de Sao Paulo constataram que a contagem de bac-
térias aerdbias ou facultativas mes6filas variaram de 7,90 x 103

6

a 4,60 x 10~ UFC/G.

No Brasil, Watanabe(los) pesquisou em feiras livres, pei-
xarias e supermercados a contaminacao em pele de pescado, e obte-
6

ve na contagem total em placas a 25 ©c os valores de 4,20 x 10

urc/cM2, 2,50 x 10° uFc/cM® e 2,30 x 10% urc/cM?, respectivamente.

Leon et alii(63) analisando o pescado comercializado nos mer-

cados e supermercados da cidade de Guatemala, obtiveram em 72%
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6

das amostras contagens de bactérias aerdbias acima de 10 UFC/G.

Na cidade de Sac Paulo, Lopes(ss), analisando amostras de

sardinha (Sardinella brasiliensis) e pescada branca (MZcrodon
acylodon) coletadas na companhia de entrepostos e armazéns gerais
do Estado de Sio Paulo - GEASP, encontrou na contagem padrao de
bactérias mesofilas, com incubagao a 25 °c por 72 horas, valores

que variaram de 7,60 x 10% a 5,00 x 10°

7

UFC/G para as amostras

de sardinha e 7,60 x 104 a 7,00 x 10° UFC/G para pescada branca.

(8)

No Rio de Janeiro, Barros et alii , analisando amostras de

camarao congelado encontraram uma média de mesOfilos de 4,2 x 106

(7)

UFC/G. O mesmo autor examinando filé de pescado congelado ob-

servou que na contagem total de mesofilos, realizada a 30 °c por

72 horas, 29,40% das amostras apresentaram valores de 103 a 105

UFC/G, 35,28% de 10° a 10°

diluicdes de 10° a 108,

UFC/G e a mesma porcentagem para as

Nos E.U.A., Foster, J.F. et alii(34), pesquisando a qualida-
de microbioldgica de quatro produtos do mar congelados e sete
frescos verificaram que a média geométrica da contagem aerobbia,

3 4

UFC/G a 9,3 x 10
4

em placa, variou de 3,5 x 10 UFC/G para o0S pro-

8

dutos congelados e de 7,8 x 10" UFC/G a 2,7 x 10 UFC/G para pro-

dutos frescos.

No presente estudo os resultados da contagem média de mi-
crorganismos mesdofilos revelam que, as amostras dos distribuido-
res apresentaram maior contaminagao do que as amostras das peixa-
rias. Estas, por sua vez, apresentaram menos contaminagéo que

(105) (63).

as amostras pesquisadas por Watanabe e Leon et alii

Pela Tabela 4 verificou-se gque, para microrganismos mesofi-
los as amostras obtidas de um mesmo distribuidor, no momento da

captura e no porao do barco apresentaram os valores 3,9 x 103 e
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1,2 x lO5 UFC/G, respectivamente. Podemos observar que a amostra
coletada no porao do barco apresentou um aumento de dois ciclos
logaritmicos em relagdo a amostra coletada no momento da captura.
Isto pode ser devido a ma distribuicdao do gelo a bordo e insufi-
ciéncia na massa do pescado, permitindo uma maior proliferagao
de bactérias mesd6filas bem como a manipulagao inadequada do pro-

duto a bordo e condig¢oes higiénico-sanitarias deficientes(38).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, 10% das
amostras coletadas em peixarias e 33,3% das amostras coletadas
em distribuidores de pescado, apresentaram na contagem total de

6

mesofilos valores acima de 10 UFC/G, mas se considerarmos a con-

tagem média das amostras coletadas em peixarias (Tabela 3), veri-

6 UFC/G de sar-

ficamos que a mesma apresenta valores abaixo de 10
dinha, enquanto que a contagem média das amostras dos distribui-

dores € superior a este valor.

A portaria n? 001 de janeiro de 1987(26), embora seja a mais
recente em relagao a padroes microbioldgicos para alimentos, nao

apresenta, para pescados crus, frescos e refrigerados, limite ma-

ximo para contagem padrao em placas. Deste modo, utilizamos o
padrao fixado pela Resolugdo N9 13/78 da Comissdo Nacional de
(24)

Normas e Padroes para Alimentos - CNNPA

limite maximo: 106 UFC/G.

que estabelece como

Elliot & Michener(zs)

5

estabelecem como limite maximo para

mesofilos 10 6

UFC/G. Segundo eles, acima de 10° UFC/G pode se
detectar a decomposicao da maioria dos alimentos pelo odor, sabor
ou aparéncia. Este pensamento esti de acordo com Frazier(34),'Co—

mite del Codex Alimentarius'(ss) e com os padroes bacterioldgicos

de alimentos portugueses, descritos por Ribeiro(72).
shewan ?1) atravas de um levantamento em relacao aos padroes
microbioldgicos para peixe e produtos de pescado, sugeriu para
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- . Do o L =
contagem total de bactérias viiaveis a 35 C, o linmite maximo

5

de 2,5 x 10~ UFC/G.

Considerando, para pescado cru, o padrao maximo de lO5

UFC/
G, verifica-se que 24 (48,0%) das amostras provenientes de pei-
xarias e todas as amostras provenientes dos distribuidores de
pescado apresentam valores acima do recomendado por estes auto-

res.

Segundo Speck(Z)

+ Na maioria dos produtos marinhos cru
frescos, a contagem aerdbia, em placa, a 35 O¢c deveria ser 1/10
da contagem a 20 OC.Contagens equivalentes em 20 e 35 ©C sugerem
erros de manipulacgao e contaminagao por fontes humanas ou por
animais de sangue quente. De acordo com o mesmo autor, pescado
de boa qualidade deve apresentar, a 20 °c contagens menores que

5

10 UFC/CM2 Oou G. Pescado de qualidade aceitivel até lO6 UFC/G,

apresentando contudo, uma vida de prateleira limitada, e contagens

6

acima de 10" UFC/G podem evidenciar uma deterioracao incipiente

do pescado.

Aplicando-se os conceitos de Speck(z) para a nossa pesquisa,
verifica-se que, das 50 amostras coletadas em peixarias, 26
(52,0%) sao de boa qualidade e 24 (48,0%) sao de qualidade acei-
tavel bem como todas as amostras provenientes dos distribuidores.
E interessante lembrar que a temperatura de incubagao utilizada

nesta pesquisa é diferente da sugerida pelo autor.

A contagem total de microrganismos mesofilicos deixa de ser
eficiente quando se quer avaliar um alimento conservado em refri-
~ O N .
geragao, dado que em temperaturas entre 15 e 5 C,ou mais baixas,

. . . - (68) e
@ maioria dos microrganismos mes6filos morrem . Para este fim
€ preferivel a contagem de microrganismos psicrdfilos a uma tem-

peratura de 0 a 5 °c.



4.2. Contagem Padrdo de Microrganismos Psicrofilos

Verificamos, pela Tabela 1, que todas as amostras das peixa-

rias e dos distribuidores apresentaram microrganismos psicréfi-

los.

Conforme Tabela 2, das 23 pPeixarias pesquisadas, 3 (13,0%)

apresentaram contagem entre 105 e lO6 UFC/G; 8 (34,8%) entre 106

7 8

e 107 UFC/G; 10 (43,5%) entre 10’ e 10% urc/c e 2 (8,7%) entre 10°

e 109 UFC/G. Entre os distribuidores 1 (33,3%) apresentou valores

entre 104 e lO5 UFC/G e 2 (66,6%) entre 106 e lO7 UFC/G.

As contagens de psicrdfilos variaram entre 1,4 x 105 e 2,0
X lO8 UFC/G com contagem média de 1,5 x 107 UFC/G em amostras de
peixarias e entre 8,2 x 104 e 9,3 x 106 UFC/G com contagem média

6

de 5,3 x 10 UFC/G em amostras de distribuidores o que pode ser

verificado pela Tabela 3.

Fajardo et alii(28) ao examinar a flora do pescado captura-
do em aguas tropicais, encontrou na contagem de bactérias psicré-
filas realizada a 10 °c por 7 dias, uma variacio de 103 a 10’

bactérias por grama.

Brandao et alii(16)

investigando a qualidade microbioldgica

de sardinhas comercializadas em feiras livres e mercados obtive-
. mpo .~ 3

ram na contagem de psicrofilos uma variagao de 3,0 x 10~ a 3,52 x

lO6 ORG/G.

Pelo presente estudo verificamos, que as amostras de peixa-
rias apresentaram microrganismos psicrofilos em nimeros superio-~
res a pesquisa de Fajardo(zg) e Brandéo(ls). A presenca de ele-
vado numero de bactérias psicrdfilas & de grande importancia em
alimentos armazénados sob refrigeracao, visto que estes microrga-
nismos desempenham um papel relevante no processo de deteriora-

¢ao, provocando desta forma uma diminuicao da vida Gtil do pro-



duto.

Através da an3lise da Tabela 4 pode-se observar que os valo-

res 7,3 x 10° e 8,2 x 104

UFC/G encontrados na contagem de bacté-
rias psicrofilas correspondiam as amostras provenientes de um
mesmo distribuidor, coletadas no momento da captura e no porao do

barco, respectivamente.

A amostra da captura apresentou um ciclo logaritmico acima
daquela coletada no porac do barco. Conforme mencionado anterior-
mente a contagem padraoc de mes6filos das amostras deste mesmo dis-
tribuidor apresentaram uma reducao de dois ciclos logaritmicos
na captura em relagao ao porao.

Segundo Shewan(gl)

a flora do pescado imediatamente apds (o}
resfriamento no porao do navio ira diferir qualitativa e quantitativamente
do pescado ndo gelado, eviscerado e recém capturado. Desde a captura
até o porto o pescado pode sofrer alteracoes, cuja extensdo de-
pende de muitos fatores, como exemplo: o tempo de transporte e a
temperatura de armazenamento. Assim em regioes onde a pesca é
proxima do porto o tempo entre a captura e o desembarque pode va-
riar de poucas horas a 1 ou 2 dias. A temperatura do pescado du-
rante o trajeto para o porto pode variar, dependendo da eficién-

cia do gelo no porao do barco, a presenca ou auséncia de isola-

mento no porao, o mar externo e a temperatura do ar.

Acreditamos que, em nossa pesquisa, a reducao do nimero de
microrganismos psicrofilos apds a captura do pescado, ou seja, no
porao do barco, seja devido as condigoes inadequadas da tempera-
tura de armazenamento no porao, como por exemplo, insuficiénciade
gelo, 0 que por sua vez, permitiu um aumento de bactérias meso-~

filas.

Nas peixarias observamos que a contagem média de microrga-



nismos psicrofilos atingiu valores superiores a contagem dos me-
s6filos (Tabela 3).

Leitdo et alii (62

estudando as transformagoes microbiold-
gicas, quimicas e organolépticas de sardinha (Sardinella brasili-
ensis) armazenadas sob refrigeracao, evidenciaram que a microflo-
ra mesofila do pescado apresentou pouca ou nenhuma alteragao du-
rante o armazenamento, ou seja, variou no maximo de um ciclo lo-
garitmico enquanto que a microflora de bactérias psicrdfilas au-
mentou de 2 a 3 ciclos logaritmicos. Estes resultados indicam que
a contagem de mesofilos tem pouco valor na avaliagao da qualidade
do pescado armazenado sob refrigeracao, embora tenha grande im-
portancia quando se deseja pesquisar bactérias potencialmente pa-
togénicas ao homem.

Devido a inexisténcia na Portaria no 001 de 28/01/87 do Mi-

(26) de padroes para psicréfilos no pescado, to-

nistério da Salide
mou-se como referéncia o limite maximo de 106 UFC/G, valor este
empregado pela APHA(Z) e Ribeir6(84) como padrao para organismos

psicrofilos.

Através dos resultados demonstrados na Tabela 1, podemos
observar que das 23 amostras coletadas em peixarias, 20 (87,0%),
apresentaram microrganismos psiéréfilos acima de 106 UFC/G bem
como 2 (66,6%) amostras provenientes dos distribuidores. Isto é

confirmado pela contagem média destes microrganismos (Tabela 3).

4.3. Enumeracao de Bactérias Coliformes

De acordo com os dados da Tabela 1 das 53 amostras analisa-
das, 51 (96,2%) apresentaram coliformes totais; 21 (39,6%) apre-
sentaram coliformes fecais e 9 (16,9%) apresentam E. colt, onde

de 19 cepas isoladas 13 (68,4%) foram positivas para E. coli (Ta-



bela 5). Nas peixarias, das 50 amostras presquisadas 48 (96 ,0%)

evidenciaram bactérias coliformes totais: 19 (38,0%) coliformes
fecais e 9 (18,0%) E. colZi. Em relacao aos distribuidores de pes-
cado, todos apresentaram coliformes totais; 2 (66,6%) apresenta-
ram coliformes fecais e em nenhuma amostra foi evidenciado E.

col? (Tabela 1 e Figura 6).

Verificando a Tabela 2 observa-se que 5 (10,0%) das peixa-

rias apresentaram valores de coliformes totais menor que 101; 18

1 e 102 nMp/G; 22 (44,0%) entre 102 e 103

e 3 (6,0%) entre 10° e 104

(36,0%) entre 10 NMP/G

NMP/G. Todos os distribuidores apre-

sentaram coliformes totais entre 102 e 103 NMP /G.

Pela Tabela 3 notamos que nas peixarias, os valores encon-
trados variaram entre 0,0 e 2,4 x 103 NMP/G, com contagem média de

2 NMP/G para coliformes totais; entre 0,0 e 9,3 X lOl

3,8 x 10
NMP/G com média de 0,8 x 10l NMP/G para coliformes fecais e entre
0,0 e 9,3 x 101 NMP/G com madia de 0,2 x 101 nMp/G para E. coli.

Nos distribuidores os valores variam entre 2,1 x 102 NMP/G e 9,3

X 106 NMP/G e com contagem média de 4,6 x 102 NMP/G para colifor-
mes totais; entre 0,0 e 7,5 x 10l NMP/G com contagem média de
2,8 x 10l para coliformes fecais e em nenhuma das amostras fci

verificado a presenca de E. coli.

Na Inglaterra, Appleman, M.D. et alii(B) encontraram bacté-
rias coli-aerogenas em todas as amostras de bolo de pescado con-
gelado por ele pesquisado, onde 14% foi E. coli I e 6% E. colz
II e em amostras de bolo de pescado nao congelado 25% de E. col<
I e 12% ge E. colz II.

Nos E.U.A., Foster, J.F. et alii(34)

, observaram que para

organismos coliformes a média geométrica variou de 1,0 para 7,7
3

NMP/G para produtos do mar congelados e de 7,8 para 4,8 x 10~ NMp/

G para alimentos frescos do mar. Das 597 unidades analisadas 4,7%



foram positivas para E. coli, das quais duas (4,0%) tinham va-
lores de E. coli acima de 400 NMP/G.

Raj et alii(79’ 80, 81)

» encontraram um nimero bastante ele-
vado de coliformes fecais particularmente enterococos, em produ-
tos de pesca, nao encontrando Salmonella nesses produtcs.

(104)

Varga & Anderson » pPesquisaram coliformes e enterococos
em filés de pescado e carne de lagosta e verificaram que estes
microrganismos originaram-se de superficies de trabalho sanifica-
das inadequadamente, o que permituiu a sobrevivéncia e multipli-

cagéo dos mesmcs, Portanto, os autores concluiram que a presencga

de colifcrmes e enterococos em filés de pescado e carne de la-
gosta reflete a qualidade da sanificacao da indastria de pesca
e nao uma poluicao fecal direta desses produtos. Nestes mesmos

produtos os autores nao encontraram Salmonella o que indica que
houve uma contaminagcao minima desses produtos com matéria fecal

humana.

De 163 amostras testadas por Raj & Liston(so), entre baca-
lhau, hipoglosso, ostra e outros, 48 apresentaram teste fpositivo
em Escherichia coli medium, mas somente 16 (33,0%) das amostras

continham £. col<Z.

No presente trabalho a contagem média de bactérias Vcolifor—
mes totais nas amostras de peixarias e nas amostras de distribui-
dores (Tabela 3) apresentaram relativamente o mesmo nivel de con-
taminagao. Ja em relagao aos coliformes fecais as amostras dos
distribuidores mostraram-se _levemente mais contaminadas que as
das peixarias. A variacao da contagem de coliformes totais das
amostras das peixarias corresponde a encontrada por Foster(34) em
produtos do mar frescos. No entanto, este Gltimo obteve menor con-
taminagao por E. coli do que nas amostras de peixarias. Conside-

rando-se a pesquisa de Appleman(3) em bolo de pescado nao conge-



lado, verificamos que as peixarias apresentaram menor contamina-

cao por E. coli I, que a encontrada pelos referidos autores.

Conforme o resultado apresentado na Tabela 4 as amostras de
um mesmo distribuidor coletadas na captura apresentaram para co-

liformes totais 4,3 x 10l

NMP/G e as coletadas no pordo do barco
apresentaram para coliformes totais 2,1 x 102 NMP/G. Nenhuma des-

tas amostras apresentaram coliformes fecais nem E. colt.

O aumento de um ciclo logaritmico na amostra do porao do
barco pode ser devido a manipulacdo inadequada ou contaminacgao
localizada no barco de pesca.

Sequndo Varga & Anderson(lo4)

peixe de alto mar capturados
em areas nao poluidas, rnao apresentam contaminacao por coliformes
fecais nem por enteropatogenos nem por S. aureus. No entanto, a-
través do manuseio, do contato com o gelo e com equipamentos, é

freqliente a contaminacao por esses microrganismos.

Leitao et alii(62)

estudando as transformagoes microbiolo-
gicas, quimicas e organolépticas da sardinha armazenada sob re-—
frigeragéo obteve no tempo zero, dias de armazenamento, os valo-
res 1,5 e 2,9 coliformes totais/G de sardinha integral e 9,3 e
1,5 coliformes totais/G de sardinha eviscerada e descabecada.Nes-
ta mesma pesquisa nao foi encontrado em nenhuma amostra colifor-
mes fecais. Segundo os autores, coliformes fecais raramente sao
constatados em pescado capturados em aguas nao contaminadas, e

sua auséncia pode ser atribuida a este fator, uma vez que as sar-

dinhas sao geralmente capturadas em pontos afastados da costa.

Da mesma forma que para os microrganismos psicrofilos, nao

existe limite para os microrganismcs coliformes totais em pesca-
e = - 2

do - Portaria N? 001 de 28/01/87 do Ministério de Saude( 6). Des-

ta forma tomou-se como referéncia nesta pesquisa o limite maximo

42



fixado por aquele mesmo Srgao, para a enumeracao de bactérias co-

liformes fecais, ou seja, 102 NMP/G.

Analisando a Tabela 1 constata-se que 25 (50,0%) das amos-
tras coletadas em peixarias e todas coletadas nos distribuidores
apresentam coliformes totais acima de 102 NMP/G. Nenhuma das
amostras coletada nas peixarias bem como a coletada nos distri-
buidores apresentaram coliformes fecais acima de 102 NMP/G. No en-
tanto 1 (2,0%) amostra coletada em peixaria apresentou E. eols

em 0,1G.

O "Comite del Codex Alimentarius"(70) e ICMSF(46) estabelece
para pescado fresco o limite miximo de 2 x 102 coliformes to-

tais/G e 1 x 102 coliformes fecais/G.

Analisando os valores encontramos no presente trabalho (Ta-
bela 2) constatamos que 25 (50,0%) das amostras coletadas em pei-~-
xarias e todas as amostras dos distribuidores ultrapassam o limi-
te para coliformes totais. As amostras das peixarias bem como as
dos distribﬁidores apresentaram coliformes fecais dentro do valor
permitido. Esses valores sao inferiores aos encontrados por
(42)

Haida

(84) O pescado cru apresenta auséncia de

Segundo Ribeiro
bactérias coliformes em 0,016 de amostra e auséncia de E. colz em
0,1G. Através da Tabela 1 observa-se que somente 1 (2,0%) amostra

excedeu o valor estabelecido para E. colz.

4.4. Isolamento, Identificacao e Contagem de Staphylococecus

aureus

Pela Tabela 1 verifica-se que das 53 amostras coletadas nas

peixarias e distribuidores, 13 (24,5%) apresentaram S. aureus;das



quais 12 (24,0%) pertenciam a peixarias, e 1 (33, 3%) pertencia a
um distribuidor de pescado. Nas amostras de peixarias foram iso-
ladas 35 cepas das quais 22 (63,0%) foram positivas para S. au-
reus € nas amostras dos distribuidores as duas cepas isoladas con-

firmaram ser S. qureus (Tabela 5).

Somente em 1 (2,0%) amostra proveniente de peixaria isolou-
~S€ cepa produtora de enterotoxina do tipo B.
Segundo a Tabela 2 e Figura 5, nas peixarias, 7 (14,0%) a-

mostras apresentaram contagem em 103 e 104 UFC/G; 4 (8,0%) entre

lO4 e lO5 el (2,0%) entre lO5 e lO6 UFC/G; e nos distribuidores
somente 1 (33,3%) apresentou S. aureus com contagem entre 103 e
10? urc/G.

Nas peixarias a contagem de S. qureus variou de 0,0 al,2 x
10° UFC/G, com média de 6,0 x 103 UFC/G e nos distribuidores va-
riou de 0,0 a 3,1 x lO3 UFC/G, com média de 1,0 x 103, segundo

dados anotados na Tabela 3.

Haida (42) pPesquisando a contaminagiao de sardinha comerciali-

zada em Supermercados, feiras livres e peixarias, encontrou em
42,72% das amostras analisadas S. aqureus em nimero superior a 103
UFC/G.

Appleman, M.D. et alii(3) encontraram estafilococos coagula-
sé positivo em trés de seis amostras de filds de bacalhau sem pe-
le, em 60% de bolo de pescado nao congelado e em 40% do mesmo con-

gelado.
(34)

Foster, J.F. et alii verificaram que de 597 unidades a-
nalisadas distribuidas entre produtos do mar frescos e congela-
dos, 7,9% foram positivas para S. aureus, embora nenhuma delas te-

nham excedido o limite recomendado pela ICMSF.

Pela analise da Tabela 4, as amostras de um mesmo distribui-

dor coletadas no momento da captura e no porao nao apresentaram
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S. aureus. O pescado recém capturado esta normalmente isento de
S. aureus, mas se as condigoes higiénico-sanitarias dos barcos,
portos e pessoal for deficiente poderi ocorrer um sensivel aumen-

to na microflora.

A Tabela 1 mostra que 12 (22,6%) amostras provenientes de
peixarias e 1 (33,3%) proveniente de distribuidor apresentaram
S. aureus em valores superiores a 103 UFC/G, limite maximo permi-

tido pela Portaria N°© 001 de 28/01/87 do Ministério da Saﬁde(zs).

Comparando os dados obtidos no presente estudo com os dados
de autores anteriormente citados, verificamos que os valores por
nds encontrados s3o inferiores aos citados por Haida (42) e Apple-
mam(3), e embora estejam acima do padrao estabelecido pela Porta-

ria N? 001 do Ministério da Saﬁde(zs)

apresentam valores satis-
fatorios de S. aureus em relacao a outras pesquisas. Isto nao
justifica a caréncia de cuidados higiénico-sanitirios, principal-

mente no manuseio do pescado, uma vez que os manipuladores sao a

principal fonte de contaminacgao.

4.5. Isolamento e Identificacdo de Salmonella sp.

Segundo a Tabela 1 e a Figura 6 somente 1 (2,0%) das amos -
tras provenientes das peixarias apresentou Salmonella sp. em
25G de pescado. Na anilise da Tabela 5 constatou-se que de 5 ce-

pas isoladas, 3 (60,0%) foram positivas para Salmonella sp.

Nenhuma das amostras dos distribuidores de pescado e nem a
amostra da captura, apresentaram Salmonella Sp. Normalmente o
pescado nao apresenta esta bactéria, mas pode ser adquirida atra-
vés de operagoes de manipulagao, transporte ou processamento quan-

do esses sao executados sob condigoes sanitarias inadequadas ou
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ainda quando os peixes sao capturados em aguas poluidas(go).

Gulasekharam, J. et alii(4l), mencionam que a maioria dos

organismos patogénicos encontrados no pescado cru seriam destrui-
dos durante o processo de cozimento normal, mas & possivel que um
nuamero significativo possa sobreviver a outras formas de prepara-
¢ao do produto para o consumo humano. 0O Perigo mais importante,
contudo, parece estar situado na manipulacao do pescado cru e o
descarte durante a sua limpeza e pPreparacao na cozinha. Os dedos
do cozinheiro ou utensilios poderiam ser contaminados e o orga-
nismo ser transferido para outros pratos prontos os quais podem
atuar como excelente meio de cultura e permitir a multiplicacao &
Salmonella em quantidade suficiente para manifestar surtos de

envenenamento alimentar.

Nos climas mais quentes onde existe uma intensa contaminagao
ambiental com excrementos animais e humanos o risco de infecgao
por Salmonella & grande e aumenta quando os pescados sao lavados

em aguas contaminadas(zg).

.. (8 . . C oA c =
Barros et alll( ) avaliando a qualidade higienico-sanitaria
de camarao descascado, descabecado e congelado nio encontrou Sal-

monella em nenhuma das amostras.

(95)

Steiniger encontrou diferentes espécies de Salmonella

nas aguas do porto e Barcelona e sua vizinhanca.

Em Paris, na aqua de mar que recebia agua de esgoto nao

1)

tratada Buttiaux & Leun§2 encontraram S. montevideo em nimero
de 10 a 20 e sua contagem nao diminuiu consideravelmente quando
a agua foi mantida +4 °C nas garrafas. Isto indica que nio é ex-
cepcional encontrar Salmonella vidavel em agua do mar contaminada

pPor agua poluida.

Appleman, M.D. et alii(3), verificaram que de 58 amostras



de bolo de peixe congelado, somente uma apresentou Salmonella.
Segundo esses autores é muito remota a probabilidade da Salmo-
nella ser um perigo potencial associado ao consumo de pescado e
produtos de pesca, como o & para produtos animais, uma vez que o
pescado, pelo menos o de origem marinha, nao carregam esses mi-
crorganismos como flora nativa, mas como um contaminante casual
presente em areas poluidas.

Nos E.U.A., Foster, J.F. et alii(33) pesquisando a qualidade

microbioldgica de 597 unidades de alimentos do mar congelados e

frescas nao encontrou Salmonella em nenhuma das amostra testadas.

4.6. Isolamento, Identificacao e Contagem de Vibrio parahae-

molyticus
ot s et e e

Pela Tabela 1 e Figura 6 podemos verificar que nenhuma das

amostras pesquisadas apresentaram Vibrio parahaemolyticus.

Johnson et alii(47)

» isolaram Vibrio parahaemolyticus de uma
grande variedade de alimentos marinhos tais como, pescado, molus-
cos e crustadceos coletados nas costas do oceano atlantico e paci-
fico.

No Brasil esta bactéria foi isolada em ostras na Baia de Se-

(4)

petiba , na regiao litordnea de Sio Paulo ' ?) o em aguas da

Baia de Guanabara(g).

O Vibrio parahaemolyticus & geralmente encontrado em ambien-
te marinho, principalmente nos meses de verdo e embora as anili-
ses microbioldogicas tenham sido realizadas de marco a dezembro,
ou seja, em diferentes épocas do ano, nao se detectou a presenca
desta bactéria. O mesmo ocorreu no trabalho desenvolvido por

Foster et alii(34)

(6)

-.Esses resultados contrariam as pesquisas de

(61)

Barros e Leitao et alii
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4.7. Isolamento, Identificacao e Contagem de Yersinia ente-

rocolitica

A Yersinia enterocolitica foi isolada em diversos alimen-

tos, como leite e derivados, ovos, carnes, aves, vegetais(97)
pescado(so).
(50) . .
Kapperud & Jonsson investigaram a presenca de Y. entero-

colitica em 20 trutas marrom (Salmo trutta L.) da area de Norue-

ga ocidental e isolaram trés linhagens de trés destas trutas.

(75)

Peixoto et alii pesquisaram Y. enterocolitica em 45 a-
mostras de ostra, 50 de camariao e 58 de caranguejo azul coletadas
na costa do Golfo do Texas e isolaram o referido microrganismo em
6 (13%) amostras de ostras, 2 (4%) de camarao e 12 (21%) de ca-
ranguejo azul.

Embora a Yersinia enterocolitica ja tenha sido encontrada em

(50)

pescado no presente estudo nao encontramos o referido micror-

ganismo.

4.8. Avaliacao Estatistica do Grau de Contaminacao das Amos-

tras de Peixarias

Pelos resultados apresentados na Tabela 6 verifica-se que:
(1) para microrganismos mesdfilos, coliformes fecais e E. ecolt o

valor médio encontrado (3,1 x lO5 UFc/G, 0,8 x 10l NMP/G e 0,2 x

10l NMP/G) ,em relacao ao valor médio esperado (1 x 106

102 NMP e 1 x 101

UFC/G, 1 x
UFC/G) e os valores calculados de T (-10,6,-30,6
e -4,0) comparando com o T tabelado (1,68) nos leva a aceitar a
hipotese de que a contagem dos microrganismos mesofilos, coli-
formes fecais e E. coli & menor ou igual ao limite maximo permi-

tido. (2) Para microrganismos psicrofilos, coliformes totais e S.



aureus, o valor médio encontrado foi (1,5 x lO7 UFC/G, 3,8 x 102
NMP/G e 6,0 x 103 UFC/G) em relacao ao valor médio esnerado (1 x

10% urc/c; 1 x 102 3

NMP/G e 1 x 10~ UFC/G) e valores calculados
de T (2,5; 4,0 e 2,0) comparando com o T tabelado (1,71 para psi-
crofilos e 1,68 para coliformes totais e S. aureus), nos leva a
rejeitar a hipGtese de que a contagem média dos microrganismos psi-
crofilos, coliformes totais e S. aureus € menor ou iqual ao limi-
te maximo permitido, ou seja, a quantidade de microrganismos ex-
cede o limite maximo estabelecido, ocorrendo uma diferenca signi-

ficativa em relagcao a este limite, indicando uma alta contamina-

cao das amostras em andlise.

Nao houve correlacao entre os diferentes microrganismos, ex-
ceto entre coliformes fecais e E. coli onde verificou-se uma mé-
dia correlagao (r = 0,64) a nivel de 0,05 entre estes nimeros o
que significa que a medida que aumenta o nimero de coliformes fe-

cais, aumenta a probabilidade de se encontrar E. colt.

4.9. Consideracoes Gerais sobre os Resultados

O elevado indice de microrganismos psicréfilos, S. aureus,
E. col?l e a presenga de Salmonella sp. nas peixarias, indica
que, embora as sardinhas estejam sendo armazenadas em temperatu-
ras adequadas, estao sofrendo contaminacao adicionais devido a
condigoes higiénico-sanitdrias precidrias, tanto do estabelecimen-
to de venda do produto como do pessoal envolvido na sua comercia-

lizagao.

A presenga do elevado nuimero de microrganismos mes&filos e
coliformes fecais nas amostras dos distribuidores em relagac as
amostras das peixarias mcstram que o armazenamento das sardinhas

no porao dos barcos esta sendo inadequado, bem como, condigoes



higiénico-sanitirias deficientes, uma vez que as sardinhas se

encontram contaminadas Por matéria-fecal.

O elevado numero de microrganismos psicrofilos em relacao a
nmes6filos na amostra da captura do pescado no mar e o elevado nua-
mero de microrganismos mesdfilos em relagao a psicrdfilos na a-
mostra do porao do barco, nos permite confirmar que, nos dis-

tribuidores, as sardinhas est3o sendo armazenadas sob  condigdes

inadequadas.

Os resultados gerais desta pesquisa mostram que as sardinhas
comercializadas na regiao da grande Floriandpolis nao apresenta-
ram microrganismos potencialmente patogénicos em quantidade sig-
nificante para criar um problema de salide piiblica. Necessita-se
no entanto adotar melhores condicoes de armazenamento do pescado
e praticas higiénico-sanitarias mais rigidas, tanto nas peixarias
como nos distribuidores de pescado, particularmente no que se

refere a higienizacao do- pessoal operario e limpeza e desinfeccao

dos barcos de pesca.
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TABELA 4 - Namero de microrganismos encontrados em Sardinha (Sar-

dinella brasiliensis) coletada na captura e no porao

do mesmo barco.

PROCEDENCTIA

MICRORGANISMOS ~
Captura Porao
Mesofilos (UFC/g) 3,9 x 103 1,2 x 10°
Psicrdfilos (UFC/g) 7,3 x 10° 8,2 x 10%
Coliformes Totais (NMP/q) 4,3 x 10l 2,1 x 102
Coliformes Fecais (NMP/qg) 0,0 0,0
Escherichia coli (NMP/qg) 0,0 0,0
Salmonella (em 25 g) Ausente Ausente
Vibrio parahaemolyticus (NMP/qg) 0,0 0,0
Staphylococecus aureus (UFC/g) 0,0 0,0
Yersinia enterocolitica (em 25g) Ausente Ausente
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TABELA 5 - Relagdo entre cepas isoladas e cepas positivas de di-
ferentes microrganismos em amostras de Sardinha (Sar-

dinella brasiliensis) de peixarias e distribuidores de

pescado.
Proce- Total de C EP A s
MICRORGANISMOS déncia amostras Isoladas Positivas
positivas NO % No %
Escherichia coli P 09 19 38,0 13 68,4
D 00 0 0,0 0 0,0
Staphylococeus aureus 2 12 35 70,0 22 63,0
' D 01 02 66,6 02 100,0
Salmonella sp P 01 05 10,0 03 60,0
D 00 0 0,0 0 0,0
LEGENDA: P = Peixarias
D = Distribuidores
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FIGURA 6

- Frequencia dos microrganismos encontrados em amos
tras de Sardinha (Sardinella brasiliensis) de pei
xarias e distribuidores de pescado da Grande Flo-
rianépolis.



5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho nos permitiram

chegar as seguintes conclusoes:

1) De acordo com a contagem média, as amostras de peixarias
apresentaram microrganismos mesofilos, coliformes fecais e E. co-
li dentro do limite maximo permitido, enquanto que a contagem de
microrganismos psicréfilos, coliformes totais e 5. aureus encon-
traram-se acima de seus respectivos limites. Salmonellq sp., foi
encontrava em uma amostra €, em nenhuma amostra encontrou-se Vi-

brio parahaemolyticus nem Yersinia enterocolitica.

2) As amostras dos distribuidores apresentaram na contagem
média, microrganismos mes&filos, microrganismos psicréfilos, co-
liformes totais e S. aureus,acima do limite maximo estabelecido,
enquanto que coliformes fecais e E. cols estao de acorco com os
limites pré-estabelecidos. Salmonella sp., Vibrio parahamolyticus
€ Yersinia enterocolitica nao foram encontrados em nenhuma das

amostras.

3) As amostras de Peixarias apresentaram maior contaminagao
por microrganismos psicrofilos, S. aureus e E. coli do que as
amostras dos distribuidores. Estas, por sua vez, apresentaram mai-
or contaminacao que as peixarias quanto a microrganismos mesdfi-
los e coliformes fecais. Quanto a coliformes totais, verificamos

O mesmo nivel de contaminacao em ambas amostras.

4) A amostra coletada na captura do pescado em alto ™ ¢ mar
apresentou maior contaminacao por microrganismos psicréfilos que
a amostra do porao do mesmo barco. Por outro lado, a amostra do
pPOrao mostrou-se mais contaminada POr microrganismos mesdfilos e

coliformes totais qué a amostra de captura. Em nenhuma das si-



tuagoes foram encontrados coliformes fecais, E. colz,

Salmonella sp., Vibrio parahaemolyticus nem Yersinia

litiea.
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FOTO N? 1 - Barco de pesca "Traineira".
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FOTO N@ 2 - Sardinella brasilienstis.



FOTO N? 3 - Inicio da operacao de embalagem da Sardinha em

Peixaria.



FOTO N? 4 - Término da operagdao de embalagem da Sardinha

em Peilixaria.



FOTO N? 5°'= Corte da Sardinha, em filés, para a realizagao

das analises microbiologicas.. =



