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RESUMO

Os peixes sdo alimentos saudaveis com aceitacdo cada vez maior pelo consumidor. Pescados
frescos sdo considerados peixes recém-capturados conservados apenas no gelo,
comercializados informalmente. Na cidade de Araguaina, localizada no norte do estado do
Tocantins/Brasil, é possivel encontrar esse tipo de alimento rotineiramente em feiras e
supermercados com custo acessivel. Entretanto, estes quando ndo sdo capturados, armazenados
ou manipulados de acordo com praticas higiénico-sanitarias adequadas, podem ser veiculadores
de bactérias enteropatogénicas como Salmonella spp. e Escherichia coli que eventualmente
podem ocasionar doencas de transmissdo alimentar (DTA’s). O presente estudo teve como
objetivo verificar a qualidade higiénico-sanitaria e a seguranca microbioldgica de pescados
frescos comercializados em feiras, peixarias e supermercados do municipio de Araguaina/TO e
0S possiveis perigos para a saude publica através do seu consumo. Foram realizadas contagens
de coliformes termotolerantes e microrganismos psicrotroficos, bem como, isolamento e
identificacdo de Salmonella spp., E. coli. Das 33 amostras de pescados frescos coletadas, 49%
(16/33) foram provenientes de supermercados, 12% (4/33) de peixarias e 39% (13/33) de feiras
livres. Durante aquisicdo das amostras foi observado que a maioria dos comércios em questdo
ndo cumpriam medidas de conservacdo e manipulagdo adequadas destes produtos. A contagem
de coliformes termotolerantes apresentou 6,06% (2/33) com numeros superiores a 1100
NMP/mL, o que indica condi¢cBes higiénicas inadequadas e presenca de possiveis
enteropatdgenos. Tratando-se da contagem de psicrotroficos, 54,54% (18/33) das amostras
tiveram col6nias incontaveis e 21,1% (7/33) apresentaram contagens acima de log 6, sugerindo
que tais pescados ndo estavam com qualidade satisfatdria. Apds realizacdo da PCR, constatou-
se 24,24% (8/33) de amostras positivas para Salmonella spp e 9,09% (3/33) para E. coli, destas,
uma foi positiva para os dois microrganismos. Os isolados de E. coli foram submetidos a
pesquisa de genes de viruléncia “Stx1, Stx2 e eaeA” e tiveram resultados negativos, tratando-
se, portanto, de cepas comensais. Assim, foi possivel perceber que boa parte dos pescados
analisados comercializados na cidade de Araguaina/TO apresentam-se insatisfatorios, pois
podem acarretar danos a salude dos consumidores. Percebeu-se também que a legislacdo
brasileira vigente RDC n°12/2001 ndo é abrangente quanto aos parametros microbiol6gicos
necessarios para comercializacdo de pescados in natura.

Palavras-Chave: Microbiologia de alimentos. Peixes frescos. Saude Publica.



ABSTRACT

Fish are healthy foods with increasing consumer acceptance. Fresh fish are considered fresh
caught fish kept on ice only, traded informally. In the city of Araguaina, located in the northern
state of Tocantins/Brazil, it is possible to find this type of food routinely in fairs and
supermarkets with affordable cost. However, when they are not captured, stored or handled
according to appropriate hygienic sanitary practices, they may be carriers of enteropathogenic
bacteria such as Salmonella spp. and Escherichia coli that may eventually lead to foodborne
diseases (DTAs). The present study aimed to verify hygienic sanitary quality and
microbiological safety of fresh fish marketed in fairs, fishmongers and supermarkets in the
municipality of Araguaina/TO and the possible dangers to public health through their
consumption. Counts of thermotolerant coliforms and psychrotrophic microorganisms were
carried out, as well as, isolation and identification of Salmonella spp., E. coli. Of the 33 fresh
fish samples collected, 49% (16/33) came from supermarkets, 12% (4/33) of fishmongers and
39% (13/33) from free markets. During acquisition of the samples it was observed that most of
the trades in question did not comply with measures of conservation and adequate manipulation
of these products. The thermotolerant coliform count had 6,06% (2/33) samples with numbers
greater than 1100 MPN / mL, which indicates inadequate hygienic conditions and presence of
possible enteropathogens. As for psychrotrophic counts, 54.54% (18/33) samples had countless
colonies and 18.18% (6/33) samples presented counts above log 6, suggesting that these fish
were not of satisfactory quality. After PCR, 24,24% (8/33) samples positive for Salmonella spp.
and 9,09% (3/33) for E. coli were found, of which one was positive for the two microorganisms.
The E. coli isolates were tested for virulence genes "Stx1, Stx2 and eaeA™ and had negative
results, thus being commensal strains. Therefore, it was possible to perceive that a good part of
the analyzed fish commercialized in the city of Araguaina/TO are unsatisfactory, which can
cause damage to the health of the consumers. It was also noticed that the current Brazilian law
is not comprehensive regarding the microbiological parameters necessary for the
commercialization of fresh fish.

Keywords: Food Microbiology. Fresh fish. Public health.
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1 INTRODUCAO

O pescado é um alimento considerado saudavel devido seu alto valor proteico e baixo
teor de gordura. Além disso, tem aminoacidos essenciais e possui acidos graxos poli-
insaturados que previnem doencas cardiovasculares (SOARES et al., 2011).

Os peixes desempenham importante papel na economia de muitos paises, pelo fato de
sua abundancia e excelente composicdo nutritiva (GATTI JUNIOR, 2011). No Brasil, 0
consumo de pescado de agua doce é mais expressivo que 0 consumo de pescado de &gua
salgada, o que representa 6, 474 kg/habitante e 2,102 kg/habitante respectivamente (PALHA,
2015).

O pescado é facilmente encontrado em feiras livres, porém, as condi¢fes higiénicas
sanitarias muitas vezes sdo insatisfatorias. Esse alimento € rapidamente deteriorado em
decorréncia das suas propriedades bioldgicas e isso associado a condi¢bes inadequadas de
manuseio, armazenamento e refrigeracdo que favorecem a multiplicacdo de bactérias,
corroborando para possiveis prejuizos a saide humana (MARTINS, 2015).

Produtos considerados in natura séo aqueles que ndo foram submetidos a nenhum tipo
de industrializacdo. Pescados podem ser comercializados como frescos, congelados ou
resfriados (JULIO, 2015), sendo que pescados frescos sdo aqueles que tiveram apenas contato
com o gelo

O comércio informal do pescado gera diversas preocupagdes, pois comerciantes e
consumidores muitas vezes desconhecem os cuidados de higiene e conservacdo dos alimentos
e também dos riscos de doencas que estes podem acarretar (PINHEIRO et al., 2009).

O pescado € um dos principais produtos relacionado as doencas transmitidas por
alimentos (DTA’s), pois pode se deteriorar em um curto periodo de tempo, mesmo quando
submetido a refrigeracdo (VARGAS; QUINTAES, 2003).

As DTA’s sdo causadas pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados por uma
grande diversidade de microrganismos, toxinas e agentes quimicos ou fisicos. Representam
risco para milhdes de pessoas segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas da Agricultura e
Alimentacdo (FAO, 2016).

Diarreias associadas ao consumo de alimentos e aguas improprias sdo as principais
causas de mortes em paises pobres, cerca de 1,8 milhdes de pessoas por ano, principalmente
criancas, afirma a World Health Organization (WHO, 2002).
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Muitos microrganismos podem ser encontrados nos pescados, como os coliformes
termotolerantes, considerados indicadores higiénico-sanitarios. Dos principais patégenos
associados ao pescado estdo a Escherichia coli, Salmonella spp, Vibrio cholerae, Vibrio
vulnificus e Yersinia enterocolitica (SOARES; GONCALVES, 2012).

Na cidade de Araguaina, localizada ao norte do estado do Tocantins, € possivel
encontrar corriqueiramente peixes frescos em feiras livres, peixarias e também em grandes
supermercados. Porém, pouco se sabe sobre a qualidade higiénico-sanitaria e seguranca
microbioldgica destes produtos. O peixe fresco de maior consumo no estado do Tocantins é o
Piaractus mesopotamicus (FLORES; CHICRALA; SOARES, 2014), cujo nome popular é
“pacu-caranha”.

A presenca de enteropatogenos como Salmonella spp. e E. coli séo preocupantes pois
podem ocasionar surtos alimentares, além disso, a pesquisa desses microrganismos e dos
coliformes termotolerantes permite avaliar a qualidade higiénica destes produtos e
consequentemente a seguranga para Seu consumo. A contagem de microrganismos
psicrotroficos relaciona-se com a qualidade geral do produto e também com suas formas de
armazenamento e beneficiamento.

Portanto, a presente pesquisa é importante para servir de informacdo tanto para a
prevencdo a salde dos consumidores quanto a contribuicdo para melhoria no comércio dos

pescados frescos na cidade de Araguaina/TO.

1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo, verificar a qualidade higiénico-sanitaria de
pescados frescos comercializados em feiras e supermercados do municipio de Araguaina/TO e

0S possiveis riscos do seu consumo para a saude publica.

1.2 Objetivos especificos

e Verificar a qualidade higiénico-sanitaria dos pescados frescos através da quantificacao
de microrganismos indicadores como os coliformes termotolerantes e psicrotroficos;
e Pesquisar Salmonella spp. e E.coli e a presenca genes de viruléncia em pescados frescos

a fim de investigar os possiveis perigos microbiolégicos através do consumo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Ha quase 30 anos a piscicultura comercial surgiu no Brasil. Trata-se de uma atividade
lucrativa que trouxe boas oportunidades econémicas para o produtor rural. A atividade dos
“pesque-pague” contribuiu para isso, despertando nos empresarios perspectivas para cultivo e
alternativas de negocios (EMBRAPA, 2010).

Cerca de 430 (97%) das espécies cultivadas a partir do ano de 2007 foram domesticadas
durante o século 20, das quais, 106 surgiram durante esse periodo (SEBRAE, 2015). A prética
da piscicultura ocorre em todos os estados brasileiros, o que diferencia as produgdes sdo as
espécies de peixes utilizadas, as formas cultivo e o tamanho da demanda (BARROS et al.,
2011).

A piscicultura pode ser uma alternativa para a agricultura familiar, devido sua alta
produtividade e por resultar em um alimento proteico e nutritivo de facil comercializagéo
(BACCARIN et al., 2009). A criacdo de peixes corrobora para o crescimento e a geracéo de
empregos e renda para o setor rural (BARROS et al., 2011).

No Brasil, a piscicultura representa cerca de 80% da producdo aquicola. A producéo de
pescados divide-se em pesca extrativista e a aquicultura. A pesca trata-se da retirada de recursos
pesqueiros do ambiente natural e a aquicultura é o cultivo, comumente em um espaco confinado
e controlado de organismos aquaticos, tais como peixes, camardes, ostras, caranguejos, dentre
outros (SCHULTER; VIEIRA FILHO, 2017).

Dentre as espécies mais comuns produzidas no Brasil estdo o tambaqui, pirarucu,
pirapitinga, pintado, tilapia, pacu, carpa, dentre outros (SEBRAE, 2015). De acordo com a FAO
(2016) a producdo mundial de pescado atingiu no ano de 2014 a quantia de 167 milhdes de

toneladas e destas, 73,8 (44%) milhGes foram provenientes da aquicultura.

2.1 Potencial, habitos de consumo e producéo de pescados no estado do Tocantins

Para Almeida e Mendes (2015) o estado do Tocantins é relativamente novo, sendo
considerado como terra de oportunidades, pois tem solo fértil e clima definido, além de contar
varios rios como o do Sono, Palmeiras, Formoso, Balsas, Parand, Tocantins e Araguaia e contém
a maior ilha fluvial do Brasil, conhecida como “Ilha do Bananal”.

Embora pertenca a regido norte, o Tocantins esta localizado na zona de transi¢do geografica

entre o cerrado e a floresta amaz6nica. Em relacdo as principais atividades econémicas, a producao
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agricola e a pecuaria sdo destaques, em sequéncia as industrias de beneficiamentos e mais
recentemente a piscicultura (ALMEIDA; MENDES, 2015).

O Tocantins é exportador de peixes, com relevancia para os estados circunvizinhos como
Maranhdo, Pard, Goids e Mato Grosso. Estima-se que o estado em 2017 produziu entorno de
18.000 toneladas (SEAGRO, 2018).

O hébito de consumir peixes na regido norte é superior a trés vezes por semana, indice
considerado, relativamente alto em relacdo as demais regides do Brasil. Um dos motivos desse
elevado consumo ¢ a grande producdo desses pescados, pois consequentemente o pre¢o torna
o0 alimento mais atrativo (LOPES; OLIVEIRA; RAMOS, 2016).

A regido Norte do pais se destaca no volume de pescado de &gua doce. O Tocantins
concentra sua producdo em espécies de piau, pintado, caranha, tambaqui e pirarucu, dentre
outros (SALES, 2012).

A comercializacdo dos pescados atualmente no Brasil, seja da pesca ou da aquicultura,
concentra-se em mercados, feiras livres e restaurantes. S&do encontrados em diversas formas,
como filés, inteiro, pré-processado, fresco ou congelado (LOPES; OLIVEIRA, RAMOS,
2016).

2.2 Beneficios a satde proporcionado pelo consumo de pescados

Os peixes possuem proteinas de alta digestibilidade e tem como crucial beneficio sua
qualidade de fracéo lipidica com alto teor de 6mega-3 em relacdo a carne bovina. Além disso,
ha um grande nimero de micronutrientes, como iodo, ferro, calcio, cobre, zinco, selénio e
vitaminas como A, B e D (FILGUEIRA, 2017).

O perfil proteico dos pescados abrange os aminoacidos essenciais para o ser humano e
assim como as proteinas do leite, ovo e das carnes de mamiferos, tém elevado valor bioldgico
(SARTORI; AMANCIO, 2012). Dentre os beneficios de consumo de uma ou duas porgdes de
pescados por semana estdo a reducédo do risco de acidente vascular cerebral (AVC), depresséo,
Alzheimer e doenga cardiaca (HARVARD, 2012).

A diversidade de beneficios do consumo dos pescados é comprovada, desde que esse
alimento tenha qualidade adequada a fim de conservar sua riqueza de nutrientes, e para isso,
depende do esfor¢co entre produtores, comerciantes, 0rgdos governamentais e consumidores
(GALVAO et al., 2014).
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2.3 Pescados frescos e saude publica

Os pescados sdo alimentos de facil deterioracdo e isso requer cuidados higiénico-
sanitarios desde sua producdo até o consumo. A contaminacdo do pescado pode ocorrer de
diversas formas como condigdes insatisfatorias de manipulacdo, armazenamento, sazonalidade,
captura e temperatura que irdo influenciar diretamente em sua microbiota (GALVAO et al.,
2014).

A origem do pescado é crucial, visto que a agua onde sdo criados reflete em sua
microbiota. Se esta for de ma qualidade, pode transmitir patdgenos e acarretar prejuizos a satde
dos consumidores (CASTRO, 2016).

Muitos problemas de saude se devem ao consumo de pescado, como € o caso das
ocorréncias de DTA’s. Conforme Barreto et al. (2012) no Brasil essas doencas sdo bastante
comuns, embora ndo seja dada importancia pela populacdo de baixo nivel socioecondmico e
existe a baixa notificacdo de ocorréncia pelos 6rgdos competentes. De acordo com Santos et al.
(2012) uma doenca causada por alimento pode ocorrer por causa do crescimento de
microrganismos ou também pela producéo de toxinas.

A qualidade dos alimentos de origem animal comercializados em feiras livres é
preocupante, pois geralmente esses produtos sdo expostos em barracas, desprovidos de
refrigeracdo e protecdo com presenca de poeira e insetos (BARRETO et al., 2012).

O pescado pode ser veiculador de diversos patdgenos para 0s seres humanos, como 0s
dos géneros Vibrio e Salmonella, aléem de espécies como E. coli e Staphylococcus aureus e
podem acarretar gastroenterites agudas apos o consumo (GALVAO et al., 2014). Portanto, este
produto necessita de atencdo higiénico-sanitaria a fim de conferir seguranca microbiolégica aos
consumidores.

A preocupacdo com o comércio de pescados frescos se da pelo fato de ndo haver
inspecdo sanitaria. Ou seja, esses produtos sdo desprovidos do sistema de garantia de qualidade,
pois ndo passam pelo processo industrial, nem por normas de seguranca alimentar, o que pode

colocar em risco a satide do consumidor (GALVAO et al., 2014).

2.4 Microrganismos indicadores

A utilizacdo de indicadores como coliformes totais e termotolerantes fornece

informagdes seguras sobre condicdes higiénicas e eventual presencga de patégenos. Assim como
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a pesquisa de organismos patogénicos como a Salmonella spp. tem grande importancia para a
salde publica, sendo essencial sua detec¢do para determinacdo da qualidade do produto (LIMA,;
REIS, 2002).

A seguranca dos alimentos é uma preocupacao mundial, pois as doencas sao prejudiciais
a populacdo, além de onerar as despesas dos sistemas de salde e a propria sociedade (PALHA,
2015).

2.4.1 Coliformes Termotolerantes

Os coliformes termotolerantes s&o um subgrupo dos coliformes totais com capacidade
de fermentar a lactose e produzir gas quando incubados a uma temperatura de 45°C por no
méaximo 48 horas. A E. coli é um coliforme termotolerante e tem como habitat, o0 intestino
humano e animal, por este fato, esse microrganismo € utilizado como indicador de
contaminacéo fecal (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

As bactérias classificadas no grupo dos coliformes pertencem a familia das
Enterobacteriaceae. Tratam-se de bastonetes Gram-negativos, anaerobios facultativos que
podem ser encontradas no solo, agua, plantas e trato intestinal de humanos e demais animais de
sangue quente (LIMA, 2012).

Coliformes termotolerantes presentes em agua ou alimentos evidencia o risco da
presenca de organismos patogénicos de origem fecal. Fazem parte deste grupo os géneros:
Escherichia, Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella (SILVA et al., 2007).

2.4.2 Psicrotroficos

O termo psychrophile foi utilizado por Schmidt-Nielsen em 1902 para classificar
microrganismos que crescem a 0° C. Tais microrganismos se desenvolvem em intervalos de
temperaturas abaixo de zero até 20° C. O mais aceito é que os psicrotréficos sdo microrganismos
caracterizados por crescer em temperaturas de 7° C dentro de 7 a 10 dias, além de produzir
col6nias visiveis (JAY, 2005).

Os psicrotréficos ndo constituem um grupo taxonémico especifico, pois estdo
distribuidos em aproximadamente 15 géneros distintos, dentre Gram-positivos e Gram-
negativos (MARTINS et al., 2004).

Em pescado refrigerado e outros alimentos, as bactérias psicrotroficas participam
diretamente do processo de deterioracédo pelo fato de se multiplicarem bem nessas condicdes.

Esse grupo microbiano utiliza o pescado como substrato para realizacdo de suas atividades
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metabdlicas, produzindo substancias que conferem odor e sabor desagradavel ao alimento
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

2.5 Enterobactérias

O grupo das enterobactérias caracteriza-se por microrganismos da familia
Enterobacteriaceae. Existem mais de 40 géneros descritos para esta familia. Entretanto, apesar
da grande heterogeneidade e complexidade da familia, poucas espécies podem comprometer a
salde humana por meio de infecgdes do trato respiratorio, gastrointestinal e bacteremias
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009).

Os microrganismos do género Salmonella spp. sdo patogénicas ao homem, enquanto a
maior dos isolados de E. coli sdo comensais e podem vir a causar patogenias oportunistas ou
quando ha presenca de cepas patogénicas (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009).

Para Oliveira et al. (2010) grande parte dos surtos diarreicos tem relagcdo com a ingestéo
de alimentos contaminados com microrganismos enteropatogénicos. A resolucdo RDC n° 12 de
janeiro de 2001 é competente quanto a analise microbioldgica de alimentos e afirma que a
presenca de Salmonella em 25 g de alimentos é suficiente para descartad-lo como alimento
(BRASIL, 2001).

A E. coli se desenvolve no trato intestinal do homem e alguns animais, portanto, sua
presenca em alimentos ou agua, indica contaminacao fecal, 0 que pode ser um risco a saude,
pois a presenca desse microrganismo indica a possivel presenca de outros enteropatdgenos
(SILVA-JUNIOR et al., 2015).

A deteccdo de enteropatdgenos em alimentos € essencial, visto que estes
microrganismos podem acarretar DTA’s. A presenga de Salmonella spp. e E. coli indicam
inadequadas praticas higiénico-sanitaria durante a cadeia produtiva. A analise microbiologica
destes produtos, bem como, o treinamento de profissionais que atuam no beneficiamento e a
informacédo aos consumidores de que pescados ndo devem ser consumidos crus ou malcozidos

podem auxiliar na prevencédo dos surtos alimentares e na seguranca microbiolégica do pescado.

2.5.1 Escherichia coli
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A E. coli pertence a familia Enterobacteriaceae. Caracteriza-se como cocobacilo Gram
negativo, ndo esporulado, capaz de fermentar glicose, lactose e produzir acido e gas (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

As provas bioguimicas que sugerem a especie E. coli sdo: lactose, glicose, manitol,
acido, gés, e vermelho metila positivas. As provas com resultado negativo compreendem
citrato, sacarose, malonato e lisina (TRABULSI et al., 2004).

As cepas patogénicas de E. coli possuem variados fatores de viruléncia que contribuem
para potencializar sua patogenicidade. Essas cepas apresentam mecanismos patogénicos
especificos, sorotipos distintos e produzem infecgdes e sindromes diferentes (DIAS, 2011).

A patogenicidade da E. coli esta relacionada a sua capacidade de colonizar o epitélio
intestinal ou produzir toxinas. A colonizacdo é mediada por fatores denominados fimbrias,
estruturas proteicas, consideradas antigenos de superficie e de grande atividade antigénica,
sendo um importante fator de avaliacdo para diagndstico e identificacdo de cepas patogénicas
(NATARO; KAPER, 1998).

A E. coli é classificada sorologicamente em sorogrupos e sorotipos com base na sua
composicdo antigénica. Antigenos “O” ou somaticos, sdo caracteristicos dos sorogrupos,
enquanto os antigenos “H” ou flagelares, pertencem aos sorotipos. Elas podem expressar
também os antigenos “K”, estes sdo cruciais a patogénese (BERTAO; SARIDAKIS, 2007).

Os sorogrupos de E. coli séo diferenciados pelos modos diferentes que estas expressam
0s genes que codificam fatores de viruléncia. Estes sdo responsaveis pela coloniza¢do dos
microrganismos, bem como acarretam a alteracdes fisioldgicas relacionadas a homeostase do
hospedeiro (VIEIRA, 2009).

Estes microrganismos sdo produtores de diversos mecanismos patogénicos, como
toxinas, divididas em endotoxinas, exotoxinas e fimbrias. Algumas cepas de E. coli produzem
toxinas proteicas como hemolisina, enterotoxina termolabil e termoestavel, Shiga-like e fator
necrosante citotoxico (BRITO et al., 2004).

A E. coli tornou-se considerada como patdgeno de origem alimentar em 1997 apds
provocar aproximadamente 400 casos apds ingestdo de queijos em estados americanos (JAY,
2005)

A principal via de infecgdo por E. coli é alimentar, sendo, portanto, necessario uma
maior atencdo na seguranca dos alimentos. E importante ressaltar constantes melhorias dos
métodos de processamento, cautela por parte de todos os envolvidos na cadeia de producéo, a
fim de reduzir a contaminacdo e infeccdo desses patdgenos e consequentemente a ocorréncia

de doencas transmitidas pelos mesmos (MACIEL, 2016).
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Em 2016, doencas diarreicas mataram cerca de 1,4 milh&o de pessoas em todo 0 mundo,
segundo a WHO (2018). Apesar da importancia da identificacdo de estirpes diarreiogénicas de
E. coli no meio ambiente, no Brasil, tais estudos sdo escassos (DRUMOND et al., 2018).

As linhagens patogénicas ou diarreiogénicas de E. coli sdo classificadas em categorias
de acordo com os mecanismos de viruléncia que apresentam e com 0 conjunto de sinais e
sintomas das doencas que provocam (DIAS, 2011).

A E. coli esta relacionada com diversas patologias, dentre elas, gastroenterites causadas
por E. coli diarreiogénicas (DEC), conforme quadro 1. As cepas de E. coli responsaveis por
gastroenterites sdo: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e
E. coli de adeséo difusa (DAEC) (WINN JUNIOR et al., 2008).

A DEC possui grupos relevantes pela importancia clinica devido a producdo de
enterotoxinas, como a toxina Shiga (STEC) que em casos mais severos progride para colites
hemorrégicas, podendo levar a 6bito. E também considerada como um patégeno alimentar
emergente com sintomas graves (DRUMOND et al., 2018). O maior nimero de surtos
desencadeados por essa categoria esta relacionado com o sorogrupo dominante “O157”
(KAWANO et al., 2012).

A EPEC ¢ considerada uma das principais causas de diarreias cosmopolita (HU et al.,
2015). Este sorogrupo tem como principal diferenca as lesdes desencadeadas no hospedeiro
através de aderéncia (COURA et al., 2014).

As lesdes provocadas pela EPEC sdo nomeadas como “A/E” e relacionam-se com a
adesdo do microrganismo a célula do hospedeiro. Os genes atribuidos a esta funcéo localizam-
se em uma ilha de patogenicidade denominada “LEE” acompanhada de um sistema de secre¢éo
tipo 111 necessaria para efetivacdo da lesdo (GOUFFAUX, 2012).
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Quadro 1 — Principais caracteristicas de E. coli diarregdnicas

Termo Sigla Fendtipo patogénico Sinais e sintomas
E. coli ETEC Producdo de enterotoxinas. Duas sindromes clinicas
enteroxigénica N o conhecidas:  “diarreia  da
Na}o,p_rovocam lesdo do crianga desmamada e diarreia
epitelio mucoso. do viajante”. Caracterizada
Sitio de Aco: Intestino ~ Por diarreia aquosa, colicas
delgado. abdominais leves e alguns
casos apresentam
desidratacdo e febre.
E. coli EPEC Aderem as células Acomete lactentes.
A epiteliais intestinais. Caracteriza-se  por  febre
enteropatogenica Produzem lesbes baixa, mal-estar, vOmito,
histopatoldgicas. diarreia agquosa com presenca
Sitio de Acéo: Intestino de muco.
delgado.
E. coli produtora STEC Aderem a mucosa Colicas Abdominais intensas.
de toxina Shiga intestinal e produzem Presenca de diarreia aquosa
toxina Shiga que rapidamente evolui para
sanguinolenta.
E. coli EIEC Invade células epiteliais. Diarreia aquosa indistinguivel
. . . . . da ETEC, porém alguns casos
enteroinvasiva Sitio de Acg&o: Intestino apresentam febre e colite,
grosso. mediante sangue e muco.
E. coli EHEC Produz toxinas — éntero- Diarreia com presenca de
éntero- hemolisina. sangue. Dor abdominal.
hemorréagica Presenca o ~ .
do gene Sitio de Acdo: Intestino
eae e grosso.
toxina
Shiga
E. coli EAEC Adere as células epiteliaise Diarreia secretora, aquosa e
enteroagregativa produz toxinas. mucoide com febre baixa.
Sitio de Acgéo: Intestino f;fsr:n cte principalmente
cas.
delgado.
E. coli DAEC Adere as células epiteliais. Diarreia aquosa.
Difusamente
aderente

Fonte: Winn Junior et al. (2008), adaptado pela autora.
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Os genes intimina eae e bfpA estdo relacionados com a EPEC (ARANDA et al., 2004).
O gene eae € responsavel pelo tipo de lesdo e caso a cepa apresente esse gene acrescida de
toxina Shiga a mesma é considerada como EHEC (AFSET et al., 2004).

O mecanismo que permite a toxina atuar no organismo se da por meio da inativacao da
sintese proteica ao remover a adenina de um sitio especifico do desoxiribonucleico RNA
mensageiro (rRNA) (BROOKS et al., 2009).

2.5.2 Salmonella spp.

O género Salmonella foi nomeado em 1900, por Lignieres, em homenagem a Daniel
Salmon, que isolou o microrganismo conhecido como Salmonella enterica sorovar
Choleraesuis a partir de suinos (BRASIL, 2011).

Salmonella é um género pertencente a familia Enterobacteriaceae, definido como
bastonetes Gram-negativos, ndo esporulados, anaerobios facultativos e oxidase negativos. Estas
bactérias possuem a forma de bacilos curtos com largura de 0,7 a 1,5 um e comprimento de 2,0
a 5,0 um. A temperatura de crescimento varia de 5 a 45°C, com temperatura 6tima de 37°C
(MENDONCA, 20186).

As provas bioquimicas que sugerem o género Salmonella sdo vermelho metila, lisina,
citrato, glicose e manitol positivos. Ja as provas de ureia, indol, malonato, lactose e sacarose
sdo negativas (BRASIL, 2011). A maioria desses microrganismos se movem por meio de
flagelos, formam gas a partir da glicose e algumas produzem sulfeto de hidrogénio (BROOKS
et al., 2009).

O género Salmonella é constituido por trés espécies, S. entérica, S. bongori e a S.
subterranea. A primeira espécie citada acima é dividida em seis subespécies: enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtenae e indica (MENDONCA, 2016). A Salmonella subterranea foi
proposta por Shelobolina et al. em 2004, isolada de sedimentos de subsolo com baixo pH.
Através de analise gendbmica, 0s autores perceberam que essa estirpe foi 96,4% semelhante a
Salmonella bongori (MENDONCA, 2011).

As salmonelas tém caracteristicas imunologicas baseadas em trés antigenos de
superficie celular. O antigeno “O” ou somaético; antigeno “H” ou flagelar e antigeno Vi —
camada polissacaridica externa (MADIGAN et al., 2010).

De acordo com Madigan et al. (2010) os antigenos “O” sdo componente dos

lipopolissacarideos e formam a camada mais externa da membrana dos organismos. Estes sdo
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também denominados de endotoxinas. Séo liberadas quando a célula sofre lise e acarreta nos
hospedeiros sintomas como febre e diarreias. Os antigenos “O” sdo resistentes ao calor e alcool.

Os antigenos “H” sdo encontrados nos flagelos e podem ser desnaturados por calor e
alcool e 0 que os determina é a sequéncia de aminoacidos na proteina flagelar. Ja os antigenos
“K”— camada polissacaridica ou proteica externa — podem estar associados a viruléncia e
pertencem a apenas algumas bactérias (BROOKS et al., 2009).

Os antigenos “Vi” estdo presentes no envoltério celular e existe apenas um tipo
soroldgico de antigeno “Vi” que é encontrado em trés sorotipos de Salmonella: S. Typhi, S.
Paratyphi e S. Dublin (MENDONCA, 2016).

Mais de 2.500 sorotipos de Salmonella ja foram descritos, no entanto, menos de 100
sorotipos estdo envolvidos em casos de infeccbes humanas. A espécie S. bongori agrupa 22
sorotipos e as subespécies de S. enterica agrupam mais de 2400 (POPOFF; LE MINOR, 2005).

A classificagdo de Salmonella em espécies é pouco usada nos estudos epidemioldgicos,
sendo mais conhecida e utilizada a nomenclatura relacionada com a sorotipagem. O esquema
utilizado na divisdo em sorotipos é o de Kauffmann e White, baseado nas diferencas
encontradas em certas estruturas antigénicas superficiais das células (MENDONCA, 2016).

Os antigenos “O” sdo designados por nimeros arabicos e caracterizam os sorogrupos de
Salmonella. Os antigenos “H” sdo designados pelas letras minusculas do alfabeto (fase 1) e por
nameros arabicos (fase 2). O antigeno “Vi”, se presente, fica entre colchetes. Tais informacdes

estdo organizadas no quadro 2.

Quadro 2 - Esquema abreviado de Kauffmann e White - Nomenclatura relacionada com a

sorotipagem do género Salmonella

Sorovar Grupo Antigeno “O”  Antigeno “H” Antigeno“H”
Fase 1 Fase 2
S. Paratyphi A 0:2 (A) 1,2,12 a [1,5]
S. Paratyphi B 0:4 (B) 1,4, [5],12 b 1,2
S. Typhimurium 1,4, [5], 12 i 1,2

Fonte: MENDONCA (2016), adaptado pela autora.

Tavechio (2006) afirma que poucos sorotipos de Salmonella sdo adaptados a
determinados hospedeiros, os estritamente adaptados ao homem sdo S. Typhi, S. Paratyphi e S.

Sendai, responsaveis pela febre entérica ou febre tifoide.
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Os sorovares como a S. Pullorum, S. Gallinarum, S. Abortusovis e S. Cholerasuis estdo
mais adaptadas aos animais domésticos e silvestres e podem tornar-se fontes de infeccdo a
espécie humana (SVAITER et al., 2013).

A maioria dos fatores de viruléncia de Salmonella enterica sdo determinados por genes
cromossomais, localizados nas ilhas de patogenicidade (SPI’s). As SPI’s contém um ou mais
genes de viruléncia, estdo presentes no genoma de bactérias patogénicas (SCHMIDT,;
HENSEL, 2004). Ja foram caracterizadas 17 SPI’s, algumas sdo relacionadas com género
enguanto outras sdo exclusivas de alguns sorotipos (OLIVEIRA et al., 2013).

Na SPI-1 encontram-se 0s genes relacionados com a invasdo. Essa habilidade é um
importante fator para viruléncia de Salmonella enterica (SCHMIDT; HENSEL, 2004). Tratam-
se de mecanismos gque permitem que proteinas efetoras interajam com os dominios de proteinas
de modo que possibilitam a multiplicacao intracelular das Salmonella spp. e infeccdo sistémica
(VIEIRA, 2009).

A SPI-2 é encarregada de conduzir as proteinas efetoras que protegem o0s
microrganismos dos mecanismos de defesa. I1sso possibilita a sobrevivéncia no interior dos
fagocitos (VIEIRA, 2009). Na SPI-3 encontram-se 0s genes importantes para a capacidade de
sobreviver dentro de macrofagos.

O SPI-4 ¢ responsavel por codificar o Sistema de Secre¢do do Tipo 1. Permite o
deslocamento de proteinas essenciais para colonizacdo intestinal (OLIVEIRA et al., 2013). O
SPI-5 é encarregado de codificar as proteinas efetoras que em conjunto a outras proteinas sdo
necessarias a enteropatogenicidade no hospedeiro suscetivel (FARIA, 2013).

Em isolados de S. Typhi a producdo de capsula polissacaridica “Vi” esta relacionada
com a ilha de patogenicidade SPI-7, tal antigeno protege o patdgeno dos mecanismos de
imunidade inata e mediada por anticorpos do hospedeiro (FERREIRA; CAMPQS, 2008).

Os plasmideos sdo elementos citoplasmaticos que podem se autoreplicar. A importancia
dos plasmideos advém na sua habilidade de possuir genes de viruléncia e codificar mecanismos
de viruléncia e resisténcia a antibioticos (QUINN et al, 2005).

A identificacdo e sequenciamento de plasmideos sdo utilizados para avaliar possiveis
mecanismos de viruléncia, além de determinar a sua semelhanca, origem e grau de afinidade
entre a diversidade do grupo Salmonella (BLEICHER et al., 2013).

Para Tozetto (2006) as infeccGes ocasionadas pelo género Salmonella apresentam
complexidade em sua patogénese. O processo de doenca inicia-se com a transmissao do agente
para um hospedeiro suscetivel, normalmente por meio do alimento contaminado. Uma

quantidade de indculo consideravel € necessaria para resistir ao acido estomacal e competir com



27

a microbiota intestinal. No intestino, os processos de aderéncia e invasdo sdo fundamentais para
0 estabelecimento das infec¢des causadas por Salmonella spp. (TOZETTO, 2006).

De acordo com Cardoso e Tessari (2008) a Salmonella spp. tem distribuicdo
cosmopolita. Sdo capazes de infectar grande nimero de animais como mamiferos, répteis e até
mesmo 0s insetos. As aves sdo um dos importantes reservatorios capazes de introduzir a
salmonela na cadeia alimentar do homem.

O habitat priméario da Salmonella spp. é o trato digestério de animais como passaros,
répteis e humanos. Esses microrganismos sdo excretados nas fezes e podem ser transmitidos
por insetos e aguas contaminadas. Além disso, esse agente pode ser encontrada em outras partes
do corpo, como baco, figado, bile e linfonodos (JAY, 2005).

De acordo com Brooks et al. (2009) a agua, leite e derivados, frutos do mar, ovos, carnes
contaminados com Salmonella spp. podem servir como fonte de infec¢do para 0os humanos,
animais domésticos e aves.

Algumas vias de transmissdo da Salmonella spp. em aves pode ser transovariana e
também por meio das fezes durante a passagem do ovo pela cloaca. As bactérias penetram pela
casca do ovo que abriga o filhote, e estes podem tornam-se fonte de infec¢do. Bem como, o
consumo dos ovos contaminados malcozidos também pode vir infectar o ser humano (MINE,
2005).

De acordo com Jay (2005) a infeccdo com significativo nimero de Salmonella spp.,
tanto espécies com sorovares nao-hospedeiro-especificos podem acarretar em uma sindrome
apos 12 a 14 horas da ingestdo. Os sintomas comuns sao nauseas, vomitos, dores abdominais,
dor de cabeca, calafrios e diarreia. A taxa média de mortalidade em média é de 4,1 %.

De acordo com Oliveira et al. (2013) a Salmonella pode acarretar desde uma infeccéo
gastrointestinal leve até uma infeccéo sistémica. Entretanto, o sorovar, a quantidade do indculo,
os fatores de viruléncia e o estado imunolégico do hospedeiro sdo fatores que necessitam estar
correlacionados para desenvolver a doenga.

As doencas causadas pelas bactérias pertencentes ao género Salmonella dividem-se em
trés, sendo: febre tifoide, transmitida pela Salmonella Typhi; febres entéricas, com agente
patogénico Salmonella Paratyphi A, B e C; e as salmoneloses, ocasionadas pelos demais
sorotipos de Salmonella (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

A febre tifoide € uma doenca sistémica severa caracterizada por febre prolongada, dor
abdominal, diarreia, esplenomegalia e podem surgir complicacbes como hemorragia e
perfuracdo intestinal (TOZETTO, 2006).
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Além de serem causa comum de gastroenterite, estirpes de Salmonella ndo tifoide
também podem causar diversas infec¢fes extra intestinais graves. As infec¢Ges causadas por
Salmonella Enteritidis e Salmonella Tiphimurium, geralmente sdo restritas ao trato
gastrointestinal, entretanto Salmonella Dublin e Salmonella Choleraesuis estdo associadas com
bacteremia (OHL; MILLER, 2011).

As bactérias do género Salmonella podem sobreviver em temperaturas de cozimento
relativamente baixas, como em ovos, carnes recheadas ou malpassadas. A falta de boas préaticas
na manipulacdo dos alimentos contribui para a disseminacdo desses microrganismos
(TOZETTO, 2006).

A contaminacdo do alimento também pode ocorrer apds o cozimento, através de
contaminacdo cruzada por meio dos utensilios de cozinha ou méaos contaminadas. A
multiplicacdo das bactérias pode acontecer também, caso o alimento ndo seja refrigerado
(KAYE, 2010). A maioria dos casos de infec¢do por Salmonella em humanos, relacionados ao
consumo de pescado, sdo causados pelos sorovares S. Typhimurium e S. Enteritidis
(SANTIAGO et al., 2013).

No Brasil, entre os anos de 2000 a 2017, os surtos alimentares foram ocasionados por
diversos agentes etioldgicos, como virus, bactérias, fungos e parasitos. Nesse ranking, o género
Salmonella spp. liderou com 35% as doencas de origem alimentar. Os pescados assumiram a
142 posicéo (0,85%) como alimentos incriminados nos surtos (BRASIL, 2018).

Uma diversidade de alimentos pode ser contaminada com a Salmonella spp. Os que
possuem alto teor de umidade, proteina e carboidratos como carne bovina, suinos, aves, ovos,
leite e derivados, pescados e sobremesas recheadas, sdo mais susceptiveis a deterioracdo
(SHINOHARA et al, 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na cidade de Araguaina, localizada na regido norte do Estado do
Tocantins. A cidade tem clima tropical umido e suas temperaturas variam entre 20° C e 32° C.
Caracteriza-se por estacao definida de chuvas entre 0os meses de novembro e maio e periodo de
estiagem de junho a outubro. Tem vegetacdo mista, com caracteristicas de cerrado, matas
ciliares e matas tropicais. Faz parte de sua hidrografia a Bacia Hidrografica do Rio Araguaia e

seus afluentes, entre eles, destaque para o Rio Lontral.

3.1 Amostragem

Para realizacdo da pesquisa, foi solicitado uma lista com estabelecimentos cadastrados
na Vigilancia Sanitaria da cidade de Araguaina-TO (VISA), conforme anexo. A lista conta com
55 comerciantes cadastrados, mas apenas 36 estavam comercializando peixe fresco na época
da colheita para o experimento, pois muitos locais de venda tratavam-se de pequenos
comerciantes que disponibilizam esse produto apenas na quaresma.

A ferramenta utilizada para calculo amostras foi a “Open Epi” (DEAN; SULLIVAN;
SOE, 2006). Para efeito do célculo foi utilizada a prevaléncia esperada de 50% com 95% de
nivel de confianga e 5% de margem de erro. Desta forma, o nUmero determinado de amostras
foi 33.

3.2 Coleta das amostras

A coleta das amostras foi realizada em supermercados, peixarias e feiras pelo periodo
de maio a setembro de 2018 na cidade de Araguaina - TO. Os pontos de vendas e 0s pescados
frescos foram escolhidos aleatoriamente — uma amostra por estabelecimento. Optou-se por uma
espécie comumente comercializada na regido, o Piaractus mesopotamicus, popularmente
conhecido como “peixe pacu-caranha”, ilustrado na figura 1. O preco das amostras no momento
da pesquisa variou entre R$10,00 a R$15,00 o quilo e o pescado foi adquirido inteiro.

As amostras foram acondicionadas em isopor térmico com gelo e processadas no
maximo 2 horas depois de coletadas no Laboratério de Higiene e Saude Publica da Escola de

Medicina Veterinaria e Zootecnia, localizado na Universidade Federal do Tocantins, Campus

! Disponivel em: http://www.araguaina.to.gov.br/portal/paginas.php?p=turismo. Acesso em 01 de maio de
2018.
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de Araguaina-TO e a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada no
Laboratorio de Inspecédo de Produtos de Origem Animal (LIPOA) da Universidade Estadual de
Londrina, Parana (UEL).

Figura 1 — Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887) “pacu-caranha” comercializado na
cidade de Araguaina-TO

Fonte: Portal Pantanal?

3.3 Preparo das Amostras

A metodologia utilizada para a presente pesquisa foi a descrita por Silva et al. (2007).
Optou-se pela técnica de lavagem superficial, cujos autores afirmam que se aplica a alimentos
de contaminacdo predominantemente superficial, como carcagas de aves inteiras, cortes de
aves, peixes, cascas de ovos, dentre outros. O diluente utilizando foi o Tampéo Fosfato Salino
pH 7,2 (PBS) (SILVA et al., 2007).

Essa técnica foi escolhida pelo fato das amostras se tratarem de peixes in natura
conservados no gelo, desprovidos de inspecdo sanitaria, expostos a insetos, poeiras, oscilacdo
de temperatura e constantemente manuseados por comerciantes e consumidores para a
escolha/compra do produto. Essas condi¢Ges podem contaminar o alimento e torna-lo um risco

a saude do consumidor.

2 Disponivel em:
<http://www.gopantanal.com.br/index.php?modulo=RkFVTkFfRkxPUKE=&categoria=4&id_fauna_flora=12>
acesso em 18 de marc¢o de 2019


http://www.gopantanal.com.br/index.php?modulo=RkFVTkFfRkxPUkE=&categoria=4&id_fauna_flora=12
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3.4 Isolamento, identificacdo e contagem de microrganismos
3.4.1 Contagem de coliformes termotolerantes

As amostras foram colocadas individualmente em sacos “zip Lock” contendo 225mL
do diluente PBS para lavagem do produto. Foi retirado da lavagem uma aliquota de 1 mL
procedida de diluicdes seriadas em tubos contendo 10 mL de Caldo Lauril Sulfato de Sodio
(LST) com tubos de Durhan invertidos e incubados a 37°C por 24 horas. Foi realizada uma séerie
de trés tubos para cada diluicdo. Os tubos que apresentaram formacao de gas no Caldo LST,
foram semeados em tubos contendo 10 mL de Caldo EC de acordo com as respectivas diluicdes
e incubados a 45° por 48 horas (SILVA et al., 2007). Os resultados foram lidos na tabela de

NUmero Mais Provavel — NMP.

3.4.2 Contagem de microrganismos psicrotréficos

Essa metodologia foi realizada através do “método das diluicdes em placas”, proposta
por Vermelho et al., (2006). A partir da lavagem do PBS, foi utilizado 1mL para diluir em 9mL
de solucéo salina. Foram preparadas sete diluicdes em série e posteriormente, uma aliquota de
1mL de cada diluicdo em duplicata, foram distribuidas em respectivas placas de Petri contendo
agar Plate Count Agar (PCA) resfriados. De acordo com Silva et al. (2007) as placas foram
homogeneizadas e incubadas a 7°C pelo periodo de dez dias. Procedeu-se a contagem das
Unidades Formadoras de Colénias (UFC/mL) apds prazo estabelecido.

3.4.3 Isolamento e identificacdo de Salmonella spp. e E. coli

Apos a lavagem superficial, foi retirada 25mL de cada amostra e acondicionada em
225mL de agua peptonada tamponada, homogeneizadas e incubadas a 37°C por 24 horas com
a finalidade de pré-enriquecimento (SILVA et al., 2007).

Posteriormente, para o enriquecimento seletivo, 1 mL da diluicdo anterior foi transferida
para tubos de ensaio, contendo 10 mL de caldo selenito cistina e 100 pul em caldo Rappaport
Vassiliadis e incubados a 37°C e 45°C por 24/48 horas respectivamente. Para o isolamento de
Salmonella spp., foram realizadas estrias de amostras provenientes do caldo selenito em &gar
MacConkey e Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e incubados a 37°C por 24 horas. Ap6s

esse periodo, foi observado o desenvolvimento de coldnias tipicas e atipicas.
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De acordo com Silva et al. (2007) em &gar XLD, cepas de Salmonella produtoras de
sulfeto de hidrogénio (H2S) podem produzir col6nias de coloragdo pretas. J& as cepas de
Salmonella (H2S) negativas podem produzir coldnias cor de rosa e as cepas de Salmonella
lactose positivas produzem col6nias amarelas.

Para o isolamento da E. coli, foram realizadas estrias de amostras provenientes do caldo
Rappaport em agar MacConkey e Agar XLD sendo incubados por 24 horas a 37°C e observando
posteriormente, o desenvolvimento de coldnias tipicas e atipicas. Em agar MacConkey, as
col6nias sugestivas de E. coli apresentam coloracédo rosa (BRASIL, 2004)

As colbnias tipicas e atipicas de Salmonella spp. e E. coli foram inoculadas em tubos
Agar Triplice Agucar Ferro (TSI) por profundidade e estrias e incubados a 37°C por 24 horas,
apos esse periodo, foi efetuada a interpretacdo dos tubos. Foram realizadas as provas
bioquimicas nas coldnias sugestivas - producdo de indol, vermelho metila, SIM (indol, H2S e
motilidade), citrato de Simmons, ureia, manitol, lisina e malonato e as provas dos agucares:

glicose, lactose, sacarose (SILVA et al., 2007).

3.4.3.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para realizacdo da PCR inicialmente procedeu-se o preparo para a extragdo do DNA dos
microrganismos sugestivos de Salmonella spp. e E. coli. As estirpes foram cultivadas em Caldo
de Infusdo de cérebro e coracdo (BHI) pelo periodo de 48 horas a uma temperatura de 35°C.
Posteriormente, foram distribuidas aliquotas de 1 ml das amostras em tubos de microcentrifuga
e centrifugados durante 5 minutos a 14.000 rpm. A concentracdo estimada de cada
microrganismo apds o periodo de incubacdo foi de aproximadamente 10° UFC/mL. O
sobrenadante foi rejeitado e utilizou-se os sedimentos para o processo de extracdo do DNA
(RIBEIRO JUNIOR et al., 2016).

A técnica de extracdo utilizada foi a “Lise celular por simples ebuli¢cdo”, proposta por
Ribeiro Junior et al. (2016). Os sedimentos bacterianos foram suspensos em 200 pl de tampao
TE (Tris-HCl a [10 mM]: EDTA [1 mM]) e submetidos a 15 minutos de ebuli¢do. Apds ferver,
os tubos de microcentrifuga foram acondicionados em banho de gelo pelo periodo de 15
minutos, posteriormente, foi realizada a centrifugacdo por 5 minutos a 14.000 rpm a
temperatura ambiente. O sobrenadante contendo DNA (100 pl) foi transferido para outro tubo
limpo e guardado a -20°C.

Para E. coli, foi realizada a PCR para a pesquisa de cepas patogénicas, conforme

metodologia proposta por Paton e Paton (1998). Para pesquisa de Escherichia coli
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enteropatogénica (EPEC) foi realizada a pesquisa do gene eaeA em ensaios individuais e para
pesquisa de Escherichia coli produtora de toxina shiga like (STEC) foram realizados ensaios

de PCR multiplex para a deteccao simultanea dos genes stx1 e stx2, conforme quadro 3.

Quadro 3 - Sequéncia genética para primes PCR de E. coli e Salmonella

Primer Sequéncia Tamanho Micro- Genes Referéncia
(pb) organismo pesquisados

stxIF  ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180 Stx1

stxIR AGAACGCCCACTGAGATCATC

stx2F  GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255 E. coli Stx2 Paton e

stx2R TCGCCAGTTATCTGACATTCTG Paton (1998)

eaeAF GACCCGGCACAAGCATAAGC 384 eaeA

eaeAR CCACCTGCAGCAACAAGAGG

S139F GTGAAATTATCGCCACGTTCGGG 284 Salmonella invA Shanmugasam
CAA spp. etal. (2011)

S141R TCATCGCACCGTCAAAGGAACC

Fonte: Dados da autora

O DNA extraido foi submetido a PCR com aproximadamente 50 ng de DNA molde,
100 nM de cada um dos desoxinucleotideos, 5 ul de tampdo 10X, 75 mmol/L MgClz, 20 pmol/L
de cada oligonucleotideo iniciador (primers) e 2,5 U de Taq Platinum DNA polimerase
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) (RIBEIRO JUNIOR et al., 2016).

As condicdes de amplificacdo dos genes eaeA, stx1 e stx2 foram as mesmas descritas
por Paton e Paton (1998): 35 ciclos de PCR, cada um consistindo em 1 min de desnaturacao a
95°C; 2 min de anelamento a 65°C durante os primeiros 10 ciclos, decaimento a 60°C por ciclo
até o ciclo 15; e 1,5 min de extensdo a 72 °C, incrementando a 2,5 min nos ciclos 25 a 35. Os
produtos da reacdo de PCR foram sujeitos a eletroforese em géis de agarose a 2%, coradas com
brometo de etidio e fotodocumentados.

Para a pesquisa Salmonella spp., foi realizada uma reacédo de PCR género-especifica
utilizando o gene invA, conforme a metodologia proposta por Shanmugasamy, Velayutham e
Rajeswar (2011). As condigdes de realizacdo dos ensaios de PCR foram as mesmas descritas
anteriormente (RIBEIRO JUNIOR et al., 2016). Os primers utilizados foram os S139 e S141
conforme representados anteriromente no quadro 3.

As condicdes de amplificacdo dessa reacdo foram: um ciclo de desnaturacdo inicial a
94°C por 1min; 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1min, anelamento a 64°C por 30 seg e
extensdo a 72°C por 30 seg; e, um ciclo de extensdo final a 72°C por 7 min
(SHANMUGASAMY, VELAYUTHAM, RAJESWAR, 2011). Os produtos de DNA
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amplificados a partir de PCR para Salmonella spp. foram analisados em eletroforese em gel de
agarose a 2%, corados em brometo de etidio e visualizadas por iluminagdo UV. Uma escala de

DNA de 100 pb foi usada como um marcador de peso molecular para produtos de PCR.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletadas 33 amostras de pescados frescos, destas 49% (16/33) eram
provenientes de supermercados, 12% (4/33) de peixarias e 39% (13/33) de feiras livres. A tabela
completa com o resultado das anélises microbiol6gicas consta como anexo 2.

As condicdes e os estabelecimentos em que as amostras foram adquiridas foram
observadas. Tratando-se das feiras, a maioria dos pescados ndo estavam no gelo, apenas em
caixas de isopor sujas com restos de sangue e dgua. Observou-se também o local, utensilios de
manipulacdo como facas e tabuas, falta de uso de luvas e avental sujo, conforme representado
na figura 2. Todos esses fatores contribuem para a contaminacdo do pescado.

As feiras livres acontecem todos os finais de semana em diferentes lugares da cidade de
Araguaina/TO. Aos sabados ocorrem no mercado municipal, local onde encontram-se também
as peixarias que funcionam durante a semana. Aos domingos as feiras distribuem-se em trés
bairros. Em todas foi possivel perceber as mesmas condic¢des inadequadas de higiene, presenca

de insetos, comerciantes e consumidores manuseando e falando proximo aos peixes.

Figura 2 — Feirante manipulando pescados em feira livre na cidade de Araguaina/TO

Fonte: arquivo pessoal
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Dados semelhantes foram encontrados por Dias, Cunha e Cardoso (2004) em estudo
realizado em uma feira de Salvador- BA. Em 21 pontos de vendas, foram observadas
inadequadas praticas de higiene para comerciantes e 0s pescados estavam expostos a
temperatura ambiente.

A comercializacdo de alimentos, principalmente os pescados, é uma atividade que
necessita cautela pois sdo altamente pereciveis. As a¢@es da vigilancia sanitéria sdo de extrema
importancia para assegurar aos consumidores produtos com boa qualidade higiénico-sanitaria
(XAVIER et al., 2009).

Em grande parte dos supermercados e peixarias 0s atendentes portavam aventais, gorros
e 0S pescados estavam em contato com bastante gelo. Entretanto, a figura 3 ilustra um
supermercado no qual os pescados estavam armazenados com poucas quantias de gelo, mas
dentro de uma camara fria, porém esta ficava sendo aberta frequentemente. E possivel sugerir
que a temperatura para esses pescados ndo estava adequada, uma vez que a pratica de abrir a
camera fria permite a troca de calor e consequentemente possibilita que a temperatura oscile.

Figura 3 — Pescados comercializados com poucas quantias de gelo em supermercado
na cidade de Araguaina/TO

o -I“““‘

Fonte: arquivo pessoal.

A manutencdo de baixas temperaturas € um fator importante para a durabilidade do
pescado. Quando estocado em gelo, o pescado deve ser manipulado o minimo possivel. A
refrigeracdo retarda as reacGes quimico-enzimaticas envolvidas no processo de autolise
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(SANTOS; COELHO, 2016). Entretanto, essas informacfes sdo contrarias a tudo que foi
observado durante a pesquisa, pois todos os pescados eram frequentemente manipulados pelos
comerciantes que ao oferecer o produto, os retiravam do gelo para mostrar ao consumidor e
esse processo se repetia até a escolha do alimento.

Para Vieira et al. (2003) a refrigeracéo contribui com o periodo de vida Gtil dos pescados
e possibilita que estes produtos estejam disponiveis em locais distantes daqueles de captura.
Para isso, é fundamental que os pescados estejam com sua microbiota contaminante dentro dos
limites preconizados pela legislacdo, sob pena de ndo poderem ser comercializados e ou
exportados (MOURA et al., 2003).

A conservacdo dos pescados € um desafio, visto que suas propriedades bioldgicas
favorecem a sua rapida deterioracdo e quando associado a inadequadas préaticas de captura,
processamento e/ou beneficiamento podem contribuir para a contaminacdo do produto.
Estabelecimentos devem zelar pela seguranga e qualidade do pescado e uma das formas é
atencdo com o armazenamento.

Durante a pesquisa foi possivel observar que os pescados de supermercados e peixarias
ficavam estocados no gelo por varias horas ou dias, diferentemente da feira que rapidamente
eram esgotados devido elas acontecerem apenas aos finais de semana e terem grande procura
pela populagédo. Os demais estabelecimentos adquirem grandes quantidades do produto e estes
demoram a serem vendidos, e sé a partir disso, que sdo repostos novos pescados. Portanto, essas
condicdes permitem maiores chances de proliferacdo de microrganismos psicrotroficos, além

de estarem suscetiveis a contaminag6es cruzadas devido ao tempo de exposi¢do do produto.

4.1 Contagem coliformes termotolerantes

A contagem de coliformes termotolerantes foi realizada nas 33 amostras de pescados
frescos coletadas e os resultados estdo organizados no grafico 1. A legislacdo brasileira
designada pela Resolugéo da Diretoria Colegiada (RDC) de n°® 12 de 02 de janeiro de 2001 nédo
impbe parametros para a contagem desses microrganismos em peixes in natura, entretanto,
servem como indicadores de qualidade, pois podem estar associados a microrganismos
enteropatogénicos.

Das 33 amostras, 93,9% (31/33) tiveram variagOes entre <0,3 e 46 NMP/mL e 6,06%
(2/33) amostras apresentaram contagens >110 NPM/mL. Tais dados indicam condigOes

higiénico-sanitarias precarias da comercializacdo dos peixes.
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Gréfico 1. Nimero Mais Provavel de Coliformes Termotolerantes de pescados frescos

comercializados na cidade de Araguaina/TO
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Variacgdo dos valores do NMP das amostras de pescados analisadas

Fonte: dados da autora

Estudo realizado por Palha (2015) contribui para esses dados, uma vez que de 30
amostras de peixes frescos analisados no municipio de Macapa-AP, 86,6% (26/30) tiveram
NMP de coliformes > 110.

Segundo Agnese et al. (2001) valores de coliformes acima de 50 a 100 NMP por grama
de carne de pescado, € motivo suficiente para realizar um controle mais rigido relacionado a
higiene de beneficiamento e comercializa¢do do produto.

Nesta pesquisa, as duas amostras insatisfatorias na contagem de coliformes
termotolerantes eram provenientes de feiras. A preocupacdo com este comércio informal é
constante, devido suas condigdes higiénicas inadequadas de venda e armazenamento dos
alimentos.

Uma pesquisa realizada por Santos e Coelho (2016) no municipio de Palmas com
pescados frescos provenientes de feira, verificaram elevada presenca de coliformes
termotolerantes. Das 27 amostras de pacu-caranhas, 14,8% (4/27) estavam com contagem
>1100 NMP/g.

Uma pesquisa realizada por Santos e Coelho (2016) no municipio de Palmas com

pescados frescos provenientes de feira, verificaram elevada presenca de coliformes
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termotolerantes. Das 27 amostras de pacu-caranhas, 14,8% (4/27) estavam com contagem
>1100 NMP/g.

Apesar da RDC n° 12 vigente ndo impor limites para o numero de coliformes
termotolerantes nos pescados in natura, a Comissdo Internacional de Especificacdes
Microbiolégicas para Alimentos (ICMSF,1986) regulamenta a quantidade maxima de 103
NMP/g para esse tipo de produto (PALHA, 2015).

Uma amostra com namero elevado de termotolerantes também estava contaminada com
Salmonella spp. O mesmo aconteceu com pesquisa relatada por Palha (2015), 16,6% (5/30) das
amostras positivas para 0 microrganismo também tiveram altas contagens desses coliformes.
Essas informagfes mais uma vez sugerem as inadequadas condi¢Ges higiénicas da
comercializacdo das amostras.

As amostras que tiveram estes indices altos estavam ausentes de E. coli. De acordo com
Soares et al. (2011) pescados com esses dados sugerem que houve contaminacgdo secundaria,
seja por meio da manipulacdo, armazenamento ou refrigeracdo em condic¢des higiénicas
inadequadas. Os coliformes termotolerantes além de estarem presentes em fezes humanas e de
animais homeotérmicos, ocorrem em solos, plantas ou outras matrizes ambientais (PALHA,
2015).

O mesmo aconteceu no trabalho de Santos (2014) que teve uma amostra com coliformes
termotolerantes >1100 e auséncia de E. coli. Farias e Freitas (2008) analisaram 133 amostras
de pescados provenientes de uma industria paraense, destes, 6,02% (8/133) amostras tiveram
contagens elevadas de coliformes termotolerantes e auséncia de E. coli.

E importante ressaltar que Farias e Freitas (2008) ndo trabalharam com amostras de
pescados informais, mas sim de uma inddstria, 0 que se comporta como alarmante para a satde
publica, pois entende-se que o processamento foi realizado por pessoas capacitadas em
ambiente inspecionado.

As amostras de pescados analisadas neste trabalho provenientes de peixarias e
supermercados apresentaram niveis toleraveis da contagem desses microrganismos. Entretanto,
os resultados da contagem de psicrotroficos e da pesquisa de Salmonella spp e E. coli que serdo
discutidas posteriormente ndo permitem afirmar a qualidade higiénico-sanitaria e seguranca
microbiologica destes pescados frescos, portanto, contagem destes microrganismos servem
apenas como indicadores sanitarios.

O estudo realizado por Gatti Janior (2011) mostrou que das 10 amostras, 20% (2/10)

tiveram namero elevado de coliformes termotolerantes na agua utilizada no enxague do peixe.
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O autor afirma que tal fato pode estar relacionado com o grau de exposi¢édo que a pele tem com
0 ambiente e isso pode tornar o produto suscetivel a contaminagdes cruzadas.

Os pescados frescos podem ser mais procurados pela populacéo por apresentarem custos
atrativos. Também é possivel levar em consideracdo a cultura local que pode permitir que os
consumidores considerem o alimento mais saudavel por ser fresco. Entretanto, muitas pessoas
desconhecem ou desconsideram os riscos a saude caso o alimento esteja contaminado e venha
a ser consumido malcozido ou até mesmo cru. Devido a isso, entende-se a importancia da

inspecdo de alimentos e maior cautela na fiscalizacdo sanitaria dos produtos.

4.2 Contagem de bactérias psicrotroéficas

Na legislagdo vigente RDC n° 12/2001 n&o existe limite de col6nias de psicrotroficos
(UFC/mL) nos alimentos. Entretanto, a quantidade presente destes, indica contaminacao geral
do alimento e sua qualidade, estado de conservacao e vida de prateleira (SILVA et al., 2007).

Grande parte dos animais aquéaticos no ato de captura tem contagens de 2 a 5 log de
UFC/g. A crescente contagem padrdo em placa em niveis superiores ao de 6 log UFC/g
normalmente indica duradouro periodo de armazenamento em temperaturas frias (ARGOLO,
2012). A ICMSF (1986) preconiza que contagens de psicrotréficos em pescados frescos ndo
podem ultrapassar 6 logs UFC/g.

A andlise dos microrganismos psicrotroficos foi realizada através da contagem de
col6nias. Portanto, das 33 amostras, 75,7% (25/33) foram consideradas insatisfatorias, visto que
54,5% (18/25) apresentaram incontaveis colonias e 21,1% (7/25) tiveram contagens de coldnias
acima de log 6. Tratando-se do tipo de estabelecimentos envolvidos nessas amostras
insatisfatorias, 42,4% (14/25) eram provenientes de supermercados, 9,09% (3/25) de peixarias
e 24,2% (8/25) de feiras livres, conforme gréafico 2.

Palha (2015) em suas andalises com 30 pescados coletados em feiras na cidade de
Macapa, 6,6% (2/28) tiveram valores iguais ou superiores a log 6 para psicrotréficos. Estudos
realizados por Soares et al. (2011) com filés de peixes congelados comercializados na cidade
de Botucatu —SP, verificaram que as contagens de psicrotroficos variaram entre 0 e 9,1 logs
UFC/g. Tais dados, assim como do presente trabalho, ndo indicam boa qualidade dos pescados

avaliados.
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Grafico 2 — Amostras de pescados insatisfatdrias para contagem de microrganismos

psicrotroficos comercializados na cidade de Araguaina/TO
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Fonte: Arquivo pessoal

De acordo com Fornari et al. (2017) os pescados sdo adquiridos em maior parte em
supermercados. Isso pode acontecer devido a facilidade de compra, sem precisar direcionar-se
as feiras ou peixarias apenas para comprar 0 peixe.

Foi possivel perceber que os supermercados tiveram a maioria dos dados insatisfatorios,
pois apresentaram 42,4% (14/33) das amostras de pescados com contagens de psicrotroficos
elevadas. Esses resultados indicam que os pescados estdo estocados em grandes quantidades de
gelo, o que é uma pratica adequada, entretanto, elevadas contagens desses microrganismos
podem indicar periodo duradouro de armazenamento e podem estar relacionadas com a
qualidade do produto.

De acordo com Batista et al. (2004) em pescados conservados em gelo, as bactérias
psicrotroficas tem maior participa¢do no processo de deterioracdo do alimento. Para Massaguer
(2005) a contagem de bactérias psicrotroficas serve para avaliar o grau de contaminacdo dos
alimentos refrigerados.

O gelo também esta diretamente relacionado a qualidade higiénica dos pescados, pois
qguando empregado de maneira correta e quantidade adequada ele contribui para a conservagéo

do peixe (GHALY et al., 2010). Porém, nem sempre o gelo utilizado para esse fim apresenta
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qualidade e quantidade satisfatoria, o que corrobora para contaminagdo do pescado durante o
resfriamento (SCHERER et al., 2004).

Tais analises sugerem que medidas para melhorar a qualidade dos pescados
comercializados devem ser tomadas, dentre elas, especial atengdo na conservacéo do produto e
tempo de prateleira, uma vez que se tratam de alimentos informais, sem inspe¢do, com maiores
riscos de causar DTA’s aos consumidores. A conscientizagdo dos consumidores quanto aos
possiveis problemas ocasionados por estes alimentos também serve como medida de precaucéo

e seguranca microbioldgica destes produtos.

4.3 Pesquisa de Escherichia coli

Tratando-se da pesquisa de E. coli, foram positivas bioquimicamente 9,09% (3/33) das
amostras de pescados analisadas, tais dados estdo organizados na tabela 1. Todas as coldnias
com morfologia compativel com o micro-organismo esperado foram re-isoladas para realizagdo
de testes confirmatdrios por biologia molecular. Uma mesma amostra foi positiva tanto para
E.coli como para Salmonella spp. Das amostras de pescado positivas, em 3 delas foram isoladas
5 col6nias de E. coli, conforme caracterizacdo bioquimica.

As 5 coldnias positivas foram submetidas a pesquisa dos genes que codificam os fatores
de viruléncia de E. coli: eaeA, stx1 e stx2, que caracterizam EPEC e STEC, respectivamente. A
pesquisa de E. coli enterohemorragica (EHEC) foi realizada indiretamente pela pesquisa da
presenca simultanea dos genes eaeA e stx1 ou 2. Essa pesquisa génica foi negativa para o0s

isolados, ou seja, nenhuma cepa de E. coli foi patogénica, sendo portanto, todas comensais.

Tabela 1 — Amostras caracterizadas como E. coli nos testes bioquimicos e negativas

para genes de viruléncia eaeA, stx1 e stx2

Amostra  Tipo de estabelecimento Quantidade de colbnias Identificacéo de
de E. coli fatores de
viruléncia (PCR)
1 Supermercado 2 Negativo
2 Supermercado 2 Negativo
5 Peixaria 1 Negativo

Fonte: Arquivo pessoal

Quando se trata da E. coli, a resolucdo RDC n° 12/2001 ndo menciona a quantidade
permitida para ser encontrada nos pescados, entretanto, esse microrganismo mesmo que nao

tenha genes patogénicos, indica contaminacdo de origem fecal e possivel presenca de outros
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enteropatdgenos como a Salmonella spp. (ARGOLO, 2012). E importante ressaltar que a
amostra denominada como ntimero “2” teve presenga de ambas enterobactérias, o que reforca
essa relacdo da E.coli com agentes que podem vir a causar DTA’s.

A presenca de E. coli nos alimentos € considerada um indicador de contaminacao fecal
direta ou indireta. A contaminacdo direta ocorre durante o processamento do pescado e devido
a falta de higiene pessoal dos manipuladores. A contaminacéo indireta pode ocorrer através de
aguas poluidas e de esgoto, seja no processamento do pescado ou no cultivo (PALHA, 2015).

Paiva (2016) isolou E. coli em todas as 54 amostras de dguas e peixes coletados no rio
Mearim na cidade de Bacabal-MA. Estes dados corroboram para esta pesquisa, mesmo que as
amostras encontradas ndo sejam patogénicas, serve como alerta sanitario da forma que o
produto estd sendo oferecido aos consumidores nesses estabelecimentos, ou seja, apresentam
contaminacéo de origem fecal.

De acordo com Argdlo (2012) a extensdo da cadeia produtiva do pescado e a natureza
informal desta atividade econdmica possibilita que a contaminagdo por E. coli ocorra ao longo
de toda producdo, desde a obtencao do produto até o momento da comercializacao.

Barbosa (2013) ao pesquisar E. coli em tilapias in natura detectaram a presenca do
microrganismo em 90% (9/10) das amostras coletadas, mas ndo se tratavam de cepas
patogénicas. Os autores consideraram que o resultado pode estar relacionado com a
contaminagéo durante o beneficiamento do pescado.

Tratando-se dos tipos de comércios que tiveram amostras positivas para E. coli, 0s
supermercados apresentaram-se insatisfatorios em 66,6% (2/3) das amostras, enquanto em
peixaria apenas uma amostra foi positiva 33,3% (1/3). Em relacéo a feira, ndo houve amostra
positiva para 0 microrganismo. Pesquisa realizada por Pao et al. (2008) com peixes
provenientes de supermercados no estado da Virginia nos Estados Unidos, foram encontradas
E. coli em 21,7% (59/272) das amostras.

Independente do estabelecimento, os dados sdo preocupantes, uma vez que 30% (10/33)
dos pescados frescos adquiridos mostraram-se em condicOes insatisfatorias de consumo, devido
a presenca de Salmonella spp. e/ou E. coli. Ressalta-se a importancia de os pescados ndo serem
consumidos malcozidos ou crus devido a presenga desses microrganismos.

Esses alimentos tém grande procura por serem vendidos frescos, 0 que economicamente
os tornam mais acessiveis. E importante ressalvar que no estado do Tocantins o habito de comer
peixes é frequente, ou seja, faz parte da cultura da populagdo. Para que estes alimentos cheguem

ao consumidor com condigdes sanitarias satisfatorias, deve haver parceria de Orgaos
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competentes com propdsito de fiscalizacao e capacitacdo de toda cadeia produtiva para a venda
do produto, de modo que os beneficios do consumo dos pescados sejam aproveitados.

Optar por produtos inspecionados permitem maior seguranca alimentar, uma vez que se
ocorrer casos de DTA’s, a empresa responsavel pela inspecdo dos produtos pode ser
questionada e induzida a reparar os danos, algo que ndo é possivel de acontecer no comércio

informal.

4. 4 Pesquisa de Salmonella spp.

Na pesquisa de Salmonella spp. 24,2% (8/33) das amostras foram positivas para o
género. Todas as col6nias com morfologia compativel com o micro-organismo esperado foram
re-isoladas para realizacdo de testes confirmatorios por biologia molecular. Portanto, das 8

amostras, foram isoladas 26 col6nias sugestivas de Salmonella spp. Os dados sdo apresentados

na tabela 2.
Tabela 2 — Amostras positivas para Salmonella spp.
Amostra Tipo de estabelecimento Quantidade de coldnias
positivas isoladas
2 Supermercado 5
6 Peixaria 2
9 Supermercado 3
14 Supermercado 1
16 Supermercado 9
17 Supermercado 1
20 Peixaria 4
22 Feira 1

Fonte: dados da autora

A legislacéo brasileira RDC n° 12/2001 — afirma que o género Salmonella ndo deve ser
encontrado em 25g de alimentos, caso isso aconteca, o alimento esta improprio para 0 consumo
(BRASIL, 2001). Portanto, 24,2% (8/33) das amostras de pescados analisadas ndo deveriam
estar sendo comercializadas, pois pode colocar em risco a saude do consumidor devido a
presenca de Salmonella spp.

De acordo com a Secretaria de Vigilancia em Salde, entre os anos de 2007 e 2016 foram
notificados 6.632 surtos de DTA’s. O pescado encontrou-se na 142 posicao entre os alimentos
veiculadores. Os principais patdgenos responsaveis foram Salmonella spp., E. coli e
Staphylococcus aureus (BRASIL, 2016).
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A Salmonella spp. é considerada uma das principais responsaveis por causar as DTA’s
(POPOFF; LE MINOR, 2005). Embora todos os sorotipos de Salmonella spp. devam ser
considerados como potenciais patdgenos, apenas um namero limitado deles é responsavel por
infeccdo em humanos e animais. A grande maioria dos surtos de DTA’s tem como responsavel
o0 agente S. Typhimurium (TAVECHIO, 2006).

Todas as 26 coldnias encaminhadas para diagnostico género especifico de Samonella

foram positivas para o gene invA, representado na Figura 4.

Figura 4— Leitura positiva da PCR do gene invA para 0S microrganismos

caracterizados como Salmonella spp. isolados de pescados

‘TITLITELLELL

Legenda: M: Marcador de peso molecular de 1kb em escala crescente de 100 pb; NUmeros de 2 a 22 representam
as amostras de pescados positivas para o0 gene inA de Salmonella spp; C+: controle positivo do gene invA; B:
controle negativo para o gene; 248 pb: tamanho do fragmento do gene invA esperado.

A presenca de Salmonella spp. em peixes frescos comercializados em feiras livres na
cidade de Palmas-TO foi relatada por Santos e Coelho (2016). Das amostras analisadas 5,88%
(3/51) foram positivas para 0 microrganismo. Em contrapartida, na presente pesquisa 62,5%
(5/8) dos pescados positivos para esse microrganismo foram provenientes de supermercados.

A literatura néo traz tanta preocupacdo com a comercializa¢do dos pescados frescos em
grandes supermercados. Acredita-se que seja pelo fato de serem locais fechados com aparéncia
de higienizagdo dos pisos, bancadas, vestimenta adequada dos funcionarios, uso de luvas e
gorros e tratarem-se de um comeércio formal.

Anadlises realizadas por Palha (2015) com peixes comercializados em feiras na cidade

de Macapa-AP, apresentaram como resultados 16% (5/30) de amostras positivas para esse
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microrganismo. Ao avaliar a qualidade microbiologica de pescado de feiras livres e
supermercados de Maceio-AL, Silva et al. (2002) também encontraram Salmonella spp. em
25% (15/60) das amostras analisadas.

Existe muita atencdo com o comeércio de alimentos em feiras livres e mercados
municipais, isso se da ao fato do grande fluxo de pessoas, alimentos expostos em barracas e
normalmente desprovidos de estrutura para higienizacdo de maos e utensilios (JHA; ROY,
BARAT, 2010). Foi possivel observar durante a pesquisa essas condicGes higiénicas
insatisfatdrias, no entanto, essas condi¢des ndo influenciaram no maior risco do produto
proveniente da feira em relagdo ao supermercado.

As amostras positivas para esses microrganismos sdo consideradas impréprias para o
consumo e indicam precarias condicdes higiénicas na cadeia produtiva dos pescados. Durante
a coleta das amostras foi possivel observar que os peixes das feiras eram armazenados em caixas
de isopor sujas, sem gelo, com presenca de sangue, além do comerciante manipular o produto
sem luvas e vestimenta adequada, e a0 mesmo tempo era responsavel pelo dinheiro das vendas,
sem higienizacdo das méos. Devido a isso, esperou-se que 0s pescados provenientes de feiras
seriam os de maior risco com presenca de enteropat6genos.

Portanto, as amostras de pescados frescos provenientes de supermercados apresentaram
maior perigo microbioldgico para satde publica devido a presenca de Salmonella spp. Isso
sugere a necessidade imediata de atengdo com higiene durante todo processo de

comercializacdo destes produtos, além destes ndo serem consumidos crus ou malcozidos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel perceber que uma parcela das amostras analisadas apresentou condi¢Bes
higiénicas insatisfatorias, ma qualidade e com risco a satude dos consumidores. A presenca de
Salmonella spp. nos pescados analisados foi constatada e trata-se de um dado alarmante, visto
que o consumo destes alimentos crus ou malcozidos contaminados pode acarretar DTA’S.

O comércio de pescados frescos, seja formal ou informal, apresenta grande procura pela
populacéo e acredita-se que faca parte da cultura local, entretanto, ambos apresentaram riscos
a saude dos consumidores.

Os pescados sdo altamente pereciveis e as analises microbioldgicas para assegurar a
qualidade destes produtos requer tempo, no entanto, estes produtos sdo comercializados e
consumidos rapidamente. Portanto, a fiscalizacdo sanitaria de toda cadeia produtiva deve ser
somada a sensibilizacdo dos vendedores e consumidores sobre as boas praticas higiénico-
sanitarias como forma de prevencdo dos riscos a salde, pois estes sdo fatores primordiais para

evitar os surtos alimentares.
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ANEXO 1

Lista de estabeleciment iali
0s que comercializam pescado f i i
cadastrados na vigilancia sanitéaria P fesco na cidade de Araguaina-To

D L o
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Araguaina-T0, 02 de abril de 2018,

X Sua Senhoria, 35 Senharas

Bruna Alexandrine

Helen Mariel Biazusst

Programa de Pas-Graduacao om Sanidade Animal & Satde Coletiva nos Trapros - PPGSaspt
Univergidade Faderal do Tocanting - UFT

Nesta.

Assunto; Lista de estabeledimentos Gue o lizarm pescado,

Prezadas Senharas,

Lom 05 cumpimentis de estilo, em resposta ao Ofido encaminhado a esta
Coardenagio de Vigilanda Sanitdria, informamas a reacio de estabelecimentos cadastrados gue
comarcializam pescados {fresco ¢ cengelados) m munkdpio Je Araguaina [ANEXA). Ressaltamos que
os estabelecimentas de malor porte comerclalizam durante 1ada © §Ac O pescado, enquanto 03
menores aproveltam ppenas i Epos compreendkia entre a indio @ o fim da Semana Santa

Além de supermercadas, ha comérck cxclusta de pobes N0 municpio loteizads
shercado Municipal @ nas fairas-ees do Centro {localizado 3 Rua 15 do Novembra 1o Centro, sabado
de manhl), Entrondamento {lozsdzadu & fwa tortalera, Vila Rosdro, domngo de manhd) ¢ X
(localizado 3 Rua Castro Alves, JK, damingo de manh3),

Cortos de termas aterdido 3 demandar

toro pmtos'f&‘;dg_ estima e consideragio.

Arenclosamente,

Courdenador de Vigiiancia Sanitarta
Portann 365/2017
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Tabela completa dos

ANEXO 2

comercializados na cidade de Araguaina/TO
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resultados das andlises microbiologicas de pescados frescos

Quantidade de Col6nias

Amostra Coliformes Psicrotraficos Tipo de
a45°C UFC/mL : estabelecimento
| | E. col
NMP/mL Salmonela coli
ssp.

1 <0,3 Incontaveis 0 2 Supermercado
2 <0,3 Incontaveis 5 2 Supermercado
3 <0,3 4,4x10° (log 6,64) 0 0 Supermercado
4 <0,3 Incontéveis 0 0 Peixaria

5 <0,3 Incontaveis 0 1 Peixaria

6 <0,3 Incontaveis 2 0 Peixaria

7 0,6 Incontaveis 0 0 Supermercado
8 0,3 1,69x108 (log 8,22) 0 0 Supermercado
9 0,36 Incontaveis 3 0 Supermercado
10 1,6 Incontaveis 0 0 Supermercado
11 0,91 Incontaveis 0 0 Supermercado
12 1,4 Incontaveis 0 0 Supermercado
13 0,73 Incontéveis 0 0 Supermercado
14 9,3 < 25 colénias 1 0 Supermercado
15 11 < 25 colénias 0 0 Supermercado
16 0,72 Incontéveis 9 0 Supermercado
17 24 Incontéveis 1 0 Supermercado
18 0,62 Incontéveis 0 0 Supermercado
19 24 6x10 (log 6,77) 0 0 Supermercado
20 4,3 < 25 colénias 4 0 Peixaria
21 46 Incontaveis 0 0 Feira livre
22 >110 Incontaveis 1 0 Feira livre
23 12 Incontaveis 0 0 Feira livre
24 24 < 25 colénias 0 0 Feira livre
25 2,1 1,4x10° (log 9,14) 0 0 Feira livre
26 1,5 < 25 colénias 0 0 Feira livre
27 <0,3 < 25 colbnias 0 0 Feira livre
28 <0,3 < 25 colénias 0 0 Feira livre
29 1,2 2,6x107 (log 7,41) 0 0 Feira livre
30 >110 4,6x108 (log 8,66) 0 0 Feira livre
31 15 < 25 colénias 0 0 Feira livre
32 0,91 Incontéveis 0 0 Feira livre
33 0,3 5,7x10%(log 6,75) 0 0 Feira livre




