ESTUDO SOBRE A PRESENCA DE Staphylococcus e Salmonella EM FILES
DE PESCADO CONGELADOS PARA CONSUMO NO RIO DE JANEIRO*
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Sworse~- A qualidade sanitiria dos filés de
. do Grande Rio foi estudada através do exame

comerciais. Staphylococcus coagulase positiva foi encontrade em 17 amostras (de oito mar-

cas), mas apenas quatro apresentaram contagens supetiores a 100 Staphylococcus por grama.

A fagotipagem das culturas obtidas desse microrganismo revelou os seguintes tipos: 33,
- 8/47/53/54/75, 53/54, 3C/55, 29/52/52A/80/42D/84, 3A, 81, 81/6, 29/81, 79 e 29/32.

A presenga de Salmonella ndo foi constatada em nenhuma das amostras.

INTRODUCAD

A contaminagio dos alimentos antes do aparecimento
da pasteurizacio e da obrigatoriedade da inspeciio sa-
nitiria dos produtos de origem animal era fregiiente,
sendo comum a transmissio de enfermidades através do
leite, da came, do pescado e de outros produtos.

Segundo Jay (1970), entre as causas importantes no
aparecimento de surtos de intoxicagio alimentar estio as
condicdes higiénico-sanitirias empregadas na manipula-
c¢io dos alimentos em fibrica. Tal fato influi decisi-
vamente na quantidade e na qualidade dos microrga-
nismos presentes nos alimentos industrializados. O mes-
mo autor faz referéncias a pesquisadores ingleses que
responsabilizaram alimentos com altas contagens de mi-
crorganismos (acima de 107 cels/g} como causadores de
intoxicagdes. Entretanto, Elliot ¢ Michener (1961), ana-
lisande amostras de carne, e embora encontrande bai-
xas contagens de vidveis totais, evidenciaram a presen-
ca de Salmonella causando infecgdes alimentares. Vé-se,
entio, que somente a quantidade total de microrganis-
mos presentes nos alimentos ndo fornece um quadre
real da situagdo microbiolégica dos mesmos, sendo im-
portante, portanto, a pesquisa de bactérias responsiveis
por toxinfecgdes alimentares.

Entre os produtos da pesca que sofrem manipulagio,
segundo Nickerson e Goldblith (1964), os filés de pes-
~ cado apresentam contaminagio que depende diretamen-
te das condigbes higiénico-sanitirias aplicadas na fileta-
gem e nas operagdes subsegilentes.

Dack (1962) informa que a producio de toxina pelas
" cepas de Staphylococcus ocorre durante a sua multi-
plicagio nos alimentos, e esses sio considerados como
causadores de intoxicagfes quando contém cerca de 10°
Staphylococcus por grama,
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Eescado congelados comercializados na 4rea
acteriolégico de 34 amostras, de 10 marcas

Allison (1949) sugeriu um nimero minimo de 500.000
Staphylococcus por grama para que um alimento possa
ser julgade como causador de intoxicagio.

A presenga de qualquer sorotipo de Salmonellg em ali-
mentos é potencialmente perigosa como fonte de en-
fermidades para o homem. No que diz respeito 4 guan-
tidade, para ocorrer infecgio é necessiria a ingestio de
certo nimero desses microrganismos (Hobbs 1970).

. Elliot e Michener (1961) propuseram para pescado
os seguintes limites: 100 Staphylococcus por grama e
auséncia de Salmonella.

Nickerson et al. (1962) examinaram 78 amostras de
filés de pescado congelados abrangendo 24 cidades dos
USA e verificaram que 19% destas continham 50,000
células de microrganismos por grama e gue apenas duas
estavam contaminadas por Stephylococcus coagulase po-
sitiva. A presenca de Salmonella foi detectada em so-
mente uma amostra.

Kalligeris (1984), verificando as condigGes microbio-
légicas de 31 amostras de filés de pescado congelados
coletados no comércio francés, constatou que 45% das
mesmas estavam contaminadas com 10 a 100 Staphylo-
coccus coagulase positiva por grama, Isolou um total de
140 coldnias de Staphylococcus, sendo que 64,2% se mos-
traram coagulase e DNase positivas. Nao evidenciou, en-
tretanto, a presenca de Salmonella.

Custot (1968), analisando filés de pescado congela-

dos, encontrou 12% das amostras contaminadas por Sta-
phylococcus e nio observou a presenga de Salmonella.

O presente trabalho foi realizado para complementar
o estudo feito por Barros e Robbs (1974) e teve por
objetivo verificar, através da presenga de Staphylococcus
e Salmonella, microrganismos de grande importincia em
intoxicacdes e infecgbes alimentares, a gualidade sani-
tirla dos filés de pescado congelados comercializados
na drea de Grande Rio.

MaTteriaL, E METODOS

Tanto as amostras quanto as metodologias emprega-
das para a obtengio das suspensdes de 10 a 10~ fo-
ram as mesmas utilizadas por Barros e Robbs (1974).

Para a contagem de Staphylococcus coagulase ‘posi-
tiva, foram seguidas as recomendagdes de Mossel e Que-
vedo (1967), empregando o meio Agar de Baird-Parker
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{Oxoid) adicionado de 5% de emulsio de gema de ovo
concentrada ® e 0,3 ml de solugio a 3,5% de telurito de
potdssio esterilizada, Apés as contagens, colénias em
nimero igual & raiz quadrada do total contado nas pla-
cas, & nunca menor do que cinco, foram purificadas e
as culturas obtidas submetidas aos testes de coagulase e
DNase, Descontou-se posteriormente, das contagens das
placas, o nimero de coldnias apresentado pelas cultu-
ras que deram resultado negativo nos testes.

Para a simples evidenciagio da presenga de Staphy-
lococcus nas amostras de filé, foi feita ainda a semea-
dura de 1 ml do material diluido a 10 juntamente
com cerca de 1 g de fragmentos de filé, em tubo con-
tendo 15 ml de caldo manitol (meio de enriquecimen-
to) com a seguinte composi¢io: 1,0 g de extrato de car-
ne (Difco}, 100 g de peptona (Difco), 10,0 g de
manitol, 75,0 g de cloreto de sédio e 1.000 ml de dgua
destilada. O pH foi ajustade 2 7,5 e o meio distribuido
e esterilizado a 12°C por 15 minutos., Apds 24-48 horas
de incubagio a 37°C, as culturas foram semeadas em
placas contendo meio 4gar de Baird-Parker e em pla-
cas de manitol — cloreto de sédio-agar®. As culturas
obtidas desses isclamentos foram submetidas & prova da
coagulase, seguindo-se a técnica adotada por Blobel et
al. (1963}, que recomenda colocar em um tubo de en-
saio 0,2 ml da cultura crescida em caldo simples a
37°C por 18 horas e 0,5 m! de plasma de coelho, citra-
tado e diluido a 1/3 com salina estéril, e incubar a
mistura a 37°C, procedendo & leitura apds 3 horas. Na
prova de DNase, utilizou-se 0 meio DNase dgar (Oxoid),
As culturas coagulase e DNase positivas foram fagoti-
padas, utilizando-se o Conjunto Internacional Bisico de
22 fagos, a saber: 29, 52, 52A, 79, 80, 34, 3C, 55, 71,
81, 6, 42E, 47, 53, 54, 75, 77, 42D, 187, 83A, 84, 85

Quapro 1. Contagem e fagotipagem de Staphylococeus coagulese
coletados no Grande Rio

e o fago experimental 88, As culturas que nfio deram
reages sigmificativas no “Routine Test Diluition™
{RTD) foram testadas na concentra¢io de 100 x RTD.
‘Na pesquisa de Salmonells foi empregada a técnica
descrita por Thatcher e Clark (1968), recomendada para
exames de ovos em pb, ovos liquides pasteurizados e
" congelados e alimentos preparados liofilizades. O pro-
cedimento foi o seguinte:

a} enriquecimente ndo seletivo: aproximadamente 25 g de ca-
da amostra foram eclocados em erlenmeyer contendo 225 ml de
caldo lactesado e incubados por 24 horas a 37°C;

b)enriquecimento seletivo: 1 ml de enriquecimento nio sele-
tivo foi inoculado em tubo contendo 10 ml de caldo selenito
cistina? (B.B.L.} ¢ 1 ml em tubo contendo 10 ml de tetra-
tionato® (2 repetigles); os tubos foram incubados a 37°C por
24 horas; :

¢) semeadura em meio sélido diferencial-seletivo: para cada
tubo de enriquecimento seletive foram semeadas quatre placas,
sendo_duas de dgar verde brilhante® e duas de &gar citrato de-
soxicolato 1%, as places foram incubadas a 37°C e examinadas
apbs 24-48 horas,

As coldnias suspeitas foram inicialmente testadas em
meio 4gar triplo agtcarferro® (Merck). Apds a tria-
gem, foram submetidas a provas bioquimicas recomen-
dadas por Edwards ¢ Ewing {1955), para a identifica-
¢ao de Salmonella. ‘

ResuLTADOS

Das 34 amostras analisadas, 17, abranpendo oito das
10 marcas comerciais coletadas, apresentaram contami-
nagio por Staphylococcus coagulase positiva, confor-
me se pode verificar no Quadro 1. : i !

positiva em filés de pescado congelados

Fagotipagem

Staphyloccocus
Amostraa {cels/g) R.T.D. . 100 x R.T.D,
N.» de cult. TFagotipo N.o de cult, Fagotipo
By . <100 1 53 ; 81.
C 950 —_ —

! : - — 2 N.R.
Ca } <100 — - 1 N.R.
Ca <100 — -— 3 N.R.,
E; ‘ 1.650 2 6/47/53/54/75 . .

) 2 53754 . .
Ej3 350 —_ — 5 N.R.
F3 1.500 —_— -— 1 81

—_ — 1 81/6
— -_ 1 29/81
< — — " 2 .R.
3] 100 2 6/47/53!54/75 .
Ga <100 — — 2 N.R.
Gs <100 - — 1 79
— — 1 N.R.
H» <100 3 3C/5 1 29/52
Hj <100 4 29/52/52A/80/42D/85 . *
I <100 1 6/47/53/54/75 * *
Iz <100 1 53/T7T/83A/84 .
Iy <100 —_ — 1 81/8
J1 <100 — — 3 N.
J2 <100 4 3A .
~ = nfo reagiram na R.T.D,, N.R, = nXo reagiram em 100 x RTD,, * = nfo realizado por ser desne-
cessério,

8 *“Egg Yolk emulsion concentrated” (Oxoid).
¢  “Manitol salt agar de Chapman" ({Difco).
7 *“Selenite cystine broth® (B.B.L.).
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8  “Tetrathionate broth® (B.B.L.).

9 “Brilliant green agar {Difco).

1 "Desoxycholate citrate agar’® (Difco).
1 *Triple sugar iron agar™ (Merck).
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As 100 culturas de Staphylococcus isoladas, tanto em
meio de Baird Parker quanto em meio de Chapman,
submetidas aos testes de coagulase e DNase, revelaram
os seguintes resultados:

coagulase () e DNase {4 ), 48 culturas;
coagulase (—) e DNase (4), 19 culturas;
coagulase (—) e DNase (—}, 33 culturas.

A distribuicio das 48 culturas coagulase e DNase
positivas nas amostras e marcas, bem como a fagotipa-
gem das mesmas, encontram-se no Quadro 1.

Nos filés de peixe examinados nio foram encontradas
salmonelas,

Discussio

A percentagem de amostras contaminadas por Staphylo-
coccus coagulase positiva obtida (50%) foi semelhante
a encontrada por Kalligeris (1964), que foi de 45%. Ja
Nickerson et al. {1962) encontraram a presenca desse
microrganismo em apenas duas amostras das 78 anali-
sadas. Entretanto, esses autores nio utilizaram métodos
de enriquecimento.

A baixa percentagem de culturas coagulase positiva
{48%) ocorreu devido A utilizagio do meio de Chap-
man, que ndo fornece uma diferenciacio tio precisa
entre Staphylococcus coagulase positiva e negativa,
quando comparado com o meio de Baird-Parker. O tes-
te de produgdo de DNase foi empregado para compro-
var as caracteristicas de Staphylococcus aureus (que
sio coagulase e DNase positivos).

Somente quatro amostras apresentaram contagens su-
periores a 100 Stephylococcus por grama, sendo que
duas representavam amostras “E’, uma a “C” e uma
a “F”, o que indica condigdes microbioldgicas preci-
rias das mesmas,

Quanto 4 fagotipagem, podemos notar, pelo Quadro
1, que o fagotipo 6/47/53/54/75 foi o mais encontra-
do em diferentes marcas.

A presenca de Salmonells, como na grande maloria
dos trabalhos sobre pescado congelado, ndo foi detecta-
da em nenhuma amostra.

CONCLUSOES

Conclui-se que as amostras de filés de pescado conge-
lados examinades, de uma maneira geral, estio dentro
dos padrdes minimos de higiene no que diz respeito i
presenca de Staphylococcus e Salmonells,

Apenas algumas fibricas deveriam melhorar as cons
di¢des higiénico-sanitirias de manipulagio dos filés em
P . S
fabrica, considerando as contaminagdes obscrvadas.
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A study of the sanitary
neiro, Brazil, was carried out
commercial brands,

uality of frozen fish fillets commercialized in Rio de Ta-
rough the examination of 34 samples, representative of 10

Among the examinated samples, 17 (including eight commercial brands} presented
Staphylococeus coagulase positive, but in only four, the counts were superior to 100 Sta-
phylococcus cells per gram. Phage typing of the cultures of the isolated microorganisms show-
ed the following types: 53, 6/47/53/54/75, 53/54, 3C/55, 29/52/52A/80/42D/84, 3A, 8l,

81/6, 29/81, 79 e 29/52.

There was no detection of Salmonellg in all the examinated samples,
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