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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo a avaliacdo microbiolégica dos pescados
comercializados em Cuiaba, Mato Grosso. Verificou-se a presenca de Salmonella
spp, Staphilococcus aureus e Escherichia coli. A pesquisa qualitativa, foi
desenvolvida utilizando-se da técnica molecular de Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR), a qual € considerada mais rapida e sensivel comparada aos
métodos tradicionais de analise. Das 19 amostras coletadas de peixes (tambacu e
pintado), 9 (47,37%) continham microrganismos indicadores, patdégenos e/ou
potencialmente patogénicos. A quantidade de amostras positivas obtidas para
Escherichia coli foram 5/ 19 (26,31%), Staphylococcus aureus 3/19 (15,79%) e
Salmonella spp 1/19 (5,26%). A PCR foi considerada satisfatéria na andlise de
alimentos, detectando a presenca dos microrganismos de interesse estudados,
utilizando- se de um par de primers especifico para cada bactéria analisada no

pescado.
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ABSTRACT

Study aimed to microbiological evaluation of fish marketed in Cuiaba, Mato Grosso.
The presence of Salmonella spp was verified, Staphylococcus aureus and
Escherichia coli. Qualitative research, was developed using the molecular technique
of Polymerase Chain Reaction (PCR), which was considered faster and more
sensitive compared to traditional methods of analysis. Of the 19 samples collected
from fish (tambacu and pintado), 9 (47.37%) contained indicator organisms,
pathogens and / or potentially pathogenic. The amount of positive samples were
obtained for Escherichia coli 5/19 (26.31%), Staphylococcus aureus 3/19 (15.79%)
and Salmonella 1/19 (5.26%). The PCR considered satisfactory in food analysis,
detecting the presence of microorganisms of interest studied, using a pair of primers

specific for each bacterium analyzed in fish.

Keywords: Contamination, DNA, bacteria.
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1. Introducéao

O pescado pode ser obtido de duas maneiras: A pesca convencional e a
aquicultura. Sendo a pesca uma atividade extrativista, retirando o pescado de seu
ambiente natural, podendo ser classificado em trés tipos: artesanal, amadora e
natural. JA na aquicultura ocorre o cultivo de organismos aquaticos, podendo ser
classificado em dois tipos: Continental (dgua doce) e marinha (agua salgada).

O pescado é um alimento que se destaca nutricionalmente quanto a
quantidade e qualidade das suas proteinas, a presenca de vitaminas e minerais e,
principalmente, por ser fonte de acidos graxos essenciais 6mega-3 (SARTORI et al.,
2012).

Muitos séo os trabalhos que sugerem e evidenciam a importancia da ingestéao
de &cidos graxos poli-insaturados como o 6mega-3 na dieta, pois relatam que podem
prevenir doencas na salde humana e causar impactos positivos em doencas como o
cancer, doenca cardiovascular e melhora no desenvolvimento infantil (CARMO et al.,
2009; LIMA et al., 2004; LOTTENBERG, 2009; GUINE et al., 2011; SUAREZ-
MAHECHA et al., 2002; CASANOVA et al., 2011).

O peixe constitui fonte de proteinas de alto valor biologico, tdo importante
quanto a carne bovina. Em muitos paises, principalmente da Europa e Asia, é a
proteina de origem animal mais consumida. O teor proteico das diferentes espécies
de peixe varia de 15% a 20% (GERMANO et al., 2001).

Nos ultimos dez anos, o consumo de pescado mais que dobrou no Brasil. S6
de 2012 para 2013, o consumo no pais cresceu quase 25% ultrapassando o minimo
estabelecido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) que € de 12
Kg/habitante/ano. Em 2014, a populacdo consumiu em média 14,5 quilos de
pescado por habitante/ano (MPA - MINISTERIO DA PESCA E AQUICULTURA,
2014).

Mato Grosso tem destaque nacional como produtor agricola e também na
pecuaria, tendo potencial para insercdo de novas producdes como a piscicultura. A
piscicultura € um ramo da aquicultura, atribuido a criagdo de peixes em ambiente
propicio ao seu desenvolvimento.

Segundo Souza (2003), sendo o animal criado em ambientes fechados, com
possibilidades de padronizacdo, controle e programacdo da producdo, manejo
sanitario eficiente antes, durante e apds a captura e com condicdes ambientais

controladas, o produto para o consumo apresentara melhor qualidade.
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Atualmente, dentre os grupos de peixes mais cultivados no Estado, destacam-
se o0s peixes redondos formados pelas espécies nativas pacu (Piaractus
mesopotamicus) e tambaqui (Colossoma macropomum) e seus hibridos tambacu e
tambatinga, bagres de couro pintado (Pseudoplatystoma corruscans) e os brycons
piraputanga (Brycon microlepis) e matrinxa (Brycon cephalus) (FAMATO, 2014).

Apesar de todas as qualidades e grande potencial de crescimento no
mercado, o pescado € um dos alimentos mais susceptiveis a deterioracdo devido a
atividade de agua elevada, composicdo quimica, teor de gorduras insaturadas
facilmente oxidaveis e, principalmente, ao pH proximo da neutralidade (FRANCO et
al., 2008).

De acordo com o Ministério da Saude (2010) as Doencas Transmitidas por
alimentos tém aumentado mundialmente e varios sdo os fatores para que isso ocorra
como: o crescente aumento das populacdes; a existéncia de grupos populacionais
vulneraveis ou mais expostos; o processo de urbanizacdo desordenado e a
necessidade de producdo de alimentos em grande escala. Essas doencgas sao
causadas por agentes, 0s quais penetram no organismo humano através da
ingestdo de agua ou alimentos contaminados (AMSON et al., 2006).

As bactérias patogénicas podem ter acesso ao pescado, por manipulacédo
inadequada do alimento, auséncia de higiene por parte dos manipuladores,
processamento e armazenamento inadequado, qualidade da agua entre outros
meios, podendo ocasionar doencas ao consumidor, devido a essas bactérias
patogénicas e/ou suas toxinas.

As bactérias analisadas nesse trabalho foram Shigella flexneri, Escherichia
coli, Salmonella spp e Staphylococcus aureus, as quais possuem caracteristicas
préprias, porém todas séo patogénicas.

Sao feitas andlises microbiologicas para verificar se a qualidade do pescado
esta de acordo com o que é preconizado pela legislacdo como a RDC n° 12, do
Ministério da Saude (BRASIL, 2001). Os testes feitos por técnicas tradicionais de
microbiologia de alimentos fundamentam-se na utilizacdo de testes morfolégicos e
bioguimicos para tipagem, subtipagem e identificacdo de géneros, espécies e
subespécies microbianas (GANDRA et al., 2008).

Segundo Huss (1997), os testes microbiologicos sdo caros, morosos e exigem

muita mao de obra. Esses testes exigem um tempo prolongado de analise, obtendo
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resultados somente depois de varios dias, e também apresentam dificuldades
guanto a amostragem, métodos analiticos e o uso de organismos indicadores.

As técnicas microbiolégicas mais comumente utilizadas séo realizadas em
meios de cultura ndo-seletivos e seletivos complementados por testes bioquimicos
diferenciais, na sua maioria, de producdo enziméatica, usados em conjunto com
testes soroldgicos (GANDRA et al., 2008).

Nas ultimas décadas, verificou-se aumento significativo no desenvolvimento
de técnicas moleculares para a deteccao, identificacdo e caracterizacao de bactérias
patogénicas em alimentos (GANDRA et al., 2008). Avancos, nos estudos de biologia
molecular, propiciaram o desenvolvimento e emprego de varios métodos de tipagem
molecular (DESTRO, 1995).

Uma das técnicas moleculares utilizadas na deteccdo de bactérias
patogénicas é a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), desenvolvida nos anos 80
por Kary Mullis. A descoberta da (PCR) trouxe enormes beneficios e
desenvolvimentos cientificos como o sequenciamento de genomas, a expressao de
genes em sistemas recombinantes, o estudo da genética molecular, a determinacéo
rapida da paternidade e o diagnéstico rapido de doencas infecciosas (NOVAIS et al.,
2004).

De acordo com Tortora et al. (2012), a Reacdo em Cadeia de Polimerase é
uma técnica em que pequenas amostras de DNA podem ser rapidamente
amplificadas, isto €, aumentadas em quantidades suficientes para que a analise seja
feita.

A utilizacdo da metodologia da PCR foi a escolha de muitos autores (PREZZI
et al., 2010; DICKEL et al., 2005; FLORES et al., 2003; SOARES et al., 2005;
GOUVEA et al, 2012; OLIVEIRA, 2012) na deteccdo de microrganismos
patogénicos em alimentos, identificacdo de doencas entre outros, obtendo
resultados satisfatorios, visto que € considerada uma técnica mais rapida que as
convencionais.

Este trabalho teve por objetivo a determinacdo de bactérias patogénicas em

pescado da baixada cuiabana com a utilizagao de ferramenta molecular (PCR).
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2. Material e Métodos

2.1 Coleta das Espécies

Foram analisadas duas espécies sendo uma nativa Pseudoplatystoma
corruscans (pintado) e a outra de cativeiro, o hibrido tambacu conforme mostram as
figuras 1 e 2 respectivamente, coletados em duas feiras livres, localizadas em
Cuiaba-MT.

Figura 2: Tambacu (Piaractus mesopotamicus x Colossoma macropomum).

Foram adquiridas amostras retiradas do musculo do peixe, sendo 12
amostras de pintado e 7 amostras do peixe hibrido, de aproximadamente 25g,
coletadas fazendo-se uso de luvas e com a utilizacdo de pingas e tesouras estéreis.
As amostras foram acondicionadas em embalagens plasticas para alimentos e

transportadas dentro de uma caixa de isopor, com gelo.
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Em seguida, levado para o laboratério, onde foram realizados os primeiros
procedimentos. Todos os procedimentos de genética molecular foram realizados no
laboratorio de genética animal, Instituto de Biociéncias, da Universidade Federal de
Mato Grosso - UFMT.

2.2 Cultivo de Bactérias

O cultivo foi realizado de acordo com o protocolo do Método da American
Public Health Association (APHA, 2001).

No laboratorio, foi pesado 25g do tecido do peixe e colocado em 225 mL de
agua peptonada a 0,1% estéril, homogeneizado e deixado em repouso por 10
minutos. Posteriormente, o cultivo foi realizado em caldo BHI (caldo infus@o cérebro
e coracdo), colocando em micro tubos de 1,5 mL, 100 pL da solucdo de agua
peptonada em 150 pL de caldo BHI e deixando em estufa a 35°C +- 2°C por 18
horas para o crescimento das bactérias. Posteriormente, os tubos foram retirados da
estufa e feito a extracdo de DNA bacteriano.

2.3 Extracdo de DNA Bacteriano

A extracao foi realizada utilizando o kit RTP® Bactéria DNA Mini Kit (Stratec
Molecular), seguindo seu protocolo. Primeiramente, retirou-se 0,1mL (100uL) do
cultivo feito em caldo BHI transferindo para o tubo de extracdo, adicionou-se 400uL
do tampéo de ressuspensao incubando por 10 minutos a 37°C em banho-maria.
Logo depois, foi incubado por mais 10 minutos em banho-maria a 65°C e por ultimo
incubado de 5-10 minutos a 95°C. Em seguida, acrescentou-se 400uL do tampéo de
ligacdo (binding buffer B6), levando para o vértex, para ocorrer a mistura. A amostra
foi transferida para o filtro de rotacao, incubada por 1 minuto e centrifugada por 2
minutos a 8000 rpm. Posteriormente, acrescentou-se 500 pL do tampéao de lavagem
1 (wash buffer 1) no filtro do tubo, foi centrifugado por 1 minuto a 8000 rpm,
descartando o filtrado. O filtro foi transferido para outro tubo e acrescentou-se 600
pL de tampéao de lavagem 2 (wash buffer 2), sendo centrifugado por 1 minuto a 8000
rpm, descartando o liquido. Foi Centrifugado novamente por 4 minutos a 1100 rpm
para retirada de possiveis residuos de etanol.

Por fim, foi descartado o tubo RTA recebedor (RTA receiver) colocando o filtro
em um novo tubo de 1,5 mL e aliquotado 150 pL de tampéo de elui¢do, incubando

por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugando por 1 minuto a 11000 rpm,
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para ressuspender o DNA. Em seguida, foi descartado o filtro sendo o DNA

armazenado a -20°C imediatamente.

2.4 Corrida Eletroforética

Posteriormente, foi feita a corrida do gel de eletroforese numa concentracao
de 1%, sendo 0,3 g de agarose e 30 mL de TBE (Tris/Borate/EDTA), em um tempo
de 30 minutos, utilizando-se os corantes red e blue e o marcador molecular ladder
(100 pares de base) para deteccdo de DNA presente. Com a visualizacdo do gel e

confirmacéo de presenca de DNA, a quantificacdo de DNA era realizada.

2.5 Quantificagdo de DNA

O DNA extraido foi quantificado com o DS-11 nanoespectrofotometro e em

seguida feita a PCR.

2.6 Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR)

Para por em préatica a PCR, foi utilizado um par de primer especifico para

cada tipo de bactéria: Salmonella spp., Escherichia coli, Shigella flexneri e

Staphilococcus aureus, de acordo com quadro 1.

Quadro 1- Informac¢des dos iniciadores.

BACTERIA DESENHO DO PRIMER AMPLIFICACAO | GENE Tm °C FONTE
S. aureus NUC 1: 458 pb nuc F:50° GANDRA,
ATGAAGTCAAATAAATCGCT R:49° 2006
NUC 2:
TTTGGTGAAAAATACTTCTC
Salmonella SAF: 298 pb invA F: 57,34° SUH e
Ssp. TTGGTGTTTATGGGGTCGTT R:56,97° SONG,
2005
SAR:GGGCATACCATCCAGA
GAAA
E. coli GapA for: GTT GTC GCT GAA 171 pb GapA F:60° BLUMER,
GCA ACT GG R:59° 2005
GapA rev: AGC GTT GGA AAC
GAT GTCCT
Shigella Ipa lll for: 620 pb ipaH F:68.68 SONG,
flexneri GTTCCTTGACCGCCTTTCCG R: 69.95 2005
ATACCGTC
Ipa IV ver:
GCCGGTCAGCCACCCTCTGA
GAGTAC
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Para cada par de primer foi feito uma reacdo, sendo um mix preparado com
volume final de 25 pL. Esse volume final foi composto de 2,5 pL de tampéo 10X, 1,5
pL de MgClz, 0,5 pL de DNTP (10mM), 1 pyL de cada primer (10uM), 0,2 pL de Taq
DNA polimerase e 1 uL de DNA purificado, sendo o volume completado com agua
ultrapura.

O ciclo de amplificagdo utilizado foi desnaturagdo inicial a 95° C por 5
minutos; 30 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 45 segundos, anelamento a 50°C
por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto. Apos os 30 ciclos de amplificacao
completados, teve o periodo de extensdao final a 72°C por 7 minutos, sendo a reacao
interrompida automaticamente e a temperatura permaneceu em 12°C até a
aplicacéo em gel de agarose para verificagdo dos resultados. O armazenamento das

amostras ocorreu a -20°C.

2.7 Corrida Eletroforética em Gel de Agarose
Posteriormente, o resultado da Reacdo em Cadeia de Polimerase foi obtido
por corrida eletroforética a 120v por um tempo de 40 minutos, em gel de agarose a

1,5% e visualizacao feita sob luz ultravioleta em transiluminador.
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3. Resultados e Discussao

A tabela 1 apresenta os resultados da analise microbiolégica em peixes feita
por técnica de PCR em 19 amostras procedentes de duas feiras livres localizadas
em Cuiaba — MT, sendo 12 amostras de pintado (Pseudoplatystoma corruscans) e 7
amostras do hibrido tambacu (macho Piaractus mesopotamicus x fémea Colossoma
macropomum) comercializados eviscerados. As amostras foram submetidas a
amplicacdo com um par de primers especifico para cada espécie de bactéria
analisada sendo Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Shigella

flexneri.

Tabela 1: Resultados da analise microbioldgica por Rea¢do em Cadeia de Polimerase.

Amostras Positivas

Quantidade
de Peixes Escherichia  Staphylococcus Salmonella Shigella
Amostras coli aureus spp. flexneri
PINTADO
12 (P. corruscans) 3 1 0 0
TAMBACU
7 (P. mesopotamicus 2 2 1 0
X C. macropomum)
Total 19 5 3 1 0

Dentre as 19 amostras analisadas 9 (47,37%) continham microrganismos
indicadores, patdgenos e/ou potencialmente patogénicos. A quantidade de amostras
positivas obtidas para E. coli foram 5/ 19 (26,31%), S. aureus 3/19 (15,79%) e
Salmonella spp. 1/19 (5,26%).

Os principais microrganismos presentes na agua e em alimentos
contaminados e responsaveis pelas numerosas doencas sao Salmonella spp.,
Shigella spp., Escherichia coli, Vibrio cholerae (Sousa, 2006).

Alguns microrganismos patogénicos como Clostridium botulinum, Vibrio spp
(incluindo V. cholerae, V. parahaemolyticus) e Listeria spp podem ocorrer no

ambiente natural onde o peixe e mariscos sdo capturados. Outros, como Escherichia
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coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp e Shigella spp, contaminam o pescado
a partir de fontes humanas e animais (SANTOS et al., 1992).

A maior contaminacdo dos pescados analisados se deu pela bactéria
Escherichia coli, com presenca em 26,31% das amostras, conforme mostra a Figura
3.

A Figura 3 apresenta a eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR
obtidos com o primer GapA, identificando a presenca de Escherichia coli. Todas as
amostras (1 e 2), incluindo o controle positivo, onde utilizou-se o DNA de uma cultura
bacteriana pura e certificada de E.coli, chamada de cepa (4), tiveram a amplificacao
bem sucedida e ndo houve amplificacdo do controle negativo (3), 0 que demostra
que o experimento foi realizado de forma correta ndo havendo contaminacéo

cruzada.

Figura 3 — Anélise microbioldgica através da técnica de PCR (Escherichia coli).

Essa bactéria faz parte da flora intestinal de animais de sangue quente,
indicando quando presente no alimento contaminag&o microbiana de origem fecal e
portanto estando em condicdes insatisfatorias para o consumo (Franco et al., 2008),
pois indica que outros microrganismos patogénicos podem estar presentes no
alimento, devido as mas condigdes higiénicas.

SILVA et al. (2008) também encontrou Escherichia coli em sua pesquisa de
analise microbiolégica em pescado coletados em 5 feiras livres de Séao Paulo.
Analisando 20 amostras de pescado, a E.coli foi isolada de 2 (10%) amostras
analisadas. Muratori et al. (1994) analisou 30 amostras de Curimatus ciliatus

(Branquinhas), peixe de agua doce comercializadas no mercado central de Teresina,



20

Piaui, sendo que 20% (6 amostras) apresentaram E.coli. O isolamento de
patbgenos e/ou organismos indicadores é usado para avaliar a qualidade e
inocuidade do alimento, permitindo o controle sanitario. Manipuladores de alimentos
possuem um papel importante na disseminacdo de microrganismos, podendo o
pescado ser contaminado devido aos maus habitos de higiene (SILVA et al., 2008).

Lopes et al. (2012) destaca que o gelo também pode ser fonte de
contaminacdo do alimento, devendo ser fabricado a partir da dgua potavel e ser
mantido em condicdes higiénico-sanitaria que evite sua contaminagao.

Para Salmonella spp a deteccdo foi de 1/19 ou seja 5,26% das amostras,
sendo encontrada no pescado de cativeiro tambacu (Piaractus mesopotamicus X
Colossoma macropomum) e ndo detectado no pescado de vida livre pintado
(Pseudoplatystoma corruscans). Baseando-se na legislacdo (Brasil, 2001) que
estabelece que a carne de pescado in natura, resfriada ou congelada deve estar
livre de Salmonela spp em 25g, essa amostra apresentou-se imprépria para o
consumo. Normalmente a presenca de Salmonella spp. nos alimentos esta ligada a
manipulacdo e/ou estocagem inadequadas dos mesmos (RITTER et al., 2012).

Oliveira (2015), em sua pesquisa com pescado também encontrou Salmonella
spp. Das 6 amostras coletadas de pintado inteiro e eviscerado, comercializados em
quatro hipermercados de Brasilia, em 2014, 2 amostras, ou seja 33,34% estavam
impréprias para 0 consumo, pois apresentaram cepas de Salmonela em 25g.
Lanzarin et al. (2012) também fez analise de peixe tambacu (Piaractus
mesopotamicus X Colossoma macropomum) eviscerado e sem espinha e um
exemplar de tambacu eviscerado, descabecado e cortado em banda, coletados no
mercado municipal da cidade de Cuiaba, Mato Grosso em um total de 50 amostras.
Em relacdo & pesquisa de Salmonella spp. 100% das amostras de tambacu
analisadas foram negativas.

Segundo Trabulsi et al. (2008), quando ha presenca de Salmonela em
ambientes, agua potavel e alimentos, deve-se a contaminagdo por fezes de
individuos doentes ou portadores. Quando ocorre da agua e os alimentos que foram
contaminados serem consumidos por pessoas € outros animais, esses
microrganismos sao novamente excretados no material fecal, continuando o ciclo
(JAY, 2005).
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Dessa forma, a contaminacdo do pescado por bactérias sofre a influéncia de
muitos fatores tais como a poluicdo da agua, temperatura, método de captura, 0s
métodos de conservacéo e préaticas de manipulacdo (GHASEMI et al., 2010).

Staphylococcus aureus foi detectado em 3/19 ou seja, 15,79% das amostras
analisadas neste trabalho. Rocha et al. (2013) analisou 15 amostras de filés de
tilapia comercializados no Mercado Modelo Nerival Aratjo em Currais Novos, Rio
Grande do Norte, confirmando presenca de S. aureus em 100% das amostras.
Aquino et al. (1996) em seu estudo microbiolégico com pescado sendo pirarucu
(Arapaima gigas), tambaqui (Colossoma macropomum) e tucunaré (Cichla ocellaris)
coletou 45 amostras adquiridas em diferentes pontos da cidade de Manaus (AM). As
analises indicaram que 9 (20%) amostras estavam fora do padrao para S. aureus.

Essa bactéria é de origem humana, como consequéncia direta da
manipulacdo inadequada (Germano, 2001), amplamente distribuida no meio
ambiente, podendo ser encontrada frequentemente no ar, em fezes, esgotos,
alimentos e, principalmente, na mucosa nasal do homem e de animais (CASTRO et
al., 1984), e que encontram no pescado ambiente favoravel para sua multiplicacéo
(Germano, 2001).

De acordo com Franco et al. (2005), esta espécie € a que estd associada
frequentemente as doencas estafilocécicas, causando intoxicacdo provocada pela
ingestdo do alimento que apresenta a toxina pré-formada, ou seja, 0 agente causal
ndo € a bactéria, mas as varias toxinas que essa bactéria produz. A toxina
estafilocécica é termorresistente, ndo sendo facilmente destruida pelo calor (ASSIS,
2014).

Segundo Rocha et al. (2013) se a manipulacao do produto e o recebimento de
dinheiro forem realizados por uma mesma pessoa, sem a adequada higienizacéo,
pode ser uma das fontes de contaminacdo do alimento, visto que S.aureus e outros
microrganismos podem ser veiculados através de cédulas de dinheiro (FERREIRA et
al., 2012).

Por essa bactéria também ser encontrada na superficie da pele, e os
manipuladores n&o utilizarem luvas, pode ser um fator de contribuicdo para detecgao
nas amostras. Como mostra a pesquisa de Muratori et al. (2007), baseada na
deteccdo de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, analisando-se 128 amostras
de agua, onde manipuladores lavaram as maos, em pisciculturas. Todas as

propriedades os manipuladores apresentaram Staphylococcus aureus nas maos.



22

Silva-Junior et al. (2015) destaca a questdo da higienizacdo de superficies a
serem realizadas com o0 uso de panos de limpeza confeccionados em algodéao,
lavados e secos nas proprias areas de comercializacdo, podendo ser fonte de
contaminacao cruzada, caso ndo seja feita higienizacdo e uso correto. Bartz (2008)
detectou em sua pesquisa contaminagdes com S. aureus em panos de limpeza
utilizados em servicos de alimentacéo, confirmando essa possibilidade.

N&o foram encontrados trabalhos de andélise microbiologica em peixe de agua
doce para a espécie de Shigella flexneri, impossibilitando comparagfes. Porém,
nesta pesquisa nao foi detectada a presenga de Shigella flexneri nas 19 amostras de
peixes analisadas.

A principal via de transmisséo entre os seres humanos, é a fecal-oral, mas ha
casos de transmissdo pela agua e por alimentos (Assis, 2014). Infecta
principalmente o homem e, excepcionalmente, outros primatas como macacos e
chimpanzés, causando a shigelose ou disenteria bacilar (TRABULSI et al., 2008)

No Brasil, Shigella flexneri e S. sonnei séo isoladas mais frequentemente,
sendo consideradas um dos principais agentes de enterocolite, associada a higiene
pessoal e condi¢cdes sanitarias deficientes (Franco et al., 2005).

A auséncia da espécie Shigella flexneri nas amostras, ndo significa que os
manipuladores seguiram os procedimentos de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF),
visto que os primers para a espeécie Escherichia coli, utilizada como indicador de
origem fecal, amplificaram o DNA para essas amostras via PCR.

Segundo Forsythe (2013), a garantia da seguranca precisa ser aplicada em
toda cadeia alimentar. Para que isso seja atingido, € necessario a integracdo das
ferramentas de gestdo da seguranca de alimentos. Das ferramentas disponiveis
podemos citar as BPF (Boas Praticas de Fabricacédo), PPHO (Procedimentos Padrao
de Higiene Operacional), MRA (Avaliacdo de Riscos Microbiol6gicos),
Gerenciamento da Qualidade (Série 1SO), TQM (Gerenciamento da Qualidade Total)
e o Sistema APPCC (Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle) (FURTINI et
al., 2006).
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4. Concluséao

Com base neste estudo pode-se verificar que a qualidade microbiolégica do
pescado comercializado na baixada cuiabana, em Mato Grosso ndo esta satisfatoria,
indicando, em alguns casos, deficiéncia de higiene ou uso de agua contaminada. As
amostras de pescados apresentaram a presenca de trés, das quatro, bactérias
analisadas podendo o alimento ter sido contaminado por procedimentos
inadequados na captura, armazenamento, manipulacdo e também pela agua em que
foi retirado ou em que foi manipulado. Porém, a contaminacao poderia ser evitada se
0 uso das Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF) tivessem sido adotadas pelos
manipuladores do pescado e através de acfes de saneamento basico.

A presenca de bactérias patogénicas pode acarretar doencas aos
consumidores, caso o alimento néo sofra a acdo de temperatura que elimine-as, ou
caso a temperatura utilizada ndo seja suficiente para inativar a toxina produzida por
algumas bactérias, como por exemplo, o Staphylococcus aureus.

Com a pesquisa, verificou-se também a eficicia da técnica de Reagcdo em
Cadeia de Polimerase, para deteccdo precisa de bactérias em pescado e a sua

menor demanda de tempo comparada aos métodos tradicionais.



24

5. Referéncias

AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (APHA). 2001. Compendium of
methods for the microbiological examination of foods. 4 ™ ed. Washington:
APHA. 676p.

AMSON, G.V; HARACEMIV, S.M.C; MASSON, M.L. Levantamento de dados
epidemioldgicos relativos a ocorréncias/ surtos de doencas transmitidas por
alimentos (dtas) no estado do parana — brasil, no periodo de 1978 a 2000. Ciéncia e
Agrotecnologia, Lavras, v. 30, n. 6, p. 1139-1145, nov./dez., 2006.

AQUINO, J.S., VASCONCELOS, J.C., INHAMUNS, A.J., SILVA, M.S.B. Estudo
Microbiol6gico de pescado congelado comercializado em Manaus- AM. B. Ceppa,
Curitiba, v.14, n.1, p. 1-10, jan./jun., 1996.

ASSIS, L. Alimentos seguros: ferramentas para gestao e controle da producéao
e distribuigcéo. 2. ed. Rio de Janeiro: Senac Nacional, 2014. 73- 98p.

BARTZ, S. Contaminacdo microbiolégica e avaliacdo de métodos de
higienizag&do de panos de limpeza utilizados em servigos de alimentagao. 2008.
98 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2008.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de
Vigilancia Epidemiologica. Manual integrado de vigilancia, prevencéo e controle
de doencas transmitidas por alimentos / Ministério da Saude, Secretaria de
Vigilancia em Saude, Departamento de Vigilancia Epidemiolégica. — Brasilia:
Editora do Ministério da Saude, 2010. 11p.

BRASIL. Resolucdo RDC n°12, de 02 de Janeiro de 2001. Regulamento técnico
sobre padrdes microbiolégicos para alimentos. Diario Oficial da Republica
Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 10 jan. 2001. Secéo 1, n. 7-E, p. 46-53.

BLUMER, C.; KLEEFELD, A; LEHNEN, D.; HEINTZ, M.; DOBRINDT, U.; NAGY, G.;
MICHAELIS, K.; EMODY, L.; POLEN, T.; RACHEL, R.; WENDISCH, V.F.; UNDEN,
G. (2005). Regulation of type 1 fimbriae synthesis and biofilm formation by the the
transcriptional regulator LrhA of Escherichia coli. Microbiology, [s.|.], v. 151, n. 10,
p.3287-3298. Society for General Microbiology. DOI: 10. 1099/mic.0.28098-0.

CARMO, M.C.N.S; CORREIA, M.L.T.D. A importancia dos acidos graxos 6mega -3
no cancer. Revista Brasileira de Cancerologia, v.55, n.3, p. 279-287, 2009.

CASANOVA, M.A; MEDEIROS, F. Recentes evidéncias sobre os acidos graxos poli-
insaturados da familia 6mega- 3 na doenca cardiovascular. Revista do Hospital
Universitario Pedro Ernesto, Rio de Janeiro, p.74-80, jul./set., 2011.

CASTRO, M. M. de M. V. & IARIA, S. T. Staphylococcus aureus enterotoxigénico no
vestibulo nasal de manipuladores de alimentos em cozinhas de hospitais do
municipio de Jodo Pessoa, PB, Brasil. Revista de Saude publica, Sdo Paulo, v. 18,
p. 235 - 245, 1984.



25

DESTRO, M.T. Listeria monocytogenes em camarao (Penaeus brasiliensis):
marcadores sorolégicos e genéticos no monitoramento de sua disseminacao
em uma unidade processadora de pescado. 1995. 142f. Tese (Doutorado em
Ciéncia de Alimentos) — Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 1995.

DICKEL, E.L; RODRIGUES, L.B; SANTOS, L.R; VALLE, S,F;, PILOTTO, F;
RODEMBUSH, C; WALD, V.B; CANAL, C.W; NASCIMENTO, V.P. Analise
comparativa entre microbiologia convencional, ELISA e PCR para deteccdo de
Salmonella enteritidis, S. typhimurium, S. gallinarum e S. pullorum em carne de
frango contaminada artificialmente. Revista Brasileira de Ciéncia Veterinéaria, v.
12, n. 1/3, p.5-10, jan./dez. 2005.

FEDERA(;AO DA AGRICULTURA E PECUARIA DO ESTADO DO MATO GROSSO
(FAMATO). Diagnéstico da Piscicultura em Mato Grosso. Cuiaba: Instituto Mato-
Grossense de Economia Agropecuaria (Imea), 2014. 17p.

FERREIRA, D.M.S., PEREIRA, L.R.G., CUNHA, T., ACCIOLY, A.S., HELENA,
A.A.S., HEINEN, R.C. Anélise microbiologica de cédulas circulantes em feira livre do
municipio de Belford Roxo, RJ. Revista Saude Fisica e Mental- Uniabel, v.1, n.1, p.
11-14, ago./dez., 2012

FORSYTHE, S.J. Microbiologia da seguranca dos alimentos. 2. ed. Porto Alegre:
Artmed, 2013. 607p.

FURTINI, L.L.R.; ABREU, L.R. Utilizacdo de APPCC na induastria de alimentos.
Ciéncia e agrotecnologia, Lavras, v. 30, n. 2, p. 358-363, mar./abr. 2006.

FLORES, M. L.; NASCIMENTO, V. P.; KADER, I. I. T. A.; CARDOSO, M.; SANTOS,
L. R.; LOPES, R. F. F.; WALD, V.B.; BARBOSA, T. M. C. Analise da contaminacdo
por Salmonella em ovos do tipo colonial através da reacdo em cadeia da polimerase.
Ciéncia Rural, Santa Maria, v.33, n.3, p.553-557, mai./jun. 2003.

FRANCO, B.D.G.M.; LANDGRAF.M. Microbiologia dos alimentos. Sao Paulo:
Editora Atheneu, 2005. 176p.

FRANCO, B.D.G.M.; LANDGRAF.M. Microbiologia dos alimentos. S&do Paulo:
Editora Atheneu, 2008. 07- 100p.

GANDRA, E.A.; FERNANDEZ, M.A.; SILVA, W.P. Standardization of a multiplex
PCR for the identification of coagulase-positive Staphylococcus. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos. Campinas, v. 31, n. 4, p. 946-949, 2006.

GANDRA, E.A; GANDRA, T.K.V.; MELLO, W. S.; GODOI, H. S. Técnicas
moleculares aplicadas a microbiologia de alimentos. Acta Scientiarum Technology,
Maringda, v.30, n.1, p. 109-118, 2008.

GERMANO, P.M.L.; GERMANO, M.L.S. Higiene e vigilancia sanitaria de
alimentos. 2.ed. S&o Paulo: Livraria Varela, 2001. 124 — 134p.

GOUVEA, R; SANTOS, F.F; NASCIMENTO, E.R; FRANCO, R.M; PEREIRA, V.L.A.
Isolamento bacteriolégico e PCR na deteccdo de Salmonella spp. Em peito de



26

frango de estabelecimento varejista. Enciclopédia Biosfera, Centro Cientifico
Conhecer, Goiania, v. 8, n. 15, p. 1129-1137, 2012.

GHASEMI, M.S.A.; AZADNIA, P.; RAHNAMA, M.H. Bacterial Counts in Two Species
(Scomberomerus juttatus and Otolithes ruber) of Fresh south-Harvested Fish, While
Loading in Kazeroon. Journal of Animal and Veterinary Advances, v.9, n.4, p.671-
673, 2010.

GUINE, R.P.F; HENRIQUES, F. O papel dos &cidos gordos na nutricdo humana e
desenvolvimento sobre o modo como influenciam a saude. Millenium. v.40, p. 7-21,
2011.

HUSS, H. H. Garantia da Qualidade dos Produtos da Pesca: Documento Técnico
sobre as Pescas, n°334, FAO, Roma, 1997, 176p.

JAY, J.M. Microbiologia de alimentos. 6. ed. Porto Alegre: Artmed, 2005. 711 p.

LANZARIN, M., RITTER, D.O., SOUZA, G.G., MELLO, C.A., ALMEIDA FILHO, E.S.
Quantificagcdo de bactérias heterotroficas aerdbias mesdfilas e ocorréncia de
Salmonella spp. em hibrido tambacu (Piaractus mesopotamicus x Colossoma
macropomum), comercializado em Cuiaba, Mato Grosso. Enciclopédia Biosfera,
Centro Cientifico Conhecer, Goiania, v.8, n.15, p. 1500-1509, 2012.

LIMA, M.F; HENRIQUES, C.A; SANTOS, F.D; ANDRADE, P.M.M; CARMO, M.G.T.
Acido graxo 6mega 3 docosahexaenoico (dha: c22:6 n-3) e desenvolvimento
neonatal: aspectos relacionados a sua essencialidade e suplementacdo. Nutrire:
Revista da Sociedade Brasileira de Alimentagéo e Nutri¢g&o. v.28, p.65-77, 2004.

LOPES, |.S.; FERREIRA, E.M.; PEREIRA, D.M.; PEREIRA, L.S.; CUNHA, M.C.S,;
COSTA, F.N. Pescada amarela (Cynoscion acoupa) desembarcada: caracteristicas
microbioldgicas e qualidade do gelo utilizado na sua conservagdo. Revista Instituto
Adolfo Lutz. Sdo Paulo, v. 71, n. 4, p.677-684, 2012.

LOTTENBERG, A.M.P. Importancia da gordura alimentar na prevencao e no controle
de distlrbios metabdlicos e da doenca cardiovascular. Arquivos Brasileiros de
Endocrinologia e Metabologia. v.53, n.5, p.595-607, 2009.

MINISTERIO da Pesca e Aquicultura. 2014 Apresenta dados sobre o consumo de
peixe no pais. Disponivel em: <http://www.mpa.gov.br/ultimas-noticias/382-semana-
do-peixe-populariza-consumo-de-pescado-no-pais>. Acesso em: 01 mar. 2016.

MURATORI, M.C.S., COUTO FILHO, C.C.C., ARARIPE, M.N.B.A., LOPES, J.B,,
COSTA, A.P.R. Escherichia coli e Staphylococcus aureus em manipuladores de
piscicultura. Revista Cientifica de Produc¢ao Animal, v.9, n.2, p. 120-126, 2007.

MURATORI, M.C.S.; PEREIRA, M.M.G.; SOARES, L.R. Pesquisa de bactérias
potencialmente patogénicas em pescado comercializado no mercado central de
Teresina — Pl. B.Ceppa. Curitiba, v.12, n. 1, p. 33-38, jan./jun.1994.


https://www.bdpa.cnptia.embrapa.br/consulta/busca?b=ad&id=854312&biblioteca=vazio&busca=autoria:%22JAY,%20J.M.%22&qFacets=autoria:%22JAY,%20J.M.%22&sort=&paginacao=t&paginaAtual=1
http://www.mpa.gov.br/ultimas-noticias/382-semana-do-peixe-populariza-consumo-de-pescado-no-pais
http://www.mpa.gov.br/ultimas-noticias/382-semana-do-peixe-populariza-consumo-de-pescado-no-pais

27

NOVAIS, C.M.; ALVES, M.P. PCR em tempo real: Uma inovacado tecnoldgica da
Reacdo da Cadeia de Polimerase (PCR). Revista biotecnologia ciéncia e
desenvolvimento. N°33, p.10-13, jul./dez. 2004.

OLIVEIRA, C.S.V. Deteccao de Escherichia coli 0157:h7 em leite armazenado
em diferentes condi¢cfes por PCR. 2012. 56f. Dissertacdo (Mestrado em Higiene
Veterinaria e Processamento Tecnolégico de Produtos de Origem Animal) -
Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Fluminense, Niter6i, 2012.

OLIVEIRA, M.C.S.D. Avaliacdo microbiolégica e aplicacdo do método do indice
de qualidade (MIQ) para pintado (Pseudoplatystoma sp.) estocado em gelo e
comercializado em Brasilia — DF. 2015. 91f. Monografia (Apresentada para
obtencdo do grau de Farmacéutico) — Faculdade de Ceilandia, Universidade de
Brasilia, Brasilia, DF, 2015.

PREZZI, J.A; DUARTE, K.M.R. Deteccdo de agentes patogénicos em animais de
producdo através da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). PUBVET, Londrina,
v.4,n.18, ed.123, art.831, 2010.

RITTER, D.O., LANZARIN, M., MELLO, C.A., FILHO, E.S.A. Qualidade
bacteriologica de cacharas (pseudoplatystoma fasciatum) provenientes de
piscicultura. Enciclopédia Biosfera, Centro Cientifico Conhecer, Goiania, v.8,
n.14, p. 1472-1480, 2012.

ROCHA, F.A.G., ARAUJO, L.O., ALVES, K.S., DANTAS, L.i.S., SILVA, R.P.,
ARAUJO, M.F.F. Estafilococos coagulase positivos em filés de tilapia (Oreochromis
niloticus) comercializados no mercado Modelo Nerival Araudjo, Currais Novos/RN.
Holos, Currais Novos — RN, ano 29, v.1, p. 84-91, 2013.

SANTOS, C.AM.L; RICHARDS-RAJADURAI, P.N. The need for fish inspection
and quality assurance. FAO/INFOFISH Technical Training Manual 1, Kuala
Lumpur, Malaysia, 33p, 1992.

SARTORI, A.G.O.; AMANCIO, R.D. Pescado: importancia nutricional e consumo no
Brasil. Seguranca alimentar e nutricional. Campinas, v.19, n.2, p. 83-93, 2012.

SILVA-JUNIOR, A.C.S., SILVA, A.S.S., BRITO, T.P., FERREIRA, L.R. Ocorréncia de
Staphylococcus coagulase positiva e coliformes termotolerantes em Jaraqui,
Semaprochilodus brama (Valenciennes, 1850) comercializado na Feira do Pescado,
Macapa-AP. Biota Amazénia Open Jornal System, Macapd, v.5, n.1, p. 32-36,
2015.

SILVA, M.L.; MATTE, G.R.; MATTE, M.H. Aspectos sanitarios da comercializagéo de
pescado em feiras livres da cidade de S&o Paulo, SP/Brasil. Revista Instituto
Adolfo Lutz, Sdo Paulo, v.67, n. 3, p. 208-214, 2008.

SOARES, C.M; AZEVEDO, R.M.C; KUAYE, A.Y. Andlise da contaminagdo de
preparacdes carneas por Bacillus cereus em servicos de alimentacédo. Alimentos e
Nutricdo, Araraquara, v.16, n. 2, p. 169-175, abr./jun. 2005.



28

SOUSA, C.P.; Seguranca alimentar e doengas veiculadas por alimentos: Utilizagao
do grupo coliforme como um dos indicadores de qualidade de alimentos. Revista
APS, v.9, n.1, p.83-88, jan./jun. 2006.

SOUZA, A.T.S. Certificacdo da qualidade de pescados. Biolégico, Sdo Paulo, v.65,
n.1/2, p.11-13, jan./dez., 2003.

SONG, T.; TOMA, C.; NAKASONE, N.; IWANAGA, M. Sensitive and rapid detection
of Shigella and enteroinvasive Escherichia coli by a loop-mediated isothermal
amplification method. FEMS Microbiology Letters, n. 243, p. 259-263, 2005.

SUAREZ-MAHECHA, H; FRANCISCO, A; BEIRAO, L.H; BLOCK, J.M; SACCOL, A;
PARDO-CARRASCO, S. Importancia de Acidos graxos poli-insaturados presentes
em peixes de cultivo e de ambiente natural para a nutricio humana. Boletim do
Instituto de Pesca, Sao Paulo, v.28, n.1, p.101-110, 2002.

SUH, K. D.; SONG, C. J. Prevalence of Lawsonia intracellularis, Brachyspira
hyodysenteriae and Salmonella in swine herds. Journal Veterinary Science, v. 6, p.
289-293, 2005.

TORTORA, G.J.; FUNKE, B.R.; CASE, C.L. Microbiologia. 10.ed. Porto Alegre:
Artmed, 2012. 934p.

TRABULSI, L.R.; ALTERTHUM, F. Microbiologia. 5. Ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2008.
175-338p.



