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Resumo. Os objetivos do estudo foram verificar a presenca de coliformes nos filés de peixe Panga congelados
comercializados em diferentes cidades no estado do Mato Grosso e identificar se 0s mesmos atendiam aos padrfes
estabelecidos pela legislacdo brasileira vigente. Foram colhidas 25 amostras em supermercados de oito cidades do
estado de Mato Grosso. As analises microbiol6gicas foram realizadas através da contagem de Staphylococcus
coagulase positiva; pesquisa de Salmonella sp., enumerag¢édo de coliformes totais, termotolerantes e Escherichia coli.
Além disso, procedeu-se a andlise parasitoldgica por meio da pesquisa de estruturas morfoldgicas parasitarias. Estirpes
de Staphylococcus coagulase positivas foram isoladas em duas amostras (8%) com contagem de 3,8 x 10*e 1,4 x 10°
UFC/g. Em uma amostra (4%), os valores obtidos foram de 23 NMP/g para coliformes totais, 4 NMP/g para coliformes
termotolerantes e 4 NMP/g para E. coli. Ndo foram isoladas cepas de Salmonella spp. Nao foi observada estrutura
parasitaria. Os filés de peixe Panga apresentaram baixos niveis de contaminacdo por coliformes, estando, em sua
maioria, proprios para o consumo humano visto que 23 (92%) amostras analisadas encontravam-se dentro dos padrdes
estabelecidos pela legislagéo brasileira vigente.

Palavras-chave: pescado; contaminagéo; Staphylococcus.

Abstract. The goals of the study were to verify the presence of coliforms in frozen Basa fish fillets market in different
cities in Mato Grosso State, Brazil and identify if they complied with the standards established by the Brazilian Food
Legislation. Twenty-five samples were collected at supermarkets in eight cities in Mato Grosso State. The microbiological
analyses were performed using the coagulase-positive Staphylococci count; screening for Salmonella sp., enumeration
of total coliforms, thermotolerant and Escherichia coli. In addition, it proceeded to parasitological analysis by parasitic
morphological structures identification. Coagulase-positive Staphylococci strains were isolated in two samples (8%) with
3,8 x 10* and 1,4 x 10° CFU/g. In one sample (4%), the values obtained were 23 MPN/ g for total coliforms count, 4
MPN/ g for thermotolerant coliforms and 4 MPN/ g for E. coli. Salmonella spp. strains were not isolated. Parasitic
structures were not observed. Frozen Panga fish fillets demonstrated low levels of coliform contamination; indicating that
it is safe for human consumption considering that 23 (92%) of the analyzed samples were within the standards
established by the current Brazilian Food Legislation.

Keywords: fish, contamination, Staphylococcus.

Introducéo Esse pescado é produzido em sistemas de criagdo

No Brasil, o consumo per capita anual de intensiva, em tanques de terra e em tanques redes,
pescado tem aumentado, passando de 11,17 no delta do Rio Mekong, sendo cultivado em grande
kg/habitante/ano em 2011 para 14,5 em 2013, escala no Vietnd e em menor escala na Tailandia e
superando o consumo minimo recomendado pela Camboja, entre outros paises (Fao, 2010; 2005). De
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) que é de 12 acordo com a Vietnam Association of Seafood
kg/habitante/ano (Mpa, 2014). Entre os pescados Exporters and Producers (VASEP), o Pangasius
consumidos no Brasil, o peixe “Panga”, pertencente  spp. é exportado para mais de 145 paises (Vasep,
a familia Pangasiidae (Fao, 2005) merece destaque  2015). No Brasil, entre janeiro e agosto de 2014,
devido a crescente importacao (Fao, 2014). foram importadas 27 mil toneladas de filés de peixe
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Panga congelados, representando um aumento de
88% comparado a 2013 (Fao, 2014).

A grande apreciacao do filé de peixe Panga
Vietnamita, tanto pelo mercado interno como do
mercado internacional, deve-se as caracteristicas
gue esse produto possui como o alto valor nutritivo;
musculo branco; sem ossos horizontais; sem cheiro
de sedimentos e de algas; pouco sabor de contetido
lipidico e principalmente pelo preco acessivel ao
consumidor (Orban et al., 2008; Vasep, 2013).

No entanto, apesar dos beneficios a salde
ha uma grande preocupacdo em relacdo a
seguranca alimentar do filé de peixe Panga, visto
gue qualquer procedimento inadequado podera
levar a contaminacdo desse alimento com
microbiota patogénica e/ou deteriorante (Murray et
al., 2000; Simon & Sanjeev, 2007; Franco, 2012).
Nesse contexto, a pesquisa de coliformes pode ser
utilizada como indicador da condi¢cdo higiénico-
sanitdria a que esse alimento foi submetido (Jay,
2005; Franco, 2012).

No Brasil, a Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 12, de 2 de janeiro de 2001 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
determina que pescados in natura resfriados ou
congelados ndo consumidos cru devem apresentar
0s seguintes padrdes microbiolégicos: auséncia de
Salmonella em 25g e toleréncia de até 10° NMP de
Estafilococos coagulase positiva/grama de alimento
a fim de que sejam considerados proprios para o
consumo (Brasil, 2001). N&do obstante, o artigo 445
do Regulamento da Inspecado Industrial e Sanitaria
de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) define
como improéprio para consumo o pescado apresente
infestacdo muscular macica por parasitas que
possam prejudicar ou ndo a saude do consumidor
(Brasil, 1952).

Nesse contexto, os objetivos do estudo
foram verificar a presenca de coliformes nos filés de
peixe Panga congelados comercializados em
diferentes cidades no estado do Mato Grosso e
identificar se 0os mesmos atendiam aos padrfes
estabelecidos pela legislacéo brasileira vigente.

Métodos

Colheita e amostragem

Foram colhidas 25 amostras
comercializadas em cidades do estado de Mato
Grosso, a saber: Varzea Grande, Cuiaba, Nova
Mutum, Lucas do Rio Verde, Sorriso, Sinop, Peixoto
de Azevedo e Guarantd do Norte nos meses de
julho a agosto de 2014. Dezoito amostras foram
adquiridas em embalagem plastica contendo 1 Kg
de filé de Pangasius spp. e sete amostras de 500g,
embaladas pelo supermercado. As amostras
adquiridas de embalagens plasticas foram
inspecionadas a fim de garantir a inviolabilidade.
Todas as amostras foram armazenadas em caixas
isotérmicas e transportadas aos Laboratorios de
Microbiologia e de Parasitologia da Universidade
Federal do Mato Grosso, Campus Universitario de
Sinop para execucdo das analises.
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Analises microbiolégicas

Para as analises microbioldgicas, realizou-
se o descongelamento a 8°C por 48 horas, sendo o
tempo necessario para que houvesse a perda da
camada de gelo formada no processo de
glazeamento. Posteriormente, procederam-se as
andlises  microbioldgicas de: contagem de
Staphylococcus coagulase positiva; pesquisa de
Salmonella spp.; enumeracdo de coliformes totais,
termotolerantes (45°) e de E. coli (Brasil, 2003;
Blodgett, 2010).

Contagem de Staphylococcus coagulase positiva

Foram pesadas assepticamente 25g
adquiridas de diferentes partes de filés de peixe
Panga. Os fragmentos foram homogeneizados em
225 mL de 4gua peptonada 0,1% utilizando voértex
durante dez minutos, obtendo a diluicdo 10- .
Procedeu-se, entdo, a distribuicdo de 1mL para tubo
de ensaio contendo 9mL de &gua peptonada 0,1%
até a diluicdo 10% A partir de cada diluicdo,
inoculou-se 0,1mL por semeadura em superficie de
placas de Petri contendo Agar Baird Parker. As
placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a
35°C + 2°C por 48 horas. Apds a incubacéo, as
colbnias caracteristicas foram contadas e semeadas
separadamente em Caldo Infus@o Cérebro Coracéo
(BHI) e incubadas a 35°C + 2°C por 24 horas.
Posteriormente, as amostras do BHI foram
semeadas em Agar Mueller-Hinton para realizacdo
dos testes bioquimicos de catalase e coagulase
(Brasil, 2003; Blodgett, 2010).

Enumeracéo de coliformes totais, termotolerantes e
Escherichia coli

A partir das diluicdes 10', 10° e 10°
descritas acima, foram inoculados, separadamente,
1mL de cada diluicdo em trés tubos contendo 10mL
de “Lauril Sulfato Triptose” (LST), incubados a 35°C
+ 2°C por 24-48 horas. Foram considerados
positivos, os tubos contendo producdo de gas no
interior dos tubos de Durhan e turvos (Brasil, 2003;
Blodgett, 2010).

Para a enumeracédo de coliformes totais, foi
transferida de cada tubo de LST positivo uma
alcada para tubo de ensaio contendo tubo de
Durhan e 10 mL de Caldo Verde Brilhante 2%.
Esses tubos foram incubados em estufa
bacteriolégica a 35°C 2°C por 24-48 horas,
considerando positivos os tubos com producdo de
gas e turvos (Brasil, 2003; Blodgett, 2010). Para a
enumeracdo de coliformes termotolerantes, foi
transferida de cada tubo de LST positivo uma
alcada para tubo de ensaio contendo tubo de
Durhan e 10mL de Caldo EC, incubados em banho-
maria a 44,5°C por 24 horas, considerando positivos
0s tubos com producdo de gas e turvos. Para a
enumeracdo de Escherichia coli, semeou-se, a partir
dos tubos positivos no Caldo Escherichia coli (EC),
uma alcada em placa de Petri contendo Agar Eosina
Azul de Metileno (EMB), incubando em estufa
bacteriolégica a 35°C + 2°C por 24-48 horas. As

+



Resplandes et al. Qualidade microbioldgica e parasitolégica de “peixe Panga” (Pangasius spp.)

colénias nucleadas com centro preto, com ou sem
brilho metalico, foram submetidas aos testes
bioquimicos de Sulfato Indol Motilidade (SIM),
Citrato (CIT), Solucdo de Vermelho de Metila (VM) e
Voges Proskauer (VP) (Brasil, 2003; Blodgett,
2010).

Pesquisa de Salmonella spp.

Foram pesadas assepticamente 25g de filés
de peixe Panga a partir de fragmentos retirados de
diferentes porc¢des do produto. Os fragmentos foram
homogeneizados em 225mL de agua peptonada
tamponada com vortex durante 10 minutos. Foram
incubadas a 35°C = 2°C por 18 horas. Dessa
diluicdo, transferiu-se 0,1mL para um tubo contendo
10mL de caldo Rappaport Vassiliadis (RV) incubado
em banho-maria a 41°C por 24 horas e 1mL para
tubo de ensaio contendo Caldo Selenito Cistina
(SC), incubado em estufa bacteriol6gica 35°C + 2°C
por 24 horas. Apos o periodo, aliquotas de ambos
os tubos, foram semeados com al¢a de platina em
placas de petri contendo Agar Xilose Lisina
Desoxicolato (XLD), Agar Salmonela Shigella (SS) e
Agar Entérico de Hektoen (HE), incubadas a 35°C +
2°C por 24 horas, para obtencdo de coldnias
caracteristicas de Salmonella sp. a fim de realizar
os testes bioquimicos: Sulfeto Indol Motilidade
(SIM), Agar Citrato de Simmons, prova do Vermelho
de Metila; prova de Voges — Proskauer, “Triplice
Sugar lIron” (TSI), “Lisyne Iron Agar” (LIA), Agar
Fenilalanina (FA) e Agar Ureia (Brasil, 2003;
Blodgett, 2010).

Andlises Parasitologicas

Para analises parasitolégicas, depois de
completamente descongeladas, as amostras foram
inspecionadas visualmente e com luz policromatica
transmitida. As  estruturas com  morfologia
combinante com formas parasitarias foram
analisadas em microscopio estereoscopico QUIMIS
Q740SZ.

Resultados e discusséo

@) grupo de micro-organismos
Staphylococcus coagulase positiva compreendem
sete espécies, sendo o Staphylococcus aureus a
espécie de maior importancia, visto que € um dos
principais patdgenos produtores de enterotoxinas
causadores de doencas transmitidas por alimentos
(Hennekinne et al, 2012). S. aureus
enterotoxigénicos ja foram isolados de camardes e
peixes congelados, assim como dos manipuladores
do processamento do pescado (Simon e Sanjeev,
2007). Os niveis minimos para Erodugéo de
enterotoxinas nos alimentos sdo 10° células por
grama, embora alguns pesquisadores ja tenham
relatado a producdo de enterotoxina com 10° células
por grama (Franco, 2012). Dessa forma, amostras
com contagem acima 10° UFC/g podem representar
risco a saude dos consumidores.

Obteve-se nesse estudo, em relacdo a
contagem de Staphylococcus coagulase positiva, 1
amostra de filé de Panga oriunda de embalagem
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plastica e 1 vendida a granel com as contagens de
1,4 x 10° UFC/g e 3,8 x 10" UFC/g, respectivamente.
Em ambos os casos, os valores obtidos nas
contagens estavam acima do estabelecido pela
legislacdo brasileira, sendo, portanto, alimentos
considerados improprios para o consumo humano.

Staphylococcus coagulase positivo foram
isolados em 3 filés de Pangasius spp. exportados
para a Polbnia. Nesse caso, 0s autores sugeriram
gue a contaminacao identificada foi oriunda do local
de comercializagdo, visto que os filés estavam
sendo armazenados no freezer, sem embalagens e
adquiridos através do sistema “self-service”,
permitindo que os proprios consumidores
contaminassem os filés de pescado ao manipula-
los. Todavia, nos filés exportados para a Alemanha,
previamente embalados, os pesquisadores nao
encontraram contaminagcdo por Staphylococcus
coagulase positivo (Kulawik et al., 2015).

Nesse contexto, no presente estudo, na
amostra comercializada em embalagem plastica, a
obtencdo de contagem acima do limite estabelecido
pela ANVISA (Brasil, 2001) pode estar relacionada a
presenca de grande quantidade desses micro-
organismos na matéria-prima e sobrevivéncia
dessas bactérias ao congelamento, uma vez que o
alimento foi obtido em sua embalagem original e
intacta. Em relagdo & amostra a granel, a presenca
de Staphylococcus coagulase positiva acima do
permitido pela legislagdo brasileira pode indicar
falha na manipulacédo e/ou estocagem incorreta e/ou
contaminagdo cruzada como afirmado por Simon &
Sanjeev (2007), visto que bactérias habitam, com
frequéncia, a nasofaringe do ser humano, podendo
ser transmitidos aos filés de peixe Panga pelo
manipulador do alimento (Murray et al., 2000).

As pesquisas de coliformes totais,
termotolerantes e Escherichia coli s@o utilizadas
como indicadores das condi¢bes higi€nico-sanitarias
a que os alimentos foram submetidos. A
contaminacdo do pescado por micro-organismos
deteriorantes e/ou patogénicos pode ocorrer desde
a producdo priméaria ao consumo (Franco, 2012).
Assim, para garantir o fornecimento de um produto
in6cuo a saude do consumidor, deve-se realizar o
controle de toda a cadeia de producdo do pescado
tais como: a qualidade da agua; a composicao
alimentar dos produtos fornecidos na criacdo; o
manuseio de peixes durante o0s processos de
filetagem; o congelamento na industrializacéo,
condicbes higiénicas das instalacbes e dos
funciondrios e o transporte até a mesa do
consumidor final (Orban et al., 2008; Kubitza, 2011;
Thi et al., 2013).

A presenca de E. coli no alimento indica
contaminacao fecal, pois essa bactéria habita o trato
intestinal do homem e animais homeotérmicos
(Franco, 2012). Além disso, algumas linhagens
dessa bactéria representam riscos a saude coletiva
por causarem gastroenterites em humanos (Jay,
2005; Tuyet et al.,, 2006; Franco, 2012; Barbosa,
2013; Barbosa et al., 2014).
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Em relacdo a enumeracdo de coliformes
totais, termotolerantes e E. coli, somente na
amostra a granel imprépria para o consumo em
relacdo a contagem de Staphylococcus coagulase
positiva evidenciou-se, na determinacdo do nimero
mais provavel por grama (NMP/g), coliformes totais
no valor de 23 NMP/g, coliformes termotolerantes
de 4 NMP/g e Escherichia coli de 4 NMP/g. Nesse
caso, sugerisse que a contaminacdo esteja
relacionada a manipulagcdo incorreta e/ou ao
armazenamento inadequado do produto no
estabelecimento comercial, ou ainda
acondicionamento do alimento natura em
embalagens contaminadas.

Vieira (1998) demonstrou, em filés
congelados de diferentes pescados comercializados
na cidade de Campina Grande Paraiba, a
presenca de coliformes totais e termotolerantes de
183 NMP/g e 77,6 NMP/g, respectivamente. Em
relacdo a Escherichia coli os valores obtidos
variaram de 3,2 NMP/g a 20,2 NMP/g. Outros
estudos realizados por Liuson (2003) identificaram,
a partir de amostras de tilézpias, a gresenga de
coliformes totais entre 10° e 10° NMP/g e
termotolerantes de <0,1 a 6,8 x10* NMP/g. Delbem
et al. (2010) realizaram um estudo em 6
Pseudoplatystoma corruscan (Pintado) do municipio
de Corumb4& MS e obtiveram coliformes
termotolerantes (a 45°C) com valor minimo de 2,1 x
10" NMP/g e maximo de 1,9 x 10’ NMP/g no 15° dia
de experimento. Embora na legislagdo brasileira
sobre alimentos ndo haja padrdes de enumeracao
de coliformes para pescado, a contaminagédo
observada no filé de Panga foi inferior a obtida por
outros pesquisadores ao analisarem amostras de
pescado de diferentes espécies.

O género Salmonella spp., pertencente a
familia  Enterobacteriaceae, esta amplamente
distribuida na natureza e possui 0 homem e os
animais como principais reservatorios. Esse micro-
organismo € um dos principais causadores de
gastroenterites (Alves, 2014) resultante da ingestao
de alimentos contendo um numero significativo de
determinadas linhagens pertencentes ao género
(Jay, 2005). A presenca de Salmonella spp. em
pescado congelado pode ter relagdo com a
contaminagdo por aguas poluidas, contaminagao
cruzada com pescado limpo e eviscerado, pelas
méaos do manipulador assintomatico infectado ou
por contato com moscas € outros insetos
(Dams,1996).

Ao pesquisar Salmonella sp. em de pescado
congelados, Vieira (1998) e Liuson (2003)
encontraram em 25% e 7,8%, respectivamente, das
amostras contaminadas. Ao contrario, Soares et al.
(2011) verificaram que todas das amostras de peixe
congelado analisados estavam dentro dos padrbes
exigidos pela ANVISA. No presente estudo, todas
as amostras foram consideradas proprias para o
consumo de acordo com a legislacdo brasileira
vigente (Brasil, 2001) visto que a bactéria
Salmonella sp. ndo foi isolada dos filés de peixe
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Panga congelados o que reflete a boa qualidade
microbiolégica dos produtos analisados.

Além dos riscos pelo consumo de pescado
e derivados contaminados com micro-organismos
patogénicos, merece destaque, pela importancia em
salde coletiva, a presenca de parasitas os quais
sdo responsaveis por diversas doengas em
humanos (Ferreira et al, 2006; Barros et al., 2006;
Melo et al, 2014; Fachina et al., 2015).

No Brasil, o Regulamento da Inspecéo
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA), no artigo 445, define como impréprio
para consumo o pescado portador de lesdes ou
doencas microbianas que possam prejudicar a
salde do consumidor; que apresente infestacdo
muscular macica por parasitas que possam
prejudicar ou ndo a saude do consumidor, entre
outras especificagbes (Brasil, 1952). No presente
estudo, ndo foram observadas estruturas
caracteristicas de parasitas sendo, portanto,
considerados préprios para consumo de acordo com
a legislagéo brasileira vigente.

Apesar dos baixos niveis de contaminagéo,
devem ser estabelecidas medidas que visem a
melhoria da qualidade dos produtos da pesca, com
treinamento de boas praticas de fabricacdo e
manipulagdo na produgdo, nas industrias e nos
estabelecimentos comerciais a fim de reduzir o risco
de doencas transmitidas por alimentos.

Concluséo

Os filés de peixe Panga congelados
apresentaram baixos niveis de contaminac¢@o por
coliformes, estando, em sua maioria, préprios para o
consumo humano visto que 92% (23/25) das
amostras analisadas encontravam-se dentro dos
padrdes estabelecidos pela legislacdo brasileira
vigente.
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