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RESUMO

O peixe esta entre os produtos de origem animal mais
susceptiveis a proliferagdo microbiana, devido ao pH
préximo a neutralidade, a elevada Atividade de Agua
nos tecidos e a alta disponibilidade de nutrientes. A
baixa qualidade sanitaria da matéria-prima ou condigdes
inadequadas de higiene em fases da cadeia produtiva
podem introduzir microrganismos indesejados. Na
Regido Seridé do Rio Grande do Norte, o pescado e seus
derivados tém ampla aceitagdo pelo consumidor.
Objetivamos quantificar a presenga de estafilococos
coagulase positivos em filés de Tildpia (Oreochromis
niloticus) comercializados no municipio citado. Foram

analisadas 15 amostras obtidas no Mercado Modelo
Nerival Araujo. Utilizou-se a Contagem Direta em Placa,
com semeadura em superficie (dgar Manitol Salgado,
35°C/24-48h). A confirmacdo bioquimica  dos
microrganismos detectados foi realizada através dos
testes de atividade termonuclease e coagulase. Em
100% das amostras, foram detectadas populacdes de S.
aureus, sendo que em 73,3% dos casos, acima do padrdo
estabelecido pela legislacdo vigente. As altas contagens
verificadas evidenciam a inadequagdo sanitaria do
material analisado, denunciando as baixas condi¢Ges de
higiene em sua produgao e comercializagdo.

PALAVRAS-CHAVE: qualidade, pescado, contaminacao, higiene, Staphylococcus aureus.

COAGULASE POSITIVE STAPHYLOCOCCI FILLETS IN TILAPIA (Oreochromis niloticus) SOLD IN THE
MARKET NERIVAL ARAUJO, CORRAIS NOVOS/RN

ABSTRACT

Among the animal products, fish is one of the most
susceptible to microbial proliferation for its almost
neutral pH, high water activity in tissue, and high
nutrient availability. Poor health conditions of the raw
material or inappropriate hygiene during the
manufacturing  process may insert unwanted
microorganisms. In Serido, South region of the State of
Rio Grande do Norte, fish and its products are widely
accepted by consumers. We aim to quantify the
presence of coagulase-positive staphylococci in Nile
tilapia steaks marketed in the referred region. An
amount of 15 samples obtained from the market

“Nerival Araujo” (Mercado Modelo Nerival Aratjo) were
analyzed. We used the pour plate direct count on
surface (Mannitol Salt agar, 35°C/24-48h). Biochemical
confirmation of detected microorganisms was done
through thermonuclease and coagulase tests. All
samples presented S. aureus population, and 73.3%
violates the standard established in the competent law.
The confirmed high count highlighted the inappropriate
health conditions of the analyzed material, which shows
poor hygiene conditions in its manufacturing and
marketing.

KEY-WORDS: quality, fish, contamination, hygiene, Staphylococcus aureus.
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ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVOS EM FILES DE TILAPIA (Oreochromis niloticus)
COMERCIALIZADOS NO MERCADO MODELO NERIVAL ARAUJO, CURRAIS NOVOS/RN

1 INTRODUCAO

Desde os primdrdios da histéria, o pescado constitui recurso nutricional importante para a
humanidade. O aumento populacional e a busca por alimentos mais sauddveis vém acelerando o
crescimento da demanda mundial pelo produto.

Apesar das suas vantagens em relacao as demais fontes de proteina animal, o peixe é um
dos alimentos mais suscetiveis a proliferacdo microbiana. Isto se deve a sua Atividade de Agua
elevada, alta biodisponibilidade de macro e micronutrientes, teor de gorduras insaturadas de
facil oxidacdo e pH préoximo da neutralidade.

A presenca de microbiota patogénica em pescado relaciona-se com a qualidade da 4gua
de onde este provém. De modo geral, existe uma relacdo direta entre a poluicdo ambiental e a
deteccdo de espécies dos Géneros Listeria, Salmonella e Staphylococcus.

Dentre as espécies do Género Staphylococcus, Staphylococcus aureus se destaca pela sua
patogenicidade para o homem e animais. Coco Gram-positivo, mesofilo e anaerdbio facultativo, é
responsavel por surtos de intoxicagdo alimentar, decorrentes da formagcdo de toxinas
estafilocdcicas no alimento consumido.

O pescado encontra ampla aceitagao pelos consumidores na regido Seridé do Rio Grande
do Norte. A espécie mais consumida é a Tilapia (Oreochromis niloticus), comercializada in natura
ou na forma de derivados, em especial filés congelados. No Mercado Modelo Nerival Araujo
(Currais Novos, RN) os filés sdo produzidos, armazenados e expostos sob condi¢des inadequadas
do ponto de vista higiénico sanitario. Neste contexto, sua qualidade microbioldgica é
negativamente impactada, podendo resultar em danos a saude do consumidor.

2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

Desde os primérdios da Histéria, os peixes constituem alimento para a humanidade. Ao
longo do tempo, a atividade pesqueira tornou-se promotora de beneficios econdmicos e sociais,
bem como importante fonte de divisas para os paises produtores. O aumento populacional e a
busca por alimentos mais saudaveis vém acelerando o crescimento da demanda mundial pelo
produto. Em alguns paises da Europa e Asia, o pescado constitui a fonte preferencial de proteina
animal, de alta qualidade, para a populacdo (LIRA et al., 2001; SOARES et al., 2012).

No periodo 2004 a 2009, a producdo mundial de pescado sofreu incremento de 13% em
comparag¢ao ao total acumulado anteriormente. Atualmente, o produto disponivel no mercado é
obtido através da atividade pesqueira e aquicola, responsaveis pela producdo global de 155,8
milhdes de toneladas em 2007 e 159,2 milhdes de toneladas em 2008. Neste contexto
internacional, a participacdo brasileira é timida, com producdo equivalente a 0,69% (1,7 milhdes
de toneladas) em 2007 e 0,73% (1,18 milhdes de toneladas ) em 2008, ano no qual passa a
ocupar a 21° posicdo no ranking mundial de produc3o de pescado (BRASIL, 2010; SIDONIO et al.,
2012).

Em nosso pais, a piscicultura baseia-se principalmente no cultivo de tilapias, carpas,
tambaquis, tambacus e Pacus. A tilapia é a espécie mais produzida, atingindo em 2009 o total de
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132.957 toneladas, equivalente a 39% do total de pescado oriundo da piscicultura continental.
Espécie introduzida, originaria da Africa, a Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) pode ser
encontrada em quase todo o territério nacional, excetuando-se as bacias dos rios Amazonas e
Paraguai, onde o seu cultivo ndo é permitido pela legislagdo ambiental em vigor (ATYAH et al.,
2010; BRASIL, 2010).

Apesar das suas vantagens em relacao as demais fontes de proteina animal, o peixe é um
dos alimentos mais suscetiveis a proliferacdo microbiana. Isto se deve a sua Atividade de Agua
elevada, alta biodisponibilidade de macro e micronutrientes, teor de gorduras insaturadas de
facil oxidacdo e pH préximo da neutralidade (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Considerando-se que
em peixes saudaveis os tecidos internos sdo estéreis, os microrganismos presentes naturalmente
encontram-se principalmente no muco que os reveste externamente, branquias e intestinos (JAY,
2005).

Os Géneros Pseudomonas, Moraxella, Shewanella, Flavobacterium, Vibrio, Micrococcus,
Aeromonas, Bacillus e Plesiomonas sdo componentes relevantes na microbiota presente em
pescados de aguas tropicais e sub-tropicais.
A microbiota de peixes de 4gua salgada tende a ser predominantemente Gram-negativa, ao
contrario da presente em peixes de agua doce e de climas mais quentes, predominantemente
composta por bactérias Gram positivas mesofilicas (FRANCO; LANDGRAF, 2008; JAY, 2005).

De modo geral, quanto mais poluido o ambiente aqudtico, maior a diversidade da
microbiota que pode ser encontrada nos peixes, incluindo espécies patogénicas para humanos.
Dentre estas, Listeria spp., Salmonella spp. e Staphylococcus spp. tém sido isoladas a partir de
pescado disponivel ao consumidor (BOARI et al., 2008; DASKALOV, 2006; DESTRO, 2000; JAY,
2005; MEDEIROS et al., 2010; NEDOLUHA; WESTHOOF, 1997).

O Género Staphylococcus (Familia Micrococcaceae) é composto por 19 espécies de cocos
Gram positivos, predominantemente anaerdbios facultativos e mesodfilos, capazes de crescer
entre 7°C a 47,8°C. Dentre as espécies que compdem o Género, as coagulase positivas sdo
apontadas como patogénicas para humanos. Nesta categoria enquadram-se S. hyicus, S.
intermedius e S. aureus. Esta Ultima espécie tem sido implicada com frequéncia como agente
causal em surtos de doencas estafilocécicas. Adicionalmente, a sua deteccdo em certos niveis é
utilizada pela industria de alimentos como bioindicadora da qualidade sanitdria de um produto
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

No municipio de Currais Novos/RN, o pescado encontra ampla aceitagdo popular.
Seguindo a tendéncia nacional, a espécie de cultivo mais frequente em acudes e barragens das
regides Seridd Oriental e Seridd Ocidental é a Tildapia (Oreochromis niloticus). O produto é
disponibilizado ao consumidor na feira livre e no mercado do municipio, in natura ou na forma de
filés congelados, produzidos artesanalmente. No mercado municipal, o produto é processado,
armazenado e exposto sob condi¢des inadequadas, o que pode afetar de forma negativa a sua
gualidade microbioldgica e a saude do consumidor (MEDEIROS et al., 2010).

3 OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo geral quantificar a presenca de S. aureus em filés
de tildpia comercializados no Mercado Modelo Nerival Araudjo (Currais Novos, RN),
caracterizando-as perante a legislacdo pertinente como adequadas ou ndao ao consumo humano.
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De forma especifica, objetivamos observar e registrar as condi¢cdes higiénico-sanitdrias e praticas
presentes na comercializacdo do produto na area citada.

4 MATERIAL E METODOS
Area estudada

As amostras foram coletadas no mercado Modelo Nerival Junior, em Currais Novos, Rio
Grande do Norte. O municipio situa-se na mesorregido Central Potiguar e microrregidao Seridd
Oriental sob coordenadas 6°15’'39,6” de latitude Sul e 36°30'54” de longitude Oeste (figura 1).
Sua distancia da capital do estado, Natal, é de aproximadamente 192 Km (BRASIL, 2005).

Figura 1 - Localizacdo do Estado do Rio Grande do Norte e do municipio de Currais Novos/RN,
indicado pela seta (BRASIL, 2012).

Observacées em campo

Como elemento norteador das observagdes, utilizou-se a Portaria SVS/MS n° 326 de 30 de
julho de 1997 (BRASIL, 1997). Durante as visitas, foram observados e registrados aspectos
relacionados a: estrutura fisica do local; rotinas de higiene geral e pessoal; presenca de residuos
solidos; uso de EPI; utensilios e equipamentos adequados a atividade; condicGes de exposicao,
armazenamento dos produtos; praticas de manipulacdo e processamento do pescado. Quando
necessario, recorreu-se ao registro fotografico.

Amostras

Utilizou-se um plano de amostragem de duas classes, no qual a unidade amostral é
categorizada como aceitavel ou ndo para consumo humano, admitindo-se n=15. Como legislacdo
de referéncia, foram adotados os limites estabelecidos pela Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitdria para a presenca de estafilococos coagulase positivos em pescado in natura, resfriado ou
congelado, ndo consumidos crus (BRASIL, 2001).

As amostras coletadas foram acondicionadas em recipientes estéreis, que por sua vez,
foram depositadas em caixa isotérmica. O material foi conduzido ao Laboratério de Microbiologia
de Alimentos/Biologia Molecular (MicroBio) do IFRN Campus Currais Novos, onde foi analisado.

Andlises microbioldgicas

HOLOS, Ano 29, Vol 1



ROCHA ET AL. (2013) H l] L [' 5

ISSN 1807 - 1600

A partir das amostras, foram realizadas diluigdes decimais seriadas em solugdo salina
peptonada, da ordem de 10™ a 10. A partir destas, aliquotas de 0,1 mL foram individualmente
semeadas (spread plate) em duplicatas de placas de petri contendo cerca de 20 mL de agar
manitol salgado. Apds o processo, as placas foram incubadas em posi¢ao invertida em estufa
bacterioldgica a 35+2°C/24-48h. Foram consideradas presuntivas de S. aureus as colbnias
circulares, pequenas, convexas, com coloracdo amarela, derivada da producdo de 4acido
resultante da metabolizacdo do manitol presente do meio (HAJDENWURCEL, 2004; LEBOFFE;
PIERCE, 2005). Col6nias presuntivas de S. aureus foram inoculadas em tubos de ensaio contendo
5 mL de agar nutriente inclinado e depositadas na bacterioteca do IFRN, Campus Currais Novos,
para posterior confirmacdo bioquimica, realizada através dos testes das Atividades
Termonuclease e Coagulase em lamina.

Os resultados obtidos foram expressos em Unidades Formadoras de ColGnia por grama
(UFC/g) e contrastados com as orienta¢des contidas na RDC N°. 012, de 2 de Janeiro de 2001, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi analisado um total de 15 amostras, sendo a presenca de S. aureus confirmada em
100% dos casos. A densidade média observada do microrganismo nas amostras correspondeu a
9,6x10° UFC/g. As densidades minima e maxima detectadas foram equivalentes a 2,0x10° UFC/g
e 4,1x10* UFC/g, respectivamente.

Tabela 1 - Classificagdo das amostras de filés de tilapia analisadas, perante os limites
estabelecidos pela ANVISA para a presenca de estafilococos coagulase positivos em pescado

congelado.
Total de Atendem ao N3ao atendem ao Total de amostras
amostras padrao padrao contaminadas por
analisadas S. aureus
Amostras % Amostras % Amostras %
15 4 26,7 11 73,3 15 100

Conforme a tabela 1, em 73,3% dos casos detectou-se densidades superiores a 10° UFC/g,
limite legal estabelecido na legislacdo de referéncia adotada. Neste contexto, tais amostras
foram consideradas como inadequadas ao consumo humano.

A deteccdo do microrganismo alvo em 100% das amostras é superior ao percentual de
35% encontrado por Atyah et al. (2010) em estudo desenvolvido na Malasia. Boari et al. (2008)
em analise da cadeia produtiva de filés de Tilapia na cidade de Lavras/MG, apontou a presenca
de S. aureus em 30% das amostras analisadas. Por sua vez, Soares et al. (2012), relatam a ndo
deteccdo de S. aureus em filés de tilapia conservados em gelo, provenientes do municipio de
Apodi (RN).

Altas densidades de S. aureus em alimentos constituem risco a saude humana, dado o seu
potencial toxigénico. As toxinas estafilococicas sdo higroscépicas solubilizando-se com facilidade
em 3agua e solucdes salinas, o que permite a sua rapida difusdo no alimento contaminado. Tais
toxinas sdao termorresistentes e quimiorresistentes, ndo sendo afetadas pelo cozimento do
alimento, nem pela exposicdo posterior as enzimas digestivas presentes no trato gastrintestinal
humano. Adicionalmente, sdo capazes de provocar intoxicacdo em humanos, mesmo quando
presentes em concentracdes da ordem de 0,015 pg/kg (FRANCO; LANDGRAF, 2008).
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ACABAMENTO ‘ CLASSIFICACAD ﬂ EMBALAGEM ﬂ ARMAZENAMENTO

Figura 2 - Fluxograma das etapas relacionadas a produgdo do filé de tilapia. Adaptado a partir de
Bartolomeu et al. (2011).

A presenca de S. aureus em alimentos é bioindicadora de sanitizacdo deficiente em uma
ou mais etapas da sua cadeia produtiva (FRANCO; LANDGRAF, 2008). As etapas envolvidas na
producdo dos filés de tilapia (figura 2), caso realizadas em condi¢Ges de higiene inadequadas,
podem favorecer a contaminacdo do pescado por este microrganismo, tendo em mente a
qualidade sanitaria da manipulacdo e dos insumos utilizados em seu processamento.

Os resultados das andlises sdo compativeis com as condicdes presentes na
comercializacdo do produto. Observou-se que todas as etapas descritas por Bartolomeu et al.
(2011) — excetuando-se a excisdo da pele, mantida no produto analisado — ocorriam no mesmo
espac¢o onde este era armazenado, exposto e comercializado (figuras 3 e 4).

Figura 3 e 4 - Respectivamente: visao geral de um dos pontos de comercializagao de pescado. Setas indicam tecido
de algodao utilizado na limpeza das bancadas e capacete imediatamente acima da area destinada ao preparo dos
filés; Detalhe da area destinada a producgdo dos filés de tilapia. Seta indica saco plastico no qual o produto era
mantido em temperatura ambiente até o acondicionamento final em aliquotas de 1 Kg.

Em todas as observagdes, a manipulagdao do produto e o recebimento de dinheiro eram
realizados por uma mesma pessoa, sem a adequada higieniza¢ao, contrariando as orientagdes
pertinentes. E fato conhecido que S. aureus, dentre outros microrganismos, pode ser veiculado
através de cédulas de dinheiro (SOUZA et al. 2006). Adicionalmente, ndo se observou o uso
de luvas por parte dos manipuladores, o que pode ter contribuido, de forma significativa, para a
presenca do microrganismo alvo nas amostras: Muratori et al. (2007) em estudo voltado a
detecgdo de S. aureus e Escherichia coli nas maos de manipuladores, em quatro esta¢des de
piscicultura no Piaui, relataram a detecgao de S. aureus em até 93,8% dos casos.

As superficies de trabalho nos pontos de comercializagao visitados eram higienizadas com
uso de panos de limpeza confeccionados em algodao, lavados e secos nas proprias areas de
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comercializagdo (figura 3). Durante as coletas, ndo foram observados procedimentos de lavagem
e desinfec¢do adequados nos panos utilizados na limpeza das superficies. Embora sejam
reconhecidas fontes de contaminagdao cruzada, os panos de limpeza sdo extensivamente
utilizados nos servigos de alimentagao. Bartz (2008) detectou neste tipo de material, populagdes
de coliformes de até 10’ UFC/cm? e no caso de S. aureus, até 2,8 x 10° UFC/cm?”. Em experimento
de dispersdo bacteriana, o mesmo autor determinou que panos de limpeza experimentalmente
contaminados com cargas microbianas correspondentes a 10 UFC/cm? podem transferir
aproximadamente 10° UFC/cm? de bactérias para superficies de aco inox.

Outras inadequacbGes de cunho higiénico-sanitarias observadas nos pontos de
comercializacdo foram: presenca de objetos estranhos ao processamento do pescado; acesso
livre de insetos e poeiras aos filés durante o seu preparo; acimulo de restos de tilapia e outras
espécies (escamas, sangue, tecidos...) na area de trabalho; uso de madeira no revestimento das
superficies onde o processamento ocorria; manutencao do pescado em temperatura ambiente
ao longo de todas as etapas do fluxo de processamento. Este Ultimo aspecto havia sido
observado por Medeiros et al. (2010) em estudo desenvolvido no mesmo mercado. Os autores
relataram que parte do produto embalado era exposto aos visitantes a temperatura ambiente.
Embora previamente congelado, ao longo do periodo matutino, o produto sofria variagGes
positivas de temperatura, facilitando a proliferagdao microbiana.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Das 15 amostras analisadas 73,3% foram consideradas inadequadas ao consumo humano,
representando risco a saude do consumidor. A inobservancia dos principios de Boas Praticas por
parte dos comerciantes favoreceu a contaminacao e a posterior proliferagdo microbiana.

Recomendamos a implantacdo de um programa de monitoramento continuo da
qualidade do pescado disponivel no Mercado Modelo Nerival Araljo e o desenvolvimento de
acdes voltadas a implantacdo de Boas Praticas para os comerciantes envolvidos na cadeia
produtiva da Tildapia no municipio de Currais Novos/RN.
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