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Resumo

ROESCH, Natascha Dornelles Andlise microbiologica de filés de pescados na
cidade de Pelotas-RS para deteccao da presenca de Staphylococcus coagulase
positiva e Salmonella ssp. 2022. 41p. Dissertacéo apresentado ao Programa de Pds-
Graduacgédo de Nutricdo e Alimentos — Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de

Pelotas, Pelotas - RS.

O consumo de pescados devido a situacdo pandémica vivida, teve um grande
aumento, podendo estar associado a busca da populacdo por alimentos mais
saudaveis e com um maior valor nutricional, considerando as caracteristicas que
0 pescado apresenta por possuir aminoacidos essenciais, minerais e um alto
valor proteico. O aumento na demanda pode acabar afetando a qualidade do
produto que chegard ao consumidor, e com isso, acarretando em diversas
doencas de origem alimentar devido as contaminac¢des bacterianas. O objetivo
do trabalho foi analisar microbiologicamente filés de pescados encontrados no
comércio da cidade de Pelotas-RS, a fim de obter resultados para a presenca de
Salmonella e contagens de Staphylococcus coagulase positiva. As amostras
foram obtidas refrigeradas em peixarias da cidade, sendo acondicionadas em
gelo até o momento da preparacdo para andlise, e as amostras congeladas
foram obtidas no comercio de Pelotas, e mantidas congeladas até o momento
da andlise. As analises seguiram a ISO 6579:2002 para Salmonella, e a ISO
6888-1:2016 para Staphylococcus coagulase positiva, e expressos conforme a
Instrugdo Normativa IN 60, de 23 de dezembro de 2019. Os resultados
mostraram que das 41 amostras analisadas, sendo 39 refrigeradas e 2
congeladas, destas, 16 amostras apresentaram contagens para Staphylococcus
coagulase positiva, porém, dentro dos limites da legislacdo. Em relacdo a
Salmonella, 03 amostras apresentaram o patdgeno. Estes resultados mostram
que € importante seguir as BPF’s durante os processos de preparo e uma cocgao
adequada do produto, para que seja evitada toxinfeccgOes alimentares e

contaminacgao cruzada atraves de utensilios ou alimentos.

Palavras-chaves: contaminacgéo, Salmonella, Staphylococcus.



Abstract

ROESCH, Natascha Dornelles Microbiological analysis of fish fillets in the city of
Pelotas-RS to detect the presence of Staphylococcus coagulase positiva and
Salmonella ssp. 2022. 41p. Dissertation presented to the Graduate Program in
Nutrition and Food — Faculty of Nutrition, Federal University of Pelotas, Pelotas -
RS.

The consumption of fish, due to the pandemic situation experienced, had a large
increase, which may be associated with the population's search for healthier
foods with a greater nutritional value, considering the characteristics that fish has
for having essential amino acids, minerals and a high value. protein. The increase
in demand can end up affecting the quality of the product that will reach the
consumer, and with that, causing several food-borne diseases due to bacterial
contamination. The objective of this work was to microbiologically analyze fish
fillets found in the market of the city of Pelotas-RS, in order to obtain results for
the presence of Salmonella and Staphylococcus coagulase positive counts. The
samples were obtained refrigerated in fishmongers in the city, being conditioned
in ice until the moment of preparation for analysis, and the frozen samples were
obtained in the commercial area of Pelotas, and kept frozen until the moment of
analysis. The analyzes followed ISO 6579:2002 for Salmonella, and ISO 6888-
1:2016 for coagulase-positive Staphylococcus, and expressed according to
Normative Instruction IN 60, of December 23, 2019. The results showed that of
the 41 samples analyzed, being 39 refrigerated and 2 frozen, of these, 16
samples presented counts for Staphylococcus coagulase positive, however,
within the limits of the legislation. Regarding Salmonella, 03 samples showed the
pathogen. These results show that it is important to follow the GMP's during the
preparation processes and proper cooking of the product, in order to avoid food

poisoning and cross-contamination through utensils or food.

Keywords: contamination, Salmonella, Staphylococcus.



1. Introducéo

De acordo com o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitéria dos
Produtos de Origem Animal, a partir do Decreto n° 9.013, de 29 de marco de
2017, ao termo pescado se definem os peixes, crustaceos, moluscos, anfibios,
quelénios e mamiferos de agua doce ou salgada, utilizados na alimentacéo
humana (BRASIL, 2017).

Com a pandemia do COVID-19 houve uma busca por habitos alimentares
melhores, e o pescado vem se destacando como uma proteina animal de alto
valor nutricional, aumentando mais ainda a procura por este insumo (XIMENES,
2021). Com isso, esta demanda vem sendo atendida pela aquicultura, pois os

estoques pesqueiros naturais vém sofrendo superexploracdes (FAO, 2020).

O pescado possui um elevado valor nutricional. Em funcdo da
porcentagem proteica, presenca de aminoacidos essenciais, vitaminas e
minerais como ferro, calcio e fosforo, baixo teor de gordura, sendo acidos graxos
poli-insaturados, como o 6mega 3, além da melhor digestibilidade quando
comparado aos demais produtos de origem animal, os pescados necessitam de
cuidados redobrados na sua comercializa¢édo, considerando que se trata de um
alimento de facil deterioracdo (SILVA-JUNIOR et al. 2016; MACIEL, 2019;
PASTRO et al., 2019).

Por ser um produto perecivel, os processos em que ele passara até
chegar a venda para o consumidor deve seguir os padrdes sanitarios adequados
para que ndo cause riscos a saude do consumidor final. Os maiores riscos de
contaminacgao que estes produtos sofrem estdo associados aos microrganismos
patogénicos, como por exemplo Salmonella spp, Staphylococcus coagulase
positiva e bactérias de origem fecal (MOURA et al. 2015; DE ALMEIDA, 2021),
microrganismos estes que estédo ligados a surtos de doencas transmitidas por
alimentos (DTAS).

Com o intuito de reduzir os riscos a saude do consumidor, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu resolu¢cbes com boas
praticas para o0s servicos alimentares RDC n°216/2004, e padrbes
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microbiolégicos para alimentos n°12/2019, respaldando as a¢des de fiscalizacédo
da Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2010; BRASIL, 2016; BRASIL, 2019).

2. Reviséao Bibliogréfica
2.1.Producgéo e consumo do pescado no mundo

Segundo FAO (2020) a aquicultura vem crescendo exponencialmente
desde os anos 90, e 0 aumento do consumo de pescados vem sendo sustentado
pela aquicultura, estimando que em 2025 o Brasil deverd registrar um

crescimento de 104% na producédo da pesca e aquicultura.

Assim como a aquicultura vem tomando espaco na pesca no Brasil, a
piscicultura no ano de 2020 passou por um aumento de 5,93% produzindo o
valor de 802.930 toneladas no ano. Enquanto a producao brasileira gira proximo
as 800.000 t, a pesca extrativa mundial € de 92 milhdes de toneladas, e a
aquicultura de 95 milhdes de toneladas.

Segundo dados fornecidos pela FAO (2020), em 2010 era consumido no
mundo aproximadamente 130 milhdes de toneladas por ano de pescados,
enquanto no ano de 2021 esse consumo foi de 160 milhdes de toneladas, um
aumento no consumo de 30 milhdes de toneladas em 10 anos. Ao observar estes
nameros e os valores de crescimento da pesca, percebe-se que este aumento
comparado com o de consumo nao € uniforme, diferente da aquicultura, que teve
um aumento de aproximadamente 30 milhdes de toneladas, no mesmo intervalo

de tempo.

A ONU (Organizacao das Nacbes Unidas) estima que até 2050 possa
haver um aumento de 25% da populacdo quando comparada ao ano de 2020
(ONU, 2019), sendo assim, alimentar a populagdo mundial talvez possa ser um
desafio. Se seguir 0 aumento da aquicultura, piscicultura e pesca extrativa no
Brasil e no mundo, aumentam as possibilidades de atender a demanda alimentar

futura.

O consumo de pescados no mundo, segundo a FAO (2018) cresceu,
dentre os anos 1961 a 2016, 3,2%, sendo maior que o aumento da populacao

no mundo. Além disso, superou 0 aumento do consumo da carne, sendo de
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2,8%. A média per capita subiu de 9 kg em 1961 para 20 Kg em 2015, e estima-
se, que esse consumo deva chegar a 21,5 Kg em 2030, com um aumento

aproximado de 1,5% ao ano.

Em 2018, foram produzidas no mundo 179 milhdes de toneladas de
pescados no mundo. Dentre os paises que sao produtores de pescados, a China
ganha destaque, sendo a primeira colocada com 35% da producéo de todos os
paises pertencentes a Asia, que produz 34% dos pescados mundiais, seguida
das Américas (14%), Europa (10%), Africa (7%) e Oceania (1%) (FAO, 2018).

Além da mudanca que ocorreu com o passar dos anos no aumento do
consumo, a FAO (2020) apontou que cerca de 87% da producéo de 2018 foi
destinada para o consumo humano, sendo um reflexo desse aumento, uma vez
gque em 1960 boa parte da producdo era destinada a producdo de farinhas e

Oleos de peixes.

A comercializacdo destes pescados pode ocorrer de diversas formas, mas
44% dela ocorre com os peixes ainda vivos em tanques, onde o consumidor o
escolhe, frescos ou refrigerados, e isso pode acontecer pela falta de aplicacao
das tecnologias quando se refere a conservacéo dos pescados, ou até mesmo,
a demanda sobre o produto, uma vez que pode ocorrer uma busca maior por
produtos em sua forma fresca (FAO, 2020). Além da preferéncia por pescados
frescos, observa-se que o consumo no mundo é maior em pescados de agua
doce, tendo em vista que no intervalo de 1986 a 2020 o consumo de pescados
marinhos se manteve estavel, os pescados de agua doce, passaram por um

aumento constante.

2.2.Consumo de pescado no Brasil

O Brasil ja foi considerado o pais com maior potencial para o
desenvolvimento da aquicultura e da pesca, porém, hoje ocupa o 13° lugar na
producdo de peixes em cativeiro e o 8° lugar na producéo de peixes em agua
doce (FAO, 2020; XIMENES, 2021).

O Brasil possui plenas condi¢cdes de se tornar um grande produtor de
pescado, possibilitando alavancar o mercado doméstico, considerando a vasta

extensdo de costa maritima, que gira em torno de 8.500 Km. Além de possuir
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12% da agua doce disponivel no planeta, conta com condi¢cdes climaticas
favoraveis e disponibilidade de méo de obra (BRASIL,2014).

Mesmo com as possibilidades de ser um grande produtor, o consumo de
pescado no pais ainda € muito pequeno, sendo menor de 4 Kg/hab/ano, um valor
muito inferior quando comparado ao consumo de carne aviaria que € de 42
Kg/hab/ano e da carne bovina (30 Kg/hab/ano) (PEIXE BR, 2021). Dentre todas
as regides do pais, a regido Norte € a que mais consome carne de peixe, 0 que
pode ser influenciado pelos habitos culturais adquiridos de povos indigenas, pela
grande diversidade das espécies desta proteina animal e o numero acentuado

de receitas para prepara-los (MANGAS et al., 2016).

O Rio Grande do Sul (RS) no ano de 2020 passou por uma grande
estiagem, que acabou acarretando um prejuizo na producdo por nao ocorrer a
renovacdo das aguas. Mesmo sofrendo com este problema o estado teve o
amparo da EMATER, e os resultados de 2020 puderam ser comemorados. O
estado atualmente alcancou o 11° lugar no ranking de maior produtor do pais,
produzindo 26.102t (FAO, 2020).

Observando os indices no RS, ainda ocorre um maior consumo durante a
Semana Santa. Segundo Lazzari et al. (2017), ao passar este periodo o consumo
diminui significativamente, e para que possa ser mudado este panorama no
Estado, € necessario que haja um incentivo para uma mudanca de habito da

populacao, estimulando, por fim, um consumo regular anual.

2.3.Contaminacao Microbiolégica em Pescados

O pescado pode ser contaminado por um grupo variado de
microrganismos, assim como contaminacfes quimicas, por meio de aguas
contaminadas ou poluidas (CAMPOS; PAIVA, 2012), apresentando enquanto
Vivo, a contaminacdo bacteriana principalmente na pele, braquias e escamas,
passando para os demais tecidos apdés a morte do animal (SANTIAGO et al.,
2013).

Além da contaminagdo ambiental, pode ocorrer no processo de poés-
captura atraves da contaminacao cruzada durante o transporte, armazenamento

ou manuseio inadequado, como por exemplo, no processo de evisceragcao e
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filetagem do pescado, ou até mesmo atraves do contato do pescado com o gelo
usado para sua conservacao (FERNANDES et al., 2018; DANTAS FILHO et al.,
2020).

Mesmo podendo ser contaminado através do meio ambiente, no seu
habitat natural e durante o processamento, € importante ressaltar que pode
haver pescados que sao criados por meio da piscicultura sob préticas
inadequadas. Tanques superlotados, alimentacdo insuficiente e fatores de
estresse, podem influenciar na susceptibilidade dos peixes a microrganismos
patogenos e doencas (AMAGLIANI et al., 2012; FERNANDES et al., 2018). A
contaminagcdo por bactérias patébgenos pode estar presente inclusive nas
matérias primas usadas para a producdo da racao, influenciando a microbiota
animal (GAZAL et al, 2018).

Os maiores riscos de contaminacdo do insumo estdo associados a
microrganismos patogénicos como Salmonella, como encontrado por BARRETO
(2020) e Staphylococcus coagulase positiva (COSTA et al.), além destes,
podemos associar a contaminacdo a microrganismos dos grupos coliformes,
como Escherichia e Enterobacter (MOURA, 2015), que podem ser responsaveis
por surtos alimentares, podendo acarretar problemas sociais e econdémicos.
Neste contexto € necessario que ocorra o cumprimento das legislacdes e que 0s

padrdes sanitarios sejam atendidos (Marchi et al. 2011).

2.4.Doencgas Transmitidas por Alimentos

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) as doencas
transmitidas por alimentos (DTA’s) sdo aquelas de natureza infecciosa ou toxica
causada pela ingestdo de alimentos ou &gua contaminados por agentes
bioldgicos, quimicos e/ou fisicos, representando um sério risco a saude humana
(BRASIL, 2010). Essas doengas estdo normalmente associadas a nauseas,
vomitos e/ou diarreia, podendo ser associados ou nao a febre (BRASIL, 2010).

Segundo BRASIL (2010), a contaminacdo da populagéo ocorre por meio
de ingestédo de alimentos ou agua contaminados, e nos ultimos anos é possivel
observar um aumento do consumo de alimentos fora de casa, podendo ser

alterado pelo estilo de vida, onde cada vez mais mulheres estdo inseridas no
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mercado de trabalho, além da populacdo passar maior parte do tempo fora do
domicilio, diminuindo o tempo que as pessoas dedicam a cozinha e aumento 0

namero de pessoas trabalhando no ramo alimenticio (MAIA; MAIA, 2017).

Ao falar dos alimentos produzidos para consumo da populacdo, é
relevante a presenca das Boas Praticas de Fabricacédo (BPF), que consistem em
um conjunto de normas empregadas em produtos e processos para certificar a
qualidade e a seguranca do alimento. Os equipamentos, a qualidade da matéria-
prima, as condi¢des higiénicas do ambiente de trabalho, as condi¢fes técnicas
de manipulacdo dos alimentos, a saude dos funcionarios e a distribuicdo dos
alimentos sao fatores que tornam a producdo dos alimentos seguros e de
qualidade (BRASIL, 2004), além de programas de autocontrole que podem ser
seguidos com intuito de manter a sanidade do produto.

Além do intuito de manter a qualidade dos alimentos, as BPF’s evitam que
ocorram surtos de doencas de origem alimentar, tendo em vista que de 2000 a
2017 foram notificados 12.503 surtos de DTA’s no Brasil. Apenas 3.196 casos
tiveram confirmacédo laboratorial. O agente foi identificado em apenas 2.593,
sendo 92% destes de origem bacteriana (BRASIL, 2018).

2.5.Salmonella

Dos microrganismos que podem estar presentes nos alimentos, destaca-
se a Salmonella, que pertence a familia das Enterobacteriaceae, possuindo 2
espécies, € uma bactéria mesdfila Gram-negativa, com multiplicacdo em pH
proximo a neutralidade (6,5 a 7,5), possuindo a capacidade de sobrevivencia
entre 3,8 e 9,5 (RODRIGUES, 2018). Sua temperatura ideal esta entre 35°C a
43°C, néo sobrevivendo a temperatura de cozimento superior a 70°C. Séo
bactérias anaerdbias facultativas, oxidase-negativa, nao esporogénicas
(JAJERE, 2019; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015; BRASIL, 2011).

As doengas alimentares transmitidas por microrganismos patogénicos séo
de grande preocupacédo para a industria alimenticia. Dentre essas doencas, a
Salmonelose, destaca-se como uma das principais doencas transmitidas por
alimentos no Brasil e no mundo, apresentando um desafio para a saude publica
(BRASIL, 2011).
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Para que ocorra a transmissao da doenca, € necessario que aconteca a
contaminacao do alimento pela bactéria, destacando a presenca em ovos, leite,
carnes, sendo isolada predominantemente no intestino destes animais
(MENDONCA, 2016). A transmisséo pode ter relacdo com a contaminacao da
agua e alimentos com as matérias fecais, tendo em vista que o principal habitat
da bactéria é o intestino humano e de animais de sangue quente. (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2015; ZHU et al., 2017). Mesmo néo sendo seu habitat natural no
trato gastrointestinal do peixe, pode estar presente na pele, guelras e visceras,
passando para as demais areas apds o abate do animal (FERNANDES et al.,
2018).

A origem dessa contaminagdo pode ocorrer no ambiente aquatico por
meio de contaminacédo fecal através do esgoto urbano e do esterco de animais
que vivem perto dos criadouros destes pescados (BANIGA et al., 2019; TRAORE
et al., 2015), onde a falta de saneamento basico contribui para este problema.
Mas, vale ressaltar a necessidade do cuidado durante o processo pés-captura,
durante o transporte, armazenamento e manuseio, buscando evitar a
contaminagao cruzada durante a evisceracao e filetagem (FERNANDES et al.,
2018; DANTAS FILHO et al., 2020).

Quando se refere a presenca de Salmonella em produtos que virdo a ser
consumidos, segundo a IN° 60, de 23 de dezembro de 2019, o preconizado é
auséncia da bactéria em 25 g de amostra de pescados (peixes, crustaceos,
moluscos) e miudos (ovas, moela, bexiga natatéria) crus, temperados ou néo,

frescos, resfriados ou congelados (BRASIL, 2019).

2.6.Staphylococcus coagulase positiva

O Staphylococcus coagulase positiva € uma das bactérias patégenas
mais difundidas em relacdo a surtos alimentares, onde considera-se surto
alimentares quando duas ou mais pessoas apresentam doengas alimentares
similares resultantes da ingestédo de liquidos ou alimentos contaminados ou de
alimentos da mesma procedéncia causando intoxicacdes. (BRASIL, 2010;
RASIGADE; DUMITRESCU, 2014). A bactéria apresenta trés espécies que sao
capazes de causar doencas de origem alimentar, causando a intoxicacao por

meio das enterotoxinas pré-formadas nos alimentos; algumas destas bactérias

21



possuem um agravante, devido a resisténcia que alguns isolados podem
apresentar a antibiéticos (TURNER et al., 2019).

Staphylococcus s&@o cocos gram positivos, aerbbias facultativas,
possuindo uma temperatura de crescimento 6tima em 37°C, possuindo 84
espécies e 30 subespécies. Sao tolerantes a alta concentracdo de NaCl (10% a
20%), mas nao sao capazes de produzir toxina em concentracdes superiores a
5%. S&o bactérias ndo esporuladas e normalmente ndo sdo capsuladas,
apresentando por tanto, formato semelhante a cachos de uva, positivando na
maioria das vezes para o teste de catalase. (ANVISA, 2008; FEITOSA et al.,
2017; FERRARI et al., 2021; LPSN, 2022).

A contaminacao por Staphylococcus esta associada diretamente com 0s
manipuladores dos alimentos, pontuando que este patdégeno faz parte da
microbiota humana normal, encontrado com uma frequéncia maior na pele e
mucosas (ANVISA, 2008; OLIVEIRA; GONCALVES, 2015).

Segundo a IN n° 60 de 23 de dezembro de 2019, ao analisar uma amostra
de pescado, os resultados acima de 1x10% sao considerados de qualidade

inaceitavel, ndo estando aptos ao consumo humano.

3. Objetivo

3.1. Objetivo Geral

O objetivo do estudo foi avaliar a qualidade microbiolégica de amostras
de pescados refrigerados e congelados, comercializados na regido de Pelotas,
Rio Grande do Sul.

3.2.0bjetivos Especificos

e Avaliar a qualidade microbiolégica de amostras de Linguado, Traira,
Bagre, Cacao, Jundia, Salméo e Tainha.

e Pesquisar a presenca de Staphylococcus coagulase positiva em filés
refrigerados e congelados de pescados comercializados na cidade de
Pelotas-RS.
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e Quantificar a presenca de Salmonella ssp. em filés refrigerados e
congelados de pescados comercializados na cidade de Pelotas-RS.

e Expressar os dados segundo a IN n° 60 de 2019.

4. Materiais e Métodos

4.1.0btencédo das amostras

Foram analisadas 39 amostras de 7 espécies de pescados refrigerados,
sendo elas Linguado, Traira, Bagre, Cacao, Jundia, Salméo e Tainha, obtidas
em 3 peixarias da cidade de Pelotas/RS. Além destas, também foram analisadas
2 amostras de filés congelados, sendo estas das espécies Linguado e Traira,
obtidas de um supermercado da cidade de Pelotas/RS. A relacdo das amostras

por peixaria e espécie esta descrita na Tabela 1.
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Tabela 1: Amostras de filés de pescados refrigerados e congeladas por espécie

e estabelecimento do qual foram adquiridas.

Numero da Amostra Espécie de Peixe Peixaria
(1,2,3)
226 Linguado 2
227 Traira 2
228 Cacao 2
229 Salméo 2
230 Traira 2
231 Salmao 2
232 Linguado 2
233 Cacao 2
234 Salmao 2
235 Traira 2
236 Linguado 2
237 Cacao 2
238 Linguado 1
239 Traira 1
240 Salmao 1
241 Linguado Cong
242 Traira Cong
243 Salmao 1
244 Traira 1
245 Linguado 1
246 Cacao 1
247 Linguado 2
248 Linguado 2
249 Cacao 2
250 Salmao 2
251 Traira 1
252 Cacéao 2
253 Linguado 1
254 Linguado 3
255 Jundia 3
256 Tainha 3
257 Bagre 3
258 Cacéao 1
259 Linguado 1
260 Salméo 1
261 Cacao 1
262 Cacéo 2
263 Salméo 2
264 Jundia 2
265 Traira 2
266 Linguado 2
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A obtencédo do pescado ocorria semanalmente, sendo analisadas de 4 a
8 amostras por etapa. Apos a obtencdo, as amostras eram armazenadas em
caixa térmica para serem transportadas até o Laboratério de Inspecdo de
Produtos de Origem Animal (LIPOA), da Faculdade de Veterinaria, Universidade
Federal de Pelotas.

4.2. Pesquisa de Salmonella

A realizacdo da analise de Salmonella foi baseada na ISO 6579:2002.

Apbs a recepcdo do material a ser analisado, preparo do material a ser
utilizado e a higienizacdo da bancada, era pesado aproximadamente 25g de
amostras em placas de petri estéreis, utilizando talheres estéreis para a
separacao da amostra. Assim que era realizada a pesagem, as amostras eram
dispostas em sacos estéreis que continham 225mL do pré-enriquecimento (ATP)
sendo entdo homogeneizadas. Os sacos foram colocados em uma estufa a 37°C

onde ficavam por 24hrs.

Posterior as 24hrs, as amostras eram retiradas da estufa para passarem
para o processo de enriquecimento, que consistia em passar 0,1mL de amostra
para tubos de ensaio que continham 10mL de RV, e 1,0mL de amostra para
tubos que continham 10mL de TT, os tubos foram incubados por 24hrs a 42°C e

37°C, respectivamente.

Para o processo de semeadura em superficie, o material incubado era
retirado da estufa e, uma alcada de cada tubo era transferida para placas de petri
com os meios XLD e BPLS pelo processo de espalhamento por superficie. As
placas eram colocadas invertidas em estufa a 37°C por 24hrs.

As placas que apds o periodo de incubacdo apresentavam colbnias
caracteristicas eram encaminhadas ao teste bioquimico, que consistia em
selecionar a colbnia que seria testada e, com uma agulha estéril, era retirada o
material da colbnia, e passado para os meios LIA e TSI por meio de uma
agulhada na base do tubo e o estriamento na rampa do meio, e para o teste
bioquimico em Agar Ureia, o qual recebia o material apenas pelo estriamento da
sua rampa. Os testes eram incubados por 24hrs a 37°C.
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Depois da realizacdo de todos os processos, se 0s testes bioquimicos
apresentassem caracteristicas de Salmonella, a colonia era submetida ao teste
sorologico, que consistia em dispor uma gota do soro somatico sobre uma
lamina, retirar o material da rampa de crescimento dos meios utilizados com uma
alca, fazendo a homogeneizacéo. Caso ocorresse a aglutinagéo, confirmava-se

a presenca do patégeno.

Todos os processos realizados foram feitos em bancada proximo ao bico
e Bunsen aceso, para evitar a contaminacdo dos materiais. A limpeza da

bancada e das méaos era sempre feita utilizando alcool 70%.

4.3. Quantificacdo de Staphylococcus coagulase positiva
A analise de Staphylococcus coagulase positiva foi baseada na ISO 6888-
1:2016.

Os files de pescados passavam por uma pesagem em placas de petri com
talheres estéreis, onde cada amostra era preparada contendo 25g. Com a
pesagem realizada, a amostra era disposta em sacos estéreis com 225mL de

solucéo salina e passava por um processo de homogeneizagdo manual.

ApOs a amostra estar homogenia na solucéo inicial, era retirado 1,0mL de
amostra e adicionado em tubos de ensaio com 9mL de solucéo salina e assim
sucessivamente, realizando diluicdes seriadas. As andlises eram realizadas em

triplicata.

Transferia-se por meio de uma pipeta estéril 1,0 mL da suspensao inicial
para trés (3) placas de 90mm. Em seguida, eram preparadas diluicdes 102 e 10
3, transferindo destas diluices 0,1 mL da amostra para as placas com o agar
BHI. Espalhava-se o in6culo o mais rapido possivel sobre a superficie do agar
usando uma algca de drigalski, permitindo que as placas secassem em
temperatura ambiente por aproximadamente 15 minutos antes da incubacao.

Para incubé-las, as placas eram invertidas e incubadas por 48 hrs a 37°C.

Apoés o periodo na estufa, as placas eram retiradas, passavam pela
contagem do numero de colbnias tipicas e atipicas quando apresentavam
crescimento. Ocorria a selecdo de cinco colbnias tipicas e cinco col6nias

atipicas, quando havia a presenca.
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Para realizar o teste, as colonias tipicas e atipicas eram colocadas em
tubos com 1,0mL de BHI, e incubadas em estufa a 37°C por 24hrs. Em seguida,
o teste de coagulase era realizado, sendo feito com a utilizacdo de plasma de
cavalo. Em eppendorfs continham 0,3mL de plasma e era adicionado 0,1mL da
amostra que foi inoculada em BHI, ficando na estufa por 24hrs a 37°C.

Ao fim do processo de incubagéo, os eppendorfs com o plama e a amostra
eram retirados da estufa, caso a bactéria fosse coagulase positiva, no fundo da

vidraria ia se encontrar um coagulado, que, mesmo virando permanece intacto.

5. Resultados e Discusséao

No presente estudo, 39 amostras de filés de pescados refrigerados e 2
amostras de files congelados de 7 espécies diferentes foram analisadas
buscando a deteccdo de Salmonella ssp. e contagens Staphylococcus

coagulase positiva.

Das 41 amostras que foram analisadas, 3 delas apresentaram resultados
caracteristicos de Salmonella nos testes bioquimicos, confirmadas pelo teste
sorologico. Em relacdo as contagens para Staphylococcus coagulase positiva,
nenhuma amostra apresentou contagens superiores aquelas preconizadas pela
legislacdo (1x10% UFC/g), porém 16 delas mostraram a presenca do patdégeno e,
2 destas apresentaram valores de contagens que, segundo a legislacdo, séo
classificadas como amostras de qualidade intermediaria (entre 1x102 UFC/g e
1x10% UFC/q).

Os resultados que foram obtidos através das analises microbiolégicas
estdo apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4, sendo separados por peixaria onde

foram obtidos.
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Tabela 2: Resultados encontrados pelas analises dos files de pescados

refrigerados obtidos da peixaria 1.

Numero Peixaria Contagem de Pesquisa de
da Staphylococcus Salmonella

Amostra (UFC/q) (250)
238 1 2,3 x 10! Auséncia
239 1 <1,0x10?! Auséncia
240 1 3,0 x 102 Auséncia
243 1 3,0x 10t Auséncia
244 1 <1,0x10?! Auséncia
245 1 1,5x 10 Auséncia
246 1 1,5 x 101 Auséncia
251 1 <1,0x10?! Auséncia
253 1 1,9 x 102 Auséncia
258 1 <1,0x10?! Auséncia
259 1 3,6 x 10! Auséncia
260 1 3,5x10?! Auséncia
261 1 1,0 x 10?1 Auséncia

Ao analisar a Tabela 1, pode-se observar que a maioria das amostras analisadas
(9 de 13) apresentaram contagens de Staphylococcus coagulase positiva. Todos
0s resultados encontrados estavam de acordo com a legislacao vigente, porém,
2 delas apresentam valores de contagens que as caracterizaram como amostras
de qualidade intermediaria. Em relacdo a presenca de Salmonella, nenhuma

amostra apresentou o patégeno.
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Tabela 3: Resultados encontrados pela analise dos filés de pescados

refrigerados obtidos na peixaria 2.

NUumero Peixaria Contagem de Pesquisa de
da Staphylococcus Salmonella
Amostra (UFC/qg) (250)
226 2 7,2 x101 Auséncia
227 2 <1,0x10?! Auséncia
228 2 <1,0x10?! Auséncia
229 2 <1,0x10?! Auséncia
230 2 <1,0x10?! Auséncia
231 2 <1,0x10?! Auséncia
232 2 <1,0x10?! Auséncia
233 2 1,0 x 10t Auséncia
234 2 2,6 x 10% Presenca
235 2 <1,0x10?! Auséncia
236 2 <1,0x10?! Auséncia
237 2 <1,0x10?! Auséncia
247 2 <1,0x 10! Presenca
248 2 <1,0x10?! Auséncia
249 2 <1,0x10?! Auséncia
250 2 <1,0x10?! Auséncia
252 2 <1,0x10?! Auséncia
262 2 <1,0x10?! Auséncia
263 2 <1,0x10?! Auséncia
264 2 1,0 x 10t Auséncia
265 2 <1,0x10?! Auséncia
266 2 <1,0x10?! Presenca

Das 22 amostras apresentadas na Tabela 2, observa-se em sua grande
maioria a auséncia de deteccdo de ambos 0s microrganismos que estdo sendo

estudados, porém, ocorreu a presenca de Salmonella em trés amostras.

Tabela 4: Resultados obtidos pela andlise dos filés de pescados refrigerados

obtidos na peixaria 3.

Numero Peixaria Contagem de Pesquisa de
da 3 Staphylococcus Salmonella

Amostra (UFClg) (259)
254 3 3,5x10¢% Auséncia
255 3 1,0 x 10° Auséncia
256 3 <1,0x 10! Auséncia
257 3 1,7 x 10* Auséncia
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Nos resultados apresentados na Tabela 3, pode-se observar a auséncia
de Salmonella em todas as amostras analisadas, mas, encontra-se valores de
contagens (dentro dos limites apresentados pela legislacdo) para

Staphylococcus coagulase positiva em 3 das quatro amostras analisadas.

Também foram analisadas 2 amostras de filés de pescados congeladas,
nas quais nao foram detectadas a presenca dos microrganismos analisados

neste trabalho.

A presenca de Staphylococcus coagulase positiva nos alimentos esta
diretamente associada aos manipuladores, pontuando que este patdégeno faz
parte da microbiota humana normal, encontrado com uma frequéncia maior na
pele e mucosas, e quando associado a uma higiene precaria por meio dos
manipuladores, dificilmente serd encontrada uma amostra com contagem zero
(ANVISA, 2008; OLIVEIRA; GONCALVES, 2015). Segundo Junior e
colaboradores (2019), Staphylococcus possui um crescimento ideal entre 7°C e
46°C, sendo bactérias sensiveis a tratamentos que utilizam o calor, como a
pasteurizacdo e a esterilizacdo, porém, se mantém bem em temperaturas de

resfriamento, comumente usadas em armazenamento dos alimentos.

Em um estudo realizado por COSTA e colaboradores (2018), 15 de 20
amostras de pescados apresentaram Staphylococcus coagulase positiva,
sugerindo que esta contaminacao tem origem no gelo usado para conservacgao,
0 qual poderia estar contaminado, indo contra ao que o Decreto 9.013 (BRASIL,
2017) dispbe: “O gelo utilizado na conservacéo do pescado deve ser produzido
a partir de 4gua potavel ou de agua do mar limpa”. Além das condi¢cdes de
armazenamento que podem favorecer a contaminagao cruzada dos alimentos, a
manipulacdo incorreta dos produtos comercializados, através do contato, pode
resultar amostra positivas para contagens de Staphylococcus coagulase positiva

(Bujjamma; Padmavathi, 2015)

Segundo a ANVISA (2020), os locais de comercializagdo e manipulacéo
dos pescados devem apresentar alguns cuidados necessarios, como janelas ou
aberturas de locais onde ocorre a manipulagdo do produto possuindo tela de
protecdo com o intuito de afastar e evitar a entrada de insetos ou outros animais,

visto que, principalmente os insetos sdo veiculadores de microrganismos por

30



meio das patas, considerando que o inseto pode pousar em fezes e em seguida
pousar em um alimento que ira direto para o consumo humano. Condi¢des estas
gue nédo foram observadas nos locais onde foram adquiridas as amostras.

Neste trabalho, foram analisadas 39 amostras de filés de pescado
refrigerados, de 7 espécies diferentes e, 2 amostras de filés de pescados
congeladas de duas espécies diferentes. Destas, 16 amostras apresentaram
contagem para Staphylococcus coagulase positiva apds serem submetidas as
andlises recomendadas pela legislacao, apresentando colbnias caracteristicas e
positivando no teste de catalase como podemos ver nas figuras 1 e 2,
posteriormente, com valores variando de 1x10! UFC/g a 3,0x10? UFC/g UFC/g,
estando todas dentro do limite permitido segundo a IN 60, de 23 de dezembro
de 2019, que preconiza 1x103 UFC/g como limite maximo de contagens para
este patdbgeno nas amostras analisadas.

Figura 1: Placa de Petri contendo colbdnias tipicas e colbnias atipicas de Staphylococcus.

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 2: Eppendorf com plasma coagulado.

Fonte: autoria prépria.

Dentre as 41 amostras analisadas, 13 foram obtidas na peixaria 1. Destas,
9 amostras apresentaram contagens positivas para Staphylococcus coagulase
positiva, que, apesar de estarem dentro dos limites maximos exigidos pela
legislagdo, duas foram classificadas como qualidade intermediaria por
apresentarem contagens de 3,0x102 UFC/g e 1,9x102 UFC/g, respectivamente
(BRASIL, 2019).

Os resultados encontrados neste trabalho ndo colocam as amostras como
um risco a saude do consumidor, visto que todas as contagens estdo abaixo do
preconizado pela legislagcéo vigente. Germano; Germano (2015), sugerem que o
valor intoxicante se encontra em 10° UFC/g. O agente causador da intoxicacdo
ndo & a bactéria em si, mas a enterotoxina liberada no alimento durante seu
desenvolvimento, além das intoxicacdes alimentares terem suas causas,
predominantemente, por cepas produtoras da enzima coagulase (SCHELIN et
al., 2011). Segundo Forsythe (2013), a intoxicagéo estafilocdcica tem um inicio
violento, com multiplos sintomas como nausea, vOmito, codlicas intestinais,
podendo passar para sintomas mais graves como cefaleia, mudanca de pressao
e pulsacao ou até mesmo caimbra muscular.

A higienizagdo do local e do comerciante € importante, tendo em vista,
que as pessoas que trabalham com o produto podem néo reconhecer o risco de
nao higienizar as maos apos limpeza e filetagem dos peixes ou apds terem
contato com o dinheiro. Cortese et al (2016), em um estudo realizado em
Floriandpolis/SC, revelaram que 95% dos vendedores aos quais foram aplicados
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um questionario, afirmaram manipular dinheiro e alimentos sem higienizar as
maos, e 65% afirmaram lavar as méos durante o dia, mas com uma baixa
frequéncia de higienizacdo, em grande parte incorreta, uma vez que 24%

afirmaram lavar s6 com 4gua.

Independente do nimero de amostras com contagens encontradas em
cada estabelecimento, todos as peixarias apresentaram contaminagdées, mesmo
que singelas. Quando nos referimos as doencas veiculadas por alimentos, 0s
pescados se encontram na 132 posi¢cao entre os alimentos veiculadores. Dentre
0s anos de 2012 e 2021, o numero de pessoas envolvidas em surtos de doencas
de origem alimentar foi de 104.839, sendo, aproximadamente, 1.990

contaminadas através da ingestédo de pescados (BRASIL, 2022).

Entre os anos de 2012 e 2021, 37,7% dos casos de surtos de doencas de
origem alimentar tiveram como local de ocorréncia a residéncia da populacéo.
Em fung&o disso, mesmo os valores de contagens encontrados neste trabalho
estando dentro dos limiares de qualidade aceitavel e qualidade intermediaria
segundo a legislacéo, (IN n° 60, 2019), é importante atentar-se para um cuidado
com o tempo até o consumo desde do dia da compra, a maneira com que 0
pescado serd armazenada, e se a temperatura de armazenamento sera menor
do que a de crescimento da bactéria, uma vez que a producdo da toxina pode
ser afetada pelo pH, atividade de agua do produto, temperatura e atmosfera
(SCHELIN et al. 2011).

Segundo a legislacao brasileira ndo é permitido a presenca de Salmonella
em alimentos destinados ao consumo da populagéo, tendo em vista o0 que a

bactéria pode acarretar danos a saude humana (BRASIL, 2019).

Dentre as 41 as amostras analisadas, 3 (7,5%) apresentaram
caracteristicas tipicas da bactéria, foram submetidas ao teste sorolégico,
confirmando a presenca do patdégeno. Das amostras contaminadas, duas eram

de Linguado e uma de Salméo.

A presenca da Salmonella nas amostras de pescados sugere falha
durante 0 manuseio dos pescados, uma vez que a Salmonella é uma
Enterobactéria. Esta contaminac¢ao pode ter ocorrido no momento da captura, na

limpeza do pescado, através dos materiais usados na evisceracgédo e filetagem
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(DANTAS FILHO et al, 2020), ou ainda durante o manuseio no momento da

comercializacao.

Como ja descrito na literatura, Salmonella € um microrganismo produtor
de biofilme em diferentes superficies usadas na industria de alimentos
(PONTIN,2021). As trés amostras que apresentaram Salmonella sdo oriundas
da mesma peixaria (Peixaria 2), 0 que sugere que a contaminacdo esteja
presente nas superficies de manipulacdo destes pescados, visto que o intestino
do pescado ndo é habitat natural deste patdgeno em questdo (GAZAL, et al.,
2018).

A contaminacdo cruzada é definida como a transmissédo de um patégeno
de fontes naturalmente contaminadas para um produto pronto para 0 consumo,
um exemplo disso é a transferéncia da bactéria naturalmente presente na
carcaca do frango ou do suino por meio de superficies ndo higienizadas para
alimentos que n&o possuem-na prontos para o consumo como saladas (TACHE,
2014), sendo uma preocupacdo quando alimentos contaminados chegam as
cozinhas dos consumidores, mesmo que estes tenham que passar por processo
térmico para serem consumidos (SOARES, 2020). Neste trabalho, uma das
amostras positivas para Salmonella é filé de salméo, pescado que pode ser

ingerido cru, 0 que agrava o risco oferecido ao consumidor.

Em um estudo realizado por BARRETO (2020) analisando filés
congelados das espécies Sardinha, Merluza e Corvina, de 36 amostras avaliada,
5 apresentaram Salmonella. O autor sugere que a contaminacao esta associada
a condi¢cdes inadequadas de higiene e conservacdo do produto, deixando-o
exposto em temperaturas elevadas, propiciando a contaminagao e sobrevivéncia

do microrganismo.

Entre a primeira amostra positiva para Salmonella (amostra 234) e a
segunda (amostra 274) houve um intervalo de uma semana, visto que as coletas
eram realizadas semanalmente. A proximidade entre as duas primeiras amostras
positivas, sendo ambas da mesma peixaria, sugere contaminacdo proveniente
do local, através de contaminacdo cruzada ou persisténcia do patégeno nos

instrumentos ou superficies de manuseio, conforme citado por SEIXAS e
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colaboradores (2009), BOUBENDIR et al (2020) e MACHADO (2020), podendo

acontecer por uma ineficiéncia no processo de higienizacao.

A Salmonella permanece viavel em superficies de contato com o alimento
por longos periodos, segundo Carrasco (2012), além de ser formadora de
biofilme em superficies de plastico, cimento, borracha, vidro, aco inoxidavel,
resistindo as condi¢des de secagem e limpeza do ambiente (STEENACKERS et
al., 2012). Com a adesédo do filme, dificimente ocorrerd a higienizacdo da
superficie de forma efetiva, sendo considerado um evento potencialmente
perigoso, pelas contaminacfes que poderdo se suceder (WANG, 2015). A
presenca na terceira amostra, esta pré-disposta a uma associacdo de
contaminacdo cruzada apdés a captura e manipulacdo, tendo em vista o

espagamento de um grupo amostral para outro.

A obtencéo resultados confirmatdrios para este patégeno em apenas uma
peixaria, ndo excluem a possibilidade de que possa haver a presenca de
contaminacgao por Salmonella em outras, visto que que néo foi realizada analise
em todas as peixarias da cidade. Além disto, a contaminacdo por este
microrganismo por este microrganismo ocorre por meio de contaminacao
cruzada na amostra em questdo, sendo influenciado pelo método de manuseio,
o local de retirada e 0 manejo durante este processo, o cuidado com o material
usado para filetagem e evisceracdo e a forma com que o alimento ira ficara
armazenado, exposto e comercializado. Fatores que podem variar de acordo
com os estabelecimentos ndo foram analisados e pessoas que fazem a extracéo

destes animais do seu habitat.
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6. Consideracdes finais

Os resultados encontrados durante a realizacéo do trabalho estédo dentro
do preconizado em relacdo a contagem de Staphylococcus coagulase positiva,
mas fora do preconizado para Salmonella, segundo a legislagdo vigente
(Instrugdo Normativa IN 60, de 23 de dezembro de 2019).

Estas contaminagfes apresentam falha dos responsaveis ao analisar de
forma mais rigorosa todo o processo de comercializacdo do pescado na cidade
de Pelotas.

Percebe-se a necessidade de que os 6rgdos competentes apresentem
aos comerciantes a forma correta de processamento deste insumo, além de lhes
sugerirem, em determinadas situacdes, locais de trabalho com melhores
condi¢cbes, podendo evitar a contaminagdo cruzada por meio de insetos ou
animais que possar estar transitando nestes lugares, locais estes que estao
citados na Cartilha de Boas Praticas para Servigos de Alimentacdo (ANVISA,
2020).

Ressaltando também, a importancia do uso de EPI's durante esse
manuseio, podendo evitar a contaminacéo, principalmente de Staphylococcus
por ser uma bactéria que esta naturalmente presente na pele e mucosas, onde

a presenca de mascaras, jalecos ou aventais seria de significativa importancia.

Com tudo, os pescados oferecidos no comércio de Pelotas apresentarem
uma boa condicdo sanitaria quando observado somente a presenca de
Staphylococcus, sendo importante haver cuidados durante o armazenamento,
preparo e cocgcao, para evitar a contaminacdo cruzada nos utensilios ou
alimentos j& prontos para o consumo, além do uso de alimentos frescos e sem
nenhuma caracteristica de deterioracdo. Em relacdo a Salmonella, os
parametros estdo foram do permitido na peixaria 2, visto que a legislacao dispoe

gue o alimento so € apto quando ele possui a auséncia da bactéria.
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