Identificacdo de enterobactérias em sashimi de salmao

Enterobacterium indentification in salmon sashimi
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RESUMO

Os pescados crus em preparagdes de sashimi é um habito alimentar que tem se expandido no Brasil, porém existe
preocupagao com o consumo desse tipo de alimento, por ser um produto altamente perecivel, bastante manipulado
que ndo passa por nenhum tipo de tratamento térmico. O objetivo foi pesquisar enterobactérias em sashimi de
salmao proveniente de restaurantes no municipio de Santo André, foram coletadas 18 amostras do sashimi de
salmao de 6 restaurantes. Os resultados desse trabalho se diferenciam pelo fato de encontrar nas amostras de salméo,
enterobactérias que nio sdo discriminadas nos pardmetros da RDC 12/01 da ANVISA.

Palavras-chave: Enterobactérias. Doencas transmitidas por alimentos. Salmio contaminado. Sashimi.

ABSTRACT

The raw fish used in sashimi dishes is an expanding alimentary habit in Brazil, however, there is a general concern
in regards to its consumption because it’s a highly perishable product, handled a lot during its preparation and no
thermic treatment is involved. The objective was to analyse enterobacterium in salmon sashimi from restaurants
in Santo André county. Eighteen samples were collected across six different restaurant chains. The results found in
this research differentiate from the paramaters listed on ANVISAs RDC 12/01, because there are enterobacterium
present in the samples that are not listed within said parameters.
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INTRODUCAO

Os pescados, além de serem consumidos cozidos,
também sao oferecidos crus, em preparagdes como
o sashimi de salmio, e por possuirem o sindnimo de
comida saudavel, seu consumo aumenta gradativa-
mente no Brasil. (VALLANDRO, 2010). O consumo desse
tipo de alimento tornou-se uma preocupagao para os
o6rgaos ligados a Saude Publica, principalmente, pelo
fato de ser um produto altamente perecivel, consumido
“in natura” (VIEIRA et al., 2007), assim possuem cres-
cente impacto no registro das Doencas Transmitidas
por Alimentos (DTA’s). (BRAGHINT et al., 2015).

A maijor causa das enfermidades de origem
alimentar ocorrem quando um individuo contrai uma
doenga devido a ingestao de alimentos contaminados
com microrganismos ou toxinas indesejaveis. Varias
bactérias patogénicas podem tanto estar presentes
no meio ambiente ou contaminar o peixe durante o
manuseamento. (BRASIL, 2016).

A avaliagdo dos alimentos para identificagdo
de alguns grupos de microrganismos é considerada
importante indicador das condigdes higiénico sanita-
rias, cuja presenga ¢ indicio de qualidade da matéria
prima e do processamento realizado. Pela falta de
informacdo da presenca de outros microrganis-
mos da familia das Enterobacteriaceae, é necessaria
a realizacdo de pesquisas para identificacao desses
possiveis agentes patogénicos, assim fornecendo o
conhecimento para a prevengdao de DTAS. O presente
trabalho tem como objetivo pesquisar Enterobactérias
em sashimi de salméo provenientes dos restaurantes
de culindria japonesa no municipio de Santo André.

METODOLOGIA

As metodologias para amostragem, colheita,
acondicionamento, transporte e analise microbio-
légica, obedeceram as recomendagdes da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL,
2001), e também descritas no Manual de Métodos
de Analise de Alimentos (SILVA, N. et al. 2007), que
seguem os métodos oficiais do Compendium of
Methods for the Microbiological Examination of Foods
da American Public Health Association (APHA, 2001) e
International Organization for Standardization (ISO).

A pesquisa ocorreu em 6 restaurantes, nomea-
dos com letra maitscula para manter o sigilo do
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local. Foram analisados o total de 18 amostras de sal-
mao com aproximadamente 25 gramas cada, sendo
3 amostras por restaurantes (BRASIL, 2001) e dividas
conforme o Quadro 1.

Quadro 1. Identificacdo dos restaurantes e amostras.

Restaurantes Amostras
A Al, A2 ¢ A3
B B1,B2 e B3
C Cl,C2eC3
D D1, D2, e D3
E E1,E2 e E3
F F1,F2 ¢ F3

Com auxilio de uma pinga e bisturi estéreis, foram
retirados de cada amostra 3 fragmentos de aproxi-
madamente 0,5 cm3 e colocados em tubos de ensaio
contendo 5 mL de caldo nutriente (AUDAZ, BRASIL),
sendo incubados na estufa a 37°C de 24 as 48h. Depois
da incubacio do caldo nutriente, para verificagdo da
turvagdo sem ser provocada por sedimentos do sal-
mao, foi confirmada através da transferéncia de uma
aliquota do caldo suspeito com swab estéril para um
novo tubo do mesmo meio.

A seguir da turvagao do caldo nutriente,
de cada amostra, usou-se a al¢a de inoculagdo para
semear em movimentos leves em ziguezague na placa
com agar MacConkey e com a mesma al¢a sem flam-
bar ou retornar ao tubo, espalhou-se da mesma forma,
em trés setores na placa com agar nutriente para reali-
zar posteriormente a coloragdo de Gram, e incubadas
em estufa a 37°C por 18-24 h .

Com auxilio de uma pinga e bisturi estéreis, foram
retirados de cada amostra 3 fragmentos de aproxi-
madamente 0,5 cm3 e colocados em tubos de ensaio
contendo 5 mL de caldo nutriente (AUDAZ, BRASIL),
sendo incubados na estufa a 37°C de 24 as 48h. Depois
da incubagdo do caldo nutriente, para verifica¢do
da turvacdo sem ser provocada por sedimentos do
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salmao, foi confirmada através da transferéncia de
uma aliquota do caldo suspeito com swab estéril para
um novo tubo do mesmo meio (Figura 1).

Figura 1- Crescimento bacteriano nos meios sdlidos

Amostra Al em placas com dgar MacConkey/Lac+ (A) e dgar nutriente
(B), amostra C1 em placa com agar MacConkey/Lac+ sem isolamento de
colonia (C), amostra F1 placa com dgar MacConkey/Lac-, sem isolamento

de colonia (D),

A seguir da turvagdo do caldo nutriente, de cada
amostra, usou-se a al¢a de inoculagio para semear
em movimentos leves em ziguezague na placa com
agar MacConkey e com a mesma al¢a sem flambar ou
retornar ao tubo, espalhou-se da mesma forma, em
trés setores na placa com agar nutriente para realizar
posteriormente a colora¢do de Gram, e incubadas em
estufa a 37°C por 18-24 h.

Para identificacdo da bactéria foi utilizado a série
bioquimica Enterokit B® (PROBAC, BRASIL), através do
meio MacConkey, usando fio de inoculagdo flambado,
retirou-se 1 colOnia isolada, sendo semeada no meio
Citrato, EPM e MILi. Os trés tubos foram incubados
a 35° £ 2° C, por 18 a 24 horas. A leitura e interpreta-
¢do dos meios foi realizada de acordo com o manual
disponibilizados pela PROBAC (2013) (Figura 2).
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Figura 2- Crescimento bacteriano nos meios sélidos

ESQUERDA PARA DIREITA, EMP, MILI, CITRATO SIMMONS.
AMOSTRA Al (A), Bl (B), C1 (C) E D2 (D).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a turvacio do caldo nutriente, semeadura nas
placas e incubagio, foi analisada a existéncia de cres-
cimento bacteriano. Onde os resultados mostraram
100% de formagdo das colonias bacterianas nas pla-
cas contendo agar MacConkey e agar nutriente. Em
agar MacConkey, 72% das placas foram lactose posi-
tiva (Lac+) e 28% lactose negativa (Lac-). No teste de
Gram, os resultados mostraram que 100% das amos-
tras selecionadas e analisadas, foram identificadas
bactérias do tipo Gram-negativas, ndo havendo sinais
de Gram-positivas (Figura 3).

Os testes bioquimicos tém como base inicial a
avaliacdo do meio de cultura agar MacConkey, des-
tinado ao crescimento de bactérias Gram negativas
que indica a fermentagéo de lactose. O proximo passo
foi analisar cada parte do metabolismo das bactérias
pelos reagentes, comparando os resultados através da
tabela fornecida pelo fabricante, assim identificando
0 microrganismo presente na amostra.

Os resultados obtidos pelo total de amos-
tras identificaram bactérias da espécie Enterobacter
cloacae em 39%, Citrobacter freundii em 17%,
Citrobacter diversus em 17%, o género Serratia em
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22% e Escherichia coli encontrada em 5% das amos-
tras (Tabela 1).

Figura 3. Colonias de bactérias das amostras de

salmao em agar MacConkey

Tabela 1.Resultados (%) da identificacio de
enterobacterias

Enterobacterias % Amostras
Enterobacter 39 A1, A3,
cloacae B3, C3,
E1, F2 e
F3
Citrobacter freundi 17 B1,C1 e
E3
Citrobacter 17 A2, D3 e
diversus E2
Serratia sp 1 C2eF1
Serratia 1 B2 e D1
liquefaciens
Escherichia coli 5 D2

No presente estudo, géneros de bactérias do
Citrobacter, Enterobacter, Serratia e Escherichia
foram identificadas, alguns estudos vém destacando a
importancia de se valorizar sua quantificagao diferen-
ciada, na medida em que o consumo de preparagdes
com pescados crus cresce vertiginosamente, novos
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parametros de qualidade microbiolégica deverdo ser
avaliados quanto a sua importancia ou nao.

Resultados semelhantes foram encontrados na
pesquisa de Alcantara (2009) afirmando que mesmo
nao sendo alvo especifico de fiscaliza¢ao, encontrou a
prevaléncia de Klebsiella sp. em 30,3% das amostras
de sashimi. Enterobacter sp. foi detectada em 42,4%
das amostras de sushi cru e sashimi.

Pinheiro et al. (2006), avaliou 5 estabeleci-
mentos especializados, investigaram Salmonella sp. e
coliformes termotolerantes, onde detectou 30% acima
do permitido. Também detectaram Enterobacter
aerogenes, Citrobacter freundii e Klebsiella sp.
Segundo os autores, a familia Enterobacteriaceae esta
envolvida na deteriora¢do bacteriana do pescado, pro-
duzindo a enzima histidina descarboxilase durante
seu crescimento.

Tancredi (2002) também enfoca este tema,
destacando que outros microorganismos podem ser
encontrados nos pescados, causando riscos a satde,
como Klebsiella sp., Citrobacter sp., Enterobacter sp.,
Yersinia enterocolitica, Pseudomonas sp., alguns desses
também encontrados no presente trabalho, identifi-
cado com maior prevaléncia a espécie Enterobacter
cloacae, seguida do género Citrobacter, ambas do
grupo dos coliformes totais. O género Serratia encon-
trado em 22% das amostras, ndo possui parametro
da RDC 12/01 da ANVISA (BRASIL, 2001), sendo sua
presenca e risco a saude pouco pesquisada.

CONCLUSAO

Os resultados desse trabalho se diferenciam pelo
fato de encontrar nas amostras de salmdo uma maior
prevaléncia dos géneros Enterobacter e Citrobacter,
possuindo pouco foco nas pesquisas, e a identifica-
¢do do género Serratia ndo estando nos parametros
da RDC 12/01 da ANVISA (BRASIL, 2001), pois sua
presenca pode ser relevante, mas no momento niao
se sabe a magnitude desta relevancia, pois ndo se
tem dado aten¢ao aos mesmos, sob o ponto de vista
da legislagdo..
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