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Peixe cru: comer ou hdo comer? Eis a questao.



RESUMO

Silva ML. Pesquisa de Aeromonas spp., Vibrio spp. e da qualidade
sanitaria de peixes comercializados na cidade de Séo Paulo [dissertagcao
de mestrado]. Sdo Paulo: Faculdade de Saude Publica da USP; 2007.

Praticas nutricionais saudaveis e a globalizagdo cultural popularizaram o
consumo de pratos a base de peixe cru, anteriormente restritos aos paises
orientais. Estimativas mostram que doengas de origem alimentar causam
aproximadamente 76 milhdes de casos, 325 mil hospitalizagcdes e 5 mil
mortes a cada ano, somente nos Estados Unidos. Casos com etiologia
desconhecida somam 62 milhdes, com 265 mil hospitalizagbes e 3.200
mortes. O objetivo deste estudo foi investigar a presenga de Escherichia coli,
Salmonella spp. e Staphylococcus aureus e cepas potencialmente
patogénicas de Aeromonas spp. e Vibrio spp. em peixes comercializados em
feiras livres da cidade de Sao Paulo, Brasil. Vinte amostras de peixes, de
diferentes espécies, foram adquiridas em feiras livres e analisadas utilizando
metodologia convencional para investigacdo de patogenos em alimentos.
Altos niveis de contaminacédo fecal foram detectados em 25% das amostras.
Staphylococcus aureus foi isolado em 10% das amostras, entretanto em
valores abaixo do permitido pela legislagdo brasileira. Todas as amostras
estavam negativas para Salmonella spp. V. parahaemolyticus nao foi
isolado, 30% das amostras foram positivas para outras espécies de Vibrio,
inclusive Vibrio cholerae ndo-O1/n&0-0O139. Aeromonas spp. , incluindo A.
hydrophila foi isolada em 50% das amostras de peixe. O isolamento de
Vibrio cholerae n&o-0O1/ndo-0139 e Aeromonas hydrophila, assim como
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, sugere que peixes
comercializados em feiras livres da cidade de Sao Paulo podem representar
um risco para os consumidores e ser um importante veiculo de transmisséo
de espécies enteropatogénicas.

Descritores: Aeromonas, Vibrio, peixe, DTAs, Vigilancia Sanitaria, Saude
Publica.



ABSTRACT

Silva ML. Pesquisa de Aeromonas spp., Vibrio spp. e da qualidade sanitaria
de peixes comercializados na cidade de Sao Paulo./Investigation of
Aeromonas and Vibrio species and sanitary quality in fish
commercialized in S&o Paulo City. [dissertation]. S&o Paulo (BR):
Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sao Paulo; 2007.

Healthier nutritional lifestyles and cultural globalization have popularized the
consumption of raw fish dishes that were previously restricted to oriental
countries. Estimates indicate that food-borne diseases cause approximately
76 million ilinesses, 325,000 hospitalizations and 5,000 deaths each year in
the United States alone. Cases with unknown etiology account for 62 million
illnesses, 265,000 hospitalizations and 3,200 deaths. The purpose of this
study was to investigate the presence of Escherichia coli, Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus and potentially pathogenic strains of Aeromonas spp.
and Vibrio spp. in fish commercialized at the retail level in the markets of Sao
Paulo City, Brazil. Twenty fish of different species were analysed for
foodborne pathogens using conventional methodologies. High levels of
faecal contamination were detected in 25% of fish samples. Staphylococcus
aureus was isolated from 10% of samples; however, in each case this was
below the limits established by Brazilian legislation. All samples were
negative for Salmonella and 30% tested positive for others Vibrio spp.,
including Vibrio cholerae non-O1/non-0139. Vibrio parahaemolyticus was not
found in this study. Aeromonas spp., including A. hydrophila, were isolated in
50% of fish samples. The isolation of Vibrio cholerae non-O1/non-0O139 and
Aeromonas hydrophila as well as Staphylococcus aureus and Escherichia
coli suggests that fish commercialized in Sdo Paulo City may represent a
health risk to consumers and be an important vehicle for transmission of
these enteropathogenic species.

Descriptors: Aeromonas, Vibrio, fish, foodborne diseases, Sanitary

Surveillance, Public Health.
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1 INTRODUCAO

Segundo dados da FAO/WHO (Organizagdo para Alimentagdao e
Agricultura/Organizagao Mundial de Saude), a produgao pesqueira mundial,
de 19 milhdes de toneladas em 1950, ultrapassou em 2004 os 141 milhdes
de toneladas. A producgao brasileira cresceu de 150 mil toneladas para mais
de 1 milhdo de toneladas no mesmo periodo (FAO, 1999; FAOSTAT, 2005;
FAO, 2007). Peixes e outros frutos do mar representam um terco do
consumo mundial de proteina (DIAZ, 2004) e o seu consumo Vvém
aumentando também no Brasil. Nos ultimos 40 anos o consumo per capita
de peixes e frutos do mar cresceu em média de 9 para 16 kg/ano. Entre os
anos de 2001 e 2003 a media de consumo no Brasil esteve entre 5 e 10

kg/ano (VALDIMARSSON, 2005).

O aumento da producéo pesqueira mundial corresponde ao acréscimo
do consumo de peixes como uma alternativa, ou em substituicdo, a outras
fontes de proteinas em paises em desenvolvimento (SEHGAL e SEHGAL,
2002, CROCI e SUFFREDINI, 2003). Além desses fatores, a busca de uma
melhor qualidade de vida, através de praticas alimentares mais saudaveis e
controle de peso, dentre outros, também vem contribuindo para que o

consumo de peixes aumente nos ultimos anos.

Alto nivel protéico, facil digestibilidade, baixa taxa de gordura e ainda
a benéfica presenga dos acidos graxos polinsaturados 6mega-3, conhecido

como protetor cardiovascular, por manter os niveis de colesterol dentro da
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normalidade, sdo apenas algumas das qualidades que constroem a boa
reputacdo da carne de peixe (HOLUB e HOLUB, 2004; BAUTISTA e

ENGLER, 2005).

Apesar das inumeras qualidades, o peixe € muito suscetivel a
deterioragdo microbiana devido a atividade de agua elevada, ao teor de
gorduras facilmente oxidaveis e ao pH proximo da neutralidade (pH 6,6-6,8),
fatores que favorecem o desenvolvimento de bactérias (FRANCO e

LANDGRAF, 2002).

Além desses fatores, globalizagdo cultural, integracdo do comércio
mundial, status, dentre outras razées (HAWKES, 2006), tém influenciado no
aumento do consumo de pratos orientais a base de peixes crus ndao somente
no Brasil (GERMANO et al., 1993b, SOARES e GERMANO, 2004) como em
outros paises (YANO et al.,, 2004; WATANABE et al., 2005; CWIERTKA,
2005). Na China, por exemplo, o aumento da preferéncia por ingestado de
peixes crus ou levemente cozidos € atribuido ao recente crescimento
econdmico chinés (YANO et al., 2004), o que consiste em uma mudanga de

habito preocupante, segundo alertam os pesquisadores.

No Brasil, aliada a esta tendéncia, nos ultimos anos ocorreu a
popularizacdo do consumo de pratos orientais, devido ao aumento do
numero de estabelecimentos que oferecem pratos tipicos, dentre os quais,
aqueles a base de peixe cru, como sushis e sashimis (GERMANO et al.,

1993b, SOARES e GERMANO, 2004; MARTINS, 2006).
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Sushi é basicamente um bolinho de arroz temperado com vinagre,
moldado a mao e coberto com fatias de peixe cru, polvo, omelete oriental,
camarao ou kanikama. O sashimi consiste em fatias de peixe ou pescado
cru, de varias espécies, servidas com molho de soja e pasta de raiz forte,

denominada wassabi (HANASHIRO et al., 1999).

Esses alimentos podem ser encontrados n&o somente em
restaurantes especializados em bairros tipicos, como também em
restaurantes que oferecem refeicdes por quilo, fast-foods em shopping
centers e redes especializadas de deliveries por toda a cidade de Sao Paulo.
(GERMANO et al., 2003; SOARES e GERMANO, 2004; MARTINS, 2006;
ALBUQUERQUE et al., 2006; MARSICO et al., 2006). Esse aumento de
consumo tem sido verificado também em outras capitais do pais, como
Brasilia (DF), onde o consumo de pratos tipicos da culinaria japonesa

cresceu 20% entre 2001 e 2002 (RESENDE, 2004).

Em Sao Paulo, capital gastronémica do pais, onde a culinaria oriental
€ muito difundida, sdo cadastrados pela Associacido Brasileira de Culinaria
Japonesa (ABCJ) 300 restaurantes. Nesses estabelecimentos, o consumo
médio semanal por restaurante, de uma unica espécie, o salmao, € de 200
quilos ou o equivalente a 2,6 mil toneladas por ano. A ABCJ calcula serem
sushis e sashimis responsaveis por 80% do consumo nestes restaurantes
(ANVISA, 2005). Esses pratos sdo também preparados e consumidos nas

residéncias pelos apreciadores da culinaria japonesa.
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A carne de peixe, que possui beneficios nutricionais reconhecidos,
como qualquer alimento de origem animal, pode, ao contrario, tornar-se um
risco ao consumidor se nao forem observados cuidados no preparo,
manipulagédo e conservagao desta (DIAZ, 2004; HUSS et al., 2000). Com a
intencdo de torna-lo mais saudavel pela preservacdo de seus nutrientes,
esse alimento é ingerido cru, como no caso dos sushis e sashimis, ou ainda
pouco cozido, potencializando o risco e fazendo com que esses cuidados

sejam ainda mais relevantes (FELDHUSEN, 2000; HUSS et al., 2000).

As condigbes inerentes ao alimento, podem juntar-se outros fatores
como refrigeracao inadequada, conservacdao em gelo de origem duvidosa
(FALCAO et al., 2004), falta de higiene do manipulador, dentre outras
variaveis criticas. Esses fatores podem estar presentes em toda a cadeia de
processamento do peixe desde a captura ou despesca' até a mesa do

consumidor.

Todos esses fatores podem incrementar a proporgdo de patdogenos
presentes nos alimentos, levando o consumidor a uma toxinfecgao alimentar
causada pela proliferacdo de bactérias responsaveis pela producao de

toxinas (GERMANO et al., 1998).

! Termo utilizado na piscicultura para designar a captura dos espécimes cultivados para fins
comerciais ou de manejo.
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1.1 HISTORICO DAS FEIRAS LIVRES

A feira livre no Brasil € uma modalidade de mercado varejista ao ar
livre, de periodicidade semanal, organizada como servico de utilidade
publica pela municipalidade e voltada para a distribuicdo local (circunscrita
ao bairro) de géneros alimenticios e produtos basicos. Heranga em certa
medida da tradicdo ibérica (também de raiz mourisca), influenciada por
praticas africanas, esta presente na maioria das cidades brasileiras
(MASCARENHAS, 2005a).

As feiras sdo fenbmenos econdmicos sociais muito antigos. Existem
pelo menos trés citagbes no novo testamento encontradas em Mateus
(21:12), Marcos (11:15) e Lucas (19:45) referentes a “purificagdo do templo”,

que levam a crer na existéncia de feiras nessa época:

“E foram para Jerusalém. Entrando ele no templo
passou a expulsar os que ali vendiam e
compravam,; derrubou as mesas dos cambistas e
as cadzeiras dos que vendiam pombas.” Marcos
(11:15)".

Acredita-se que a consolidagdo das feiras tenha ocorrido na Idade
Média, uma vez que nos periodos escravagista e feudalista se destacam a
producao apenas para consumo préprio, como indica Souto Maior (1978)
citado por SOUSA (2004). As atividades comerciais de Bizancio com o

Oriente estimularam a concorréncia comercial que levaram aos

2 MARCOS. Livro de Marcos in: A Biblia Sagrada. Novo Testamento. Rio de Janeiro,
Sociedade Biblica do Brasil, 1960, p. 60.
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descobrimentos e a expansao da civilizagdo européia no século XVI. Nesta
época as feiras realizavam-se uma ou duas vezes ao ano, com a devida
permissdo dos reis, assim como os chamados mercados, que eram
realizados semanalmente. As feiras eram imensas, situavam-se no
cruzamento de estradas principais, ponto de encontro de pessoas das mais
diversas localidades, onde eram comercializadas mercadorias por atacado,
provindas de todos os pontos do mundo conhecido. As feiras européias mais
importantes eram realizadas na regido de Champagne, para onde eram
atraidos mercadores lianos, transalpinos, florentinos, milaneses, luqueses,
genoveses, venesianos, alemaes, provengais dentre outros, segundo

Huberman (1959) citado por SOUSA (2004).

No Brasil, desde o periodo colonial, o abastecimento de géneros
alimenticios e de produtos em geral, principalmente para as pessoas de
menor poder aquisitivo, se dava por meio de pequenos comerciantes ou
diretamente de pequenos produtores. Esse comeércio era exercido de duas
formas: levado de porta em porta, ou alocado em algum ponto fixo do
espaco publico onde a clientela pudesse se dirigir, como mostram as Figuras

1, 2 e 3 (MARTINS, 2005, MASCARENHAS, 2005b ).

Os comerciantes utilizavam seu corpo e alguns suportes como cestos,
bandejas ou caixas de madeira que carregavam a fim de mostrarem o seu
produto aos clientes ou se instalavam em pequenas tendas ou barracas
(MARTINS, 2005). Assim, os ambulantes formavam um grupo constituido

principalmente de indios e escravos (“pretos de ganho” ou forros) que iam
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vender o produto do senhor ou 0 seu proprio, plantado nas redondezas ou
fabricado em pequenos empreendimentos na cidade (MASCARENHAS,

2005b ).

Figura 1: Retrato de escravos (“pretos de ganho”), fotografados por Cristiano Jr. (KOSSOY
e CARNEIRO, 2002).

No inicio do século XIX, com a vinda de D. Jo&o VI, juntamente com a
familia real e sua corte, o Brasil comecga a receber forte influéncia cultural
européia, intensificada ainda mais com a chegada de um grupo de artistas
franceses. Esse grupo que ficou conhecido como Misséo Artistica Francesa
e outros artistas independentes retrataram, durante anos, as paisagens e

cenas da vida cotidiana do povo brasileiro.

E por meio de aquarelas, estampas e outras formas de express&o
produzidas por artistas como Jean-Baptiste Debret (1768-1848), Nicolas-
Antoine Taunay (1775-1830), Johann-Moritz Rugendas (1802-1858),
Thomas Ender (1793-1875) e Henry Chamberlain (1796-1844), dentre

outros, que podemos constatar a existéncia desta modalidade de varejo que,
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na aparéncia, representa talvez a principal forma precursora das feiras livres
modernas (MASCARENHAS, 2005b). Os inumeros registros iconograficos e
os diarios desses viajantes estrangeiros estdo férteis de imagens de
vendeiros nas ruas mais movimentadas das cidades coloniais, conduzindo

seus tabuleiros de doces, frutas, miudezas e tantos outros géneros.

Em 1820, Chamberlain descreve as atividades comerciais na Praca

XV, no Rio de Janeiro daquela época (Figura 2).

(...)*a barraca de mercado, aqui reproduzida, é igual as
que geralmente se encontram nas areas abertas da
cidade. Sua construgdo € muito simples, sendo armada
de manhd e desarmada a noite. Consiste apenas em
quatro esteios retos e uma coberta de folhas de
bananeira, para quebrar os raios abrasadores do sol.
Estas barracas pertencem, em geral, a negras livres que
negociam com aves, verduras, legumes e milho e, as
vezes, também com péao e peixe frito” (o destaque é
NOSS0).

Figura 2: Quitandeiras da Lapa. Litografia de Chamberlain, mostrando barraca e
ambulantes da Praga XV no Rio de Janeiro (disponivel no site do Museu de Arte de S&o
Paulo: <http://masp.uol.com.br/exposicoes/2007/brasil-darwin/> 15 maio 2007).
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Jean-Baptiste Debret, conhecido como “a alma da missao francesa”,
observou em relacdo a cidade do Rio de Janeiro e de seu comércio de

ambulantes:

(...)"percorrendo as ruas fica-se espantado com a
prodigiosa quantidade de negros, perambulando
seminus e que executam os trabalhos mais
penosos e servem de carregadores. Os mercados
sdo abundantemente abastecidos de frutas,
legumes, aves e peixes (o destaque € nosso). Rio
de Janeiro € o principal centro comercial do Brasil.
Sua populacdo em 1816 era avaliada em cento e
cinqienta mil almas, com trés quintos de
escravos”.

Em 1817, Louis-Frangois Tollenare descreve Recife dessa forma:

‘Um pequeno mercado junto de uma igreja
oferece a minha vista montdes de raizes de
mandioca, bananas, ananases, cajus, mangas e
laranjas. As vendedeiras, mui sucintamente
vestidas, algumas de cachimbo ao queixo,
preparam grosseiros manjares para o povo” (...).

Este quadro n&o era diferente na provincia de S&o Paulo. Com
permissdo da Camara Municipal, as negras quitandeiras® se reuniam no
logradouro (por essa razao) conhecido como Rua da Quitanda (atualmente
Rua Alvares Penteado) e 14 vendiam seus produtos. Eram as escravas de

ganho e/ou forras, que vendiam em plena rua as “miudezas, hortaligas,

cereais, palmitos, frutas e demais produtos dos sitios e chacaras, que

® Quitandeira: do quimbundo kitanda = mercado.
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abasteciam a cidade provinciana”, segundo Sant'anna* (1953) citado por

RIBEIRO e CAMPQOS (2007), como ilustra a Figura 3.

Figura 3: Escravos de ganho vendendo capim e leite em Sao Paulo. Gravura de Jean-
Baptiste Debret.

Esses pontos de reunido de comércio sao muito similares as atuais
feiras livres. Sao semelhantes inclusive no incbmodo que provocam quanto a
sujeira e poluicdo sonora (AUDI, 2002; CAPISTRANO et al., 2004). Ja
naquela época o Estado procurava manter o controle tanto socioeconémico,
quanto estético-arquiteténico dessas atividades informais (MASCARENHAS,

2005a), influenciados pela visao européia da época.

Em 1636, no Rio de Janeiro, os oficiais da Céamara, procurando
disciplinar a acédo dos mercadores de géneros alimenticios, estabeleceram
que os pescadores vendessem suas mercadorias no trecho que
compreendia a Praia de Nossa Senhora do Carmo até a porta do

Governador (entre a Praca 15 de Novembro e a Rua da Alfandega).

* Nuto Sant'anna: Historiador e chefe da Segdo de Documentacdo Histérica do
Departamento de Cultura da PMSP na década de 1930.
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Neste local, que ficou conhecido como a Praia do Peixe, foram
instaladas barracas de madeira, cobertas de telha, onde se vendia o
pescado. O vice-rei Luiz de Vasconcelos, insatisfeito com a estética do lugar,
em 1789, ordenou a reedificagao das barracas de peixe com regularidade e
simetria. Devido a incébmodos como algazarras, muita sujeira e maus odores,
em 1823, a Secretaria de Estado dos Negécios do Império determinou a
remogao das barracas para outro local de acordo com Gorberg e Fridman

citados por MARTINS (2005).

Em 1793, na provincia de Sao Paulo, as quitandeiras foram proibidas
de trabalhar depois “das Ave-Marias”, sob pena de perderem os géneros que
vendiam e serem presas por 30 dias, além de pagarem 6.000 réis pelas

despesas da priséo.

Em 1822, quando a Rua da Quitanda ja tinha sido rebatizada como
Rua do Comércio, moradores e negociantes fizeram uma reclamagéo formal
a Camara sobre o incOmodo enxame de moscas atraidas pelos produtos
comercializadas no local. Segundo Sant’anna (1953) citado por RIBEIRO e
CAMPOS (2007), a municipalidade, em atengédo aos reclamantes, limitou-se

em restringir o espago ocupado pelas quitandeiras.

A feira livre foi oficialmente criada no Rio de Janeiro, em 1904, porém
somente em 1916 a prefeitura resolve expandi-la. As feiras passam entdo a
existir em numero de 14, duas para cada dia da semana. Evolui
paulatinamente até constituir, no inicio dos anos 30, um conjunto de 42

feiras (seis para cada dia da semana) (MASCARENHAS, 2005a).



26

Como ja descrito, a comercializagcado de peixes e produtos excedentes
das fazendas é realizada na cidade de Sao Paulo desde a metade do século
XVIl. Em 1687 a primeira feira oficializada acontecia no Terreiro da
Misericérdia. No fim do século XVIII as feiras eram realizadas nos locais de
pouso de tropeiros. Entretanto a feira livre, da maneira como a conhecemos,
foi reconhecida oficialmente em 1914, por meio do ato do Prefeito
Washington Luiz P. de Souza e permanece ainda hoje como tradicional

comércio de pescados e produtos hortifrutigranjeiros.

Na cidade de S&o Paulo sdo 889 feiras livres® atuando em
praticamente toda a malha urbana, das zonas residenciais nobres aos mais
distantes e pauperizados bairros da periferia metropolitana. Embora este tipo
de comércio tenha perdido sua exclusividade devido as mudangas no
comportamento dos consumidores, no tocante as facilidades encontradas
em outros tipos de comércio, ela continua tendo sua importancia sem perder
a referéncia de produtos frescos e baratos, principalmente para

consumidores fidelizados (MENDONCA et al., 2002).

®> SEMAB - Secretaria Municipal de Abastecimento PMSP. Disponivel em:<http://portal.prefei
tura.sp.gov.br/secretarias/abastecimento/organizacao/estrutura/0021>acesso em 21.05.2007.
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1.2 DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS — DTAs

Muitos paises conhecem o impacto na saude e o peso monetario que
as doengas de origem alimentar representam em suas comunidades. Estudo
realizado em 1996, pelo Economic Research Service (ERS), érgao ligado ao
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, estima que haja de 6,5 a
33 milhdes de casos de doengas de origem alimentar, causadas por diversos
patdgenos, com mais de 9 mil mortes a cada ano (BUZBY et al., 1996). A
estimativa da OMS é de 76 milhdes de casos com aproximadamente 325 mil

hospitalizagdes e 5 mil mortes, naquele pais (MEAD et al., 1999).

No Reino Unido, as infecgdes intestinais causam substancial
morbidade, sendo responsaveis por mais de 300 mortes e 35 mil
hospitalizagdes anuais. Estima-se que ocorram 9,4 milhdes de casos por

ano (WHEELER et al., 1999).

Estimativas indicam que a ocorréncia de casos de gastroenterite entre
os australianos varia de 1 a 4 milhdes de episodios por ano (HALL et al.,

2005).

No Brasil, ndo existem dados confidveis sobre o numero de casos de
doencas de origem alimentar (CARMO et al.,, 2005; GERMANO et al.,
1993a), porém, em paises em desenvolvimento, grupo em que este se
encontra, nos quais a subnutricio e a falta de saneamento basico sdo

comuns, aliados a precariedade na atencao a saude e a baixa escolaridade,
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principalmente entre a populagdo de baixo nivel socioeconémico, as
gastrenterites sédo comuns e, talvez por essa razdo, desvalorizadas

(O'RYAN et al., 2005).

Segundo BUZBY et al. (1996), somente nos Estados Unidos, o custo
estimado com doengas de origem alimentar (incluindo gastos meédicos
diretos e indiretos, perda de produtividade e mortes prematuras), tendo
como causa somente microrganismos bacterianos, é de 2,9 a 6,7 bilhdes de
ddlares/ano. Estimativas atualizadas em 2000 demonstraram que esse valor

elevou-se para 6,9 bilhdes de ddlares (ERS, 2004).

No Brasil, os custos com hospitalizacbes devido a Doengas
Transmitidas por Alimentos, entre 1999 e 2004, chegaram a 280 milhdes de

reais, com média de 46 milhdes de reais por ano (CARMO et al., 2005).

Infecgdo gastrintestinal € a mais frequente causa de morbidade e
mortalidade em paises em desenvolvimento. A causa mais comum de
diarréia e disenteria entre criancas € a presenca de enterobactérias em
alimentos e agua (O'RYAN et al., 2005). A viruléncia desses microrganismos
esta associada a diversos fatores como: presenca de adesinas, produgao de
hemolisinas, toxinas e diversas proteinas envolvidas na aderéncia, invasao e
desorganizagao/rearranjo cinético da célula alvo, dentre outros. (MATTE MH,
1995, 1996; MATTE GR, 2003; NATARO e KAPER, 1998; BALABAN e
RASOOLY, 2000; FIGUEIREDO, 2004; VILCHES et al., 2004; TORRES et

al., 2005; FOSTER, 2005).
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Os exemplos mais comuns de bactérias enterotoxigénicas sao
Escherichia coli e Salmonella spp. As primeiras possuem como fatores de
viruléncia mais estudados as colicinas e as enterotoxinas termoestavel (ST)
e termolabil (LT), j&4 as salmonelas possuem um aparato sofisticado para
invasao e colonizacado, que envolve diversas proteinas e € conhecido como
Sistema de Secrecéao Tipo lll, utilizado também por outros microrganismos
como Aeromonas hydrophila (MATTE MH, 1995, 1996; MATTE GR, 2003;
BALABAN e RASOOLY, 2000; FIGUEIREDO, 2004; VILCHES et al., 2004;

TORRES et al., 2005; FOSTER, 2005).

Outras bactérias de importancia em saude publica, alvos desse
estudo, cujo tipo de toxina secretada provoca diarréia sado: Vibrio cholerae,
através da toxina colérica, hemolisina, dentre outras; Staphylococcus
aureus, que produz 18 enterotoxinas; e Aeromonas hydrophila produtora de
aerolisina e citotoxinas termoestavel e termolabil, para citar apenas alguns

exemplos (FOSTER, 2005; HOLTFRETER e BROKER, 2005).
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1.3 OS PEIXES E A CONTAMINACAO ALIMENTAR

Os peixes podem ser agentes de contaminagcédo, como qualquer fonte
de proteina de origem animal, e portanto representam risco para a saude
humana. A agua, salgada ou doce, constitui ambiente natural de uma
variedade de bactérias capazes de originar infeccdo no homem, embora o
potencial para isso dependa de fatores como: sobrevivéncia, laténcia e dose

infectante do organismo e suscetibilidade do hospedeiro.

Por estarem em contato direto com a agua, os peixes podem albergar
naturalmente esses patdogenos (JANDA e ABBOT, 1998; NEYTS et al., 2000;
HASTEIN et al., 2006; MATTE et al., 2007), inclusive aqueles mantidos sob
refrigeragdao (VASUDEVAN et al., 2002; SAUTOUR et al., 2003). Muitas
dessas bactérias, incluindo espécies dos géneros Aeromonas e Vibrio,
patogénicas ao homem, sdo encontradas normalmente na superficie dos

pescados, que sdo comumente consumidos pela populagéo.

As atividades humanas que acarretam aumento nos indices de
poluicdo das aguas do mar e de outros corpos hidricos também elevam o
nivel de contaminagédo dos peixes. O langamento inadequado de esgoto ou
simplesmente emissdo, ao mar, de esgoto clandestino constitui um
acréscimo de bactérias nesse meio ambiente, principalmente as
enteropatogénicas. Através do consumo de peixes, essa carga microbiana
pode retornar aos seres humanos e realimentar esse ciclo indefinidamente

(FELDHUSEN, 2000).
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Outra preocupante modalidade de poluicdo é a introdugcdo de
microrganismos patogénicos em aguas marinhas, transportados por navios
de regides epidémicas para locais ndo contaminados, por meio da agua de
lastro. O lastro é essencial para a manutengao da estabilidade e seguranca
dos navios em alto-mar quando navegam sem carga. A agua armazenada
no navio, em seu local de origem é despejada em aguas préximas a costa
dos paises de destino, antes de receber nova carga, aumentando assim a
poluicdo marinha. Essa pratica contribuiu, por exemplo, para a reintrodugao
do Vibrio cholerae no continente americano. A sétima pandemia de codlera,
iniciada na Asia, entrou através do Peru em 1991 e se espalhou rapidamente
pela América Latina e Golfo do México, matando 5 mil pessoas (McCARTHY

e KHAMBATY, 1994; MATTE, 2003).

A manipulacéo inadequada do alimento também é fator que contribui
com o desenvolvimento de microrganismos patogénicos ao homem. Pode
ocorrer em toda a complexa cadeia que envolve o pescado, desde o

momento de captura até o consumidor final.

Os estafilococos, por exemplo, estdo presentes nas cavidades
orofaringea e nasal, nas maos e unhas, cabelos e pélos, além da pele e
podem ser facilmente transmitidos aos alimentos, se nao forem observadas

praticas corretas de higiene (WERTHEIM et al., 2005).

Através da manipulagao inadequada também podem ser introduzidos

outros patogenos que constituem a flora natural de animais de sangue
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quente como coliformes termotolerantes e salmonelas (SAKER-SAMPAIO e

VIEIRA, 2004).

Microrganismos  patogénicos como  Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Salmonella spp. embora presentes inicialmente em
pequenas quantidades no alimento podem causar infecgdo gastrointestinal,
se nao forem observadas boas praticas de manipulacdo e conservagcao dos

alimentos.

1.4 OS PEIXES COMO ORIGEM DE DTAs

O pescado apresenta-se em muitas ocasides como um veiculo
importante de infecgoes gastroentestinais. Muitas especies
enteropatogénicas sao encontradas em peixes, inclusive aqueles mantidos
sob refrigeracdo (DALTON et al., 2004). Peixes e frutos do mar estdo
envolvidos, nos Estados Unidos, em 19% dos surtos de doencas causadas

por alimentos de origem conhecida (OLSEN et al., 2000).

Entre 1992 e 1999, 1.425 surtos de infecgdo intestinal foram
reportados na Inglaterra e Pais de Gales. Foram associados com o consumo
de peixe e frutos do mar 148 (10%) dos surtos, dentre os quais 47% foram
relacionados ao consumo de peixes, 36% ao consumo de moluscos e 11%

ao consumo de crustaceos (GILLESPIE et al., 2001).
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Na Europa, a contribuicdo de pescado em surtos de doengas
transmitidas por alimentos variou entre 0,3 a 12,2%, dentre 16 paises
pesquisados, como pode ser observada na tabela 1 (TIRADO e SCHMIDT,

2000).

Dados australianos mostram que dentre 173 surtos de origem
alimentar, com tipo de alimento implicado conhecido, depois da carne
associada em 64 (30%) dos surtos, o segundo veiculo mais frequentemente
implicado entre 1995 e 2000 naquele pais foram peixes em 34 (16%) dos
surtos, seguido pelos frutos do mar responsaveis por 13 (6%) deles

(DALTON et al., 2004; HALL et al., 2005).

No Brasil, entre 1999 e 2004, em aproximadamente 33%
(1.243/3.737) dos surtos n&o foi possivel determinar o tipo de alimento
implicado, enquanto peixes e frutos do mar foram implicados em 1% e
0,37% destes surtos, respectivamente (CARMO et al., 2005). Mesmo na
auséncia de informagdes confiaveis sobre o numero de casos de doencgas
provocadas por alimentos contaminados, sabe-se que o pescado esta
fortemente relacionado com toxinfecgées, principalmente quando é oferecido
em locais sem condi¢gbes de salubridade (AZEVEDO FILHO et al., 2004,

GONZALEZ-RODRIGUEZ et al., 2002).
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Tabela 1: Numero e porcentagem de surtos ocasionados por alimentos, nos

quais o alimento implicado foi identificado como peixe ou frutos do mar em

paises europeus, entre 1993 e 1998, segundo o pais e total de surtos.

Pais TSolj?tlodse Pescado

N.° %

Alemanha 811 11 1,4
Bélgica 354 6 1,7
Bulgaria 99 1 1,0
Croacia 338 10 3,0
Dinamarca 324 4 1,2
Escdcia 33 2 6,1
Espanha 5517 418 7,6
Finlandia 295 36 12,2
Franca 2189 206 94
Holanda 2524 149 5,9
Italia 84 6 7,1
Noruega 165 18 10,9
Polbnia 2558 7 0,3
Portugal 110 7 6,4
Roménia 375 8 2,1
Suécia 526 55 10,5
Total 17246 1076 6,2

Fonte: Os dados foram compilados do 7° Relatério do Programa de Vigilancia Europeu no
Controle de Infecgbes e Intoxicacdes devido a DTAs da OMS (TIRADO e SCHMIDT, 2000).
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1.5 AGENTES ETIOLOGICOS

Existem basicamente duas formas de doengas causadas pela
ingestédo de alimentos contaminados. Uma delas é a infec¢cdo, com sintomas
como diarréia, nauseas, vomitos, dores abdominais e febre dentre outros. A
outra forma € a intoxicagdo, cujos sintomas se iniciam com nauseas,
vOmitos, caimbras abdominais, diarréia, sudorese, dores de cabeca,
calafrios, queda de pressado arterial e que se distingue da primeira
principalmente pela auséncia de febre, que pode ocorrer, porém raramente.
Podem apresentar-se como um quadro leve e passageiro, uma septicemia
ou até levar a morte, dependendo das condigdes do individuo e da dose
infectante (TAUXE, 2002). As toxinas desses microrganismos induzem a
mudancga no transporte de ions das células do epitélio intestinal, resultando
na perda de eletrdlitos (sobretudo de sddio e potassio), juntamente com a

agua, produzindo diarréia.

1.5.1 Escherichia coli

Escherichia coli € um microrganismo considerado como habitante
natural da flora microbiana do trato intestinal de humanos e da maioria dos
animais de sangue quente sendo, portanto, normalmente encontrado nas

fezes destes animais. A maioria das cepas de E. coli sdo comensais
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intestinais inofensivas (NATARO e KAPER, 1998; SCHMIDT e HENSEL,

2004).

Séo classificadas como bastonetes retos, Gram negativos, nao-
formadoras de esporos, moveis através de flagelos ou imoveis. Sao
anaerobias facultativas e utilizam glicose e outros carboidratos com a

formacgao de acido e gas (JRSKOV, 1984).

Existem basicamente seis diferentes grupos de E. coli
enteropatogénicas, sendo classificados de acordo com: propriedades de
viruléncia, sorotipos O:H e interagcbes com a mucosa intestinal, sindrome
clinica e epidemiologia. As espécies sao classificadas por sorotipagem,
usando anticorpos, especialmente contra antigenos "O", somatico e "H"

flagelar, de varias cepas (WOLF, 1997).

Algumas espécies de enterobactérias sado divididas em tipos
soroldgicos, ou sorotipos, tomando-se por base a especificidade imunoldgica
dos chamados antigenos O, K e H. Embora praticamente todas as espécies
tenham sido investigadas quanto aos sorotipos, somente algumas, como as
E. coli, sdo sorotipadas em rotina. Na maioria das vezes, a sorotipagem tem
finalidade epidemiolégica, mas com relagcéo as E.coli esta se faz necessaria
também para caracterizar os sorotipos enteropatogénicos que ndo podem
ser diferenciados apenas por provas bioquimicas (NATARO e KAPER 1998,

TRABULSI et al., 2002).
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As cepas de Escherichia coli diarreiogénicas incluem os seguintes
patotipos: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC),
E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (LEVINE,
1987; NATARO e KAPER, 1998). Em conjunto sdo as causas mais comuns
de diarréia aguda em criangas de paises em desenvolvimento (O'RYAN et

al., 2005).

A E. coli enteropatogénica, EPEC, é conhecida como causadora de
surtos de diarréia neonatal que ocorrem frequentemente em bergarios
hospitalares. Em paises em desenvolvimento como o Brasil, México e Africa
do Sul, tem sido implicada em 30-40% dos casos de diarréia infantil
(TRABULSI et al., 2002). Em paises industrializados, a incidéncia desses
organismos tem decrescido, porém continuam sendo uma importante causa
de diarréia em creches e bercarios (NATARO e KAPER, 1998). Muitos
adultos possuem EPEC no trato intestinal, porém nao expressam os
sintomas da doenga. Acredita-se que adultos adquiram imunidade a este

microrganismo (CHEN e FRANKEL, 2005).

A Escherichia coli enterotoxigénica, ETEC, é mais associada a
adultos em paises desenvolvidos a chamada "diarréia do viajante" do que as
doencas alimentares, e em criangas em paises em desenvolvimento é causa
de diarréia. Os sintomas de ETEC s&o similares aos da cdlera, ou seja,
diarréia aquosa, desidratagdo, choque, e algumas vezes vomito. Podem ser

expressas em cada cepa, uma ou mais toxinas, que agem no intestino
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delgado induzindo a liberagcao de fluido. Nao ocorre invasao nem dano a
camada epitelial do intestino delgado, apenas ocorrem colonizagéo e
producdo de toxinas. Diversos tipos de fatores de colonizagdo tém sido
identificados e demonstram serem especificos dessa espécie (TORRES et

al., 2005).

Outro grupo de E. coli patogénico é o das enteroinvasivas, EIEC, cuja
patologia € muito semelhante a da Shigelose. Os sintomas s&o calafrios,
febre, dores abdominais e disenteria. O periodo de incubacéo varia de 8 a
24 horas com média de 11 horas e a duragcdo da doenga € usualmente de
varios dias (VIEIRA et al., 2004). O microrganismo invade células do epitélio
intestinal, os enterdcitos, multiplicando-se e espalhando-se pelas células
adjacentes provocando ulceracbes do colon, resultando em diarréia

sanguinolenta.

O quarto grupo é o das Escherichia coli entero-hemorragicas, EHEC.
Entre os grupos de E. coli patogénicas este €&, provavelmente, o mais
importante em termos de infecgdes alimentares, e o principal sorotipo
envolvido é o O157:H7 (DOYLE, 1991; CHAPMAN et al., 2001; TORRES et
al., 2005). A infeccdo por E. coli O157:H7 é bastante severa e pode ser
expressa por trés manifestagdes diferentes: colite hemorragica, sindrome

urémica hemolitica (HUS) e trombocitopenia trombdética purpura (TTP).

A Escherichia coli enteroagregativa, EAEC, compreende um grupo de
cepas de E. coli cuja principal caracteristica € a produ¢gao de um padrao de

aderéncia exclusivo em células HEp-2 (células epiteliais de origem
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epifaringea), que lembram tijolos empilhados. Sado muitas vezes isoladas de

criancas sadias (O'RYAN et al., 2005; TORRES et al., 2005).

O termo Escherichia coli difusamente aderente, DAEC, descreve a
caracteristica de adesao a superficie de células HEp-2, observada em um
grupo de cepas de E. coli bastante heterogéneo (SERVIN, 2005). DAEC é
reconhecida como potencialmente causadora de diarréia, porém ha

controvérsias sobre seu papel.

Embora surtos relacionados com alimentos, envolvendo Escherichia
coli, sejam raros em paises desenvolvidos, em 1993 varias criangas
adoeceram e duas faleceram num surto envolvendo a contaminagao por E.
coli O157:H7 de hamburguer malcozido em uma cadeia de fast-food

americana (CDC, 1993; HELMS et al., 2006).

Apds inumeros surtos registrados em 1996, no Japao, E. coli O157:H7
passou a ser doengca de comunicacdo compulsoria. Desde entdo, os
laboratdrios publicos pesquisam EHEC em alimentos suspeitos, por meio de
técnicas moleculares. TERAJIMA et al., em 1999, isolaram E. coli O157:H7
de um surto envolvendo 49 pacientes e 13 portadores, ocasionado por
ingestao de ikura-sushi (bolinho de arroz com ovas de salméao), em sete
cidades do pais. Por meio do perfil molecular, a fonte de contaminacéao foi

determinada como sendo as ovas de salmao de um Unico fornecedor.

O modelo de prato pronto para o consumo mantido a 18°C foi copiado

do Japao e adotado pela industria chinesa. Dentre esses alimentos, estao
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disponiveis nas lojas de conveniéncia de Taiwan sushis e temakis (sushi
enrolado em formato de cone). Dentre 22 amostras de sushis e 25 amostras
de temakis analisadas, FANG et al. (2003), isolaram coliformes em 15 (68%)
e 21 (84%), respectivamente. Escherichia coli estava presente em 1 (4,6%)

amostra de sushi e em 4 (16%) amostras de temakis.

Na avaliagédo da qualidade de preparacdoes a base de peixe cru em
bufés da cidade de Sao Paulo, E. coli foi isolada em 45% do total de 20

amostras (MARTINS, 2006).

1.5.2 Salmonella spp.

As salmonelas, assim como os coliformes, compdéem a familia
Enterobacteriaceae. Sao bastonetes Gram negativos, nao-esporulados,
moveis ou imoveis. Embora possam ser encontradas amplamente na
natureza, em sua maioria habitam os intestinos do homem e dos animais de
sangue quente. Todas as espécies sdo consideradas patogénicas para o
homem, por isso sao sorotipadas em rotina, com finalidade epidemioldgica,
de acordo com seus antigenos somaticos e flagelares (FRANCO e

LANDGRAF, 2002).

A bactéria pode também ser disseminada por pessoas infectadas,
durante a manipulacdo dos alimentos. Espécies de Salmonella podem

produzir trés tipos de doencgas: febre tiféide, gastrenterite e agravos em
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orgaos especificos, acompanhados de septicemia. Se nao for tratada a

doenca pode levar a morte (FELDHUSEN, 2000, CDC, 2002).

A febre tifdide € a denominacgao da infeccdo causada pela Salmonella
Typhi e Salmonella Paratyphi. Os sintomas clinicos sao: mal-estar geral, dor
de cabeca, febre alta e persistente, dor abdominal, vomito, suor e anorexia.
O periodo médio de incubagéo é de 14 dias. Septicemia ocorre geralmente
10 dias apods o inicio da infeccdo, sendo a vesicula biliar o alvo da infeccao

(CVE, 2003).

A Salmonella enterica causa gastrenterite. A infeccdo, denominada
salmonelose, € caracterizada por diarréia, dores abdominais, febre branda,
calafrios, ndusea, anorexia, dores de cabeca. Os sintomas surgem entre 10
e 36 horas depois da infeccao e duram de 2 a 5 dias. Em idosos e criangas
de pouca idade, mesmo um pequeno numero de bactérias pode causar a
doenca, principalmente se estiverem contaminando alimentos com alta taxa

de gordura (HENNESSY et al., 1996).

As salmonelas crescem rapidamente em uma variedade de alimentos,
gordurosos como ovos, carne, chocolate e leite. Salmonelose é uma das
doencgas mais freqientemente reportadas em muitos paises (CDC, 2005).
Na Inglaterra, por exemplo, a taxa de infec¢gdo anual estd em torno de 500

casos/milhao de pessoas (FELDHUSEN, 2000).

Um surto de salmonelose atingiu 35 estados americanos em 1994 por

causa de sorvete contaminado. Os pesquisadores estimaram que
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gastrenterite por Salmonella Enteritidis tivesse atingido 224 mil pessoas que
comeram sorvete da marca “Schwan”. Foram isoladas cepas de 8 dentre

226 amostras do produto (HENNESSY et al., 1996).

De modo geral, na Europa e Estados Unidos, casos de salmonelose
associados ao consumo de peixes e crustaceos sdo raros se comparados
com aqueles associados com outros alimentos, como aves, por exemplo.

(FELDHUSEN, 2000; FELL et al., 2000).

CATO (1998), compilando dados reportados ao ministério da saude
japonés, no periodo entre 1987 e 1996, somou 57 surtos de salmonelose,
que originaram 3.145 casos, nos quais peixes e frutos do mar ou seus

derivados estavam implicados.

Surtos esporadicos de salmonelose foram registrados na regiao
central do Japao, em 1999. Os casos atingiram criangas entre 1 e 12 anos
de idade, provocando diarréia aquosa e/ou hemorragica, com presenga ou
nao de muco. Estudos epidemioldgicos identificaram como agente etiolégico
a Salmonella Oranienburg e como veiculo “Oyatsu-Chinmi” um tipo de
salgadinho processado de lula. Apds o primeiro isolamento dessa variedade
de Salmonella, o numero de registros de surtos causados por alimentos

contendo lula aumentou em varias partes do Japao (HAMADA et al., 1999).

Em 2000, FELL et al. investigaram um surto envolvendo 14 casos de
Salmonella Blockley, na Alemanha, determinando como fonte das infec¢des

o consumo de enguias defumadas, fornecidas vivas por dois criatérios de
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uma cidade da ltalia. O isolamento desta sorovariedade é raro, tanto na
Europa quanto nos Estados Unidos, particularmente na Alemanha, onde a

taxa de isolamento € menor que 0,5%.

Na Europa, surtos envolvendo Salmonella Linvingstone s&o raramente
reportados e estédo relacionados com aves. No entanto, em 2001, GUERIN
et al. (2004) isolaram essa sorovariedade em fezes, urina e sangue de
pacientes de diversas localidades na Noruega e Suécia. Dos 60 casos
reportados, 22 (37%) pessoas foram hospitalizadas e 3 (5%) foram a 6bito
duas semanas apos a infeccdo. Dentre os doentes, 47 (78%) tiveram
gastrenterite, 4 (7%), infecgéo do trato urinario (ITU), 7 (12%), gastrenterite e
ITU concomitantemente, um caso de infecgcdo em ferimento abdominal e um
caso assintomatico. Os pesquisadores comprovaram que o veiculo implicado

foi uma determinada marca de peixe processado.

Surtos de doengas de origem alimentar envolvendo sushi séo
raramente descritos na literatura, no entanto, BARRALET et al. (2004),
investigando um surto de Salmonella Singapore, na Australia, registraram 12
casos associados ao consumo de sushi. Somente foi possivel determinar o
estabelecimento implicado, mas nédo o tipo de sushi, devido a variedade

oferecida e freqiéncia no consumo.

Para esclarecer o aumento do numero de casos por S. Paratyphi B
var. Java, GAULIN et al. (2005) utilizaram PFGE (pulsed field gel
electrophoresis) para comparar cepas isoladas em agua de aquarios, com

cepas isoladas de amostras clinicas. Dentre os individuos envolvidos no
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surto, 60% tiveram contato com peixes ou tanques/aquarios de peixes
tropicais e mais que 50% das amostras de agua de aquarios caseiros ou de

pet shops foram positivas para essa variedade de Salmonella.

LIMA e REIS (2002) isolaram Salmonella spp. em 7 (35%) pacus de
um total de 20 amostras de diversas origens. Dentre elas, 2 (28,5%)

oriundas de feiras livres da cidade de Cuiaba (MT).

Em Pernambuco, AZEVEDO FILHO et al. (2004), durante
investigacdo de surto de diarréia, isolaram Salmonella spp. em 8 (1,4%)
amostras de fezes, dentre 582 amostras clinicas pesquisadas. O
abastecimento de agua da cidade era precario e a populagédo utilizava-se de
fontes de agua bruta sem tratamento para suprir suas necessidades, sendo
esta, de acordo com os autores, a provavel causa da infeccdo, embora néo

se tenha isolado o patégeno do ambiente.

Avaliando a qualidade sanitaria em pesqueiros paulistanos, MORITA
(2005) identificou por provas bioquimicas e soroldgicas, confirmadas por
biologia molecular, 14 cepas de Salmonella spp., dentre 30 amostras de

agua pesquisadas.
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1.5.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus pertence a um grupo de microrganismos
Gram positivos, ndo-formadores de esporos, da familia Micrococcaceae.
Possui 38 espécies e 24 subespécies (DSMZ, 2005), dentre as quais 18
produtoras de enterotoxinas estafilococicas (SEs). Podem produzir
coagulase ou ndo. E um microrganismo comensal humano e também um
patdgeno oportunista. Além do homem, coloniza a pele e as mucosas de
varias espécies de animais de sangue quente. S. aureus é mais
freqientemente encontrado no vestibulo nasal. A pele, a faringe e o perineo
sdo outros locais que abrigam o microrganismo. Com menos frequéncia, o
trato gastrintestinal, a vagina e a axila também podem ser fontes de S.

aureus (WERTHEIM et al., 2005).

Estudos de prevaléncia demonstram que entre a populagao adulta a
taxa de portadores de S. aureus, no vestibulo nasal, tem se mantido em
aproximadamente 27% desde o ano 2000. Esse valor € menor que a taxa de
35% reportada anteriormente, a qual incluia estudos desde 1934

(WERTHEIM et al., 2005).

Portadores assintomaticos possuem um papel importante na
manutencdo e disseminagdo desses microrganismos, especialmente
pessoas ligadas a atividades relacionadas com processamento de alimentos

e salde (GONZALEZ-ROMO et al., 2003).
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Staphylococcus aureus é um patdégeno de grande importancia dentre
os Gram positivos, afetando pessoas de todas as idades. Causa
frequentemente infecgdes de significancia clinica, tais como pneumonia,
endocardite, sinusite, artrite, osteomielite, sindrome do choque tdxico e
infecgdes do trato urinario, devido principalmente as infeccdes hospitalares.
Também causa intoxicagdo, pela ingestdo de alimentos contendo toxinas

pré-formadas (CHAMBERS, 2001).

A maioria dos S. aureus depende de fatores ambientais para a
producdo de toxinas. Forma um conjunto de 18 tipos conhecidos de
enterotoxinas, além da toxina da sindrome do choque téxico-1 (TSST-1, do
inglés, Toxic Shock Syndrome Toxin-1), anteriormente denominada SEF. As
enterotoxinas estafilocécicas foram designadas por SE (Staphylococcal
Enterotoxin), e sdo acrescidas por letras do alfabeto, a medida que estao
sendo descobertas. Sado elas: SEA até SEE (sendo que SEC possui
subdivisdo: SEC4, SEC,, SECj3;), SEG até SER e SEU. Os tipos de
enterotoxinas envolvidos em surtos vao de SEA até SED (FOSTER, 2005;

HOLTFRETER e BROKER, 2005).

As enterotoxinas estafilococicas (SEs) séo resistentes as principais
enzimas proteoliticas, por isso nao sao inativadas pelas proteases
gastroentestinais, como a pepsina e tripsina. Possuem também resisténcia
ao tratamento térmico, sendo essa a caracteristica mais importante em
termos de seguranga alimentar (BALABAN e RASOOLY, 2000). Essas

toxinas sdo consideradas superantigenos, por serem moléculas capazes de



47

estimular o sistema imune, ativando a produgcao macica de linfécitos T

inespecificos (HOLTFRETER e BROKER, 2005).

Embora pouco se saiba sobre a forma de penetragcdo através do
intestino e 0 mecanismo de acido que leva a intoxicagcado alimentar, sabe-se
que a enterotoxina liga-se ao nervo vago. Por essa razdo, a infec¢ado por
estafilococos é caracterizada principalmente por produzir vémitos “em jatos”,
além de nauseas, dores abdominais e diarréia, 2-6 horas apos a ingestéo do
alimento contaminado. A infeccdo € autolimitada, sendo que a recuperacao
do paciente ocorre entre 1 a 3 dias apds o aparecimento dos sintomas, por
essa razao é pouco relatada. Casos de morte por intoxicagao alimentar sao

rarissimos em individuos higidos (VINCENT et al., 2006).

No Japao, Staphylococcus aureus foi responsavel por 91 surtos,
tendo como veiculo peixe, marisco e derivados, que resultaram em 2.026
casos, no periodo compreendido entre 1987 e 1996. Entre produtos
derivados de peixe e marisco, foram contabilizados 82 surtos e 4.068 casos
envolvendo bactérias, dentre os quais 28 (34%) surtos e 1.068 (26%) casos

foram atribuidos a contaminacgéao por S. aureus (CATO, 1998).

Nos Estados Unidos, menos de 10% de surtos de origem alimentar
sao devido a S. aureus. Raramente envolvem alimentos preparados
industrialmente. Entretanto a manipulacdo de alimentos em restaurantes ou
mesmo em cozinhas domésticas, sem os cuidados de higiene necessarios,

pode ser a causa da grande maioria dos surtos (CATO, 1998).
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CUNHA NETO et al., (2002) analisaram 37 amostras de camaréo in
natura procedentes da bacia pesqueira do litoral de Natal (RN) e delas
selecionaram uma cepa de estafilococos coagulase positiva. O mesmo
procedimento foi realizado em 75 amostras de alimentos processados,
incluindo peixe cozido, perfazendo um total de 15 cepas. As espécies de
Staphylococcus isoladas nos alimentos foram S. aureus, S. intermedius e
estafilococos coagulase positiva. Todas as cepas submetidas ao teste de
producdo de enterotoxinas apresentaram-se positivas e foram isoladas de
camarao, queijo tipo coalho, macarrao, peixe cozido e pasta de alho. Apenas
o0 camardo apresentou-se positivo para Staphylococcus aureus, porém
dentro do valor permitido pela legislagdo (5 x 10> UFC/g — Unidades

Formadoras de Colbnias por grama).

OETTERER et al., (2003), monitorando o processo de fermentagao de
sardinhas (Sardinella brasiliensis), em 4 processos de tratamento diferentes
(peixes inteiros e eviscerados, ambos com e sem condimentos, acrescidos
de 20% de sal), analisaram as amostras in natura e nos periodos de 1, 15,
30, 45 e 60 dias de fermentagao e evidenciaram que Staphylococcus aureus

apresentaram baixas contagens, em todos os processos testados.
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1.5.4 Aeromonas spp.

O género Aeromonas € conhecido como patdégeno de peixes desde
1894 (KIRKAN et al., 2003). Sofreu inUmeras revisbes taxondmicas nos
ultimos anos. Embora inicialmente localizado como um género da familia
Vibrionaceae (POPOFF, 1984), a qual inclui além do Vibrio os géneros
Photobacterium e Plesiomonas, subsequentes investigagdes filogenéticas
indicaram que o género Aeromonas nao esta estreitamente relacionado a
essa familia. Atualmente existem 14 espécies descritas por meio de
caracteristicas bioquimicas e grupos de hibridizacdo de DNA (ABBOTT et al,
1998, 2003; JRMEN et al.,, 2005). Presentemente, localizado em familia
prépria, Aeromonadaceae (COLWELL et al., 1986), o género Aeromonas é
composto por bacilos Gram negativos, imoveis e moveis por meio de flagelo
polar, fermentadores, anaerobios facultativos e que apresentam reacao de
oxidase positiva, caracteristica que o distingue das enterobacteriaceas

(POPOFF, 1984).

O género Aeromonas engloba um grupo de organismos amplamente
espalhados pelos ambientes aquaticos, devido principalmente a sua extrema
adaptabilidade (MATTE, 1995). Embora identificado primeiramente em
aguas marinhas e salobras, tem sido isolado de agua potavel, inclusive
clorada, destinada ao abastecimento publico (GAVRIEL et al., 1998; SEN e
RODGERS, 2004; PAVLOV et al., 2004), e até em aguas minerais
engarrafadas (TSAIl e YU, 1997; VENIERI et al., 2006; VILLARI et al., 2003;

PIANETTI et al., 2005). Aeromonas spp. também sao contaminantes comuns
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de anfibios, répteis, aves, peixes e mamiferos (PASQUALE et al.,, 1994;
JANDA e ABBOT, 1998). A patogenicidade de algumas espécies para

homens e animais ja foi demonstrada (SEN e RODGERS, 2004).

No Brasil, MATTE em 1995 isolou A. hydrophila, A. caviae, A. sobria e
A. jandaei em agua de represa, tanto na superficie da agua quanto no
sedimento, enquanto FALCAO et al. (1998), pesquisando agua de rios,
represa e de irrigagao, isolaram 3 espécies de Aeromonas. No mesmo ano,
RAZZOLINI isolou espécies de Aeromonas procedentes de bebedouros e
caixas de agua em algumas regides de Sdo Paulo. GIBOTTI et al. (2000)
isolaram 32 cepas de Aeromonas provenientes de 70 amostras de aguas de
rio. ROCHA (2004) isolou Aeromonas spp. em lagoas de estabilizagao e

unidade de desinfecgao por hipoclorito de sodio.

Na Italia, MESSI et al. (2002) encontraram espécies de Aeromonas na
agua mineral e sugerem a capacidade de Aeromonas hydrophila sobreviver
a esse microambiente por tempo prolongado. Na regido de Lecce, também
na Italia, MASSA et al. (2001) relataram o isolamento de Aeromonas spp. em
10% das amostras de pogos de agua estudados. Na Espanha, SOLER et al.
(2002) isolaram 102 Aeromonas spp de agua de reservatorios, rios e agua
do mar, registrando inclusive resultado inédito, a ocorréncia de Aeromonas
popoffii em agua do mar. IVANOVA et al. (2001) estudaram pela primeira
vez a incidéncia desse género em agua de abastecimento préximo a cidade

de Vladivostok na Russia.
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FILLER et al. (2000) associaram Aeromonas sobria isolada de agua
de aquario a caso de falha renal aguda em crianga, hospitalizada em

Ontario, Canada.

A maioria dos fendtipos de Aeromonas é encontrada em aguas
contaminadas por esgoto e lodo ativado. A presenga destes microrganismos
e favorecida pelo conteudo de matéria organica presente na agua, portanto
sua sobrevivéncia € aumentada em aguas poluidas e com descarga de

esgotos (MATTE, 1995; RAZZOLINI, 1998).

Embora a sobrevivéncia e o crescimento desses organismos em agua
do mar ainda estejam sendo discutidos, muitos estudos indicam que frutos
do mar em geral possuem um maior risco de estarem contaminados com
Aeromonas spp. (TSAl e CHEN, 1996; HANNINEN et al., 1997; NEYTS et

al., 2000).

Sao também encontrados em diferentes tipos de alimentos, de
diversas origens, inclusive aqueles mantidos sob refrigeragao. Os principais
sdo os alimentos de origem marinha, porém sao encontrados também em
queijo e vegetais (GONZALES-RODRIGUEZ et al., 2002; BULHOES e

ROSSI Jr., 2002).

HANNINEN et al. (1997) isolaram em peixe e derivados, do comércio
local de Helsinque, Finlandia, cepas potencialmente patogénicas de
Aeromonas spp. Aeromonas estavam presentes em 100% de amostras de

ovas de peixe e agua (17 e 23 amostras, respectivamente), em 93% (27) de
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amostras de peixe e 16% (2) de amostras de camarao. O total de 117 cepas
foi isolado de 69 amostras, muitas das quais continham até mais que 3
espécies de Aeromonas, dentre elas: A. hydrophila, A. caviae, A. veronii

sobria e A. veronii veronii, ja associadas a gastrenterite.

NOJIMOTO et al. (1997), visando conhecer a epidemiologia de
Aeromonas spp. em Goiania (GO), analisaram 163 amostras de fezes
diarréicas e nao-diarréicas de criancas com idade inferior a 5 anos, sem
antibioticoterapia. Das 91 amostras de fezes diarréicas foram isoladas 20
(21,9%) cepas de cinco espécies diferentes de Aeromonas spp. (A. caviae,
A. salmonicida var. salmonicida, A. salmonicida var. achromogenes, A.
sobria, e A. hydrophila). Dentre as 72 amostras de fezes nao-diarréicas, a
presenca de Aeromonas spp. foi negativa. Os pesquisadores demonstraram
que todas as cepas de A. hydrophila e A. caviae isoladas apresentavam
atividade hemolitica, sugerindo que outros fatores possam estar envolvidos

na regulagao da patogenicidade das demais cepas.

RALL et al. (1998) isolaram A. caviae, A. hydrophila e A. sobria em
amostras de pintado (Pseudoplatystoma sp.) comercializadas em
supermercados de Sao Paulo. Um total de 50 amostras de peixe foi coletado
e processado por meio de duas técnicas. Pelo método de
presencga/auséncia, 21 (42%) amostras de peixe foram positivas, enquanto
24 (48%) amostras foram positivas pelo método de plaqueamento direto.
Verificou-se a produgdo de enterotoxina in vitro em 88% das cepas de A.

hydrophila, 27% das cepas de A. sobria e 13% das cepas de A. caviae. No
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teste in vivo, 67% das cepas de A. sobria, 60% das cepas de A. hydrophila e

40% das cepas de A. caviae revelaram-se positivas.

SANTOS et al. (1999) demonstraram a presenca de gene relacionado
a aerolisina, enzima responsavel pela hemolise de eritrocitos, em cepas de
Aeromonas caviae, A. eucrenophila, A. jandaei e A. hydrophila, isoladas de

amostras de peixes diversos.

GONZALES-RODRIGUEZ et al. (2002) estudaram 20 lotes de filés
frescos sem pele de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e 10 de postas de
salmdo (Salmo salar), adquiridos em supermercados. Durante o
armazenamento das amostras, a refrigeragdo foi mantida em 3°C. Foram
isoladas cepas de Aeromonas em ambos os tipos de amostras. As espécies
mais isoladas de filés de truta foram: A. veronii var sobria, A. caviae, A.
eucrenophila, A. hydrophila e A. veronii var veronii, nessa ordem. Das postas

de salmao foram isoladas A. caviae e A. veronii var sobria.

A presenca de Aeromonas foi pesquisada em 87 amostras de varios
tipos de peixes comercializados na Malasia, das quais foram isoladas A.
hydrophila, A. caviae e A. veronii var sobria (RADU et al., 2003). Na india,
em 33,58% (180/536) das amostras de peixes analisadas, comercializados
no mercado de Coimbatore, foram isoladas Aeromonas hydrophila

(VIVEKANANDHAN et al., 2005).

Caracterizando cepas de Aeromonas hydrophila, isoladas de diversos

orgaos (figado, rins, branquias e bago) de tilapia (Oreochromis niloticus) e
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pacu (Piaractus mesopotamicus), COSTA (2003) concluiu que duas
linhagens dessa espécie possuiam capacidade virulenta, uma vez que
produziram enterotoxinas estaveis ao calor, importante fator na patogénese

de Aeromonas associadas as gastrenterites.

ULLMANN et al. (2005) isolaram espécies patogénicas de Aeromonas
em 84 amostras de frutos do mar, incluindo salmao. Dentre as espécies
isoladas A. hydrophila foi a mais frequente com 14% das amostras positivas,
seguida por A. caviae e A. sobria. Os pesquisadores também comprovaram

a producéo de fatores de viruléncia nas cepas isoladas.

MORITA (2005), pesquisando a presenga de bactérias patogénicas do
género Aeromonas em 30 pesque-pagues da regido metropolitana de Sao
Paulo, coletou de cada estabelecimento 100 mL de agua e uma amostra de
peixe. Das 30 amostras de agua e peixe, foram isoladas respectivamente 10
e 8 espécies de Aeromonas. As seguintes espécies patogénicas ou
potencialmente patogénicas foram isoladas: A. allosaccharophila, A. trota, A
jandaei, A. veronii sobria e A. hydrophila. O autor sugere que a quantidade e
diversidade de espécies encontradas representam risco a saude dos

usuarios desses estabelecimentos, consumidores de produtos de pesca.

O género Aeromonas ja foi descrito como patégeno emergente pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (RALL et al., 1998) e existem varios
estudos relacionando suas espécies com doengcas em homens e animais

(BAUAB et al., 2003; BORCHARDT et al., 2003; ARDEHALI et al., 2006)
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Inimeros estudos realizados demonstraram sua patogenicidade
associada a presenca de fatores de viruléncia, tais como enterotoxinas
hemoliticas (MATTE 1995, 1996), citotoxinas (CHOPRA et al., 2000),
quitinases, proteases, nucleases, lipases entre outros (MORITA, 2005;
ROCHA, 2004; BAUAB, 2000), que dependendo da atuagédo em conjunto ou
isoladas podem provocar doengca (MOYER, 1987; KRZYMINSKA et al.,

2001).

As formas moveis de Aeromonas estdo relacionadas a diversas
doencas no homem, principalmente diarréia autolimitante e mesmo severas
semelhantes a colérica. Embora sejam as infec¢gdes gastroentestinais a
forma mais comum de manifestacao clinica, espécies de Aeromonas sao
agentes etiologicos de uma variedade de doencgas. A capacidade de produzir
doenca em diferentes espécies animais ja esta bem documentada pela
literatura. Porém seu papel como patdégeno humano vem sendo discutido
nas ultimas trés décadas e ainda esta sendo elucidado, sendo considerados
patogenos emergentes. Devido a essa ubiquidade existe uma grande

discussao sobre seu papel como contaminante (BALOTESCU et al., 2003).

Nos agravos nao-gastroentestinais atribuidos a Aeromonas estdo
incluidos infeccao de tecidos moles, peritonites, infecgcdes do trato urinario
(OJEDA-VARGAS, 2005), meningites, septicemia e bacteremia (JANDA e
ABBOTT, 1998; KO et al, 2000). A associagdo de Aeromonas com
infecgbes primarias envolvendo figado, sistema biliar e pancreas também foi

descrita (CLARK e CHENOWETH, 2003).
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Foram isoladas de surtos de gastroenterites (FREITAS et al., 1998) de
forma colérica e/ou disentérica ou diarréia cronica, colite ulcerativa em
adultos e criangas, assim como de infecgdes extraintestinais em pacientes
imunocomprometidos (KO e CHUANG, 1995; KO et al.,, 2005). Nesse
aspecto inclui um amplo numero de problemas em tecidos de variados
locais, como articulagdes, 0ssos, sistema respiratério, pele (micronecrose,
abscesso, celulite, furdnculos); trato urinario, olhos, meninges (PARRAS et
al., 1993), endocardio, peritdnio, além de doencgas hepatobiliares, choque
endotéxico e sepsis (MUNOZ et al., 1994; GARCIA-IRURE et al., 2003). As
infecgcdes nao-intestinais, produzidas por Aeromonas, principalmente A.
hydrophila e A. veronii, provocam uma alta letalidade, especialmente em
imunodeprimidos, devido ao pouco conhecimento no que diz respeito a

resisténcia dessas bactérias aos antimicrobianos.

SCOGLIO et al. (2001), estudando fatores de viruléncia em 7 cepas
de A. hydrophila e 11 cepas de Aeromonas caviae isoladas de amostras de
frutos do mar, detectaram que 100% das cepas eram produtoras de lipase e
apresentaram aderéncia as células do epitélio de mamiferos, enquanto
somente as cepas de A. hydrophila (100%) eram produtoras de DNase e

caseinase.

No Brasil foi registrado em 2004 um surto de doenca diarréica aguda.
Embora n&o tenham sido implicadas como agente causal do surto, cepas de
Aeromonas potencialmente patogénicas foram também isoladas. Do total de

582 amostras clinicas de fezes, colhidas para pesquisa de varios patégenos,



57

foram isoladas A. veronii caviae em 10% (58), A. veronii sobria em 4% (23),
A. veronii veronii em 2,6% (15) e A. veronii media em 1,2% (7) (AZEVEDO
FILHO et al.,, 2004). Segundo os autores, a agua foi o veiculo implicado
neste surto, uma vez que o fornecimento municipal era intermitente e a

populacao utilizava agudes para compensar a escassez.

VILA et al. (2003), estudando a prevaléncia de Aeromonas spp.
associadas a diarréia dos viajantes, isolaram as seguintes espécies: A.
veronii sobria, A. caviae, A. jandaei e A. hydrophila, embora as espécies que
se associaram a doenga, de forma mais significativa, tenham sido as duas

primeiras.

MARTINS et al. (2002) estudaram a incidéncia de Aeromonas em
infeccdes humanas e em alimentos e para a identificacdo das espécies
basearam-se na classificagdo de POPOFF (1984). Demonstraram que 46
(24%) das Aeromonas spp isoladas produziam enterotoxinas. A espécie
produtora de enterotoxina mais frequente em amostras clinicas foi A. veronii
€ a mais isolada de amostras de alimentos foi A. sobria. Em relacdo a
atividade hemolitica, a espécie com maior ocorréncia em amostras clinicas e
de alimentos foi A. veronii (70%). Das 194 Aeromonas spp isoladas, 157

(89%) produziram citotoxinas.
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1.5.5 Vibrio spp.

Dentre os patdégenos mais relevantes, encontram-se os do género
Vibrio que sao bacilos curvos Gram negativos, moveis por meio de flagelos e
habitantes do meio aquatico (BAUMANN et al., 1984). A espécie mais
importante para a saude publica € a Vibrio cholerae, uma bactéria
enterotoxigénica causadora da célera, doenca endémica na india e em

Bangladesh.

A doenga conhecida como colera € o resultado da ingestdo de
alimento ou agua contaminados com Vibrio cholerae produtor de toxina, que
compreende varios grupos sorologicos, caracterizados por antigenos
somaticos. Durante a sétima pandemia de cdlera, o agente etioldgico
responsavel foi o Vibrio cholerae, sorogrupo O1, biotipo El Tor. Entretanto,
em 1993, foram publicados dados sobre uma epidemia causada por um
novo sorogrupo, o O139 ou Bengal, biotipo ElI Tor, que vem sendo
considerado como possivel causador de uma proxima pandemia de colera

(REIDL e KLOSE, 2002; MATTE, 2003).

O biotipo El Tor difere do classico por ser mais tolerante ao meio
ambiente (maior capacidade de sobreviver na agua e produzir menor
porcentagem de quadros severos). A via principal de transmissdo da colera
€ a agua, porém alguns alimentos, como o pescado, podem veicular o

vibrido (CALIA et al., 1994).
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A Unica espécie que hospeda essa bactéria € o homem e a infecgao
limita-se a superficie da mucosa intestinal, onde a bactéria adere e apds a
colonizacdo nas células epiteliais produz uma toxina potente, denominada
toxina colérica (CT). Esta toxina é semelhante a enterotoxina termolabil de
E. coli (RIVERA et al.,, 2001). O resultado final da infeccdo € uma
desidratagao por diarréia intensa, devido a elevagdao de AMP ciclico (CAMP)
celular e interrupgcdao do fluxo normal de ions no epitélio intestinal.
Dependendo das condi¢cdes do individuo e do tratamento dispensado, pode

levar a morte.

Varias espécies de Vibrio sdo patogénicas para o homem, peixes e
outros organismos marinhos, porém V. cholerae, responsavel por sete
pandemias, juntamente com V. parahaemolyticus e V. vulnificus, sao
responsaveis pela maioria dos surtos de doencgas veiculadas por alimentos

(MATTE, 2003).

A sétima pandemia de cdlera, que teve inicio em 1961 e se espalhou
para o0 mundo, chegou a América Latina em janeiro de 1991. A doenga que
no Brasil se iniciou na regido Nordeste teve entre 1991 e 2000, 168.598
casos clinicos confirmados que resultaram em 2.035 6bitos (VITAL BRAZIL
et al.,, 2002). Desde 2000, os casos confirmados de colera tém sido
registrados apenas na regido Nordeste. Segundo o boletim de doengas de
notificagdo compulsoria os ultimos 7 casos de cdlera foram confirmados em

2001 (FUNASA, 2002), porém casos tém sido reportados apos investigagao
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de surtos de diarréia no estado de Pernambuco (AZEVEDO FILHO et al.,

2004, SOUSA et al., 2004).

AZEVEDO FILHO et al., (2004), investigando um surto de diarréia no
sertdo pernambucano, isolou de amostras de fezes Vibrio cholerae O1
Ogawa toxigénico. Dentre 1.146 casos de diarréia, foram analisadas 582

amostras de fezes e confirmados 18 casos de célera.

Vibrio parahaemolyticus foi identificado e primeiramente investigado
por japoneses em 1950 como um contaminante natural de peixes crus e
crustaceos. Trata-se de uma bactéria halofilica, isto é, requer cloreto de
sédio para seu crescimento. Gastrenterites devido ao V. parahaemolyticus
estdo quase sempre associadas ao consumo de frutos do mar e crustaceos,
particularmente de pratos ao estilo da culinaria japonesa, isto €, a base de
frutos do mar crus ou levemente cozidos. Espécies de Vibrio podem
sobreviver em ostras a temperatura de refrigeragcdo acima de 14 dias

(PEREIRA et al., 2004).

Entre peixes, mariscos e produtos derivados foram contabilizados, no
periodo entre 1987 e 1996, no Japao, 707 surtos e 18.628 casos envolvendo
V. parahaemolyticus. No mesmo periodo, V. cholerae ndo-O1 esteve
envolvido em 3 surtos que resultaram em 28 casos, cujos alimentos também
foram peixes e mariscos sem, no entanto, serem isolados de seus

respectivos derivados (CATO, 1998).
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OLIVEIRA et al. (2002), investigando um surto de gastrenterite aguda
ocorrido entre participantes de evento cientifico na cidade de Fortaleza (CE),
isolaram Vibrio parahaemolyticus O3:K6 (Kanagawa positivo) em 9 amostras
de fezes dentre 20 casos. As amostras de ingredientes do almogo que
incluiam “patinhas” de caranguejo cruas congeladas, mussarela de bufala,
filé de peixe cru (sirigado) congelado, suspeito de contaminacédo, ndo se
apresentaram positivas para V. parahaemolyticus. Nao foi possivel analisar
sobras da refeicdo suspeita. Foram também isoladas cepas de V.
alginolyticus em amostras de “patinhas” de caranguejo cruas, porém

consideradas, pelo pesquisador, satisfatorias para consumo.

No Rio de Janeiro, PEREIRA et al., 2004, analisando 50 amostras de
moluscos bivalves marinhos de restaurantes e coletados de seu habitat,
isolaram 141 cepas de Vibrio parahaemolyticus. Embora os moluscos
analisados estivessem proprios para consumo, do ponto de vista da
legislagdo vigente a época, os pesquisadores alertavam para indice
relevante de isolamento desse patdégeno que apresentou cepas produtoras
de urease e sorotipos reconhecidamente implicados em surtos de

gastrenterite.

SOUSA et al. (2004) pesquisaram a presencga de Vibrio cholerae e
Vibrio parahaemolyticus em ostras de um estuario na regido Nordeste do
Brasil. Em 300 amostras de ostras, em um periodo de oito meses, V.

cholerae foi o vibrido mais frequentemente detectado (33,3% das amostras).
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Dos 22 isolados, 20 foram identificados como V. cholerae ndo-O1/nao-0139.

V. parahaemolyticus foi isolado em apenas umas das coletas.

Outras espécies como V. alginolyticus, V. fluvialis, V. metschnikovii, V.
furnissii e V. mimicus sdo potencialmente patogénicas e constituem risco
para a saude humana, ja tendo sido relacionadas com infecgbes de origem

alimentar (MATTE et al., 2007; ELHADI et al., 2004; DZIUBAN et al., 2006).

ELHADI et al. (2004) pesquisaram a presenga de espécies
patogénicas de Vibrio, durante um ano, em frutos do mar obtidos no
comeércio, em 11 locais diferentes de 4 estados da Malasia. Dentre as 768
amostras estavam incluidos camaréo, lula, caranguejo, ostras e mariscos.
Foram isoladas 7 espécies de Vibrio potencialmente patogénicas: V.
cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus, V.
metschnikovii, V. mimicus e V. fluvialis. De 97 cepas de V. cholerae isoladas,
uma possuia o sorotipo O1, e 14, o sorotipo 0O139. Os pesquisadores
demonstraram que o pescado vendido na Malasia representaria um risco

potencial aos consumidores daquele pais.

NASCIMENTO et al. (2001) isolaram e identificaram 29 cepas de
Vibrio wvulnificus a partir de 20 amostras de camarao sete-barbas
(Xiphopenaeus kroyeri), comercializado na feira de pescado de Mucuripe,
Fortaleza (CE). Destas, 7 (amostras diferentes), foram submetidas a testes
de viruléncia em camundongos e de sensibilidade a drogas antimicrobianas.
Nenhuma cepa apresentou viruléncia e todas foram resistentes aos

antibidticos: clindamicina, penicilina e ampicilina.
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Uma avaliagdo realizada, no periodo de 1999 a 2003, pelo
Departamento de Higiene Ambiental e Alimentar do Governo de Hong Kong
demonstrou que no pescado o isolamento de V. parahaemolyticus
representou 313 (56,7%) dos casos confirmados, dentre 1.465 (53,8%)

pessoas afetadas (FEHD, 2005).

Estudo da ocorréncia de vibrios em 107 amostras de moluscos
bivalves, comercializados na regido da Baia de Todos os Santos (BA),
resultou no isolamento de 336 cepas de vibrios potencialmente patogénicas.
Dentre as quais 216 (20%) de Vibrio parahaemolyticus, 64 (5,9%) de V.
alginolyticus, 24 (2,2%) de V. fluvialis, 17 (1,5%) de V. cholerae, 14 (1,3%)

de V. vulnificus, e 1 (0,1%) de V. mimicus (BARBONI, 2003).

MATTE et al. (2007) avaliaram a distribuicdo de espécies de vibrios
potencialmente patogénicos em pescado, bem como a ocorréncia de fatores
de viruléncia em isolados de Vibrio metschnikovii, com o objetivo de verificar
seu potencial para causar intoxicacdo através de alimentos e o risco para
saude publica. Das 25 amostras de peixes e frutos do mar avaliadas, foram
observadas 9 (36%) amostras positivas para V. metschnikovii, 2 (8%) para
V. cholerae ndo-01/nao-0139, 4 (16%) para V. parahaemolyticus, 2 (8%)

para V. mimicus, 2 (8%) para V. alginolyticus, e 3 (12%) para V. vulnificus.
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1.6 JUSTIFICATIVA

A producdo pesqueira mundial tem aumentado a cada ano e o Brasil
vem acompanhando essa evolugao (FAO, 1999; FAOSTAT, 2005; FAO,
2007). Peixes e outros frutos do mar representam um tergo do consumo
mundial de proteina (DIAZ, 2004). O consumo no Brasil entre os anos de
2001 e 2003 esteve em média entre 5 e 10 kg/ano (VALDIMARSSON,

2005).

Apesar de o peixe ser uma fonte de proteina saudavel, também pode
ser um veiculador de doengas. Nao somente por sofrer rapida deterioragao,
mas também devido a diversos comportamentos de risco que permitem o
desenvolvimento de microrganismos patogénicos (FRANCO e LANDGRAF,

2002).

Em feiras livres o pescado deveria ser mantido, dentre outras
condigdes seguras de conservagao, sob refrigeracdo adequada, por meio de
gelo picado de boa procedéncia. Os feirantes deveriam primar pela limpeza
e higiene pessoal e do local de trabalho, bem como pela qualidade do
produto oferecido ao consumidor. Porém as leis existentes, que
regulamentam o comércio em feiras livres, sob os varios aspectos, inclusive

de saude publica, sdo de modo geral ignoradas.

Se ndo forem observadas boas praticas de manipulagdo e
conservagao dos peixes, estes podem passar a abrigar patégenos como

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella spp. (SAKER-
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SAMPAIO e VIEIRA, 2004). Além disso, podem promover o desenvolvimento
de microrganismos como Vibrio spp. e Aeromonas spp., se estes estiverem
contaminando o peixe. Todos esses microrganismos podem causar infecgao

gastrointestinal no homem.

Estimativas mundiais indicam que 2,5 milhdes de pessoas morram
a cada ano devido a doencas diarréicas (KOSEK et al., 2003), resultando em
perdas econbmicas, danos a saude e morte (BUZBY et al., 1996, MEAD et
al., 1999). Mesmo em paises industrializados, muitos surtos permanecem
sem a determinacdo dos agentes etioldgicos envolvidos (TIRADO e
SCHMIDT, 2000). No Brasil, ndo existem dados precisos sobre o numero de
casos de doencas de origem alimentar (CARMO et al., 2005; GERMANO et

al., 1993a).

O controle e prevencado de DTAs dependem da identificacao de
suas causas. Por essa razdo, toda a informagéo gerada dentro das normas
de metodologia cientifica, somada aquelas acumuladas até o momento, séo
ferramentas valiosas e necessarias para o melhor conhecimento da

epidemiologia das DTAs.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar as condi¢des higiénico-sanitarias dos peixes comercializados

nas feiras livres da cidade de Sao Paulo.

2.2 ESPECIFICOS

Enumerar microrganismos indicadores de contaminagcdo fecal e
Escherichia coli.

Verificar a presenga de microrganismos do género Salmonella.
Enumerar microrganismos estafilococos coagulase positiva
(Staphylococcus aureus).

Isolar e identificar microrganismos do género Aeromonas de
interesse em Saude Publica.

Isolar e identificar microrganismos do género Vibrio de interesse
em Saude Publica.

Discutir o significado da presenga dos microrganismos isolados,

sob a perspectiva da Saude Publica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM

O estudo foi realizado com 20 amostras de peixes de diversas
espécies, habitualmente empregadas no preparo de pratos a base de peixe
cru, como por exemplo sushi e sashimi, assim constituidas: 8 amostras de
atum (Thunnus spp.), 9 amostras de salm&o (Oncorhynchus spp.) e 1
amostra de badejo (Mycteroperca spp.), € 2 bandejas de sashimi, com trés
espécies de peixes cada. Uma das bandejas era composta por salméo, atum
e robalo (Centropomus spp.) e a outra continha além de salm&o e atum,

linguado (Paralichthys spp.).

As amostras adquiridas, mensalmente pelo periodo de 6 meses, em
feiras livres paulistanas foram escolhidas de acordo com trés critérios de
natureza logistica: o dia da semana (terga-feira), a oferta das espécies de
peixes-alvo do estudo e proximidade com o laboratério. Foram coletadas em
5 feiras livres de 4 regides de Sdo Paulo (central, leste, oeste e sul), de
maneira que cada uma tivesse pelo menos dois pontos-de-venda (barracas)
amostrados. Por essa razéo foram realizadas coletas em 2 feiras na regiao
leste. N&ao foi possivel obter amostra na regido norte, uma vez que né&o

foram atendidos esses critérios logisticos (Quadro 1).

As amostras, sempre que possivel, de espécies diferentes de peixe,
tinham aproximadamente 500 g e foram mantidas na embalagem

originalmente oferecida pelo feirante.
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Quadro 1: Amostragem de peixes coletados em feiras livres da cidade de S.
Paulo, segundo localizagdo, barraca, numero da amostra e numero da

coleta.

Localizacao N°. da
Barraca ' N°. da Coleta
n . . Amostra
Regido< Bairro Feira*
A 1 1
5 3
B 2 1
Centro Pacaembu 1 17 6
3 2
C 4 2
18 @ 6
6 3
A
7 3
Oeste Pinheiros 2 8 ® 3
B 19 6
20 6
9 4
A 10 4
Sul V. Mariana 3
11 4
B
12 4
13 5
Bras 4 A 14 5
Leste 5 5
Belém 5 A
16 5

(<) Atribuicdo da prefeitura do municipio de Sdo Paulo; (%) Numero atribuido a feira
amostrada; () Bandeja de sashimi.

Para o transporte, as amostras foram acondicionadas em recipiente
térmico, imediatamente encaminhadas para o laboratério e processadas no

mesmo dia da aquisicdo, em um periodo maximo de 3 horas.

Enquanto esperavam pelo processamento, as amostras foram

mantidas sob refrigeragao entre 4 e 8°C.
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3.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICAGCAO DOS MICRORGANISMOS

As amostras foram processadas de acordo com as normas da
American Public Health Association — APHA (1992), descrita por SILVA et al.
(2001) para pesquisa e isolamento dos seguintes microrganismos:
coliformes  termotolerantes, Escherichia  coli, Salmonella  spp.,
Staphylococcus aureus, Vibrio parahaemolyticus, e segundo MATTE et al.

(1994) para pesquisa de Aeromonas spp. € diversidade de Vibrio spp.

Os resultados obtidos serdao analisados por meio dos padrbées
preconizados na Resolugdo de Diretoria Colegiada - RDC n°. 12 (BRASIL,

2001), de 2 de janeiro de 2001.

3.2.1 Pesquisa de Coliformes Termotolerantes e E. coli a 45°C

A pesquisa de coliformes termotolerantes e Escherichia coli foi
realizada por meio da técnica dos tubos multiplos com série de 3 tubos de
cada diluicdo seriada até 10®, para determinagdo do nimero mais provavel
de organismos por grama, empregando-se a tabela de Hoskins (SILVA et al.,
2001). Ap6s a homogeneizagdo de cada amostra, a primeira aliquota de 25
g, foram adicionados 225 mL de Agua Peptonada 0,1% (AP 0,1%), e feitas
diluicdes sucessivas até 107°, passando-se 10 mL da diluicdo anterior para
um frasco contendo 90 mL de AP 0,1%, obtendo-se a diluigdo seguinte e

assim sucessivamente.
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De cada diluicdo, foram transferidos 1 mL a cada um de 3 tubos
contendo 9 mL de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), com tubo de Durham
invertido. Apds serem incubados a 35°C por até 48 h, os tubos positivos para
coliformes totais, isto €, que apresentaram formagéo de acidos e gas, foram
novamente cultivados, transferindo-se com o auxilio de alga microbiolégica
tripla, cerca de 30ul para 3 tubos contendo 9 mL de Caldo Escherichia coli
(EC), com tubo de Durham invertido. Depois de incubados a 45,5°C por até
48 h, os tubos positivos para coliformes termotolerantes (presenca de gas)
foram inoculados, em placas de Petri contendo Agar Eosina Azul de Metileno
(EMB), pela técnica de esgotamento e entdo incubados a 35°C por 24 h
(Figura 4). As colbnias que apresentaram macromorfologia tipica, ou seja,
didmetro entre 2 e 3 mm, centro escuro, com ou sem brilho verde metalico,
foram reisoladas em Agar Luria e submetidas a uma série de testes

bioquimicos, para confirmacgao da presenca de E. coli.

3.2.1.1 Expresséo dos Resultados em NMP de Bactérias por 100 g

A combinagdo de resultados positivos e negativos no ensaio
confirmativo permite a obtengdo de uma estimativa da densidade original
das bactérias (NMP) por meio da aplicagdo de calculos de probabilidade
predeterminados na tabela de Hoskins (SILVA et al., 2001). Os resultados

foram, entédo, expressos em numero mais provavel de bactérias por 100 g.
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Fonte: llustragdo desenvolvida pela autora.

Figura 4: llustragdo esquematica do processamento de amostras de peixes

para isolamento de indicadores de contaminacao fecal e Escherichia coli.
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3.2.2 Pesquisa de Salmonella spp.

Para investigagao de Salmonella spp., uma aliquota de 25 g, de cada
amostra de peixe, foi enriquecida com 225 mL de Caldo Rappaport-
Vassiliadis (RV) e incubada a 35°C. Apds 24 h, foram distribuidas 2
aliquotas de 1 mL de amostra enriquecida, para tubos contendo 9 mL, um de
Caldo Tetrationato (TT) e outro de Caldo Selenito-Cistina (SC), e novamente
incubando-se a 35°C por 24 h. Apds essa etapa de pré-enriquecimento,
foram inoculadas, por meio da técnica de esgotamento, com o auxilio de
alca bacterioldgica, placas de Petri, em triplicata, contendo Agar Salmonela-

Shiguela (SS) e Agar Sulfito de Bismuto (SB) e incubadas 35°C por 24 h.

Foram reisoladas, de cada placa de Petri, de 3 a 5 colbnias com
macromorfologia suspeita, para confirmacgao por meio de testes bioquimicos
(Figura 5). Os testes que compdem a série bioquimica, para confirmagao de
presenca de Salmonella spp., foram os seguintes: capacidade de
fermentacdo de carboidratos (glicose, lactose, sacarose, manitol, inositol,
dulcitol, eritritol e trealose); produgcao de gas a partir da glicose; utilizacao de
citrato de Simmons; hidrolise da esculina, uréia e gelatina; redugcado do
nitrato; teste de Voges-Proskauer; reacdo de vermelho de metila,
descarboxilagao da lisina; desaminase da ornitina e da fenilalanina, teste de
oxidase; reagcao de indol e producdo de sulfito. Foram realizados nas
coldénias suspeitas de Salmonella, testes soroldgicos utilizando anti-soro
polivalente somatico (O) e flagelar (H) da Probac do Brasil, segundo as

instrugdes do fabricante.
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Figura 5: llustragdo esquematica do processamento de amostras de peixes

para isolamento de Salmonella spp.
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3.2.3 Pesquisa de Estafilococos Coagulase Positiva

Para o isolamento de estafilococos coagulase positiva, foram
utilizadas as mesmas diluicbes seriadas obtidas para a pesquisa de

coliformes termotolerantes e Escherichia coli.

Apo6s a homogeneizagao das amostras, em AP 0,1%, 100ul de cada
uma das 3 primeiras diluicdes (10, 102, 10°®), foram transferidos com pipeta
automatica e com o auxilio de bastdo de Drigalski, espalhados, até sua
completa distribuicdo, em placas de Petri contendo Agar Baird Parker (BP) e
incubadas a 35°C por até 48 h. As colénias com macromorfologia tipica, isto
€, que apresentaram diametro entre 2 e 3 mm, negras ou acinzentadas
(reducgao do telurito a telurio), brilhantes, convexas, rodeadas por halo claro
de 2 a 5 mm de largura (lipdlise e protedlise da gema) e atipica (sem halo),
foram reisoladas em Agar Cistina Lactose Deficiente em Eletrélitos (CLED) e

incubadas a 35°C por até 24 h.

Colbnias puras com macromorfologia esperada nesse meio de cultura
(pequenas e opacas de cor amarela intensa) foram repicadas em Agar Luria
e incubadas a 35°C por 24 h. Utilizando as culturas conservadas, foram
preparados esfregacos para coloragdo de Gram. As colbnias cujos
esfregagos apresentavam estruturas cocdéides, Gram positivas, agrupadas
ou ndo em forma de cacho de uva, foram submetidas aos testes bioquimicos
classicos para confirmagéo de S. aureus, tais como produgao de coagulase,

producao da nuclease DNase e presenca de catalase (Figura 6).
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Figura 6: llustragdo esquematica do processamento de amostras de peixes

para isolamento de estafilococos coagulase positiva.
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3.2.4 Pesquisa de Aeromonas spp.

Para a pesquisa de microrganismos do género Aeromonas, foi
utilizada a mesma diluigao inicial utilizada para a pesquisa de Vibrio em APA
1%, pH 8,6. Apos incubacédo a 35°C por 24 h, uma aliquota de
aproximadamente 10ul foi inoculada por técnica de esgotamento, com
auxilio de uma alga bacteriolégica, em 5 placas de Petri contendo Agar
Sangue Ampicilina (SA), 5 com Agar Amido Ampicilina (AA) e 5 com Agar
MacConkey (MC), perfazendo um total de 15 placas. Depois de incubadas a
35°C por até 24 h, as placas que apresentaram coldnias tipicas, isto €, que
apresentaram diametro entre 2 e 3 mm, brilhantes, convexas, apresentando
ou ndo hemdlise, foram reisoladas em Agar Amido (AA), e incubadas a

35°C por até 24 h.

Colbnias puras com macromorfologia esperada nesse meio de
cultura, positivas para hidrolise do amido e prova de oxidase, foram isoladas
em agar semi-solido e submetidas a identificacdo de espécie por série
bioquimica (Figura 7). Foram submetidas aos seguintes testes bioquimicos:
tolerancia ao NaCl em concentragdes de 0, 6, 8 e 10%; fermentagdo de
carboidratos (glicose, lactose, sacarose, manitol, manose, arabinose,
inositol, salicina); producao de gas a partir da glicose; hidrélise da esculina;
redugao do nitrato; teste de Voges-Proskauer e oxidase; reacéo de vermelho
de metila e indol, descarboxilase da lisina e arginina; desaminase da ornitina
e producéao de sulfito e classificadas em nivel de espécie de acordo com o0s

critérios estabelecidos previamente (JANDA e ABBOTT, 1998).
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Figura 7: llustragdo esquematica do processamento de amostras de peixes

para isolamento de espécies de Aeromonas.
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3.2.5 Pesquisa de Vibrio spp. Potencialmente Patogénicos

Apds a homogeneizagédo das amostras foram retiradas, de cada uma,
aliquotas, 3 de 10 g e 3 de 1 g, as quais foram adicionados 100 mL de Agua
Peptonada Alcalina 1%, pH 8,6 (APA1%), obtendo-se as diluigbes de 10" e
10°. Da diluicdo 10" foi aliquotado 1 mL para cada um, de 3 tubos, contendo

9 mL de APA 1%, obtendo-se a diluigdo 107

Apods incubacgao a 35°C/24 h, a pelicula formada na superficie de cada
tubo da diluicdo 10" e frascos das diluicdes 10" e 10°, foi inoculada por
técnica de esgotamento, em placas de Petri, em triplicata, contendo Agar
Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS) e incubada por 35°C/24 h. Passado
esse periodo, foram reisoladas em Agar Luria até 10 colénias suspeitas, de

cada placa.

A morfologia esperada para essas coldnias varia conforme a espécie.
Vibrio parahaemolyticus, sdo verdes em Agar TCBS, por serem sacarose
negativos, formam col6nias de 2-3 mm de didmetro, redondas e opacas,
Descricao essa valida para outras espécies de vibrios, como V. vulnificus e

V. mimicus.

Algumas espécies como V. metschnikovii, V. furnissii, V. fluvialis, V.
alginolyticus e Vibrio cholerae, por exemplo, sdo sacarose positivas,
apresentando a cor amarela no meio TCBS e sendo suas colbnias

ligeiramente maiores, entre 3-5 mm de diametro (Figura 8).
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Figura 8: llustragdo esquematica do processamento de amostras de peixes

para isolamento de espécies de Vibrio.
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As colbnias isoladas foram submetidas aos testes bioquimicos
usualmente utilizados para a identificagao desse género, tais como teste de
tolerancia ao NaCl em concentragdes de 0, 6, 8 e 10%; fermentagdo de
carboidratos (glicose, lactose, sacarose, manitol, manose, arabinose,
inositol, salicina); producao de gas a partir da glicose; hidrdlise da esculina;
redugao do nitrato; teste de Voges-Proskauer e oxidase; reacéo de vermelho
de metila e indol, descarboxilase da lisina e arginina; desaminase da ornitina

e producéao de sulfito.

Foram realizados nas col6nias suspeitas de Vibrio cholerae testes
sorologicos utilizando anti-soro polivalente anti-V. cholerae O1 da Probac do
Brasil, segundo as instru¢des do fabricante, para confirmagao do sorogrupo

O1.

3.3 CONSERVACAO DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS

Todos os microrganismos isolados foram conservados a -70°C e apos
sua completa identificacdo passaram a fazer parte da Colecao de Culturas

de Bactérias do Laboratoério de Saude Publica/lHSP/FSP.
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3.4 IDENTIFICACAO DE Salmonella spp. POR MEIO DE PROVAS

MOLECULARES

Apoés o isolamento e identificagdo fenotipica, os microrganismos de
interesse foram submetidos a provas moleculares para identificagao

definitiva.

O DNA das colbnias de interesse caracterizadas fenotipicamente foi
extraido para iniciar a caracterizagdo genotipica e foi utilizado como DNA
molde na reagcdo em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain
Reaction) para ampliagdo do material genético. O produto da PCR,
amplicons, foi entdo preparado para ser detectado e separado por meio da

técnica de eletroforese em gel de agarose.

O gel foi corado com brometo de etideo e visualizado sob luz
ultravioleta, a imagem dos amplicons foi capturada por meio do sistema de
aquisicao de imagem Epi Chemi Il Darkroom (UVP) e gravada por meio do
software Labworks (UVP). A medida dos fragmentos (amplicons) foi

determinada por meio do Software Gelworks 1D Advanced 4.01 (UVP).

O DNA foi analisado, por meio das imagens obtidas, conforme o
microrganismo-alvo, bem como o tipo de informagao que se desejava obter.

(taxonomia, fatores de viruléncia, dentre outros).
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3.4.1 Extragdo do DNA Gendmico de Salmonella spp.

As colbnias semelhantes as exibidas por Salmonella spp. que foram
submetidas a investigacao classica (morfoldgica, bioquimica e sorolégica) e
também aquelas com caracteristicas atipicas foram submetidas as provas

moleculares para confirmagao taxonémica.

3.4.1.1 Método de Obtencao do DNA através de Choque Térmico

A extracdo do DNA gendémico em pequena escala foi realizada por
choque térmico segundo descrito por CHAPMAN et al. (2001), com

modificacdes.

Cada uma das colbnias foi cultivada em tubo de Falcon (50 mL)
contendo 10 mL de caldo Luria a 35°C por 18 h. Depois de centrifugada a
5.000 rpm por 10 min a 24°C o sobrenadante foi descartado e o pellet de
células foi ressuspenso em 1 mL de agua ultrapura (Milli-Q Gradient System
— Millipore ®) e homogeneizado. A suspensao foi transferida para tubo tipo
Eppendorf ® de 1,5 mL e centrifugada a 12.000 rpm por 3 min a 24°C,
quando entao o sobrenadante foi descartado e novamente o pellet de células
foi ressuspenso em 1 mL de agua ultrapura, homogeneizado e aquecido a
95°C por 10 min. Os tubos foram entdo congelados a -20°C por 30 min e
depois mantidos a 65°C por 1 min. Os tubos foram novamente centrifugados

a 12.000 rpm por 10 min a 24°C e o sobrenadante contendo o DNA foi



83

transferido para um novo tubo tipo Eppendorf ® de 1,5 mL e mantido a -20°C

até o momento do uso.

3.4.2 Reagado em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Foi utilizada a sequéncia dos iniciadores descrita por SOUMET et al.
(1999), que desenvolveram um ensaio baseado em Multiplex PCR (mPCR)
com trés conjuntos de iniciadores para detecgdo de todos os sorotipos de
Salmonella enterica (ST 11 e ST 15) e identificagdo de Salmonella Enteritidis
(S1 e S4) e Salmonella Typhimurium (Fli 15 e Typ 04). No Quadro 2 podem

ser observadas as sequéncias de nucleotideos.

Quadro 2: Caracteristicas dos iniciadores para identificacdo de Salmonella,

segundo sequéncia dos nucleotideos e peso molecular.

Iniciador Sequéncia5'- 3 Peso molecular
(pb**)
ST 11 GCC AAC CAT TGC TAA ATT GGC GCA
ST 15 GGT AGA AAT TCC CAG CGG GTACTG G 429
S1 GCC GTA CAC GAC CTT ATAGA
S4 ACC TAC AGG GGC ACA ATAAC 250
Fli 15 CGG TGT TGC CCA GGT TGG TAAT
Typ 04 ACT GGT AAAGATGGC T 020

Fonte: Compilado de Soumet et al., 1999.
(**) pb: pares de base.
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3.4.2.1 Preparacao da Mistura Master para a PCR

As condicbes de reacdo da PCR e ciclos térmicos foram realizados
segundo a descricao de SOUMET et al. (1999), com modificagdes que estao

descritas a sequir.

Para o volume final de 25 pL da reagao de Multiplex PCR por tubo
foram utilizados 5 pL de DNA molde, 200 umol de cada nucleotideo
trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1,5 mM de MgCl,, 2,5 pL de
Tampao 10X, 1U de Tag DNA polimerase (Invitrogen™), 1,2 ymol de cada
iniciador (ST 11, ST 15, S 1 e S 4) e 1,36 ymol de cada iniciador (Fli 15 e

Typ 04).

3.4.2.2 Condic¢des de PCR para ldentificagdo de Salmonella spp.

Todas as amplificacbes de material genético empreendidas nesse
estudo foram realizadas por meio do termociclador Mastercycler Gradient
(Eppendorf®) programado com as condi¢des ciclicas previamente definidas
para cada microrganismo estudado. Em cada amplificagdo foram incluidos
controles positivo (DNA de cepa conhecida) e negativo (mistura da reagéao

sem DNA), para posterior utilizagdo em conjunto com os amplicons.

O controle positivo utilizado para a pesquisa de Salmonella
Typhimurium foi uma cepa cedida pelo Laboratério de Bacteriologia Geral do

Instituto Bioldgico de Séao Paulo.
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Os tubos com os reagentes foram homogeneizados e colocados no
termociclador programado da seguinte maneira: um periodo de
desnaturagao inicial de 5 min a 94°C, seguido do periodo de amplificagao
em 30 ciclos. Cada ciclo constituido de desnaturacéo a 94°C durante 1 min,
anelamento a 55°C durante 3 min e extensao a 72°C durante 1 min. Depois
de completados os 30 ciclos de amplificacdo, os tubos foram submetidos a
uma extensdo final a 72°C por 7 min. Ao final, a reagao foi interrompida
automaticamente por esfriamento a 4°C e mantida nessa temperatura até o

momento de uso.

3.4.3 Analise do DNA

Os produtos da PCR (amplicons) originados das cepas de Salmonella
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,8%, adicionado de
1ug/mL brometo de etideo, em tampao TAE 1X (Tampéao Tris — Acetato —
EDTA) utilizando intensidade de corrente de 6 V/cm durante 1 h e um

marcador de peso molecular de 1Kb Ladder (Invitrogen™).

As amostras foram consideradas positivas quando seus respectivos
amplicons produziram uma banda visivel com os tamanhos medidos em

pares de bases (pb), como referido no Quadro 2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram analisadas 20 amostras de peixes de diversas
espécies, habitualmente empregadas no preparo de pratos a base de peixe
cru, adquiridas em feiras livres da cidade de Sao Paulo. Dentre as espécies
de peixes oferecidas em pedagos, postas e filés, havia também bandejas de
sashimi de composi¢des variadas. As amostras adquiridas eram compostas
por salmao (Oncorhynchus spp.), atum (Thunnus spp.) e robalo
(Centropomus spp.) e a outra que continha além de salméo e atum, linguado

(Paralichthys spp.).

Dentre as 20 amostras analisadas pela diversidade de espécies de
Vibrio e Aeromonas, determinacao de Vibrio parahaemolyticus e Escherichia
coli, presenca de Salmonella spp., enumeragcdo de coliformes
termotolerantes e estafilococos coagulase positiva, foi observado que 14
(70%) amostras continham microrganismos patdégenos e/ou potencialmente

patogénicos.

Os resultados demonstraram que embora alguns patégenos tenham
sido isolados em quantidades dentro dos limites permitidos pela legislacéo,
foi possivel detectar mais que uma espécie de microrganismo em cada
amostra. Como pode ser observado no Quadro 3, em 8 amostras foi
verificada a presenca de apenas 1 microrganismo, em 3 amostras, 2
microrganismos € em 3 amostras, 3 microrganismos. Em 6 amostras nao foi

verificada a presenca de microrganismos patogénicos.



Quadro 3: Distribuicdo de microrganismos em amostras de peixes comercializados em feiras livres da cidade de Sao Paulo,

segundo origem (feira e barraca) e espécie de peixe.

Feira 1 2 3 4 5
Barraca A B C a B A B a
Amostra 1 512 173 4 18 6 7 8 19 20 9 10 11 12 13 14 |15 16
Peixe S A A S S AL/ A S R S A A S A S S B S A
Coliformes * + - - - - - - + + - - - - - - - - -
E. coli - + - - - - - - - - - - - - - + - - - -
S. aureus - - - - - - + - - - - - - - - - - - + -
V. cholerae - - + - + - - - - - - - - - + - - - - -
V. alginolyticus - - - + - - + - - - - + - - - - - - - -
A. hydrophila - - - - - - + o+ - - - - - - - - - - - -
A. caviae - - - - - - - + + + - + - - - - - - - -
A. veronii sobria - - - - - - - + + - - - - - - - - - - -

Legenda: (S) Salméo; (A) Atum; (B) Badejo; (R) Bandeja de sashimi contendo robalo, salmdo e atum; (L) Bandeja de sashimi contendo linguado,
salmdo e atum; (a,b e c) ldentificacdo das barracas amostradas; (1,2,3,4 e 5) ldentificacdo das feiras livres; (%) Coliformes termotolerantes em
contagem superior ao padrdo da RDC 12.

/8
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Dentre as 14 amostras positivas, foram encontrados os seguintes
microrganismos patégenos ou potencialmente patogénicos: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, A. veronii sobria, A. caviae, A. hydrophila, A.
allosaccharophila, Vibrio cholerae ndo-O1/ndo-O139 e V. alginolyticus. A
diversidade de espécies de microrganismos isolados, bem como o0 numero

de cepas sao mostrados na Figura 9.
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A. hydrophila [ 2
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Figura 9: Numero de cepas isoladas em 20 amostras de peixes
comercializados em feiras livres da cidade de S&o Paulo, segundo

diversidade de espécies.
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4.1 ENUMERACAO DE INDICADORES DE CONTAMINAGCAO FECAL

E PRESENCA DE Escherichia coli

A qualidade bacteriolégica dos alimentos € controlada pela presenga
de bactérias que indicam especificamente a existéncia de contaminacao
fecal (Escherichia coli e coliformes termotolerantes). Com a presenca de
indicadores fecais, ha também a possibilidade real de presengca de
micronganismos patogénicos. O indicador de contaminagdo fecal mais
especifico e mais facilmente detectavel é a E. coli, que depois de Salmonella
spp. e Staphylococcus aureus € o agente etiolégico mais identificado como
fonte de surtos de doengas de origem alimentar no Brasil, de acordo com o

Sistema Nacional de VE-DTA (CARMO et al., 2005).

A contagem de coliformes totais nas amostras pesquisadas variou de
2,0 x 10" a 1,1 x 10> NMP g'. Enquanto a contagem de coliformes
termotolerantes variou entre <3 x 10° a 4,3 x 10° NMP g apresentando

valores superiores a 10> NMP g™ em 5 (25 %) amostras (Quadro 4).

Escherichia coli foi isolada de 2 (10%) amostras analisadas, sendo
que uma delas possuia valores para coliformes termotolerantes dentro dos

limites preconizados pela legislacado, segundo o item 22b (BRASIL, 2001).
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Quadro 4: Contagem geral de NMP/g de coliformes totais, termotolerantes e
presenca de E. coli, segundo amostra, espécie de peixe, feira livre e barraca,

da cidade de Sao Paulo.

Coliformes
Feira | Barraca Peixe*  Amostra E.coli
Totais Termotolerantes

1 S 1 1,1x10° 2.4 x10° -

2 A 2 43x10" 9 -

1 3 S 3 2,4 x 10? <3 -
A 4 2.4 x 10 2,3 x10' -

1 A 5 2,4 x 10° 2,4 x10° +

] A 6 2.4 x 10 9,3 x10' -

2 S 7 2,4 x 10° 2,4 x10° -
2 R 8 4.6 x 10° 2,4 x 10 -

] A 9 2,4 x 10° 9 -

3 S 10 2,3 x10' 4 -
) A 11 9,3 x10' 2,3 x10' -

S 12 1,1x10° 9,3 x10' +

4 ] S 13 1,1x10° 1,4 x10" -
B 14 2.4 x 10 4 -

5 1 S 15 7,5 x10' 7 -
A 16 2,0 x10' 4 -

] 2 S 17 1,5 x 10° 9,3 x10' -
3 L 18 1,5 x 102 <3 -

S 19 4.6 x 10° 4,3 x10° -

2 2 A 20 4,6 x 10° 4,3 x10' -

Legenda: (S) Salmao; (A) Atum; (B) Badejo; (R) Bandeja de sashimi contendo robalo,
salmao e atum; (L) Bandeja de sashimi contendo linguado, salmao e atum; (+) Presencga; (-)
Auséncia.

Para se verificar as condi¢des higiénico-sanitarias de peixes
comercializados em feiras livres, segundo a legislacdo vigente, ndo seria
necessaria a contagem de coliformes termotolerantes e pesquisa de

Escherichia coli. No entanto, 6 (30%) amostras estariam impréprias para o
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consumo, se fosse considerada a possibilidade do peixe ser consumido cru,

como pode ser observado na Figura 10.
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Figura 10: Numero de amostras de peixe proprias e impréprias para
consumo de acordo com a contagem de coliformes termotolerantes e

presenca de E. coli.

Nota: (*) - Amostra com a presenga de E.coli; (**) - Exceto a amostra inapropriada para o
consumo pela presenga de E.coli.
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Analisando 30 amostras de sashimis, comercializados em shopping
centers, SOARES e GERMANO (2004) encontraram valores de contagem
de coliformes fecais entre <1,00x10 a 4,00x10°® UFC/g de amostra e ndo
isolaram E. coli. Em estudo semelhante em restaurantes, MARTINS (2006)
encontrou coliformes termotolerantes em 10 (50%) e E.coli em 9 (45%) das

20 amostras de sushis e sashimis analisadas.

A analise microbiolégica de 87 amostras de sushis e sashimis
comercializados em 8 restaurantes de Brasilia (DF) mostrou que 33,33%
delas apresentaram valores >2,4x10° NMP/g para coliformes totais e que
25,28% estavam acima dos limites maximos recomendaveis para coliformes

termotolerantes (RESENDE, 2004).

Para a anadlise sanitaria de branquinha (Curimatus ciliatus), peixe de
agua doce comercializado na regido de Teresina (Pl), foram coletadas 34
amostras, das quais 15 (44,1%) estavam impréprias para consumo devido a
presenca de coliformes termotolerantes e em 14 (41,1%) delas foram

isoladas Escherichia coli (MURATORI et al., 2004).

Embora a severidade da infecgdo causada pela E. coli dependa dos
fatores de viruléncia que a cepa possua e esta seja ha longo tempo
conhecida como causa de diarréia, a identificagcdo de novas cepas (E. coli
diarreiogénicas sao categorizadas atualmente em sete patétipos) sugere que
esse patdgeno possa ter maior importancia como causa de doencga diarréica

do que foi anteriormente reconhecida.
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4.2 PRESENCA de Salmonella spp.

Essa bactéria, a qual € a mais importante causa mundial, incluindo o
Brasil, de doencga gastrointestinal, ndo é reconhecida como parte da flora
normal em ambientes aquaticos. Sua presenca em pescados esta
relacionada com praticas enraizadas bem como a falta de higiene durante a
manipulacédo e o processamento pds-captura. No entanto esta havendo um
aumento nas evidéncias de que certos sorotipos de Salmonella podem fazer
parte da microflora endégena em ambientes aquaticos tropicais (HUSS et

al., 2000).

Neste estudo 47 colbnias com macromorfologia semelhante a
Salmonella spp. foram isoladas e submetidas a provas bioquimicas. Dentre
estas, 10 (21%) tiveram seu perfil fenotipico confirmado. Em todas as
colonias identificadas bioquimicamente como Salmonella spp. foram
realizados testes sorologicos utilizando-se anti-soro polivalente somatico (O)
com anticorpos contra os antigenos O dos grupos A, B, C, D, E e flagelar (H)
com anticorpos contra os antigenos H: a; b; c; d; i; 1, 2 e 5, da Probac do

Brasil. A sorologia resultou inconclusiva em 4 delas.

Embora os métodos tradicionais de identificagdo sejam ainda
amplamente utilizados para a detecgdo e identificacdo de patdgenos
encontrados em alimentos, estes sdo demorados, trabalhosos e muitas

vezes inconclusivos, uma vez que testes bioquimicos e sorolégicos sao
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subjetivos, enquanto métodos alternativos, como a PCR, reunem
simplicidade, sensibilidade e especificidade. Por essa razdo os isolados de
numeros 252, 476, 480 e 492 foram submetidos a provas moleculares para

identificagcao definitiva.

O método de amplificacdo do DNA in vitro proposto por Saiki e
colaboradores, em 1985, permitiu um grande avanco das técnicas de
Biologia Molecular, uma vez que tornou possivel amplificar um numero
ilimitado de sequéncias-alvo, por meio da PCR, as quais podem ser

estudadas por métodos convencionais de analise do DNA.

A PCR foi realizada e os amplicons submetidos a eletroforese em gel
de agarose como descrito anteriormente. As amostras foram consideradas
negativas, uma vez que seus respectivos amplicons n&o produziram uma
banda visivel no gel de agarose, portanto a identificacdo presuntiva das
colénias de Salmonella spp. ndo foi confirmada por meio da PCR, como

mostram os resultados apresentados na Figura 11.

Morita (2005) também se utilizou da prova de PCR para confirmagao
da presencga de Salmonella spp. em agua de pesqueiros paulistas. Por meio
de provas bioquimicas foram identificadas 24 cepas de Salmonella spp.,
restando 9 cepas positivas apds as provas soroldgicas e destas 7 cepas
confirmadas apdés a PCR. Além disso, das 24 cepas de Salmonella spp.
inicialmente isoladas, 7 cepas com sorologia negativa foram positivas pela
PCR, 2 cepas com bioquimica e sorologia positivas foram negativas pela

PCR, restando 8 cepas negativas tanto na sorologia quanto na PCR.
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Figura 11: Gel de agarose contendo amplicons de mPCR para identificagéo
de espécies de Salmonella. Onde: M - Marcador de peso molecular 1Kb
Ladder; C1 - Salmonella spp. 1704-Soumet; C2 - Salmonella Typhimurium-
Soumet; C3 - Salmonella spp. 1704-Chapman; C4 - Salmonella
Typhimurium-Chapman; 252, 476, 480 e 492 - DNAs suspeitos de

Salmonella e Br - Controle negativo.
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Outros trabalhos encontrados na literatura, do mesmo modo, nao
registraram a presencga de Salmonella spp. em amostras de alimentos que

continham peixe cru.

Na avaliacdo da qualidade sanitaria de 30 amostras de sashimi de
restaurantes especializados em cozinha japonesa, localizados no municipio
de Sao Paulo, SOARES e GERMANO (2004) nao registraram a presencga de
Salmonella spp., assim como RESENDE (2004) e MARTINS (2006), ao
pesquisarem o mesmo tipo de amostra, em restaurantes japoneses em
Brasilia (DF) e na cidade de S&o Paulo, respectivamente. GONZALES-
RODRIGUEZ et al. (2002) ndo isolaram Salmonella em nenhuma das
amostras de filés de truta e salmao, adquiridos em supermercados na

Espanha.

Surtos de Salmonella associados com o consumo de peixes sao
escassos na literatura pesquisada. HEINITZ et al. (2000), estudando a
incidéncia de Salmonella nos Estados Unidos, no periodo de 1990 a 1998,
reportaram 6,9% das amostras de peixe/pescado positivas. Surtos de
salmonelose causada pela ingestdo de salgadinhos de lula industrializados
foram reportados no Japao (HAMADA et al., 1999). Na Australia, 30 casos
de infeccdo por Salmonella foram associados com o consumo de sushi
(BARRALET et al., 2004). Embora o numero de registros do envolvimento de
peixes na transmissdao de Salmonella seja pequeno, a possibilidade de
contaminagdo nao pode ser desprezada devido a importancia desse

microrganismo para a saude publica.
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4.3 ENUMERACAO DE Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus foi encontrado em 2 (10%) amostras de peixe
por nds analisadas, sendo que os valores encontrados variaram de 2 x 102
UFC g’ a 4 x 10> UFC g considerados dentro dos limites de tolerancia

estabelecidos pela legislagéo.

Os estafilococos podem ser isolados de peixes recém-capturados,
especialmente em aguas tropicais (GRAM e HUSS, 1996). S. aureus foi
isolado em 2 a 10% de peixes e mariscos, porém sao mais usualmente
encontrados em crustaceos cozidos, entre os quais 24 a 52% das amostras

séo positivas (ESR, 2001).

Os estafilococos ndao sao considerados bons competidores frente a
outras bactérias, por essa razdo raramente causam intoxicagdo quando
presentes em alimentos crus, nos quais a flora normal ndo tenha sido

destruida.

Cepas enterotoxigénicas podem ser transferidas das maos de
individuos portadores de algum agravo que envolva as vias aéreas
superiores (resfriado, dor de garganta), por essa razao os manipuladores de
alimento constituem um significante fator de contribuicdo para esse tipo de
contaminagao. No caso dos sushis, que sao rolinhos preparados com peixe
cru, vegetais, alga e arroz, moldados com as mé&os, o papel dos

manipuladores é fundamental para a inocuidade do alimento.
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4.4 IDENTIFICACAO DE Aeromonas spp.

O género Aeromonas esteve presente em 10 (50%) amostras
estudadas. Dentre as 66 cepas de Aeromonas isoladas, 24 (36,4%) foram
identificadas em nivel de espécie. A baixa porcentagem de identificacao,
também observada por outros autores, se deve a deficiéncia dos métodos
fenotipicos convencionais para a identificacdo de espécies Aeromonas
(JANDA, 1991; KIROV, 1993; ABBOTT et al., 1998, GRMEN et al., 2005).
Dentre elas, 12 (18,2%) foram confirmadas como Aeromonas
allosaccharophila, 5 (7,6%) como A. caviae, 5 (7,6%) como A. veronii

biovariedade sobria e 2 (3,0%) como A. hydrophila (Figura 9).

As cepas que apresentaram caracteristicas tipicas do género
Aeromonas e que nao puderam ser classificadas em nivel de espécie pelas
provas bioquimicas utilizadas foram classificadas como Aeromonas spp. e

representam 42 (63,6%) das cepas identificadas.

Embora a sobrevivéncia e o crescimento desse microrganismo na
agua do mar ainda estejam sendo discutidos, muitos estudos indicam que o
pescado em geral possui alto risco de ser contaminado com Aeromonas spp.
(TSAl e CHEN, 1996; HANNINEN et al., 1997; NEYTS et al., 2000), razéo
pela qual a pesquisa de Aeromonas foi incluida no presente estudo, embora
a legislagédo brasileira vigente n&o estabelega padrbes para esse

microrganismo.
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Aeromonas spp. tém sido associadas, além de peixes e pescado em
geral, a uma grande variedade de alimentos, tais como aves, carne
vermelha, vegetais, café, leite pasteurizado e cru, sorvete, dentre outros
(TSAl e CHEN, 1996; HANNINEN et al., 1997; NEYTS et al., 2000; SILVA et

al., 2000).

Devido a capacidade de Aeromonas spp. multiplicarem-se a 4°C, sob
atmosfera controlada de estocagem e sob condigbes anaerdbias, elas
representam um risco significativo a saude (KIROV, 1993). A presenga de
Aeromonas hydrophila, A. caviae e A. veronii no presente estudo confirma
outros relatos (FREITAS et al., 1998, RALL et al., 1998, GONZALES-
RODRIGUEZ et al., 2002, ULLMANN et al., 2005, MORITA, 2005) e destaca
0 risco que esse microrganismo oferece em peixes (KIROV, 1993; FREITAS

et al., 1998; JANDA e ABBOTT, 1998; EPA, 2006).

As espécies isoladas, A. hydrophila, A. caviae, A. veronii biovariedade
sobria tém sido associadas com gastroenterite (JANDA, 1991; KIROV, 1993;
EPA, 2006). Aeromonas allosaccharophila foi isolada pela primeira vez de
enguias doentes e de fezes de paciente com diarréia (MARTINEZ-MURCIA
et al., 1992). Recentemente foi isolada de carcagas de suinos (SAAVEDRA

et al., 2007).

Todos os individuos que comem peixe cru contaminado com esses
microrganismos estdo suscetiveis a gastroenterites. Entretanto certas
condicbes de saude aumentam o risco do individuo de desenvolver uma

infeccao severa e até fatal.
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Aeromonas sao frequentemente observadas em criangas muito
pequenas e individuos com sistema imunoldgico deficiente ou com alguma
doenca de base, podendo ocasionar uma infeccdo mais severa. Incluem-se
nesse grupo de risco os individuos que sofrem de leucemia (TSAI et al.,
2006), carcinoma, cirrose, disfungdes hepaticas devido ao consumo
excessivo de alcool, hepatite viral (GARCIA-IRURE et al., 2003; KAMANO et
al., 2003), diabetes (TENA et al., 2007), neoplasias, doengas auto-imunes
(THOMSEN e KRISTIANSEN, 2001), além daqueles que sao tratados com
drogas imunossupressoras ou estejam sob quimioterapia; (TENA et al.,,
2007, JANDA e ABBOTT, 1998; EPA, 2006), dentre outras (JANDA e
ABBOTT, 1998). A. hydrophila possui a capacidade de se espalhar através

do corpo e causar infecgao generalizada nesses individuos.

Acredita-se que adultos sadios também sejam suscetiveis a
gastroenterite devido a Aeromonas (JANDA e ABBOTT, 1998; ABBOTT et
al., 2003). Além disso, idosos e criangas podem correr um maior risco devido

a suscetibilidade natural (EPA, 2006).

As pesquisas que se dedicam a investigagdo desse microrganismo
em pescado, do ponto de vista da saude publica, séo escassas (HANNINEN
et al.,1997; RALL et al., 1998; GONZALES-RODRIGUEZ et al., 2002; RADU
et al., 2003; VIVEKANANDHAN et al., 2005). Nao foi encontrada, na
literatura consultada, nenhuma pesquisa dedicada a investigacédo de

espécies de Aeromonas em peixes crus obtidas em feiras livres no Brasil.
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4.5 IDENTIFICACAO DE Vibrio spp.

Nao foi verificada a presenca de Vibrio parahaemolyticus nas
amostras de peixe, comercializado em feiras livres da cidade de Sao Paulo,

pesquisadas nesse estudo.

Surtos envolvendo V. parahaemolyticus sdo mais frequentes no Japao
e outros paises asiaticos (HUSS et al., 2000; ELHADI et al., 2004), além dos
Estados Unidos (CDC, 2005), em contraste séo raros na Europa (HERRERA
et al., 2006). No Brasil ndo existem dados sobre a frequéncia desse

patogeno (CARMO et al., 2005).

ALBUQUERQUE et al. (2006), em estudo realizado com amostras de
sushis comercializadas em cinco estabelecimentos situados em Fortaleza
(CE), néo verificaram a ocorréncia de V. parahaemolyticus nas 30 amostras

pesquisadas.

A pesquisa de microrganismos patdgenos em amostras de diferentes
espécies de peixe de agua salgada obtidas em dois hipermercados em
Léon, Espanha, resultou no isolamento de 4% (2/50) de amostras positivas
para Vibrio parahaemolyticus. Vibrio cholerae, também pesquisado, nao foi

isolado (HERRERA et al., 2006).

Embora Vibrio parahaemolyticus ndo tenha sido encontrado neste
estudo, outras espécies de Vibrio, de interesse em saude publica foram

isolados. Dentre as espécies isoladas estao V. cholerae e V. Alginolyticus.
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Vibrio cholerae foi isolado em 3 (15%) amostras. Um total de 9 cepas
com caracteristicas de V. cholerae foi isolado e submetido a testes
soroldgicos para determinagao de sorogrupo, resultando em Vibrio cholerae

nao-01/0139.

Vibrio alginolyticus foi isolado em 3 (15%) amostras de peixes
analisadas e sendo uma espécie potencialmente patogénica, constitui risco

para a saude humana.

Dentre 25 amostras de peixes e frutos do mar coletadas em mercado
de pescado em Santos (SP), MATTE et al. (2007) isolaram diversas
espécies de vibrios, dentre as quais V. parahaemolyticus, V. cholerae nao-

01/nd0-0139 e V. alginolyticus.

Vibrio cholerae ndo-O1 possui distribuicdo mundial e é ubiquo na
agua. Casos esporadicos sao resultado da ingestdo de uma grande
quantidade do patégeno por meio de alimento ou agua contaminada. Vibrio
cholerae ndo-O1 produz um amplo espectro de doenga diarréica, variando

de branda a severa, idéntica a célera (CHOI et al., 2003).

V. alginolyticus € um bacilo halofilico, Gram negativo e considerado
como membro natural da flora marinha (BAUMANN et al.,, 1984). Possui
habilidade de se desenvolver em agua salgada e aquecida (MORRIS 2003,
DZIUBAN et al., 2006), por essa razao sua incidéncia é alta em regides de
clima tropical e subtropical (MATTE et al., 1994). E uma das espécies Vibrio

que tem sido implicada como patdégeno humano. Foi associado com
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infeccoes de ferimentos cutaneos, otite do ouvido médio e externo. Embora
raramente, foi também associado a casos de conjuntivite, gastroenterite e
bacteremia (SCHMIDT et al., 1979; CACCAMESE e RASTEGAR, 1999;
RODRIGUES et al., 2001; CHIEN et al., 2002; ANDERSEN, 2006, DZIUBAN

et al., 2006).

Desde o inicio da vigilancia ativa para casos de infecgdes por Vibrio,
diagnosticadas por laboratorio, em 1996 até 2002, o Center of Disease
Control and Prevention — CDC estima que tenha havido um aumento na
incidéncia de infec¢des de 126%. Entre 2000 e 2002, esse aumento tem sido
verificado para outras espécies de Vibrios, ndao V parahaemolyticus (CDC,

2003).

Em junho de 2006, autoridades americanas recomendaram que todas
as infecgdes nas quais qualquer espécie de Vibrio estivesse implicada
fossem classificadas como doenga de notificagdo compulséria em nivel
nacional (CDC, 2006). Em 2007, o isolamento de Vibrio spp. que ndo seja
cepa toxigénica de Vibrio cholerae O1 ou 0139, de material clinico, passa a
ser notificadas ao CDC como “vibriose”. Esse fato demonstra a importancia
que as infeccbes causadas por espécies de Vibrio tém adquirido nos

Estados Unidos.
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4.6 AVALIACAO HIGIENICO-SANITARIA DO PEIXE

O isolamento de patégenos e organismos indicadores é usado para
avaliar a qualidade e seguranga alimentar, permitindo o controle sanitario.
Padroes microbiolégicos para peixe sao determinados pela Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da Saude.

A Resolugao n° 12 de 01 de janeiro de 2001, da ANVISA, prevé para
peixes e preparagdes a base de pescado dois grupos distintos (BRASIL,
2001): o “grupo 7a”, que compreende peixes consumidos cozidos e 0 “grupo
22b”, que determina padrdes microbioldgicos para peixes ou pratos prontos

a base de peixe, servidos crus (Quadro 5).

Para o “grupo 7a”, no qual ndo esta previsto o consumo de peixes
crus, o padrao microbioldgico é a auséncia de Salmonella spp. em 25 ge o

maximo de 10° UFC/g para estafilococos coagulase positiva.

Os padrdes microbioldgicos do segundo grupo, que inclui sushi (arroz
com peixe cru) e/ou sashimi (pequenos pedacos filetados de peixe cru),
determinam que coliformes termotolerantes ndo devam exceder 10? UFC/g,
a presencga de estafilococos coagulase positiva seja limitada a 5x10° UFC/g,
a presenca de V. parahaemolyticus ndo exceda 10° UFC/g e haja auséncia
de Salmonella spp. em 25 g. Além disso, patégenos como Escherichia coli e

Vibrio cholerae ndo podem estar presentes no peixe (BRASIL, 2001).



Quadro 5: Padrbes Microbioldgicos Sanitarios para Alimentos determinados pela ANVISA, segundo o grupo de alimentos e

tipo de amostra.

Tolerancia Tolerancia para amostra
Grupo de Alimentos Microrganismo para amostra representativa
indicativa
n c m M
7| Pescados e Produtos de Pesca
a| Pescados, ovas de peixes, crustaceos € moluscos
cefalopodes, "in natura”, resfriados ou congelados, | Estaf. coag. Positiva/g 103 5 2 5x102 103
nao consumidos crus;
moluscos bivalves, "in natura", resfriados ou
congelados, ndo consumidos crus; (...) Salmonella sp/25g Auséncia 5 0 | Auséncia -

22| Pratos Prontos para o consumo (alimentos prontos de cozinhas, restaur

antes e similares)

b | A base de carnes, pescados e similares crus
(quibe cru, carpaccio, sushi, sashimi, etc)

Coliformes a 45°C/g 102 5| 2 10 102
Estaf. coag. Positiva/g 5x10° 5| 3 102 5x10°
V. parahaemolyticus 10° 5| 2 102 10°

Salmonella sp./25g Auséncia 5 0 | Auséncia -

*Fonte: Resolucao-RDC n° 12 de 12 de janeiro de 2001 da ANVISA

S0T
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Para a pesquisa das condigcdes higiénico-sanitarias de peixes
comercializados em feiras livres, ndo seria necessaria a contagem de
coliformes termotolerantes, pesquisa de Escherichia coli e Vibrio
parahaemolyticus. Porém devemos levar em conta que os habitos da
populacdo estdo mudando e que os peixes adquiridos para o consumo
cozido podem estar sendo consumidos crus. Os comerciantes, mais
dindmicos pela natureza de seu oficio, ja sentiram essa mudanga, e estao
oferecendo, mesmo em desacordo com a legislacdo vigente (Decreto
municipal n.° 25.545, de 14/03/88), peixes prontos para o consumo em forma

de sashimis, como foi constatado durante a coleta.

Se o resultado da analise das amostras do presente estudo for
comparado aos critérios descritos no grupo 7a do Regulamento Técnico
Sobre Padrdes Microbiolégicos para Alimentos (BRASIL, 2001),
desconsiderando-se o consumo, cru ou cozido, do alimento, 100% das
amostras estariam em condicdes satisfatorias. Entretanto, considerando-se
como base os padrbes descritos no grupo 22b, nao-aplicavel em feiras
livres, 9 (45%) amostras estariam inapropriadas para o consumo humano

(Quadro 3).

Embora a existéncia dos riscos microbiolégicos associados ao
consumo de peixes crus seja bem conhecida, dados sobre a incidéncia de
contaminagdo associada a esse tipo de alimento, bem como a origem da

contaminagao sao escassos no Brasil (CARMO et al., 2005).
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No Brasil, peixes e frutos do mar foram implicados em 1% e 0,37%,
respectivamente, de surtos de doencgas transmitidas por alimentos (CARMO
et al., 2005). E provavel que estes nimeros nio reflitam a realidade e se
devam a falta de notificacdo, uma vez que o Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica das Doengas Transmitidas por Alimentos (VE-DTA) ainda
nao esta totalmente implantado. Na Australia, os peixes e crustaceos sao
responsaveis por 16% e 6%, respectivamente, dos surtos de origem
conhecida (DALTON et al., 2004, HALL et al., 2005). Estimativa recente
sobre o impacto das doengas de fonte alimentar na Inglaterra e Pais de
Gales demonstrou que frutos do mar sdo responsaveis por 7% dos casos e
4% das mortes anualmente (ADAK et al., 2005). Na Escdcia, o pescado esta

associado a 6,1% dos surtos de DTAs (TIRADO e SCHMIDT, 2000).

Estimativas indicam que doengas de origem alimentar causem, a cada
ano, aproximadamente 76 milhdes de casos, 325 mil hospitalizagbes e 5 mil
mortes, somente nos Estados Unidos. Mesmo em paises desenvolvidos, a
taxa de identificagdo do agente etioldgico das DTAs é baixa em relacéo a
daqueles nao-identificados. Nos Estados Unidos os casos com etiologia
desconhecida somam 62 milhdes de casos, 265 mil hospitalizagbes e 3.200
mortes (MEAD et al., 1999). No Brasil, desde a implantacdo do Sistema
Nacional de Vigilancia (VE-DTA) em 1999 até 2004, foram notificados 3.737
surtos de doencas de origem alimentar, com quase 3,5 milhdes de
hospitalizagdes e registradas 38 mortes, com uma média de 568.341 casos
por ano. Em 80% (2.989/3.737) dos surtos nao foi possivel determinar o

agente etiolégico envolvido (CARMO et al., 2005).
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De acordo com a SEMAB (2006), desde a metade do século XVII a
comercializacdo de peixes e produtos excedentes das fazendas era
realizada na cidade, porém a Lei n.° 11.683, de 17/11/94, que regulamenta a
comercializacdo de pescados, além de aves e visceras, foi editada séculos

depois (SAO PAULO, 1994).

As vias publicas, locais onde ocorrem a maioria das feiras livres,
possuem focos de insalubridade, tais como presenga de lixo,
consequentemente, insetos e animais errantes (AUDI, 2002; FIGUEIREDO
et al.,, 2007). Ainda que a legislacdo do municipio de Sdo Paulo preveja o
recolhimento do lixo gerado pelas feiras, isso ocorre somente apés o término
dela (Decreto n.° 35.028, de 31/03/95). Além disso, & facil constatar que
sanitarios, agua potavel e energia elétrica nao estido disponiveis nestes
locais para feirantes e consumidores, proporcionando maior risco de

contaminacgao cruzada.

A presenca de instalagdes sanitarias em feiras livres esta prevista no
Decreto municipal n.° 25.545, de 14/03/88, e foi passada a responsabilidade
dos feirantes por meio da Lei n.° 12.605, de 06/05/98 (SAO PAULO, 1988;
SAO PAULO, 1998). Na avaliagdo das condi¢cdes higiénico-sanitarias das
feiras livres da cidade de S&o Paulo, em 50 feiras observadas, 48 (96%)

delas ndo continham instala¢ées sanitarias (AUDI, 2002).

Apesar de ser uma fonte de proteina saudavel, o peixe ou pescado é
facilmente perecivel, reflete as condi¢des microbiolégicas do local de captura

e, além disso, pode ser contaminado devido a manipulacdo inadequada e
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exposicao a temperaturas abusivas, pés-captura (FRANCO e LANDGRAF,

2002).

Em feiras livres o pescado deve ser transportado em veiculos
isotérmicos, mantido sob refrigeracdo e a agua de degelo, bem como
residuos, deve ser recolhida em recipientes apropriados (Lei 11.683, 1994),
porém nem sempre essas praticas sdo observadas (CAPISTRANO et al.,
2004). Além disso a Portaria n.° 026 da SEMAB, de 10/09/2002, determina
que o produto seja transportado em recipientes fechados, isotérmicos,
confeccionados com material liso, resistente, impermeavel, de facil limpeza e
expostos através de vitrine com gelo picado recobrindo os produtos expostos
visando a manutengcdo da temperatura. A portaria determina, ainda, a
utilizacdo de gelo produzido com agua potavel e proveniente de

estabelecimentos legalizados.

FALCAO et al. (2002) avaliaram a carga microbiana de 60 amostras
de gelo comercial, coletadas em seis locais diferentes, dentre os quais
fabricas de gelo, mercado de peixe e barracas de feira. Ndo foi observada
nas amostras coletadas a contaminagao por V. cholerae e Aeromonas spp.
Em 50 amostras de gelo foram isoladas cepas de E. coli e em 1 amostra foi
detectada a presenca de Salmonella Enteritidis, demonstrando que o gelo é

uma importante fonte potencial de enterobactérias patogenas.

Na observacido de 66 barracas de pescado em feiras livres
paulistanas, em 60 (91%) o pescado ndo era mantido sob gelo e em 58

(88%) eram utilizados utensilios de madeira para o corte do produto (AUDI,
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2002). Em feiras da regiao sul da cidade de Sao Paulo, CAPISTRANO et al.
(2004) observaram pescado sob temperatura ambiente e sem procedéncia
conhecida. Além disso, foram observadas praticas que acrescentam risco a
saude do consumidor, tais como uso de tabuas de corte em madeira para
limpeza do pescado e agua de procedéncia ignorada sendo utilizada
concomitantemente para lavagem de méaos e utensilios. Quanto a
procedéncia do peixe, resultado semelhante foi obtido em feiras livres de
Cuiaba (MT), onde em 16 amostras de peixe exposto a venda, 15 (93,75%)

nao passaram por inspecao (FIGUEIREDO et al., 2007).

As caixas que servem como meio de armazenamento e transporte do
pescado tém um importante papel na preservagdo desse alimento. No
entanto o material do qual sdo feitas pode ser fonte de contaminacéo.
Superficies plasticas sdo favoraveis a adesao de microrganismos (formagéao

de biofilme) devido a porosidade do material.

Os biofilmes, complexos ecossistemas microbianos, podem ser
formados por populagdes desenvolvidas a partir de uma Uunica, ou de
multiplas espécies, podendo ser encontrados em uma variedade de
superficies tanto no ambiente quanto em um hospedeiro. Bactérias em
biofilmes sdo geralmente mais resistentes a antimicrobianos (DRENKARD e
AUSUBEL, 2002), além disso, biofilmes possibilitam a troca genética,
podendo aumentar o potencial patogénico da comunidade microbiana
existente nesse ambiente (PARSEK e SINGH, 2003). Em determinados

momentos, os biofiimes sofrem disperséo, liberando microrganismos que
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podem vir a colonizar novos ambientes e assim gerar problemas de saude

publica.

A maioria dos patdgenos pode formar biofiimes (HALL-STOODLEY et
al., 2004), dentre eles Escherichia coli, Vibrio cholerae, Staphylococcus

aureus, Aeromonas spp. os quais foram isolados no presente estudo.

VARGAS e QUINTAES (2003), realizaram a analise microbiologica
das superficies internas do fundo de caixas plasticas tipo monobloco, usadas
no transporte, armazenamento e comercializacido de pescados, sendo que
14 provenientes de feiras livres e 2 de mercado municipal. Foram isolados
26 diferentes espécies de microrganismos entre deterioradores e patogenos.
Dentre os quais V. metschnikovii, A. hydrophila, S. aureus, Bacillus cereus e
Proteus mirabilis. Os autores sugerem que caixas de plastico sejam
inadequadas e que seja utilizado um material mais apropriado, que possua
caracteristicas que permitam higienizacéo efetiva das superficies em contato
com o alimento e resisténcia aos danos fisicos, evitando a contaminacéo do

pescado.
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4.7 RELEVANCIA PARA SAUDE PUBLICA

O comércio internacional de peixe e produtos derivados tem crescido
substancialmente nas Uultimas décadas (CATO, 1998) e continua em
expansao (FAO, 1999). Isso requer um controle sanitario rigoroso e intensa
precaucao de danos a saude (NASCIMENTO et al., 2001), uma vez que a
carga microbiana que os pescados possuem depois da captura esta
relacionada com as condicdbes do meio ambiente e da qualidade
microbiolégica da agua. Além disso, ela pode ser ampliada com a
manipulacdo e processamento inadequados, bem como com o abuso de
temperatura, como mencionado anteriormente (CROCI e SUFFREDINI,

2003).

A proteina de peixe, que possui reconhecidos beneficios nutricionais,
como qualquer alimento de origem animal, pode, ao contrario, tornar-se um
risco para quem a consome se as boas praticas durante a
manipulag&o/preparagéo e conservagao nao forem observadas (HUSS et al.,
2000; DIAZ, 2004), mesmo depois de cozidos. Esse risco é potencializado
se o peixe for ingerido marinado, defumado, cru ou levemente cozido, como

€ de habito em muitos paises.

Ndo somente a integragdo do mercado mundial e a globalizagcao
cultural, mas também o incentivo a um estilo de vida mais saudavel,

buscando uma melhor qualidade nutricional ou simplesmente a perda de
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peso, entre outras razées (HAWKES, 2006), tém popularizado o consumo de
pratos a base de peixe cru, antes restrito aos paises orientais (HAMADA-
SATO et al., 2005). Essa pratica, além de n&o garantir a eliminagdo de
patdgenos presentes no alimento, ainda favorece a contaminagao cruzada.
Surtos recentes nos Estados Unidos destacam a importancia de alimentos

ingeridos crus como causa de doencas em humanos (CDC, 2006).

Esses pratos podem ser consumidos nos inumeros restaurantes
espalhados pela cidade — especializados ou ndo —, em casa — através de
servigo de entrega — ou preparados pelo proprio consumidor (GERMANO et
al., 2003; SOARES e GERMANO, 2004; MARTINS, 2006; MARSICO et al.,
2006). O fato chama a atencado para os riscos inerentes a esse tipo de
alimento, devido ao papel que o peixe cru pode representar na veiculagao de

DTA (ANVISA, 2005).

Ingredientes usados crus, que podem abrigar microrganismos
potencialmente patogénicos, sao frequentemente manipulados em cozinhas
domésticas, tornando as superficies de contato uma importante fonte de
infeccdo (MATTICK et al., 2003). Manipulagdo e preparagao inadequadas,
tempo de armazenamento e cozimento impréprios, assim como capacidade
de refrigeragdo das geladeiras domésticas, podem atuar como fatores de
proliferagdo desses microrganismos. Esse fato pode explicar a substancial
propor¢ao de doengas transmitidas por alimentos originadas em alimentos
preparados em casa (KENNEDY et al., 2005, REDMOND e GRIFFITH,

2003; LEE et al., 2001). No Brasil, as residéncias s&o os locais de maior



114

ocorréncia de surtos de DTA (48,5%), seguidas por restaurantes (18,8%) e

escolas (11,6%) (CARMO et al., 2005).

Bactérias como E. coli, S. aureus e Salmonella spp. sobrevivem nas
maos, esponjas e panos de prato. Panos de prato podem se tornar
altamente contaminados com diversas populagdes microbianas em um curto
periodo de uso (MATTICK et al., 2003). S. aureus, por exemplo, continua
viavel em superficies secas, como ago inox, por horas e até dias

(KUSUMANINGRUM et al., 2003).

O abuso de tempo e temperatura é o fator mais importante para a
qualidade dos alimentos devido a contribuicido direta dessas variaveis na
proliferagdo de microrganismos. Estudos demonstram que existem falhas no
conhecimento do consumidor com respeito ao tempo de armazenamento e
temperatura de refrigeracdo dos alimentos. Na Suécia, a maioria dos
consumidores pesquisados (76%) nao tem conhecimento da temperatura do
seu refrigerador (MARKLINDER et al., 2004). Na Irlanda, a incidéncia de
isolamento de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella enterica
em refrigeradores domeésticos € de 41%, 6% e 7%, respectivamente

(KENNEDY et al., 2005).

De modo geral a incidéncia de diarréia aguda em adultos ¢é dificil de
determinar, uma vez que a ocorréncia de gastroenterites associadas aos
alimentos ndo chegam aos servigos de saude brasileiros. A maioria dos

episodios sao autolimitados e de breve duragao, e provavelmente por essa
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razao nao despertam maiores cuidados. Da mesma forma néo é possivel

determinar com precisao o numero de doengas transmitidas por alimentos.

As deficiéncias na informacdo, a falta de conhecimento de quais
alimentos sdo mais implicados, quais agentes etioldgicos sdo isolados, quais
sdo 0os mecanismos de contaminagao e quais sdo os patdgenos emergentes,
dentre outras, dificultam estudos epidemioldgicos, que sdo importantes para

o desenvolvimento de agdes de prevencgao.

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica®, em 2000, a
populacdo com 60 anos ou mais representava quase 15 milhdes de
pessoas. As projecdes indicam que esse numero podera dobrar até 2020.
Com o aumento da populacdo de idosos havera o aumento de doengas
cronico-degenerativas, consequentemente o numero de pessoas suscetiveis

as DTAs sera maior.

O isolamento de Staphylococcus aureus, E. coli, Vibrio cholerae nao-
0O1/nd0-0139 e Aeromonas hydrophila demonstra o papel importante que
peixes consumidos crus possuem como Vveiculos de transmissdao de

bactérias potencialmente patogénicas.

® IBGE, Censo Demografico 1991/2000.
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5. CONCLUSAO

Para a interpretacéo dos resultados das analises microbiolégicas de
peixes comercializados nas feiras livres da cidade de Sao Paulo foi levada
em consideracido a possibilidade do mesmo ser consumido cru. Portanto os
resultados aqui resumidos foram comparados aos valores estabelecidos no

grupo de alimentos numero 22, item b, da RDC 12 de 02 de janeiro de 2001.

e A contagem de coliformes termotolerantes variou entre <3 x 10° a
4,3x 10°NMP g™

e Em 5 (25%) amostras a contagem de coliformes termotolerantes
apresentou valores superiores a 10> NMP g'1, limite permitido.

e Escherichia coli foi isolada de 2 (10%) amostras, representando um
perigo para o consumidor, mesmo que as contagens de coliformes
termotolerantes estejam dentro dos limites estipulados pela
legislagao.

e No total, 6 (30%) amostras estavam em condi¢cées sanitarias
insatisfatérias, portanto impréprias para o consumo humano, devido
aos valores apresentados pela contagem de coliformes
termotolerantes e/ou a presenca de Escherichia coli.

¢ Nao foi detectada a presenca de Salmonella spp.
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e Staphylococcus aureus (coagulase positiva) foi encontrado em 2
(10%) amostras, porém os valores encontrados estavam abaixo dos
limites de tolerancia estabelecidos pela legislagao.

e O género Aeromonas esteve presente em 10 (50%) amostras,
sendo que as espécies mais implicadas em gastroenterites foram
isoladas. Aeromonas hydrophila foi isolada em 2 (10%) amostras, A.
caviae e A. veronii biovariedade sobria foram isoladas em 5 (25%)
amostras cada uma.

¢ Nao foi constatada a presenca de Vibrio parahaemolyticus.

¢ Vibrio cholerae ndo-O1/ndo-0139 foi isolado em 3 (15%) amostras,
representando perigo para os consumidores, uma vez que mesmo
cepas nao-epidémicas de V. cholerae podem causar diarréia. Além
disso, Vibrio alginolyticus foi isolado em 3 (15%) delas, representando
um perigo adicional.

¢ Alguns microrganismos patogénicos ou potencialmente patogénicos
isolados neste estudo nao possuem parametros previstos na
legislacéo brasileira, porém atribuimos as amostras com sua
presenca o resultado de insatisfatérias para consumo humano, uma

vez que estes ja foram implicados a doengas no homem.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Muitas bactérias sdo implicadas como causa de doencas e
representam um perigo maior causado pela manipulagdo de peixe
contaminado ou pela ingestdo de pescado cru ou inadequadamente cozido.
Esta pesquisa demonstra que peixes comercializados nas feiras livres da
cidade de Sao Paulo abrigam Vibrio cholerae n&o-O1/ndo-O139, Escherichia
coli e Aeromonas hydrophila. Somente a presenca de Vibrio cholerae, por si
sO, representa um evento inquietante, a despeito da baixa incidéncia de
outros microrganismos nas amostras pesquisadas, patogénicos ou
potencialmente patogénicos. O fato de diferentes espécies de Aeromonas
estarem inicialmente presentes, terem a capacidade de crescer rapidamente
sob refrigeracdo e possuir espécies com potencial patogénico é outro fator
preocupante. Além disso, a contaminagdo com patdogenos cujos
reservatorios sdo animais e o homem (Staphylococcus aureus, E. coli),
mesmo que em baixa quantidade, alerta-nos para o risco da ocorréncia de
manipulagdo inadequada, contaminagdo cruzada e abuso do bindmio
tempo/temperatura. Os achados sugerem que os peixes da maneira como
estdo sendo comercializados em feiras livres da cidade de Sado Paulo podem
representar risco a saude, especialmente para populagdes mais suscetiveis
como criangas, idosos e adultos com doencga de base. No Brasil, com o
rapido crescimento da populagdo de idosos, eleva-se também a populagao
de portadores de doengas crbnico-degenerativas, aumentando esse grupo

de risco.
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7. RECOMENDACOES

Do ponto de vista de Saude Publica, se torna importante e necessaria
uma campanha educacional dirigida aos vendedores, manipuladores
profissionais de alimentos e consumidores, alertando para o risco potencial

do consumo de peixe cru ou levemente cozido.

A populagao deveria ser alertada sobre os perigos da aquisicdo de
peixes ja fracionados e/ou prontos para o consumo em forma de sashimis

para que ocorra uma redugao na procura, reduzindo assim a oferta.

Os alimentos que podem ser consumidos crus deveriam possuir um
padrdo microbioldgico mais restrito em tolerancia e mais amplo em pesquisa

de microrganismos.

O risco inerente a esse tipo de alimento pode ser reduzido se a
populacao for mais bem informada. Entendendo o risco, € possivel aprender
a prevenir as DTAs seguindo algumas medidas simples de higiene, quando

do preparo desse tipo de prato.

v Ly
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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