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SILVA, Vanessa Gomes da. Pesquisa de microrganismos indicadores e
patogénicos no filé de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e em diferentes
pontos da planta de processamento. 2008. 58f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

RESUMO

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) destaca-se como uma das mais importantes
espécies de peixe cultivadas devido a sua adaptabilidade em diversas condicdes de
criacdo, excelente textura e sabor de sua carne. Entretanto, ainda ndo existem
grandes frigorificos de processamento de peixe cultivado no Brasil porque a
producdo ainda é pequena e os pesqueiros absorvem quase tudo. O objetivo deste
trabalho foi realizar a pesquisa de microrganismos indicadores por meio da
contagem de aerdbios mesofilos (AM), coliformes totais (CT), Escherichia coli,
estafilococos coagulase positiva (ECP) e dos patégenos Salmonella spp. e Listeria
spp. em filés de tilapia e na planta de processamento de trés frigorificos do Parana.
Para as analises de microrganismos indicadores foi utilizado o Sistema Petrifilm™
AC, EC e STX e para os microrganismos patogénicos a metodologia preconizada
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. As médias logaritmicas
das contagens de AM e CT em equipamentos foram 3,77 e 0,68 UFC/cm? em
instalagbes 3,71 e 0,56 UFC/cm? méaos de manipuladores 4,88 e 1,79
UFC/superficie e filé 3,95 e 2,69 UFC/g, respectivamente. E. coli e ECP foram
encontrados em cinco e quatro amostras oriundas da planta de processamento,
respectivamente. Nao houve diferenga significativa (p>0,05) entre os diferentes
setores do frigorifico nas contagens de AM e CT, exceto na contagem de coliformes
totais na agua de abastecimento e em uso e nas instalagdes nos setores de
evisceragao, toilet e embalagem. Salmonella spp. ndo foi encontrada em nenhuma
amostra de filé. Listeria spp. foi isolada em 5/291 amostras analisadas, sendo um
isolado de L. innocua 6b e quatro de L. monocytogenes 1/2c. As contagens de
microrganismos indicadores nas plantas de processamento sugerem falhas de
higienizagcdo e sanitizagdo e a presenga de L. monocytogenes pode representar
risco a saude do consumidor.

Palavras-chave: Pescado. Tilapia do Nilo. Frigorifico. Microrganismos indicadores.
Listeria spp. Salmonella spp.



SILVA, Vanessa Gomes da. Research of indicator and pathogenic
microorganisms in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) filets and in different
sites in the processing plant. 2008. 58p. Dissertation (Master Degree in Animal
Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

ABSTRACT

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is one of the most important species for
aquaculture because of its easily adaption to farming in different production systems,
delicate taste and texture. However, there are not many slaughterhouses for Nile
tilapia in Brazil because the production is still small and targeted mainly to local trade.
The purpose of this study was to search for indicator and pathogenic microorganisms
in tilapia filets and in the processing plants in three slaughterhouses in Paran3,
Brazil. The study comprised counts of aerobic mesophilic bacteria (AM), total
coliforms (TC), Escherichia coli, coagulase-positive staphylococci (CPS) and the
detection of Salmonella spp. and Listeria spp. Petriflm™ plate system and the
methodology recommended by the Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento was employed to make the analyses. The means of contamination for
AM and TC in equipments were 3,77 CFU/cm? and 0,68 CFU/cm?, in installations
were 3,71 CFU/cm? and 0,56 CFU/cm?, in workers’ hands were 4,88 CFU/surface
and 1,79 CFU/surface and in final product were 3,95 CFU/g and 2,69 CFU/qg,
respectively. E. coli and CPS were detected in five and four samples, respectively,
collected during processing. There was no statistical difference (p>0,05) among the
different areas in the slaughterhouses for AM and TC counts but in total coliforms
counts for water and installation sites (gutting, filleting and packaging areas).
Salmonella spp. were not detected in any filet samples. Listeria spp. were detected in
5/291 samples analyzed, one L. innocua 6b and four L. monocytogenes 1/2c. The
results for indicator microorganisms in the processing plants suggest faults in
cleaning procedures and the presence of L. monocytogenes may pose risk to
consumers’ health.

Keywords: Fish. Nile tilapia. Slaughterhouse. Indicator microorganisms. Listeria spp.
Salmonella spp.
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1 INTRODUCAO

O termo “pescado” é utilizado para designar peixes, crustaceos,
moluscos, anfibios, queldnios e mamiferos de agua doce ou salgada, usados na
alimentagdo humana (BRASIL, 1952). Segundo a Portaria n° 185 (BRASIL, 1997),
peixes sdo animais aquaticos de sangue frio, excluindo-se os mamiferos aquaticos,
0s animais invertebrados e os anfibios. Peixe fresco também é definido como aquele
conservado somente pelo resfriamento, a uma temperatura (-2°C) préxima a do
ponto de fusao do gelo.

O pescado além de ser um alimento rico em proteinas, contendo os
aminoacidos considerados essenciais, é também altamente digerivel. Sua
composi¢cao quimica varia de acordo com a espécie, idade, sexo, meio ambiente,
época do ano, entre outros fatores. A composicdo do musculo do pescado pode
variar em: 16% a 21% de proteinas, 0,2% a 25% de lipidios, menos de 0,5% de
carboidratos, 1,2% a 1,5% de substancias inorganicas e 66% a 81% de agua
(HUSS, 1995). Sendo, a carne do pescado importante para dietas de baixa caloria e
com alto valor nutricional, e com a crescente conscientizagado pela qualidade de vida
através da alimentagédo, justifica-se o interesse global por esse tipo de comércio
(SEAP-PR, 2007). Entretanto, o consumo de carne de peixes no Brasil é incipiente,
na faixa de 7,0 kg/habitante/ano, estando bem abaixo da média mundial (19,0
kg/habitante/ano) e do consumo nacional de carnes de frango (23,3
kg/habitante/ano) e bovina (34,2 kg/habitante/ano) (HILSDORF; PEREIRA;
RIBEIRO, 1999).

O sistema de producdo que mais cresce mundialmente é a
aquicultura, com indices médios anuais de crescimento de 8,8%, comparados com
apenas 1,2% na pesca extrativa e 2,8% na produgao de animais terrestres, sendo a
piscicultura de agua doce a atividade mais prospera no setor (FAO, 2007).

A China é o maior produtor, com 69,6% do volume e 51,2% em
termos de valor comercializado. A América Latina apresentou uma taxa de
crescimento anual médio de 9,6% entre 2002 e 2004 (FAO, 2006).

O potencial do Brasil para o desenvolvimento da aquicultura é
enorme. Constituido por 8.400 km de costa maritima, 5.500.000 hectares de

reservatorios de aguas doces, aproximadamente 12% da agua doce disponivel no
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planeta, clima extremamente favoravel para o crescimento dos organismos
cultivados, terras disponiveis e ainda relativamente baratas na maior parte do pais,
mao-de-obra abundante e crescente demanda por pescado no mercado interno
(SEAP-PR, 2007).

Segundo o IBAMA (2005), em 2004, a aquicultura produziu
269.697,5 toneladas, representando 26,5% da produgéo pesqueira nacional. Dessa
producao, cerca de 67% provém da agua doce. E, na aquicultura de agua doce, os
principais estados produtores séo Rio Grande do Sul (14,33%), Sdo Paulo (11,54%)
e Santa Catarina (10,49%). O estado do Parana ocupa a sexta posi¢gdo, com uma
producédo de 16.558 t (9,16%), dos quais 11.921,5 t sdo de tilapias (Tabela 1). A

tilapicultura continua em ascenséo nas regides Sudeste e Nordeste.

Tabela 1 — Producédo da aquicultura, segundo principais espécies de agua doce no estado
do Parana, em 2004.

PRINCIPAIS ESPECIES QUANTIDADE (t)
Bagre-americano 496,5
Carpas 2.152,5
Tilapia 11.921,5
Truta 83,5
Outras espécies 1.904,0
Crustaceos 0,0
Moluscos 0,0
Anfibios 0,0
TOTAL GERAL 16.558,0

Fonte: IBAMA, 2005, adaptado.
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2 TILAPIA DO NILO (OREOCHROMIS NILOTICUS)

Por serem consideradas espécies de grande importéncia para a
aquicultura mundial, as tilapias sao frequentemente indicadas para a criagao
intensiva (KUBITZA, 2000).

Na década de 80 as tilapias foram divididas em trés grupos de
acordo com seu comportamento reprodutivo: as que incubam seus ovos no
substrato, Tilapia spp., as que realizam incubagédo oral dos ovos pelas fémeas,
Oreochromis spp., € o grupo no qual o macho ou o casal realiza a incubacéao oral
dos ovos, Sarotherodon spp. (POPMA; LOVSHIN, 1996).

Todas as tilapias comercialmente importantes pertencem ao género
Oreochromis e mais de 90% das tilapias cultivadas fora da Africa s3o tilapia do Nilo.
Com menor destaque na aquicultura tem-se ainda a tilapia de Zanzibar
(Oreochromis urolepis hornorum), a tilapia azul (Oreochromis aureus) e a tilapia de
Mogambique (Oreochromis mossambicus) (POPMA; MASSER, 1999). Segundo
Fitzsimmons (2000), a criagdo de tilapias encontra-se amplamente distribuida no
mundo inteiro, podendo atingir uma produgcdo mundial de 1.500.000 t em 2010.

A tilapicultura no Brasil iniciou com a introdugdo de alguns
exemplares no Nordeste, procedentes da Costa do Marfim, em 1971
(CASTAGNOLLI; CYRINO, 1986). Uma das tilapias mais procuradas no Brasil para
cultivo €& a chitralada, conhecida principalmente como tailandesa, linhagem
desenvolvida no Japado e melhorada no Palacio Real de Chitral na Tailandia. Esta
linhagem foi introduzida no Brasil em 1996 a partir de alevinos doados pelo Asian
Institute of Technology e, vem sofrendo continuo processo de melhoramento
genético em nosso pais (ZIMMERMANN, 2000).

A tilapia do Nilo destaca-se como uma das mais importantes, devido
a sua alta taxa de crescimento, adaptabilidade em diversas condi¢cdes de criagao e
boa aceitagdo pelo consumidor, principalmente pela excelente textura e sabor de
sua carne e auséncia de espinhos intramusculares (KUBITZA, 2000; BOSCOLO;
HAYASHI; SOARES, 2001).
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3 O ABATE DO PESCADO

Quando o peixe atinge o peso ideal para abate é realizada a
despesca e este segue para os tanques de depuragao (Figura 1). Nao ha uma
padronizagao quanto ao processamento do pescado, nem tampouco quanto ao peso
ideal para o abate. Souza e Maranhdo (2001) obtiveram maior rendimento de
carcaga quando os peixes apresentavam peso em torno de 400 a 500g.

A despesca deve ser realizada no inicio da manha ou no final da
tarde quando as temperaturas estdo mais amenas a fim de nao estressar os peixes.
O estresse acelera a instalagao do rigor mortis 0 que compromete a qualidade do
produto final (MACEDO-VIEGAS; SOUZA, 2004).

Na industria, os peixes passam por uma sele¢gao de acordo com seu
estado de saude, peso, auséncia de ferimentos e manchas, e nadadeiras intactas.

A depuracao pode variar de 2 a 16 dias dependendo da espécie, do
tamanho do peixe e do teor de gordura. No entanto, a perda de peso é muito grande
se o0 periodo de depuragcdo for igualmente prolongado, acarretando perdas
importantes para a industria (YAMPRAYOON; NOOMHORM, 2000; BIATO, 2005;
PINHEIRO et al.,, 2006). Durante a depuragdo, 0s peixes permanecem em
reservatorios de alvenaria sob circulagdo continua de agua e em jejum para que o
trato digestério se esvazie. Os objetivos desse procedimento séo eliminar o off-flavor
caracteristico de peixes criados em sistemas intensivos, assim como minimizar a
carga microbiana que podera contaminar a carne durante o processamento
(MACEDO-VIEGAS; SOUZA, 2004). O off-flavor se caracteriza por odores ou
sabores desagradaveis no filé do pescado. A maior causa para seu aparecimento é
a geosmina, substancia que é excretada na agua por algas azuis, verdes e
actinomicetos (BIATO, 2005).

Véarios métodos de insensibilizacdo ja foram descritos, sendo o
choque térmico e o choque elétrico menos danosos a qualidade da carne (MARX et
al., 1997; van de VIS et al., 2003). O método mais comum tem sido o choque térmico
gue consiste em colocar os peixes em um recipiente com agua e gelo, na proporgéo
1:1, por tempo variavel dependendo da espécie. No entanto, o peixe pode ficar
imovel sem que tenha realmente perdido a consciéncia. Apds alguns minutos em

imersao, enguias apresentaram atividade cardiaca irregular, assim como atividade
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corporal que sao indicadores de estresse (LAMBOOIJ et al., 2002a; LAMBOOIJ et
al., 2002b; van de VIS, 2003).

Atordoamento por percussédo é um método bastante utilizado no qual
0 peixe é atingido por um golpe na cabeca. Na pratica, apenas um golpe n&o é
suficiente para o completo atordoamento do animal (WALL, 2001). Pode-se ainda
realizar o corte das guelras sem atordoamento prévio ocorrendo a morte por
isquemia e consequente anoxia (van de VIS, 2003).

Apos esse processo tem inicio a evisceragdo, importante na
eliminacdo de bactérias e enzimas digestivas que poderiam contaminar a sua
musculatura. A evisceragao deve ser rapida e ocorrer na primeira ou, N0 maximo, na
segunda hora apds o abate. Em seguida processa-se a decapitagdo que tem como
objetivo remover as branquias que sdo consideradas importantes fonte de
contaminagao microbiana. Apds a evisceragdo e decapitacdo, o pescado deve ser
lavado com agua clorada (5 ppm) para eliminagao de restos de sangue e muco que
sdo excelentes substratos para microrganismos (MACEDO-VIEGAS; SOUZA, 2004).

O préximo passo € a filetagem cujo rendimento depende da espécie,
sexo, tamanho e condicdo corporal do peixe. A tildpia do Nilo vem sendo
comercializada na forma de filé sem pele para exemplares maiores que 350g.
Pinheiro et al. (2006) relataram rendimento médio de filé de 31% para tilapia
tailandesa (Oreochromis spp.) e Souza e Maranh&o (2001) relataram rendimento
médio de filé de 36,84% para categorias de peso de 400-500g de peixe vivo para
tilapia do Nilo.

O Regulamento de Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA) indica que o pescado refrigerado deve ser devidamente
acondicionado em gelo e mantido a uma temperatura entre -0,5°C e -2,0°C (BRASIL,
1952).
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Figura 1 — Fluxograma do processamento do pescado fresco.
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4 MICROBIOTA DO PESCADO

A microbiota do peixe estda relacionada, quantitativa e
qualitativamente, com o ambiente. Imediatamente apds a captura, a microbiota
apresenta-se restrita ao muco superficial, branquias e trato intestinal e ausente no
musculo (HUSS, 1995; JAY, 2000). Segundo Ogawa e Maia (1999), Mahmoud et al.
(2004) e ICMSF (2005), a populagdo microbiana pode variar de 10%-10° unidades
formadoras de coldnias (UFC)cm? de superficie corporal, 10°-10° UFC/g nas
branquias e 10°-10® UFC/mL no trato intestinal.

De acordo com Nedoluha e Westhoff (1997) e ICMSF (2005), as
bactérias predominantes em peixes de aguas temperadas sao Gram negativas como
Psychrobacter, Moraxella, Pseudomonas, Acinetobacter, Shewanella,
Flavobacterium, Cytophaga e Vibrio/Aeromonas. Em peixes de aguas tropicais, as
bactérias Gram positivas, Micrococcus, Corynebacterium e Bacillus spp.
correspondem a até 60% da microbiota. Os peixes de agua doce apresentam
microbiota semelhante as anteriores, no entanto ndo se observa a presenga de
Vibrio spp. e sim Aeromonas spp. Além de bactérias, leveduras como Rhodotorula,
Torulopsis, Candida spp. e raramente alguns fungos podem estar presentes.

Apos a morte do peixe, a penetragdo dos microrganismos nos
musculos ocorre via tecidos vasculares das branquias, ao longo da veia caudal,
através da pele, pelos orificios da linha lateral e via intestinal (LEITAO, 1988; JAY,
2000).

4.1 TRANSFORMACOES BIOQUIMICAS E MICROBIOLOGICAS POST MORTEM NA CARNE DO

PESCADO

O pescado é altamente suscetivel a deterioragdo microbiana devido
a sua alta atividade de agua, composicdo quimica, teor de gorduras insaturadas
facilmente oxidaveis e, principalmente, ao pH proximo da neutralidade (FRANCO;
LANDGRAF, 1996).

Inicialmente ocorre autdlise da musculatura pela agado do suco
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gastrico. Apdés a morte do peixe, as enzimas proteoliticas atravessam a parede
intestinal e atuam decompondo a musculatura da regido. Promovendo a
disseminagdo dos microrganismos presentes no trato intestinal. Essas enzimas
também atuam nas visceras, acelerando sua deterioracao (JAY, 2000).

Com a autdlise dos tecidos do pescado ha a producdo de varios
compostos nitrogenados nao-protéicos, sendo os mais freqlentes a trimetilamina, a
ambnia e os acidos volateis, que funcionardo como substrato para os
microrganismos. Os principais organismos envolvidos nesse processo sao
Pseudomonas fluorescens e Shewanella putrefaciens, ndo so6 pela sua caracteristica
psicrotréfica e proteolitica, mas também pela capacidade de utilizar esses substratos
e produzirem alteragdes organolépticas que levardo, eventualmente, a rejeicdo do
pescado para o consumo humano (LEITAO, 1988; HUSS, 1993; HUSS, 1995;
FRANCO; LANDGRAF, 1996).

A velocidade com que estas alteragdes ocorrem depende de fatores
como a espécie do peixe, o tamanho, o teor de gordura, situagédo do trato digestoério
no momento da captura, tipo de microbiota e temperatura de estocagem (AUBOURG
et al., 2007).

4.2 MICRORGANISMOS INDICADORES E PATOGENICOS EM ALIMENTOS

Os alimentos sao meios de cultura ideais para o desenvolvimento de
microrganismos. Os microrganismos patogénicos, ao contaminarem o alimento
podem causar danos a saude de quem o ingere. Outros, ndo causam doengas aos
seres humanos, mas s&o indicios de problemas de higienizagdo durante o
beneficiamento do produto (PRESCOTT; HARLEY; KLEIN, 2002; BASTI et al.,
2006).

As carnes, vermelhas e brancas, sao consideradas como
deterioradas se alteragbes organolépticas as tornam inaceitaveis para o consumo.
Em geral os efeitos da deterioragdo em carnes tornam-se evidentes quando o
nimero de microrganismos presentes na superficie atinge 106 UFC/cm?, ja com a
presenca de odores desagradaveis e na contagem de 10’ UFC/cm? é possivel
detectar os primeiros sinais de formacao de limo (FRANCO; LANDGRAF, 1996;
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JACKSON et al., 1997; GILL, 1998).

Os microrganismos indicadores de qualidade, ou o0s seus
metabdlitos, quando presentes no alimento, podem fornecer informagdes sobre a
ocorréncia de contaminagdo fecal, sobre a provavel presenca de patdégenos ou
sobre a deterioracdo potencial do alimento, além de indicarem condigdes sanitarias
inadequadas durante o processamento, producdo ou armazenamento (FRANCO;
LANDGRAF, 1996).

Microrganismos aerobios mesofilos apresentam crescimento 6timo
entre 20°C e 45°C. Todas as bactérias que afetam a qualidade do alimento se
multiplicam nesta faixa de temperatura. Os patdégenos, em sua maioria, sao
mesofilos (PRESCOTT; HARLEY; KLEIN, 2002; USDA, 2005). Sua contagem
fornece uma estimativa da populagéo microbiana total. S&o empregados para indicar
a qualidade sanitaria do alimento e, portanto dependendo das quantidades
demonstram a insalubridade deste (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Os microrganismos psicrotréficos sado capazes de crescer em
temperaturas semelhantes aquelas dos microrganismo mesofilos, mas podem se
multiplicar lentamente em temperaturas de refrigeracao (0°C e 7°C). Sao, portanto,
juntamente com os fungos, 0s principais responsaveis pela deterioragcdo de
alimentos refrigerados (JAY, 2000; PRESCOTT; HARLEY; KLEIN, 2002).

Sob refrigeracdo, os psicrotréficos geralmente apresentam fase lag
mais curta e velocidade de crescimento mais rapida do que os patdégenos, fazendo
com que os peixes se deteriorem antes que os patdgenos se multipliquem em niveis
consideraveis (ICMSF, 2005).

Bolores e leveduras podem predominar em alimentos se houver
condigdes favoraveis como pH acido, atividade de agua inferior a 0,94, temperatura
entre 25-28°C e substrato rico em carboidratos. Os vegetais sdao seu habitat
preferencial, por serem ricos em carboidratos, mas podem ainda ser encontrados em
solo, poeira, agua e insetos (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Bolores e leveduras ao deteriorarem o alimento provocam alteragdes
facilmente perceptiveis como producdo de muco, surgimento de pigmentos na
superficie, fermentagdo de agucares que produzem acidos, gases ou alcoois ou o
desenvolvimento de odores e sabores desagradaveis. A presenca destes
microrganismos pode representar risco a saude publica, ja que os bolores sao

capazes de produzir micotoxinas. Em alimentos frescos e refrigerados, baixas
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contagens de bolores e leveduras sdo normais (FRANCO; LANDGRAF, 1996; HUIS
in"t VELD, 1996).

Fungos desenvolvem-se facilmente nas instalagbes de plantas de
processamento, como paredes e teto, onde a umidade é alta e ha consideravel
condensagao. Podem se desenvolver até em refrigeradores, ja que toleram o frio
melhor que o calor (USDA, 2005).

Coliformes s&o membros da Familia Enterobacteriaceae. Sao
bacilos Gram negativos e ndo esporogénicos capazes de fermentar a lactose com
producdo de gas, quando incubados a 35-37°C, por 48 horas. Sdo representantes
deste grupo Escherichia coli, Enterobacter, Klebsiella e Citrobacter, ndo sendo todos
exclusivamente de origem fecal (JAY, 2000).

Distribuidos amplamente na natureza, esses microrganismos sao
encontrados no solo, agua, plantas e no trato intestinal de seres humanos e animais
e indica possivel contaminacgao por enteropatéogenos (FRANCO; LANDGRAF, 1996;
JAY, 2000). Sua presenga em agua e alimentos nio representa, necessariamente,
contaminagcao fecal, mas em alimentos processados indica contaminagao poés-
sanitizacdo ou pos-processamento, sugerindo higienizacao insatisfatéria na planta
de processamento (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001).

Coliformes termotolerantes, anteriormente denominados de
‘coliformes fecais”, s&o microrganismos da familia Enterobacteriaceae que
fermentam a lactose com produgdo de gas quando incubadas a 44-45,5°C.
Aproximadamente 90% das culturas de E. coli sdo positivas, enquanto entre os
demais géneros, apenas algumas cepas de Klebsiella e Enterobacter possuem essa
caracteristica (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Segundo Franco e Landgraf (1996), enquanto Klebsiella e
Enterobacter sdo encontrados em vegetais e solos, E. coli € o unico coliforme que
tem o trato intestinal do homem e de animais como habitat primario. Por essa razao,
sua enumeragdo em agua e alimentos é mais representativa como indicagado de
contaminagdo fecal. A principal origem €& agua contaminada e maos de
manipuladores mal higienizadas (FAO, 2004). Consequentemente, a presenga de
coliformes termotolerantes € muito mais significativa do que a presengca de
coliformes totais (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001).

Os estafilococos pertencem a familia Staphylococcaceae, sao cocos

Gram positivos que tendem a formar grupamentos em forma de cacho de uva,
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anaerobio facultativo e produtores de catalase. Amplamente distribuidos na natureza
tém habitat primario na pele, garganta e mucosa de animais e seres humanos
(VIEIRA, 2004).

A pesquisa de Staphylococcus aureus em alimentos pode ser feita
tanto para confirmar um surto de intoxicacdo alimentar como para avaliar a
qualidade higiénico-sanitaria dos processos de produgao de alimentos, ja que S.
aureus age como indicador de contaminagdo pos-processamento (SILVA;
JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001).

S. aureus causa intoxicagao devido a ingestdo da enterotoxina pré-
formada no alimento. Menos de 1,0 yg da toxina pode ser suficiente para gerar os
sintomas de intoxicacéo estafilocécica. Este nivel é alcangado quando a populagao
microbiana excede 10° UFC/g de alimento. Os sintomas mais comuns sdo nausea,
vémito, dor abdominal e, as vezes, diarréia. (USFDA, 1992a; FAO, 2004).

As enterotoxinas estafilocécicas sao classificadas sorologicamente
em SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED, SEE, SEG, SEH, SEIl e SEJ (CARMO et
al., 2002). Novas enterotoxinas estdo sendo estudadas como a SEK (ORWIN et al.,
2001), SEL (ORWIN et al., 2003), SEM, SEN, SEO (LOIR; BARON; GAUTIER, 2003)
e SEU (LETERTRE et al., 2003).

A presenca de estafilococos coagulase positiva em alimentos indica
a possivel presenca de enterotoxina, entretanto, a auséncia ou presenca de
pequeno numero deste microrganismo, sobretudo em alimentos processados
submetidos a tratamento térmico nao indica que estes produtos n&do possam causar
intoxicagdo (CUNHA NETO; SILVA; STAMFORD, 2002).

A ocorréncia de S. aureus em alimentos manipulados € comum,
sendo que a contaminagdo geralmente se origina no manipulador ou pela
contaminagao cruzada devido ao contato com equipamentos mal higienizados
(HERRERA, 2006).

Salmonelas apresentam-se como bastonetes curtos, Gram
negativos, ndo esporulados, sdo geralmente moéveis por flagelos peritriquios e
poucas linhagens fermentadoras de lactose sao encontradas. Possuem metabolismo
aerdbio ou anaerobio facultativo (PRESCOTT; HARLEY; KLEIN, 2002).

Salmonelose é a maior causa de doenca entérica em humanos e
animais (BRENNER et al., 2000). A nomenclatura para o género é complexa. A

classificagdo atual segue o esquema de Kauffmann-White, descrito por Popoff
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(2001), no qual o género Salmonella esta dividido em duas espécies, S. enterica e S.
bongori, sendo que a primeira ainda é subdividida em seis subespécies: entérica,
salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. As subespécies sao
adicionalmente qualificadas pelo sorotipo, tendo uma designagao final, por exemplo,
S. enterica subsp. enterica sorotipo Typhimurium. O género apresenta 2501
sorovares (POPOFF, 2001) e embora todos sejam considerados potencialmente
patogénicos para o homem, cerca de 200 estdo mais frequentemente relacionados
com doenca humana (BAIRD-PARKER, 1990). Os sorovares Enteritidis, Typhi e
Typhimurium estéo incluidos na espécie entérica, na qual se encontram a maioria
dos sorovares patogénicos.

O pH détimo para a multiplicacdo das salmonelas fica préximo de 7,0
sendo que valores superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 sdo bactericidas. Dependendo
da natureza do acido utilizado para a redugéo de pH, o valor minimo pode subir para
5,5. As salmonelas nao toleram concentragbes superiores a 9% NaCl e a
temperatura ideal para essas bactérias encontra-se na faixa de 35 a 37°C, sendo a
minima de 5°C e a maxima de 47°C (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Salmonella spp. tém sido freqlentemente associada ao trato
intestinal de animais de sangue quente, mas também isolada em animais de sangue
frio. Na Arabia Saudita, este microrganismo foi isolado do trato intestinal de tilapias
cultivadas em tanques escavados durante o inverno (AL-HARBI; UDDIN, 2004).

No Brasil, sdo poucos os estudos envolvendo a pesquisa de
Salmonella em peixes. Langoni et al. (2000) avaliaram a microbiota do conteudo
intestinal de 221 peixes de agua doce, sendo 77 criados em sistema extensivo e 144
em sistemas intensivos. No sistema extensivo os peixes eram alimentados com
fezes de suinos e aves, enquanto que no sistema intensivo eram alimentados com
racdo comercial. Foram isolados diferentes microrganismos do grupo das
enterobactérias, entre eles a Salmonella Thyphimurium em 2,28% dos peixes
criados no sistema extensivo e em 2,11% no sistema intensivo.

A resolugdo RDC n°12, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2001) define os critérios e
padrbées microbioldégicos para alimentos destinados a venda e a exportagao,
estabelecendo para pescados in natura, resfriados ou congelados a auséncia de
Salmonella spp. em 25g e maximo de 10° UFC/g para estafilococos coagulase

positiva.
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Os membros do género Listeria sdo bastonetes Gram positivos, nao
esporogénicos, catalase positivos e ndo produtores de H,S. Crescem numa ampla
faixa de temperatura (3-45°C), com 6timo entre 30-37°C, contudo, possuem a
capacidade de multiplicar-se em temperaturas de refrigeragéo, ja foram encontradas
inclusive em refrigeradores (AZEVEDO et al., 2005). Apresentam motilidade a 20-
25°C, com movimentos caracteristicos de tombamento, mas s&o imdveis quando
cultivadas a 37°C. Sao anaerobios facultativos, fermentando a glicose com produgéo
de &cido latico, sem producdo de gas (FRANCO; LANDGRAF, 1996; SILVA;
JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001; CLIVER; RIEMANN, 2002).

Atualmente o género é constituido de seis espécies: L. innocua, L.
welshimeri, L. seeligeri, L. gravyi, que sao consideradas apatogénicas, L.
monocytogenes, patogénica para humanos e animais e L. ivanovii, patogénica para
ruminantes (JAY, 2000; RAMASWAMY et al., 2007). Baseado no reconhecimento de
antigenos de superficie por anticorpos especificos, o género pode ainda ser dividido
em 16 sorovares e 13 desses sorovares ja foram verificados na espécie L.
monocytogenes (FRANCO; LANDGRAF, 1996; JAY, 2000). Aproximadamente 98%
das cepas isoladas em humanos pertencem aos sorovares 4b, 1/2a, e 1/2b. O
sorovar 4b é encontrado na maioria dos surtos alimentares enquanto que os
sorovares 1/2a, 1/2b e 1/2c estdo associados a casos esporadicos. Os sorovares 4a
e 4c sao raramente encontrados em surtos da doencga (LIU, 2006). As cepas de L.
monocytogenes isoladas de casos de encefalite em ovinos geralmente pertencem
aos sorovares 1/2b ou 4b, e os isolados de casos de septicemia e aborto sao
predominantemente do sorovar 1/2a (LOW; DONACHIE, 1997).

Tabela 2 — Sorovares do género Listeria.

L.monocytogenes L.ivanovii L.seeligeri L.innocua L.welshimeri L.gravyi
1/2a, 1/2b, 1/2c 1/2a, 1/2b, 1/2c 1/2a
3a, 3b, 3c 3
42(’:’425’ j:’ 4b, 4c, 4d 4ab 4c
5
6b 6a, 6b 6a, 6b
7 NT NT NT E

NT: nao-tipavel; E: especifico.

Fonte: Swaminathan et al. (1995).
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L. monocytogenes esta difundida no meio ambiente, fato que explica a
facilidade com que é encontrada em alimentos, desde a produgédo até o consumo.
Desde 1980 que L. monocytogenes é reconhecida como um patdégeno alimentar
(FRANCO, LANDGRAF, 1996). E uma bactéria ubiqua, com capacidade de se
desenvolver em condi¢des indspitas para outros microrganismos patogénicos. Pode
ser encontrada no intestino de humanos, animais e aves por longos periodos sem
causar doenga.

A ingestdo de alimentos contaminados com L. monocytogenes é
particularmente perigosa para gestantes, recém-nascidos e imunocomprometidos
de forma geral (FRANCO; LANDGRAF, 1996). Nos individuos dos grupos de risco
20 a 30 % dos casos de listeriose de origem alimentar podem ser fatais. Os
sintomas de listeriose incluem septicemia, meningite (ou meningoencefalite),
encefalite, vdmito e diarréia. Pode ocorrer gastroenterite em adultos, principalmente
pelo uso continuo de antiacidos e cimetidina. Em gestantes a doenga pode resultar
em aborto, prematuridade e bebés fracos ja que a L. monocytogenes € uma das
bactérias que ultrapassam a barreira placentaria (USFDA, 1992b).

O periodo de incubacdo deste patdgeno varia de um dia a algumas
semanas e a dose infectante de L. monocytogenes permanece desconhecida, mas
acredita-se que esta seja cepa e hospedeiro dependente. A dose de 100 UFC/g ja
foi encontrada em surtos esporadicos de listeriose (CLIVER; RIEMANN, 2002). L.
monocytogenes ja foi isolada de uma grande variedade de alimentos crus e prontos
para o consumo como carne, frango, frutos do mar (GUDBJORNSDOTTIR et al.,
2004), pescado (MIETTINEN; WIRTANEN, 2005), laticinios (FELDHUSEN, 2000) e
vegetais (de CURTIS, M. L.; FRANCESCHINI, O.; DE CASTRO, N. 2002).

Com o incremento da aquicultura, consumo de pescado processado ou
mesmo cru, pesquisas sobre a qualidade microbiolégica do pescado devem ser

intensificadas visando a seguranga do consumidor.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Pesquisar microrganismos indicadores e patogénicos no filé de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e em diferentes pontos do processamento no

frigorifico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a contaminacdo em filés de tilapia (O. niloticus) e na planta
de processamento por microrganismos aerdébios mesdofilos, coliformes totais, E. coli e
estafilococos coagulase positiva.

Identificar os principais pontos de contaminagdo na planta de
processamento.

Detectar a presenga de Salmonella spp. no filé de tilapia.

Realizar o isolamento, identificacdo e caracterizagado sorolégica de

Listeria spp. em diferentes pontos na planta de processamento e no produto final.



33

ARTIGO PARA PUBLICACAO

MICRORGANISMOS INDICADORES E PATOGENICOS NO FILE DE TILAPIA DO
NILO (OREOCHROMIS NILOTICUS) E EM DIFERENTES PONTOS DA PLANTA
DE PROCESSAMENTO.
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SILVA, Vanessa Gomes da. Pesquisa de microrganismos indicadores e
patogénicos no filé de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e em diferentes
pontos da planta de processamento. 2008. 58f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

RESUMO

A qualidade e a seguranga dos alimentos podem ser avaliadas através da pesquisa
e enumeracao dos microrganismos existentes no alimento. O objetivo deste
trabalho foi realizar a pesquisa de microrganismos indicadores e patogénicos em
filés de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e na planta de processamento de trés
frigorificos localizados no Parana. Foi efetuada a contagem de microrganismos
aerobios mesdfilos (AM), coliformes totais (CT), Escherichia coli, estafilococos
coagulase positiva (ECP) e a pesquisa de Salmonella spp e Listeria spp. Foram
coletadas amostras do setor de descamacao, evisceracao, toilet, embalagem e de
filés, totalizando 292 amostras. Para as analises de microrganismos indicadores foi
utilizado o Sistema Petrifim™ AC, EC e STX e para os microrganismos patogénicos
a metodologia preconizada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento. As médias logaritmicas da contagem por AM e CT foram de 3,77 e
0,68 UFC/cm? em equipamentos, 3,71 e 0,56 UFC/cm? nas instalacbes, 4,88 e 1,79
UFC/superficie em maos de manipuladores e 3,95 e 2,69 UFC/g no filé. E. coli e
ECP foram encontrados em cinco e quatro amostras provenientes da planta de
processamento, respectivamente. Nao houve diferenga significativa entre os
diferentes setores do frigorifico (p>0,05), exceto na contagem de coliformes totais
na agua de abastecimento e em uso e nas instalagbes dos setores de evisceragao,
toilet e embalagem. Salmonella spp. n&o foi encontrada em nenhuma amostra de
filé. Listeria spp. foi isolada em 5 amostras, sendo um isolado de L. innocua 6b e
quatro de L. monocytogenes 1/2c. As contagens de microrganismos indicadores nas
plantas de processamento sugerem falhas de higienizagdo e sanitizagdo e a
presenca de L. monocytogenes pode representar risco a saude do consumidor.

Palavras-chave: Pescado. Tilapia do Nilo. Frigorifico. Qualidade microbioldgica.
Salmonella spp. Listeria spp.
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SILVA, Vanessa Gomes da. Research of indicator and pathogenic
microrganisms in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) filets and in differente
sites in the processing plant. 2008. 58p. Dissertation (Master Degree in Animal
Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

ABSTRACT

The research of microorganisms may be employed to reflect the microbiological
quality of foods or their safety concerning foodborne pathogens. The purpose of this
study was to search for indicator and pathogenic microorganisms in Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) filets and in the processing plants in three slaughterhouses in
Parana, Brazil. The study comprised counts of aerobic mesophilic bacteria (AM), total
coliforms (TC), Escherichia coli (EC), coagulase-positive staphylococci (CPS) and
the detection of Salmonella spp. and Listeria spp. Samples from stunning and scaling
area, gutting, filleting, packaging and final products were collected, totalizing 291
samples. Petriflm™ plate system and the methodology recommended by the
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento was employed to make the
analyses. The means of contamination for AM and TC in equipments were 3,77
CFU/cm? and 0,68 CFU/cm?, in installations were 3,71 CFU/cm? and 0,56 CFU/cm?,
in workers’ hands were 4,88 CFU/surface and 1,79 CFU/surface and in final product
were 3,95 CFU/g and 2,69 CFU/g, respectively. E. coli and CPS were detected in five
and four samples, respectively, collected during processing. There was no statistical
difference (p>0,05) among the different areas in the slaughterhouses for AM and TC
counts but in total coliforms counts for water and installation sites (gutting, filleting
and packaging areas). Salmonella spp. were not detected in any filet samples.
Listeria spp. were detected in 5/291 samples analyzed, one L. innocua 6b and four L.
monocytogenes 1/2c. The results for indicator microorganisms in the processing
plants suggest faults in cleaning procedures and the presence of L. monocytogenes
may pose risk to consumers’ health.

Key words: Fish. Nile tilapia. Slaughterhouse. Microbiological quality. Salmonella
spp. Listeria spp.
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1 INTRODUCAO

Segundo Fitzsimmons (2000), a criagao de tilapias encontra-se amplamente
distribuida no mundo, podendo atingir uma producdo mundial de 1.500.000 t em
2010. Todas as tilapias comercialmente importantes pertencem ao género
Oreochromis e mais de 90% das tilapias cultivadas fora da Africa s&o tilapias do
Nilo (Oreochromis niloticus) (POPMA; MASSER, 1999). No Brasil, em 2004, a
aquicultura de agua doce produziu 180.730,5 t. O estado do Parana ocupa a sexta
posi¢cado nacional, com uma produgao de 16.558 t (9,16%), dos quais 11.921,5 t sdo
de tilapias (IBAMA, 2005).

A tilapia do Nilo destaca-se como uma das mais importantes, devido a sua
alta taxa de crescimento, adaptabilidade em diversas condi¢cbes e sistemas de
criacdo e boa aceitacdo pelo consumidor, principalmente pela excelente textura,
pelo sabor de sua carne e auséncia de espinhos intramusculares (KUBITZA, 2000;
BOSCOLO; HAYASHI; SOARES, 2001).

O pescado € considerado um alimento facilmente digerivel sendo que sua
composi¢cao quimica varia de acordo com a espécie, idade, sexo, meio ambiente,
época do ano, entre outros fatores. A composicdo do musculo do pescado pode
variar em: 16% a 21% de proteinas, 0,2% a 25% de lipidios, menos de 0,5% de
carboidratos, 1,2% a 1,5% de substancias inorgénicas e 66% a 81% de agua
(HUSS, 1995).

Devido a sua alta atividade de agua, composi¢gao quimica, teor de gorduras
insaturadas facilmente oxidaveis e, principalmente, ao pH préoximo da neutralidade,
0 pescado torna-se bastante suscetivel a deterioragdo microbiana, sendo
considerado um excelente meio de cultura para o desenvolvimento bacteriano
(FRANCO; LANDGRAF, 1996; PRESCOTT; HARLEY; KLEIN, 2002).

Com a morte do peixe a autdlise da musculatura é iniciada pela agcéo do
suco gastrico (JAY, 2000). Em seguida ha a produgdo de varios compostos
nitrogenados nao-protéicos, sendo os mais frequentes a trimetilamina, a amobnia e
os acidos volateis, que funcionardo como substrato para os microrganismos (HUSS,
1993; HUSS, 1995). Segundo Aubourg et al. (2007), a velocidade com que estas
alteragdes ocorrem depende da espécie do peixe, do tamanho, do teor de gordura,
da situagao do trato digestério no momento da captura, do tipo de microbiota e da

temperatura de estocagem. A atividade bacteriana € o fator que mais intensamente
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influencia a qualidade do pescado. (GRAM; HUSS, 1996).

Microrganismos indicadores fornecem informagdes sobre a presenca de
microrganismos patogénicos e deteriorantes assim como sobre as condi¢cdes
sanitarias durante o processamento, producdo ou armazenamento do alimento
(FRANCO; LANDGRAF, 1996; JAY, 2000).

As carnes, vermelhas e brancas, sdo consideradas como deterioradas se
alteragdes organolépticas as tornam inaceitaveis para o consumo. Em geral os
efeitos da deterioracdo em carnes se tornam evidentes quando o numero de
microrganismos mesdfilos presentes na superficie atinge 10° Unidades Formadoras
de Colbnias (UFC)/cm?, ja com a presenga de odores desagradaveis e com uma
contagem de 10" UFC/cm? é possivel detectar os primeiros sinais de formagado de
limo (FRANCO; LANDGRAF, 1996; JACKSON et al., 1997; GILL, 1998).

A enumeracao de coliformes é utilizada como indicador de contaminagao
ambiental e possiveis contaminagbes por microrganismos entéricos. Aerobios
mesofilos, psicrotroficos, bolores e leveduras tém importante influéncia sobre a vida
de prateleira dos alimentos sendo considerados os principais indicadores de
deterioragdo (AL-MOHIZEA et al., 1994). A contagem de estafilococos é mais
importante em alimentos manipulados caracterizando falhas nessa etapa
(FRANCO; LANDGRAF, 1996).

L. monocytogenes ja foi isolada de uma variedade de alimentos crus e
processados como carne bovina, suina, de frango, de cavalo, em pescado e frutos
do mar (IIDA et al., 1998; GUDBJORNSDOTTIR et al., 2004), laticinios
(FELDHUSEN, 2000) e vegetais (de CURTIS et al., 2002).

A resolugdo RDC n°12, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2001) define os critérios e padrdes
microbiologicos para alimentos destinados a venda e a exportagéo, estabelecendo
para pescados in natura, resfriados ou congelados a auséncia de Salmonella spp.
em 25 g e contagem maximo de 10° UFC/g para estafilococos coagulase positiva.

No Brasil, sdo poucos os estudos sobre a ocorréncia de microrganismos
indicadores e patogénicos em planta de processamento de tilapia do Nilo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as condi¢gdes higiénico-sanitarias das
plantas de processamento de tilapia do Nilo por meio da pesquisa de
microrganismos indicadores e patogénicos no pescado, nos equipamentos, nas

instalacdes, nos manipuladores e na agua de abastecimento.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAIS DE COLETA

Foram realizadas trés coletas, no periodo de julho de 2006 a setembro de
2007, em trés frigorificos processadores de tilapias, localizados no estado do
Parana. O frigorifico A situa-se na regido oeste do estado e possui Servigo de
Inspecao Federal (SIF). Os frigorificos B e C situam-se na regido norte do estado e
possuem Servigo de Inspegao Municipal (SIM).

As coletas foram realizadas durante o processamento do pescado e as
analises microbioldgicas efetuadas no Laboratério de Microbiologia Veterinaria e
Doencas Infecciosas e no Laboratério de Inspecédo de Produtos de Origem Animal
do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade Estadual de

Londrina.

2.2 PONTOS DE COLETA

Os estabelecimentos foram divididos conforme a area do processamento
em setores de descamacgao, evisceragao, toilet e embalagem. Em cada um desses
setores foram coletadas amostras de equipamentos, instalacbdes, maos de
manipuladores, agua, matéria-prima e produto final.

No setor de descamacao, presente apenas no Frigorifico A, era realizada a
insensibilizagdo do peixe por choque térmico, corte das guelras para a sangria e
retirada das escamas. Nos Frigorificos B e C, os peixes eram abatidos na area de
evisceragao por corte nas guelras e n&o era realizada a descamacao.

Os equipamentos amostrados foram: cubas de aco inoxidavel, caixas
plasticas, equipamento de filetagem, descamador, balanca, mesas, facas e alicates,
totalizando 103 amostras. De instalagdes foram amostrados camaras de gelo,
paredes, pisos e ralos, totalizando 77 amostras. Essas amostras foram compostas
por dois ou trés pontos distintos de superficie (dois pontos de 30cm? ou trés de 20
cm?), totalizando 60 cm?, exceto facas e alicates que foram amostrados em toda a
sua superficie.

De manipuladores foram coletadas 41 amostras de toda superficie das

maos e 22 amostras de agua de abastecimento e agua em uso, sendo cada
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amostra de 100 mL.

Dos peixes vivos foram coletadas 12 amostras e dos filés antes da
embalagem, nove. Para a coleta foi realizado esfregago de superficie, em areas de
50cm? em dois pontos distintos de 25 cm?. Do filé embalado destinado ao consumo
foram coletadas 27 amostras e mantidas em sua embalagem original.

A coleta das amostras de superficie foi efetuada, segundo recomendacéao
da ABNT (1998), com swabs e moldes estéreis, exceto as facas e alicates que
foram amostrados apenas com swab. Ainda, nos frigorificos as amostras coletadas
de superficie foram diluidas em 30 mL de 4gua peptonada estéril 0,1% (Biobras®).

Todas as amostras foram encaminhadas aos laboratérios em recipientes

isotérmicos com gelo reciclavel.
2.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS
2.3.1 Preparo das amostras

Das amostras de superficie, diluidas em agua peptonada e das amostras de
agua foram realizadas diluigbes decimais em salina estéril 0,85% para enumeragao
de microrganismos indicadores. Do produto final coletou-se 25 + 0,5g (pool de trés
filés) que foram diluidos em 225 mL de &agua peptonada (Biobras®) e
homogeneizadas em stomacher (ITR®) e igualmente realizadas diluicdes decimais
em salina estéril 0,85% para enumeragao de microrganismos indicadores.

Para a deteccdo de Salmonella spp. no produto final as amostras foram
diluidas e homogeneizadas em agua peptonada tamponada (Acumedia®). Para a
pesquisa de Listeria spp. foram utilizados 5 mL das amostras de superficie e agua e
5 g (pool de trés filés) do produto final diluidos e homogeneizados em 45 mL do
caldo de enriquecimento primario Universidade de Vermont modificado (UVM)
(Oxoid®).

2.3.2 Enumeracao de microrganismos indicadores

Para a enumeragao de microrganismos aerébios mesofilos (AM) utilizou-se
o Sistema Petrifilm™ AC, para coliformes totais e E. coli, o Sistema Petrifim™ EC e

para estafilococos coagulase positiva, o Sistema Petrifim™ STX, sendo inoculados
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1 mL de cada diluicado e incubadas conforme indicagao do fabricante.

As contagens obtidas foram padronizadas de acordo com a diluigao
empregada e a area amostrada e expressas em log UFC/mL, log UFC/cm?, log
UFC/g ou log UFC/superficie.

2.3.3 Deteccao de microrganismos patogénicos
2.3.3.1 Pesquisa de Salmonella spp.

A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada em 27 amostras do filé
embalado pronto para comercializagao.

As amostras, diluidas em agua peptonada tamponada foram incubadas a
35°C = 2°C por 20 a 24h. O enriquecimento seletivo foi realizado transferindo-se 0,5
mL de agua peptonada tamponada para 10 mL de Caldo Tetrationato (Acumedia®)
e 0,1 mL para 10 mL de Caldo Rappaport-Vassiliadis modificado (Acumedia®),
simultaneamente. Ambos foram entao incubados por 18 a 24 horas em banho-maria
a 42°C. Para o isolamento, aliquotas dos meios de enriquecimento seletivo foram
semeadas em Agar Verde Brilhante Sulfa (Acumedia®) e Agar XLT4 (Acumedia®) e
incubados a 35°C por até 48h (BRASIL, 2005).

2.3.3.2 Pesquisa de Listeria spp.

Para a pesquisa de Listeria monocytogenes foi empregada a metodologia
do United States Department of Agriculture/Food Safety and Inspection Service
(USDA/FSIS) para produtos carneos e amostras ambientais, com modificagao
quanto ao volume e peso da amostras utilizadas no enriquecimento primario, 5 mL
ou 5 gem 45 mL de UVM.

As amostras, previamente preparadas em caldo UVM foram incubadas por
22h £ 2h a 30°C = 2°C. Posteriormente, 1 mL do Caldo UVM foi transferido para 10
mL de Caldo Fraser (Acumedia®) e incubado por até 48 + 2h a 35°C + 2°C. Em
seguida, as amostras consideradas positivas (escurecimento do meio) foram
semeadas em Agar Oxford Modificado (Acumedia®) e incubadas por até 48h + 2h a
35°C = 2°C. As placas com colbnias pequenas (aproximadamente 1 mm) e

rodeadas por uma area escura devido a hidrolise da esculina foram consideradas
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positivas e cinco destas foram entdo semeadas em agar soja triptona (Biobras®)
suplementado com extrato de levedura (Biobras®) por 22h + 2h a 35°C + 2°C. As
amostras positivas para Listeria spp. foram submetidas as analises de coloragao de
Gram, prova da catalase, verificagdo de hemodlise em agar sangue, fermentacao de
agucares (manitol, ramnose, xilose e destrose) com incubagao por 7 dias a 35°C %
1°C e prova de motilidade em agar semi-sélido com incubagao por 7 dias a 25°C %
1°C.

Para a confirmagé&o e sorotipagem, as amostras foram enviadas para o

Laboratdrio de Zoonoses Bacterianas, no Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ — RJ.
2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das analises dos microrganismos pesquisados foram
convertidos em logqo, € varios parametros estatisticos foram calculados utilizando-
se analise de variancia (ANOVA) e calculo das médias pelo teste “t” de Tuckey com
p <0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A média logaritmica das contagens de microrganismos aerébios mesdfilos
(CMAM) em equipamentos foi de 3,77 UFC/cm? e 5,66 UFC/superficie (Tabela 3).
Apesar de nao ter havido diferenga significativa (p>0,05) entre as contagens dos
equipamentos da area de descamacdo, evisceracdo e toilet, na area de
evisceracao, o alicate e as facas, e na area de toilet, as facas e as caixas plasticas,
apresentaram as contagens mais elevadas (Tabela 5).

No frigorifico A, o setor de toilet ndo era abastecido com agua corrente e,
portanto as facas ndo eram lavadas durante o processamento, somente no inicio e
no final do turno. Alicates para retirada do couro s6 eram usados pelo frigorifico C e,
apesar do uso continuo de agua no setor de evisceragdo, ndo ocorria a lavagem
dos alicates nesta etapa do processamento. Esta pratica facilita o acumulo de
matéria organica e microrganismos, o que pode explicar as CMAM encontradas.

Nas amostras das instalagdes a média logaritmica das CMAM foi de 3,71
UFC/cm? (Tabela 3). A média logaritmica da CMAM nos ralos da area de
descamacgao e da area de embalagem foi de 6,07 UFC/superficie. Nestes setores,
os ralos do setor de descamacao apresentaram contagem maxima de 7,97
UFC/superf. verificada no Frigorifico A. Nao houve diferenca significativa (p>0,05)
nas contagens encontradas nas instalagées das diferentes areas. Salienta-se que
em quase todos os pontos amostrados em equipamentos e instalacbes o valor
maximo esteve acima de 6,0 log UFC/cm? ou UFC/superficie. Somente o piso do
setor de embalagem apresentou média inferior a 4 log UFC/cm?2. Na Tabela 6 estao
descritas as médias dos pontos mais contaminados nas instalagdes das plantas de
processamento.

Ralos e pisos podem representar, além de ambientes propicios para o
desenvolvimento de microrganismos, importantes fontes de manutengcdo e
propagacao de microrganismos ja que a higienizagdo com agua sob presséo pode
ocasionar a suspensdo dos microrganismos em goticulas e dissemina-los para
outras areas da planta de processamento (BARROS, 2005).

Gill (1998) considera que superficies visivelmente limpas ainda podem
apresentar contagens totais de 10 a 10° UFC/cm2 Hood e Zottola (1995)
consideram contagens a partir de 10* UFC/cm? suficientes para a formacdo de

biofilmes.
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A média logaritmica da CMAM nas amostras de agua de abastecimento foi
de 3,28 UFC/mL e de agua em uso de 4,39 UFC/mL, diferenga nao significativa
(p>0,05) (Tabela 3). O Regulamento de Inspecgéo Industrial e Sanitaria de Produtos
de Origem Animal (BRASIL, 1952) preconiza para estabelecimentos de produtos
de origem animal destinados a alimentagdo, um limite maximo de 500 UFC/mL de
microrganismos aerobios mesdfilos, o que evidencia a ma qualidade da agua
utilizada no processamento do pescado.

N&o houve diferencga significativa (p>0,05) nas médias das CMAM das méaos
dos manipuladores dos diferentes setores, entretanto a média mais elevada foi
evidenciada no setor de toilet, 5,34 UFC/superficie com contagem maxima de 6,88
UFC/superficie, obtida no Frigorifico A (Tabela 3). No setor de toilet deste frigorifico
nao havia o fornecimento constante de agua corrente e, portanto ndo havia também
a pratica de higienizagdo das maos durante o processamento, o que pode justificar
as altas contagens. Manipuladores sao considerados importantes fonte de
incorporagao de microrganismos em alimentos durante o processamento.

Temelli et al. (2006) obtiveram CMAM de 2,67, 2,99 e 5,48 UFC/cm? nos
equipamentos (tesouras, garfos e mesas de evisceragao, respectivamente) e 5,73
UFC/cm? em maos de manipuladores em planta de processamento de moluscos.
Os autores consideraram estas contagens muito elevadas e apontaram os
equipamentos e as maos de manipuladores como fontes de contaminacao.

As médias logaritmicas das CMAM nas amostras coletadas de peixes vivos
(3,48 UFC/cm?), filés no setor de embalagem (3,01 UFC/cm?) e filés embalados
(3,95 UFC/g), ndo apresentaram diferenga significativa (p>0,05) (Tabela 3). A média
mais elevada, verificada nos filés embalados prontos para comercializagao,
demonstrou a possivel incorporagdo de microrganismos a partir das instalagdes,
equipamentos e manipuladores.

Belchior e Pucci (2000) pesquisando a qualidade microbiologica de filés de
merluza durante as diferentes fases de processamento relataram contagem de
bactérias aerdbias mesdfilas mais reduzida no peixe conservado na camara
frigorifica antes do processamento e aumento durante as fases de filetagem e de
embalagem.

Chytiri et al. (2004) avaliaram a carga microbiana total em trutas, e
encontraram contagens de 2,5 log UFC/cm? em peixe ndo eviscerado e 3,8 log

UFC/cm? em pescado recém filetado. Segundo os autores esse aumento esta
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associado a contaminacédo cruzada durante o processamento devido ao contato
com o0s varios equipamentos usados (tdbuas de corte, facas), com os
manipuladores e gelo utilizado durante a insensibilizagdo dos peixes.

Olafsdottir et al. (1997) consideram que peixes inteiros ndo eviscerados e
filés apresentam uma contagem de microrganismos viaveis em torno de 10% — 10°
UFC/g. Gram e Huss (1996) consideram para um pescado fresco de alta qualidade
contagens obtidas em sua superficie entre 3 a 4 log UFC/g.

De acordo com a literatura, niveis de contaminacao por aerébios mesofilos
de 10% a 10° UFC/cm? em carnes indicam que o abate ocorreu em condicdes
higiénicas e acima de 10° em condicdes insatisfatorias (GILL, 1998).
Contaminaces de carne em torno de 10° UFC/cm? podem indicar processo de
deterioragdo com odor desagradavel e comprometimento da vida de prateleira, e a
partir de 10" UFC/cm? pode ser evidenciada limosidade (FRANCO; LANDGRAF,
1996; GILL, 1998). Neste trabalho das 15 amostras de filés embalados, trés
apresentaram contagens acima de 6,0 log UFC/g e a contagem maxima foi de 7,79
UFC/g o que pode indicar deterioragdo e reducdo no tempo de prateleira destas
amostras.

A média logaritmica das contagens de coliformes totais (CCT) em
equipamentos foi de 0,68 UFC/cm? e 2,63 UFC/superficie (Tabela 4). Nado houve
diferenga significativa (p>0,05) entre as contagens dos equipamentos da area de
descamacao, evisceracao e toilet. O alicate no setor de evisceragao e as facas no
setor de toilet foram os mais contaminados com médias de 3,42 UFC/superficie e
2,63 UFC/superficie, respectivamente (Tabela 5).

Nas amostras das instalagcbes a média logaritmica da CCT foi de 0,56
UFC/cm? e 2,66 UFC/superficie (Tabela 4). A média da CCT no setor de
evisceracao foi significativamente (p<0,028) mais elevada quando comparada aos
setores de toilet e embalagem. Os ralos do setor de embalagem do frigorifico C
foram os mais contaminados com média de 3,40 UFC/superficie (Tabela 5). Os
frigorificos A e B ndo possuiam ralos neste setor.

As amostras de agua de abastecimento e da agua em uso apresentaram
média de CCT de 0,31 UFC/mL e 1,72 UFC/mL (p=0,002), respectivamente (Tabela
4).

As méaos dos manipuladores apresentaram meédia logaritmica de CCT de

1,79 UFC/superficie, com niveis maximos de 3,79 (Tabela 4). Os manipuladores do
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setor de evisceragao apresentaram o maior indice de contaminagédo com média de
2,22 log UFC/superficie. A média mais reduzida foi verificada no setor de
embalagem. N&o houve diferenga (p>0,05) entre as médias da contagem nos
manipuladores dos diferentes setores.

O peixe antes do abate apresentou média logaritmica de CCT de 0,65
UFC/cm?, o filé no setor de embalagem, 0,48 UFC/cm? e o filé embalado, destinado
ao consumo, média de 2,69 UFC/g (Tabela 4). Estes resultados sugerem a
incorporacdo de coliformes totais durante o processamento, apesar das medidas
de amostragem serem diferentes.

Bianchini et al. (1999), na Costa Rica, analisaram 135 amostras de pescado
fresco filetado e obtiveram CCT de 10% a 10’ UFC/g e contagem de coliformes
termotolerantes 10° a 10° UFC/g e relataram que estes dados mostram a baixa
qualidade do produto e indicam contaminagao por manipuladores, agua, instalagées
e equipamentos mal higienizados.

Morales et al. (2004), também na Costa Rica, verificaram que 74% dos filés
de tilapia analisados apresentaram CCT superiores a 10° UFC/g e consideraram a
qualidade microbiolégica dos filés inaceitavel ja que 58% das amostras foram
positivas para coliformes termotolerantes com contagens acima de 5 x 10> UFC/g
(2,69 log UFC/g), limite estabelecido pelo ICMSF.

E. coli foi isolada nos Frigorificos A e B, em 5/248 amostras positivas para
coliformes totais. E. coli foi encontrada em quatro amostras do setor de evisceracao,
sendo trés de maos de manipuladores com contagens de 2,65, 2,57 e 2,78 log
UFC/superficie e uma amostra de facas com contagem de 2,71 log UFC/superficie.
Uma amostra de agua em uso apresentou contagem de 1,30 log UFC/mL. E. coli
nao foi isolada da agua de abastecimento e das amostras de peixes vivos, o que
sugere equipamentos e manipuladores como possiveis fontes de contaminacgao.
Este microrganismo n&do esta presente na microbiota dos peixes e, portanto a
matéria-prima torna-se uma improvavel fonte de contaminagéo para o produto final.
Mesmo nao tendo sido isolado nos filés embalados para comercializagdo, a
presenca de E. coli na planta de processamento possibilita a sua incorporagéo ao
produto final.

Temelli et al. (2006), em plantas de processamento de moluscos, relataram
o isolamento de E. coli em equipamentos e manipuladores e sugeriram possiveis

falhas de higienizacao nas plantas.
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Estafilococos coagulase positiva foram isolados nos Frigorificos B e C, de
4/291 amostras. Na mesa, piso € maos de manipulador do setor de evisceragao, as
contagens obtidas foram 1,48 log UFC/cm? 0,93 log UFC/cm?* e 3,42 log
UFC/superficie, respectivamente, e uma amostra em méos de manipulador no setor
de toilet com contagem de 2,29 log UFC/superficie. No filé embalado ndo foram
isolados estafilococos coagulase positiva. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) estabelece para pontos de comercializag&o, limite maximo de
10° UFC/g de estafilococos coagulase positiva, para pescado in natura, resfriado ou
congelado ndo consumido cru (BRASIL, 2001).

No estudo realizado por Basti et al. (2006), S. aureus nao foi isolado de
peixes recém-capturados e de peixes cultivados, indicando que ndo é parte da
microbiota de pescados. Portanto, a presenca deste microrganismo em pescados
crus e derivados € devido a contaminagdo durante a captura e/ou subsequente
processo de manipulagdo sem a higiene adequada.

Simon e Sanjeev (2007) pesquisaram Staphylococcus aureus em pescado e
manipuladores de industria e relataram que 62% dos manipuladores eram
portadores de S. aureus, dos quais 28% eram cepas enterotoxigénicas. Dentre os
produtos analisados 17% estavam contaminados com S. aureus, dos quais 41%
eram enterotoxigénicos. Foram caracterizadas as enterotoxinas SEA, SEB e SEC.
Os autores afirmaram que a contaminacdo do produto ocorre pelo manuseio e
estocagem inadequados, e enfatizaram a necessidade de adogdo de medidas
sanitarias mais rigorosas.

A ocorréncia de S. aureus em alimentos manipulados € comum, sendo que
a contaminagdo geralmente se origina no manipulador ou pela contaminagao
cruzada devido ao contato com equipamentos mal higienizados (HERRERA, 2006).

Em nenhuma amostra de filé embalado foi isolada Salmonella spp. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece para pontos de
comercializagdo, a auséncia de Salmonella spp. em 25 g de pescado in natura,
resfriado ou congelado ndao consumido cru (BRASIL, 2001).

Davies et al. (2001) e Basti et al. (2006), em estudo com peixes, nao
isolaram microrganismos do género Salmonella na microbiota de pescados e
sugerem que a presenga de Salmonella spp. em pescados seja devido a falta de
controle e higiene durante a manipulagdo. Além disso, Pilarski et al. (2004)

avaliaram o musculo de carpas cultivadas em viveiros fertilizados com dejetos de
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suinos e fertilizados com ragao comercial e ndo encontraram Salmonella spp. em
nenhuma amostra analisada.

Cinco amostras (1,72%) das 291 pesquisadas foram positivas para Listeria
spp. das quais quatro foram identificadas como L. monocytogenes e uma como
L. innocua. As amostras de L. monocytogenes foram isoladas somente em uma
coleta, no Frigorifico A, das méaos e faca de um manipulador, caixa plastica do setor
de toilet e do filé de tilapia embalado (Tabela 6).

Chiarini (2007) afirma que em locais mais limpos da industria onde a
presenca de microrganismos competidores € menor, e em temperaturas mais
amenas a L. monocytogenes encontra condi¢cdes favoraveis a sua sobrevivéncia e
multiplicagdo. No presente estudo os isolamentos de L. monocytogenes ocorreram
no setor de toilet que apresentou CMAM e CCT sem diferenga significativa (p>0,05)
quando comparadas aos outros setores das plantas de processamento.

L. monocytogenes pode contaminar todo o ambiente da planta de
processamento desde a matéria-prima até o produto final e persistir mesmo apés a
higienizagdo (GUDMUNDSDOTTIR et al., 2005).

Varios estudos mostram que a incorporagao de Listeria spp. ao produto final
ocorre principalmente pelo contato com equipamentos e manipuladores
contaminados e menos freqlientemente pela matéria-prima contaminada (RORVIK
et al.,, 1995; AUTIO et al., 1999; FONNESBECH VOGEL et al., 2001; BARROS et
al., 2004; GUDBJORNSDOTTIR et al., 2004).

Medrala et al. (2003), na Polbnia, isolaram em uma planta de
processamento, no periodo de um ano, 36/177 amostras de L. monocytogenes em
filé de linguado cru, filé empanado congelado e de diversos pontos da planta de
processamento. Os autores enfatizam que ha necessidade do desenvolvimento de
um esquema de sanitizagdo voltado para Listeria a fim de evitar a sua persisténcia
na planta de processamento.

Gudbjornsdéttir et al. (2004), na lIslandia, no periodo de 1998 a 1999,
pesquisaram L. monocytogenes em cinco plantas de processamento de frutos do
mar, e isolaram a bactéria em 154/1180 amostras da planta de processamento e
produto final. O produto final cru estava mais contaminado que a matéria-prima.
Esses resultados indicam que a contaminagdo ocorre e aumenta durante o
processamento.

Bianchini et al. (1999), pesquisaram pescado fresco filetado em peixarias de
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Sao José na Costa Rica e encontraram em um total de 135 amostras, 88 (65,2%)
positivas para Listeria spp., das quais 46 (52,3%) positivas para L. monocytogenes.

As quatro amostras de L. monocytogenes isoladas pertencem ao sorogrupo
1 e sorovar 1/2c (Tabela 6).

Gianfranceschi et al. (2003) examinaram no periodo de 1990 a 1999 na
Italia, 280 amostras de peixes e derivados e isolaram L. monocytogenes em 78
(27,9%), com predominancia dos sorovares 1/2a (44,8%), 4b (30,8%) e 1/2b
(10,3%). O sorovar 1/2c foi detectado em uma amostra.

Vitas et al. (2004), no norte da Espanha, investigaram um total de 3685
amostras de alimentos, a ocorréncia maior de L. monocytogenes foi verificada em
carne de aves (36,1%) e salmao defumado (28,0). Do total de 307 amostras de L.
monocytogenes isoladas, 121 pertenceram ao sorovar 1/2a, 71 ao 4b/4bx, 58 ao
1/2c e 53 ao 1/2b. Nas amostras de salmao nao foi isolado o sorovar 1/2c.

Latorre et al. (2007) pesquisaram 5.788 amostras de alimentos no periodo
de 1993 a 2004 na ltalia, destas 121 (2,1%) apresentaram L. monocytogenes. A
maior incidéncia foi em salméo defumado (10,6%) e carne de aves (8,5%). Em 154
amostras de frutos do mar frescos nao foi isolado L. monocytogenes. Os sorovares
mais comuns foram 1/2a (32,8%), 1,2c (32,8%), 1/2b (13,5%) e 4b (11,5%).

Basti et al. (2006) relatam a ocorréncia de L. monocytogenes sorovar 1/2a e
1/2b em 10,2% de carpas prateadas (H. molitrix) cultivadas.

Doumith et al. (2004) citaram que apesar de todos os sorovares de L.
monocytogenes serem potencialmente capazes de causar doengas em humanos,
os sorovares 1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b sao responsaveis por 98% dos casos. Jacquet et
al. (2002) ao comparar estatisticamente amostras de origem alimentar e amostras
de origem humanas sugerem que, se existir um sorovar atenuado ou avirulento para
humanos, este esta associado ao 1/2c. Segundo Vitas et al. (2004) o sorovar 1/2¢
n&o foi isolado de listeriose humana de origem alimentar.

L. innocua 6b foi isolada em uma amostra de piso no setor de evisceracao
do Frigorifico C. A presenga de uma espécie de listeria ndo patogénica em
determinado ambiente pode ser indicativa da ocorréncia de L. monocytogenes, e a
L. innocua poderia ser um bom indicador para esse patdégeno (SLADE, 1992).

Esta espécie é considerada apatogénica para o homem (ALLERBERGER,
2003), no entanto, um caso fatal por L. innocua em uma mulher por bacteremia ja
foi relatado (PERRIN; BERNER; DELAMARE, 2003).
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A legislacao brasileira ndo estabelece limites para L. monocytogenes em
carnes e produtos carneos. Alguns paises tém estabelecido limites legais e padrdes
para este patégeno em alimentos (Unido Européia, 2005; CANADA, 2005). O
governo dos Estados Unidos estabelece auséncia do microrganismo em 50g de

alimento, sendo considerada a legislagao mais rigida (JAY, 2000).
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Tabela 3 — Médias logaritmicas das contagens de microrganismos aerobios meséfilos em
amostras de equipamentos, instalagdes, manipuladores, agua, matéria-prima e
produto final colhidas nos diferentes setores de trés frigorificos de peixes
localizados no Parana, Brasil.

. .. Desvio Erro L, , .
Amostras?? n Média Minimo Maximo

padrdo padréo
EQUIPAMENTOS

descamacao 5 432 1,30 0,58 3,28 6,55 UFC/cm?
evisceragao 28 3,48 1,08 0,20 1,70 5,84 UFC/cm?
toilet 26 3,51 1,46 0,29 1,20 6,15 UFC/cm?
subtotal 59 3,77 1,28 0,36 1,20 6,55 UFC/cm?
evisceragao 11 5,51 1,00 0,30 4,40 7,26  UFC/superf
toilet 11 5,82 1,08 0,33 4,36 7,39  UFC/superf
subtotal 22 566 1,04 0,31 4,36 7,39  UFC/superf
INSTALACOES
evisceragao 16 3,95 1,49 0,37 1,49 6,11  UFC/cm?
toilet 16 3,76 1,50 0,37 1,22 5,67 UFC/cm?
embalagem 7 341 097 0,37 2,26 4,70 UFC/cm?
subtotal 39 3,71 1,33 0,37 1,22 7,97 UFC/cm?
descamacgao 6 6,72 1,35 0,55 4,43 7,97  UFC/superf
embalagem 2 542 1,96 1,39 4,03 6,81  UFC/superf
subtotal 8 6,07 1,66 0,97 4,03 7,97  UFC/superf
MANIPULADOR (mé&o)
evisceragao 10 5,15 1,45 0,46 1,41 6,41 UFC/superf
toilet 14 534 0,80 0,22 4,30 6,88  UFC/superf
embalagem 7 416 1,16 0,44 2,69 5,80 UFC/superf
subtotal 31 488 1,14 0,37 1,41 6,88 UFC/superf
AGUA
abastecimento 7 328 1,29 0,49 1,28 495 UFC/mL
em uso 8 439 1,33 0,47 3,00 6,67 UFC/mL
subtotal 15 3,84 1,31 0,48 1,28 6,67 UFC/mL
PRODUTO
peixe 11 3,48 0,51 0,15 2,75 4,33 UFC/cm?
filé 8 3,01 0,95 0,34 2,03 4,91 UFC/cm?
subtotal 19 3,24 0,73 0,24 2,03 4,91 UFC/cm?
filé embalado 15 3,95 1,86 0,48 2,34 7,79 UFC/g
TOTAL 208
! p>0,05.

2 somente unidades de amostragem iguais foram comparadas entre si.
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Tabela 4 — Médias logaritmicas das contagens de coliformes totais em amostras de
equipamentos, instalagdes, manipuladores, agua, matéria-prima e produto final
colhidas nos diferentes setores de trés frigorificos de peixes localizados no
Paran4, Brasil.

. .. Desvio Erro L, , .
Amostras? n Média Minimo Maximo

padrdo padréo
EQUIPAMENTOS

descamacao 4 0,63 0,43 0,21 0,00 0,95 UFC/cm?
evisceragao 34 0,73 0,79 0,14 0,00 2,43 UFC/cm?
toilet 32 0,67 0,63 0,11 0,00 1,68 UFC/cm?
subtotal 70 0,68 0,61 0,15 0,00 2,43 UFC/cm?
evisceragao 11 2,63 1,36 0,41 0,00 3,96 UFC/superf
toilet 12 2,63 1,27 0,37 0,00 3,73  UFC/superf
subtotal 23 2,63 1,31 0,39 0,00 3,96 UFC/superf
INSTALACOES
eviscerag&o® 25 0,98 1,11 022 0,00 3,11 UFC/cm?
toilet® 22 0,40° 0,70 0,15 0,00 1,98 UFC/cm?
embalagem? 16 0,32° 0,59 0,15 0,00 1,46 UFC/cm?
subtotal 63 0,56 0,80 0,17 0,00 3,11  UFC/cm?
descamacao 4 193 2,22 1,11 0,00 3,86  UFC/superf
embalagem 2 340 0,82 0,58 2,82 3,98  UFC/superf
subtotal 6 2,66 1,52 0,85 0,00 3,98  UFC/superf
MANIPULADOR (méao)
evisceragao 12 2,22 1,40 0,40 0,00 3,79  UFC/superf
toilet 13 2,05 1,44 0,40 0,00 3,27  UFC/superf
embalagem 7 109 137 0,52 0,00 2,73  UFC/superf
subtotal 32 1,79 1,40 0,44 0,00 3,79  UFC/superf
AGUA
abastecimento® 13 0,31 0,77 0,21 0,00 2,10 UFC/mL
em uso® 7 1,72° 0,94 0,36 0,00 2,62 UFC/mL
subtotal 20 1,02 0,85 0,28 0,00 262 UFC/mL
PRODUTO
peixe 11 0,65 0,63 0,19 0,00 1,65 UFC/cm?
filé 8 048 0,45 0,16 0,00 1,16  UFC/cm?
subtotal 19 0,57 054 0,18 0,00 1,65 UFC/cm?
filé embalado 15 2,69 0,53 0,14 2,00 3,97 UFC/g
TOTAL 248

' somente unidades de amostragem iguais foram comparadas entre si.
2 p=0,028. Letras diferentes indicam médias diferentes.

% p=0,002. Letras diferentes indicam médias diferentes.
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Tabela 5 — Médias dos principais pontos de contaminagdo por microrganismos aerébios
mesdfilos e coliformes totais em equipamentos e instalagdes nos diferentes
setores de plantas de processamento de trés frigorificos de peixes localizados
no Parang, Brasil.

SETOR

EQUIPAMENTOS

AEROBIOS COLIFORMES

MESOFILOS  TOTAIS
DESCAMACAO descamador 4,91 0,87 UFC/cm?
cuba de aco inoxidavel 3,92 0,39 UFC/cm?
EVISCERACAO alicate 6,36 3,42 UFC/superf.
facas 5,19 2,33 UFC/superf.
TOILET facas 5,82 2,63 UFC/superf.
caixa plastica 5,20 0,98 UFC/cm?
INSTALACOES
DESCAMACAO ralo 6,72 1,93 UFC/superf.
EVISCERACAO ralo 5,10 1,72 UFC/cm?
piso 4,30 1,18 UFC/cm?
TOILET ralo 4,89 0,15 UFC/cm?
piso 4,26 0,88 UFC/cm?
EMBALAGEM ralo 5,42 3,40 UFC/superf.
piso 3,41 0,64 UFC/cm?

Tabela 6 — Sorovares de Listeria spp. identificados em amostras obtidas de diferentes
setores de plantas de processamento e no filé embalado de trés frigorificos de

peixes localizados no Parana, Brasil.

Espécie Sorovar Origem
L. innocua 6b piso (evisceragao)
L. monocytogenes 1/2¢c caixa plastica (toilet)
L. monocytogenes 1/2¢ ma&o de manipulador (toilet)
L. monocytogenes 1/2¢ faca (toilet)
L. monocytogenes 1/2¢ filé de tilapia embalado
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4 CONCLUSAO

Os principais pontos de contaminagdo por microrganismos aerobios
mesofilos e coliformes totais foram facas, alicates, pisos, ralos e maos de
manipuladores.

As contagens de aerdbios mesodfilos e coliformes totais no peixe antes do
abate, o seu aumento no filé durante o processamento e no filé embalado indicam
incorporagao microrganismos durante o processamento.

O isolamento de Listeria monocytogenes em diferentes pontos da planta de
processamento e do produto final sugere risco a saude do consumidor e indica a
necessidade de legislagao propria para este microrganismo no pescado.

A auséncia de Salmonella spp. e estafilococos coagulase positiva assim
como as médias das contagens de microrganismos aerobios mesofilos, coliformes
totais e auséncia de E. coli no filé sugerem qualidade microbioldgica satisfatoria,
mas dependendo das condi¢des de estocagem, transporte e comercializagao
podera ocorrer diminuicdo na qualidade e comprometimento da vida de prateleira do

produto final.
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