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RESUMO

A ingestdo de alimentos contaminados por microrganismos podem causar diversas doengas e
constituem um grave problema de saude publica. O pescado é um dos principais alimentos
que serve de veiculo na transmissdo de agentes patogénicos, destacando-se Listeria
monocytogenes e Salmonella spp., que é apresentado como o principal responsavel por obitos
relacionados com doencas transmitidas por alimentos, e como 0 agente bacteriano mais
envolvido nos surtos alimentares, respectivamente. O objetivo deste estudo foi avaliar as
caracteristicas microbiolégicas e higiénico-sanitarias do salméo (sashimi) comercializado em
restaurantes especializados na culinaria japonesa da cidade de Macapa, Amapa. Foram
coletadas 20 amostras em duplicatas provenientes de 10 restaurantes e submetidas a
protocolos microbioldgicos com base na Instru¢cdo Normativa n° 40, de 16 de dezembro de
2005 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, para identificagdo de Listeria
monocytogenes, e conforme o Manual de Métodos de Anéalises Microbiologicas de Alimentos
para o isolamento de Salmonella spp. Os parametros higiénico-sanitarios em menor
conformidade foram descritos de acordo com a lista de verificacdo padrdo da vigilancia
sanitaria municipal e a temperatura das amostras mensuradas utilizando termémetro digital
com mira infravermelha. Do total de amostras analisadas, nenhuma apresentou contaminacao
por Listeria monocytogenes. J& Salmonella spp. foi isolada em amostras de quatro (40%)
restaurantes. A categoria que apresentou itens em menor conformidade foram os parametros
higiénico-sanitarios associados aos manipuladores, destacando-se 0 aspecto da higienizacao
das médos e o risco de contamina¢do cruzada insatisfatorio em 100% dos restaurantes
avaliados. Os valores referentes a temperatura das amostras variaram de 1.0 a 22°C, em que
80% das amostras apresentaram valores acima dos recomendados pela legislacdo brasileira (<
5°C). Estes resultados evidenciam que as amostras analisadas representam risco a saude do
consumidor, comprometendo a seguranca alimentar e nutricional, considerando a associacao
de parametros higiénico-sanitarios insatisfatorios de manipuladores, temperatura inadequada e
isolamento de Salmonella spp. Portanto, a aplicacdo de boas praticas de manipulacdo nesse
tipo de estabelecimento torna-se fundamental para evitar doengas e transtornos de origem
alimentar.

Palavras-chave: Seguranga de alimentos. Listeria monocytogenes. Salmonella spp.
Microbiologia. Saude publica.



ABSTRACT

Ingestion of food contaminated by micro-organisms causes various diseases and constitutes a
serious public health problem. Fish is one of the main foods that serves as a vehicle for the
transmission of pathogens agents, especially Listeria monocytogenes and Salmonella spp.,
which is presented as the main cause of death related to foodborne diseases, and as the most
involved bacterial agent in food outbreaks, respectively. The objective of this study was to
evaluate the microbiological and hygienic-sanitary characteristics of salmon (sashimi)
commercialized in specialized restaurants in the Japanese cuisine of the city of Macapa,
Amapa. 20 samples were collected in duplicate from 10 restaurants and submitted to
microbiological protocols based on Normative Instruction No. 40, dated December 16, 2005,
from the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply, to identify Listeria
monocytogenes, and according to the Manual of Methods of Microbiological Food Analysis
for the isolation of Salmonella spp. The hygienic-sanitary parameters in less compliance were
according to the standard list of municipal sanitary inspection and the temperature of the
samples measured by thermometer digital with infra-red scope. Of the total samples analyzed,
none presented contamination by Listeria monocytogenes. However, Salmonella spp. was
isolated in samples of four (40%) of the restaurants. the category that presents items in less
conformity were the hygienic-sanitary parameters associated to the manipulators,
highlighting the hand hygiene aspect and the risk of unsatisfactory cross-contamination in
100% of the evaluated restaurants. Sample temperature values varied from 1.0 to 22°C, in
which 80% of the samples had values higher than those recommended by Brazilian legislation
(< 5°C). These results show that the analyzed samples represent a risk to the health of the
consumer, compromising their food and nutritional security, considering the association of
unsatisfactory hygienic-sanitary parameters of manipulators, inadequate temperature and
isolation of Salmonella spp. Therefore, the application of good practices of handling in this
type of establishment becomes fundamental to avoid diseases and disorders of alimentary
origin.

Keywords: Food safety. Listeria monocytogenes. Salmonella spp. Microbiology. Public
health.
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1 INTRODUCAO

Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAS) sdo ocorréncias clinicas, caracterizadas
como doencas de natureza tdxica ou infecciosa, causadas por microrganismos patogénicos
provenientes da ingestdo de alimento ou dgua contaminada. Constituem um grave problema
de salde publica em nivel mundial, cujas manifestacGes clinicas dependem principalmente do
agente etioldgico envolvido, podendo variar desde leves sinais gastrointestinais, até casos
mais graves como insuficiéncia renal aguda e insuficiéncia respiratoria (OLIVEIRA et al.,
2011; GARCIA, DUARTE, 2014; BRASIL, 2018).

Dentre as DTAs mais frequentes, as que séo veiculadas pela ingestdo de pescado
contaminado figuram entre as dez mais importantes clinicamente (BRASIL, 2018; OMS,
2018). Ha milénios, o pescado vem sendo utilizado pelo homem como forma de subsisténcia,
porém maior interesse foi atribuido apos a expansdo do conhecimento na area da nutri¢éo, que
apresentou sua grande importancia na alimentacdo humana, por se tratar de um produto
altamente proteico, com excelente valor nutricional e caracteristicas peculiares, como por
exemplo, a presenca de altos teores de vitamina A e D, célcio, dmega-3, fosforo e qualidade
dos lipidios. Caracteristicas essas que podem proteger contra varios efeitos adversos para a
saude, incluindo a mortalidade por doenca coronaria e acidente vascular cerebral (NEIVA,
2010; PIENIAK et al., 2010; BORGHESI et al., 2013).

Entretanto, a sua qualidade deve ser mantida, em virtude de o pescado ser um alimento
altamente perecivel, de facil deterioracdo devido a sua composicdo quimica. Uma vez
manipulado, armazenado e transportado sem o0s cuidados sanitarios necessarios, criam
condicBes que favorecem o desenvolvimento de agentes patogénicos, presentes no préprio
pescado ou do ambiente, podendo causar infeccdes humanas graves, destacando-se as
toxinfeccdes bacterianas (FERREIRA et al., 2014). O pescado pode ser contaminado com o
mais amplo e variado grupo de microrganismos. Entre os grupos bacterianos, o género
Salmonella é reportado como o agente bacteriano mais envolvido nos surtos alimentares,
enquanto, Listeria monocytogenes € registrada como a principal responsédvel pelos dbitos
relacionados com DTAs (OLIVEIRA et al., 2011; BRASIL, 2018).

Dentro dessa perspectiva, torna-se essencial o controle e fiscalizacdo de
estabelecimentos que ofertam pescado, em especial cru, pois esse tipo de alimento apresenta
elevado risco para a saude do consumidor, devido ao fato de serem consumidos sem
tratamento térmico e também pelos aspectos higiénico-sanitarios envolvidos na sua

preparacdo. Logo, a identificacdo e isolamento de agentes patdgenos em alimentos revestem-
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se da principal estratégia para que medidas corretivas possam ser adotadas (SANTIAGO et
al., 2013). Para isso, a microbiologia convencional é a técnica mais utilizada, seguindo
protocolos padronizados, a exemplo de métodos de cultura bacteriana, que promove a
multiplicagdo em col6nias de organismos microbianos in vitro, permitindo o estudo das
caracteristicas especificas do microrganismo isolado (JAY, 2005; ROHDE et al., 2015).
Considerando as consequéncias que agentes patogénicos associados ao consumo de
pescado cru podem acarretar a satde e a indisponibilidade de informacdes epidemiolégicas na
cidade de Macapa sobre a qualidade microbioldgica do alimento em questdo, o objetivo deste
estudo foi avaliar os aspectos microbiol6gicos e higiénico-sanitarios do salmdo (Sashimi)
comercializado em restaurantes especializados na culinaria japonesa da cidade de Macapa,

Amapa, por meio da pesquisa de Listeria monocytogenes e Salmonella spp.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Doencga Transmitida por Alimentos (DTAS)

As DTAs abrangem enfermidades do mais amplo espectro, podendo ser causadas por
bactérias, virus, parasitas, toxinas, prions, agrotoxicos, substancias quimicas e metais pesados.
Essa contaminacdo pode ocorrer em qualquer fase do processo de producdo até o consumo,
principalmente através do meio ambiente, incluindo a poluicdo da &gua, solo ou ar (SILVA
JUNIOR, 2002; AMSON, HARACEMIV, MASSON, 2006; BRASIL, 2018).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2018) descreve aproximadamente 250 tipos
de doencas alimentares, e estima que, a cada ano, causem o0 adoecimento de uma a cada 10
pessoas € 33 milhdes de obitos. Além disso, DTAs podem ser fatais, especialmente em
criancas menores de 5 anos, causando 420 mil mortes. Na regido das Américas, as doengas
diarreicas sdo responsaveis por 95% das DTAs. O Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos, estima
que a cada ano cerca de 1 em cada 6 americanos (ou 48 milhdes de pessoas) fica doente, 128
mil sdo hospitalizados e 3.000 morrem por consumo de alimentos contaminados, sendo a
Salmonella, Listeria e o Toxoplasma 0s principais agentes responsaveis por 1.500 Abitos
anuais (OLIVEIRA et al., 2011; GARCIA, DUARTE, 2014).

No Brasil, de acordo com dados do Sistema de Informacédo de Agravos de Notificacao
(SINAN), sdo notificados em media, por ano, 700 surtos de DTAs, com envolvimento de 13
mil doentes e 10 Obitos (BRASIL, 2018; OMS, 2018). No entanto, o perfil epidemioldgico
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das DTAs no Brasil ainda é pouco conhecido, uma vez que a maioria dos casos ndo sdo
notificados, pois muitos agentes etioldgicos causam sintomas brandos, fazendo com que a o
paciente ndo procure assisténcia medica. Em decorréncia disso, somente alguns Estados
dispdem de estatisticas e dados sobre os agentes etiolégicos mais comuns, alimentos
frequentemente envolvidos na contaminacgédo, populacdo de maior risco e fatores contribuintes
(SANTOS, 2006; AMSON, HARACEMIV, MASSON, 2006; GARCIA, DUARTE, 2014).

Vérios sdo os fatores que contribuem para o aparecimento dessas doencas, entre 0s
quais destacam-se: o crescimento populacional; a existéncia de grupos vulneraveis; 0 processo
de urbanizacdo desordenado; a producdo e o consumo de alimentos em condicOes
inadequadas, além do deficiente controle dos 6rgdos publicos e privados na qualidade dos
alimentos ofertados para o consumo da populacdo (OLIVEIRA et al., 2011; BRASIL, 2018).

Acrescentam-se outros determinantes para o aumento na incidéncia das DTAs, tais
como a maior exposicao das populagcdes a alimentos destinados ao pronto consumo coletivo
(fast-foods), o consumo de alimentos em vias publicas, a utilizagdo de novas modalidades de
producdo, 0 aumento no uso de aditivos e a mudancas de habitos alimentares, sem deixar de
considerar as mudancas ambientais, a globalizacdo e as facilidades atuais de deslocamento da
populacéo, inclusive em nivel internacional (OLIVEIRA et al., 2011; AMAGLIANI et al.,
2012).

Um surto de DTAs é definido como um incidente em que duas ou mais pessoas
apresentam 0s mesmos sinais/sintomas apds a ingestdo de alimentos e/ou agua da mesma
origem. Boa parte dos surtos alimentares sdo resultados da manipulagdo, conservagdo e
distribuicdo inadequada (AMSON, HARACEMIV, MASSON, 2006; BRASIL, 2018). A
identificacdo de casos suspeitos de DTAsS que possam caracterizar um surto sdo objetos de
interesse da vigilancia sanitaria, que deve ser acionada para realizar a investigacdo, com o
objetivo de identificar o alimento responsavel, o agente etioldgico envolvido, os fatores que
determinaram o aparecimento do surto e o quadro clinico predominante, bem como adotar
medidas de controle precocemente, evitando danos maiores a salde da comunidade
(GERMANO, GERMANO, 2011; BRASIL, 2018).

A maioria dos surtos tem sido relacionada a ingestdo de alimentos sem qualquer
alteracdo organoléptica visivel, ou seja, com boa aparéncia, sabor e odor normais. 1sso ocorre
porque a dose infectante de patgenos alimentares geralmente € menor que a quantidade de
microrganismos necessaria para degradar os alimentos. Por outro lado, alimentos com
caracteristicas organolépticas alteradas dificilmente causam surtos alimentares, uma vez que

ndo sdo consumidos devido a sensacdo repulsiva que causam aos consumidores. Nesse
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sentido, a identificacdo e investigacdo de surtos causados por alimentos € um componente
essencial na prevencdo e no controle das DTAs. Surtos sem esclarecimento etiologico
geralmente tém como causas a notificacdo tardia, a auséncia de coleta de amostras clinicas
e/ou de alimentos em tempo oportuno, ou testes laboratoriais inadequados (WELKER et al.,
2010; OLIVEIRA et al., 2011; GARCIA, DUARTE, 2014).

1.1.2 Contaminagéo em Alimentos de Origem Animal

1.1.2.1 Pescado

O pescado € um alimento de grande importancia na dieta de inGmeros grupos
populacionais, pois é fonte de proteina de alto valor bioldgico, vitaminas A e D, lipidios de
excelente qualidade e baixo teor de colesterol. Apresentam ainda alta digestibilidade e os
valores encontrados para a vitamina A, calcio e fosforo sdo superiores na carne de peixe,
qguando comparados com a carne bovina e de frango. Apesar de toda a importancia
nutricional, quando ndo observadas as boas praticas de manipulacdo, conservacdo e
transporte, o pescado, torna-se um dos principais alimentos de origem animal veiculo na
transmissdo de doencas (VILA NOVA, GODOY, ALDRIGUE, 2005; NEIVA, 2010; FAO,
2018).

Em meio aos peixes, existe o salméo, conhecido cientificamente como Salmonideos,
pertencente a classe dos teledsteos, da familia Salmonidae e da ordem dos Salmoniformes,
usado como base na culinaria japonesa, tornou-se popular entre os brasileiros. Corresponde a
um alimento nutricionalmente saudavel em termos de composicdo centesimal e de acidos
graxos, podendo ser consumido em uma dieta saudavel com alto teor proteico e elevado teor
de acidos graxos essenciais (TONIAL et al., 2010; MONTANARI et al., 2015).

Baseada no consumo de alimentos crus, especialmente 0s peixes, uma de suas
especialidades é o sashimi de salméo, que sdo fatias finas do peixe livre de qualquer tipo de
coccdo, desta forma dita, in natura. Esta iguaria € um alimento considerado de alto risco, por
se tratar de um alimento de facil contaminag¢&o microbiana, devido sua composicéo corporal e
a riqueza de nutrientes, que servem de substrato para a instalagdo de microrganismos
(VALLANDRO et al., 2011; MONTANARI et al., 2015).

As doencas transmitidas pelo pescado podem ser amplamente divididas em
intoxicacdes e infeccdes. No primeiro caso, 0 agente causador € um composto toxico que

contamina o alimento ou é produzido por um agente biologico presente no pescado. Se o
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agente for bioldgico, a intoxicacdo ird ocorrer mesmo se 0 agente estiver morto, desde que
tenha produzido previamente toxinas suficientes para ativar os sintomas da enfermidade. No
caso das infecgdes, 0 agente causador (bactérias, virus ou parasitas) tem que ser ingerido vivo.
Este depois invade a membrana mucosa intestinal ou outros érgdos, causando infeccdo ou
ocasiona as toxinfecgdes alimentares (FERREIRA et al., 2014; FAO, 2018).

A contaminagdo pds-captura pode ocorrer nas seguintes circunstancias: nos porfes dos
barcos pesqueiros sem condi¢fes de higiene; durante o trajeto para o porto, em contato com
gelo produzido a partir de agua de ma qualidade; no cais do entreposto quando lavado com
agua proveniente dos canais contaminados com matéria organica; nos caminhdes mal
refrigerados durante o transporte do porto para as fabricas ou armazéns distribuidores e, em
toda a malha de distribuicdo até alcancar o comércio varejista ou o domicilio do consumidor.
Em todas essas etapas a refrigeracdo é de fundamental importancia para a conservacdo do
pescado, ao lado da higiene das instalacdes e qualidade da agua (SANTOS, 2006; FERREIRA et
al., 2014).

1.1.3 Agentes Patogénicos em Alimentos

1.1.3.1 Listeria monocytogenes

Dentre as bactérias identificadas como causadoras de infec¢fes alimentares, destaca-se
a Listeria monocytogenes, sendo a primeira espécie reconhecida do género Listeria. No
entanto, atualmente sdo consideradas oito espécies: Listeria monocytogenes e Listeria
ivanovii sdo patogénicas para 0 homem e/ou animais; Listeria seeligeri € avirulenta; Listeria
innocua, Listeria welshimeri, Listeria grayi, Listeria marthii e Listeria rocourtiae sao
saprofitas (JEYALETCHUMI et al., 2010; ALMEIDA, 2014; BYRNE, 2014).

Listeria monocytogenes é uma bactéria gram-positiva, resistente, tolerante ao sal,
encontrada em unidade individual ou em cadeias curtas, que ndo produzem esporos.
Apresenta temperatura favoravel para o seu crescimento entre 30°C a 37°C, no entanto, o
patdgeno é capaz de desenvolve-se em temperaturas de refrigeracio a 4°C. E uma bactéria
onipresente no ambiente, podendo ser encontra em ambientes Umidos, solo e vegetacdo em
decomposicdo (GARRIDO et al., 2010; JEYALETCHUMI et al., 2010). Multiplica-se em pH
entre 5,0 e 9,0, com crescimento 6timo em pH 7,0 e 7,5. E termolabil, podendo perder suas
propriedades durante o cozimento. Temperaturas altas em torno de 71,7°C, utilizada para
pasteurizacao do leite, por exemplo, podem inativar este microrganismo (CRUZ et al., 2012).
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Listeriose é a denominacdo de um grupo geral de desordens causadas pela L.
monocytogenes que incluem septicemia, meningite, encefalite, infeccdo cervical ou
intrauterina em gestantes, as quais podem provocar aborto (no segundo ou terceiro trimestre)
ou nascimento prematuro, com um valor aproximado de 20% de taxa de letalidade. No
entanto, em grupos de alto risco, como mulheres gravidas, idosos e adultos
imunocomprometidos a taxa de letalidade aumenta para até 75% (PARIHAR et al., 2008;
FRETZ et al., 2009).

Outros danos podem ocorrer como endocardite, lesdes granulomatosas no figado e
outros 6rgdos, abscessos internos ou externos e lesdo cutanea papular ou pustular, essas
desordens comumente s@o precedidas por sintomas semelhantes a um simples resfriado com
febre persistente. Sintomas gastrointestinais como nausea, voémitos e diarreia, podem preceder
ou acompanhar as manifestagdes mais graves da doenca (SILVA, JUNQUEIRA, SILVEIRA,
2007; CRUZ et al., 2012; BYRNE, 2014).

1.1.3.2 Salmonella spp.

As bactérias do género Salmonella pertencem a familia Enterobacteriaceae, constituida
por mais 2.000 sorovares, sendo praticamente todos potencialmente patogénicos. Estes
organismos mesofilos estdo distribuidos geograficamente por todo o mundo, mas ocorrem,
principalmente, nos intestinos do homem e dos animais e em ambientes poluidos com
excrementos humanos ou animais (FRANCO, LANDGRAF, 2004; MARTINS, 2006).

Sao bastonetes gram-negativos, maéveis, anaerdbios facultativos, ndo formadores de
esporos. A sobrevivéncia na agua depende de muitos parametros, tais como fatores bioldgicos
(interacdo com outras bactérias) e fisicos (temperatura). Esses organismos multiplicam-se em
temperaturas na faixa de 7 a 49°C, com valor ideal de 37°C, e podem ser mantidos sob
temperatura de 60°C por 15 a 20 minutos. A faixa de pH para sua multiplicacdo esta entre 4,0
e 9,0, tendo 7,0 como valor ideal (KUMAR et al., 2003; FORSHELL, WIERUP, 2006).

Dentre as espécies mais virulentas, destacam-se a Salmonella typhi e Salmonella
parathyphi, causadoras das febres tifoides e paratifoides, respectivamente. A espécie
Salmonella typhimurium € considerada uma das principais bactérias causadoras de uma
doenca gastrointestinal conhecida como salmonelose, que é caracterizada por sintomas de
diarreia, febre, dores abdominais e voémitos. Esses sinais clinicos aparecem, normalmente, de
12 a 36 horas ap0s o contato com o microrganismo e duram de um a quatro dias (FRANCO,
LANDGRAF, 2004; FORSHELL, WIERUP, 2006).
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Sorovares do género Salmonella sdo ubiquos e estdo amplamente distribuidos no meio
ambiente. Neste sentido, condi¢des climaticas e outros fatores ambientais desempenham um
papel significativo na incidéncia de Salmonella em varios nichos ecoldgicos, tanto podendo
afetar sua capacidade de persistir na natureza, quanto evidenciando sua capacidade em
adquirir multirresisténcia. Entretanto, outras formas de ocorréncia de salmonelose estdo
relacionadas ao aumento da escala industrial de processamento de alimentos, aumento do
numero de restaurantes fast-food e mudancas nos habitos alimentares (KUMAR et al., 2003;
FORSHELL, WIERUP, 2006; ABULREESHIN, 2012).

1.1.4 Método de Identificacdo de Agentes Patogénicos em Alimentos

1.1.4.1 Método Microbiolégico Convencional

Atualmente, existe uma variedade de métodos convencionais disponiveis para a
deteccdo de L. monocytogenes e Salmonella spp. em amostras de alimentos. As técnicas
tradicionais de analise microbioldgicas de alimentos baseiam-se no emprego de testes
morfologicos e bioquimicos para tipagem, subtipagem e identificacdo de géneros, espécies e
subespécies microbianas. As técnicas microbiolégicas mais comumente utilizadas sdo
realizadas em meios de cultura ndo seletivos e seletivos complementadas por testes
bioguimicos diferenciais, na sua maioria, de producdo enzimatica, usados em conjunto com
testes sorologicos (FREITAS, LEMOS, MARIN, 2006).

Dessa forma, as técnicas de cultura, por exemplo, sdo mundialmente reconhecidas
como metodo padréo para a deteccdo de patdgenos bacterianos em amostras de alimentos. Em
tese, estes métodos sdo capazes de detectar uma Unica célula viavel em uma amostra de
alimento seguindo 0s estagios de pré-enriquecimento e enriquecimento seletivo. Nesse
sentindo, os métodos microbioldgicos convencionais sdo importantes, pois seu uso resulta em
uma cultura pura do organismo, tornando-se Util para fins de fiscalizacédo e controle de surtos
epidemioldgicos (ANDREWS, 2002; DICKEL et al., 2005).

No entanto, um grande desafio para o controle das contaminagdes por patégenos
associados a alimentos é o seu diagnostico rapido e preciso. Apesar da técnica de analise
microbiologica convencional ser ainda a mais utilizada para a deteccdo de patdgenos
bacterianos em alimentos no Brasil, a mesma é constituida por protocolos demorados; que
podem ocupar entre cinco a sete dias; e trabalhosos, devido a necessidade de muitos reagentes
e vidrarias. Nesse sentido, a técnica apesar de confiavel, se mostra pouco pratica e eficiente,
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uma vez que sua sensibilidade e especificidade tém sido questionadas, devido as grandes
variacdes bioquimicas e mutagGes genéticas que 0s microrganismos podem apresentar
(DICKEL et al., 2005; FREITAS, LEMOS, MARIN, 2006; ROHDE et al., 2015).

1.1.5 Vigilancia Sanitaria e Seguranca de Alimentos

A higiene e a fiscalizagdo dos alimentos constituem um campo fundamental da saude
publica, que estuda os processos de conservacdo dos produtos alimenticios e as alteragoes,
adulteracdes e falsificacbes que eles podem sofrer, tanto in natura quanto depois de
preparados, e estabelece normas praticas de apreciacdo e vigilancia (MARINS et al., 2014).
Com o proposito de proteger o consumidor contra a ingestdo de alimentos nocivos, 0s paises
vém ao longo da histdria, buscando mecanismos organizacionais e a instrumentalizacdo das
acGes em salde publica propiciando uma moderniza¢do nos procedimentos de Vigilancia
Sanitaria, fazendo com que a fiscalizacdo dos alimentos tenha se tornado mais eficaz e
objetiva no controle dos principias pontos criticos. A legislacdo também provocou adequacéo
nos procedimentos de manipulacdo das industrias e dos estabelecimentos que preparam e
servem alimentos, promovendo alteracGes técnicas para tornar a manipulacdo dos alimentos
mais segura do ponto de vista higiénico-sanitario (VALLANDRO et al., 2011).

No Brasil, a implantacdo da legislacdo de protecdo a saude, relacionada a seguranca
alimentar, é designada a Vigilancia Sanitaria. Definida como um conjunto de agdes capazes
de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a salude e de intervir nos problemas sanitarios
decorrentes do meio ambiente, da producéo e circulacdo de bens e da prestacédo de servicos de
interesse da saude. Os 6rgdos de vigilancia sanitaria tem como funcéo fiscalizar, licenciar e
cadastrar os estabelecimentos que produzem, comercializam, distribuem e/ou armazenam
alimentos; bem como a fiscalizacdo do transporte dos produtos alimenticios (GERMANO,
GERMANO, 2011; MARINS et al., 2014).

A seguranc¢a de alimentos € um desafio atual e visa a oferta de alimentos livres de
agentes que podem por em risco a salde do consumidor. Assim, a fiscalizacdo da qualidade
dos alimentos, no sentido de verificar padrGes microbiologicos, detectar microrganismos
patogénicos ou até mesmo a origem de uma contaminacao, devem ser feitas ndo sé no produto
final, mas em todas as etapas da producgéo, desde o abate ou a colheita, passando pelo
transporte, armazenamento e processamento, ate a distribuicdo final ao consumidor (SILVA
JUNIOR, 2002; ALMEIDA, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar as caracteristicas microbioldgicas e higiénico-sanitarias do salmao (Sashimi),
comercializado em restaurantes especializados na culinaria japonesa da cidade de Macapa,

Amapa.

2.2 ESPECIFICOS

e Pesquisar a ocorréncia de Listeria monocytogenes e Salmonella spp. por método
microbiol6gico convencional;

e Descrever os parametros higiénico-sanitarios em menor conformidade nos restaurantes
de acordo com a lista de verificacdo padrao da vigilancia sanitaria municipal;

e Mensurar a temperatura de exposi¢do das amostras de salmao (Sashimi);

e Estabelecer os riscos do consumo de salmédo (Sashimi) com base nos parametros

estabelecidos pela legislacéo brasileira.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM

O presente estudo trata-se de uma amostragem nao probabilistica por conveniéncia,
em que foram analisadas 20 amostras em duplicatas de pescado do tipo salmdo (Sashimi),
coletadas em 10 restaurantes especializados na culinaria japonesa da cidade de Macapa,
Amapa, selecionados principalmente dos bairros centrais da cidade, tendo em vista que existe
uma maior concentragao desses estabelecimentos nessa regido.

As coletas foram realizadas durante os meses de Julho a Outubro de 2018, sempre
acompanhadas por um Fiscal de Saude Publica da Vigilancia Sanitaria Municipal de Macapa,
onde em cada estabelecimento realizou-se procedimento de fiscalizacdo padréo da vigilancia,
com aplicacéo da Lista de verificagédo - notificagdo conforme RCD n° 2016/2004-ANVISA e
lei complementar n°® 052/2008-PMM (ANEXO A), bem como preenchimento do termo de
coleta de amostra (ANEXO B).

No momento da coleta foram aferidas as temperaturas de exposicdo das amostras
utilizando um termdmetro digital com mira infravermelha (STKTI-550®). Ap0s coletadas, as
amostras foram imediatamente armazenadas em sacos polietileno de baixa densidade com
fechos herméticos, devidamente identificados, e transportados em recipientes isotérmicos
portateis com gelo reciclavel, de forma a conservar a temperatura de exposi¢do, até o
Laboratério de Limnologia e Ictiologia (LABILIMNO) da Universidade Federal do Amapéa
(UNIFAP) para a realizagéo das analises.

3.2 ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS POR METODO MICROBIOLOGICO
CONVENCIONAL

Os meios de cultura utilizados foram produzidos no Laboratério Central de Saude
Publica do Amapa (LACEN), atual Superintendéncia da Vigilancia em Salde (SVS),
conforme as orientagcbes do fabricante, que inclui etapas de pesagem, dissolucéo,
esterilizacdo, distribuicdo e teste de esterilidade, apds o preparo foram armazenadas na
geladeira a 4 °C até sua utilizacdo, levando-se em consideragdo a validade de cada meio

depois de produzido.
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3.2.1 Pesquisa de Listeria monocytogenes

As analises microbioldgicas para o isolamento e identificacdo de Listeria, foram
realizadas com base na Instrugdo Normativa n° 40, de 16 de dezembro de 2005 do Ministério
da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento - MAPA (BRASIL, 2005), bem como metodologia
descrita por Palma et al. (2016), a qual inclui uma etapa de enriquecimento seletivo primario,
enriquecimento seletivo secundario, plagueamento seletivo e confirmagéo bioquimica (Figura
1).

Figura 1- Fluxograma das etapas de identificacdo de Listeria monocytogenes pelo método microbiolégico

convencional, com base na Instrucdo Normativa n° 40, de 16 de dezembro de 2005 (BRASIL, 2005), e
metodologia descrita por Palma et al. (2016).

Enriquecimento seletivo primario:
25¢g amostra = 225 ml de UVM

l Incubagéo 30+2°C por 24h

Enriquecimento seletivo secundario:

0,1 ml > 10 ml de Caldo FRASER + Suplemento

mubagéo 3542°C por 24h

Plagueamento seletivo diferencial:

Agar Oxford + Agar Palcam +

Suplemento Suplemento

l Incubacédo 35+2°C por 24-48h

Sele¢éo de col6nias tipicas

l

Prova Bioquimica:

Coloragdo de Gram, motilidade a 25°C, teste de catalase,

fermentacdo de carboidratos, hemolise e CAMP-test.

Fonte: Autoria prépria, 2019.
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Inicialmente, no interior de uma cabine de seguranca bioldgica pesou-se 25g da
amostra obtida em pequenas fragdes de diversos pontos de cada unidade amostral (pool da
amostra) adicionada, posteriormente, em garrafa de vidro contendo 225 ml de caldo para
enriquecimento primario da Universidade de Vermont Modificado — UVM (Neogen,
Acumedia®) e incubado em estufa para cultura bacterioldgica (Logen Scientific®) a uma
temperatura de 30 + 2 °C por 24 horas.

O caldo UVM pré-incubado foi utilizado para o enriquecimento secundario, inoculado
com o auxilio de uma pipeta estéril 0,1 ml para um tubo de ensaio contendo 10 ml de Caldo
Fraser (Neogen, Acumedia®), adicionado de seu suplemento 7984 (Neogen, Acumedia®)
(Tabela 1) e incubado a 35 £ 2 °C por 24h. Quando observada a ocorréncia de escurecimento
no caldo Fraser, devido a reacdo de hidrolise da esculina, as amostras foram submetidas ao
plagueamento.

Entdo, uma alg¢a bacteriologica descartavel de 10 pL foi utilizada para estriar um
in6culo do enriquecimento secundario para a superficie de uma placa contendo Agar Oxford
Listeria (Neogen, Acumedia®), adicionado de seu suplemento antimicrobiano 7986 (Neogen,
Acumedia®) (Tabela 1) e uma placa contendo Agar Palcam (Neogen, Acumedia®)
adicionado de seu suplemento 7987 (Neogen, Acumedia®) (Tabela 1) de modo a serem
obtidas coldnias isoladas. Em seguida, as placas foram incubadas invertidas a 35 = 2 °C por
24-48 horas.

Tabela 1- Composicdo dos suplementos de Caldo Fraser, Agar Oxford e Agar Palcam utilizados no cultivo
bacteriano de Listeria monocytogenes.

SUPLEMENTO COMPONENTES QUANTIDADE (mg)*
FRASER Acriflavina 25
Acido Nalidixico 20
Citrato Férrico Amoniacal 250
OXFORD Acriflavina 5
Cefotetan 2
Sulfato de Coslitina 20
Cicloheximida 400
Fosfomicina 10
PALCAM Polimixina B 5
Acriflavina 2,5
Ceftazidima 10

*Formula por litro de agua purificada — suplementado conforme necessario, para cumprir 0s critérios do
desempenho.
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Apb6s o periodo de incubacdo, verificado o crescimento de col6nias tipicas, foi
realizada a etapa de confirmacdo. Nesta fase, as amostras foram submetidas a prova
bioquimica conforme descrita pelo método da Food and Drug Adiministration (FDA), que
inclui: Coloracdo de Gram, motilidade a 25°C, teste de catalase, fermentagéo de carboidratos,
hemolise e CAMP-test.

3.2.2 Pesquisa de Salmonella spp.

As analises microbioldgicas para o isolamento e identificacdo de Salmonella, foram
realizadas com base no Manual de Métodos de Analises Microbioldgicas de Alimentos
(SILVA, JUNQUEIRA, SILVEIRA, 2007), bem como metodologia descrita por Santos,
2006, a qual inclui uma etapa de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo, plagueamento
seletivo e confirmacdo bioquimica (Figura 2).

Figura 2- Fluxograma das etapas para de identificacdo de Salmonella spp. pelo método microbiolégico
convencional, com base no Manual de Métodos de Analises Microbioldgicas de Alimentos e metodologia

descrita por Santos, 2006.
Pré-enriguecimento:

25g amostra - 225 ml de caldo Rappaport

l Incubagdo 35+2°C por 24h

Enriquecimento Seletivo:
0,1 ml = 10 ml de Seletino-Cistina

Nubagéo 35+2°C por 24h

Plagueamento seletivo diferencial:

Agar SS Agar SB

l Incubacdo 35+2°C por 24-48h

Selecdo de coldnias tipicas = agar triplice-agucar ferro

l Incubacgdo 35+2°C por 24h

Prova Bioquimica:
Sistema de Enterokit (Probac®)

Fonte: Autoria propria, 2019.
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Inicialmente, no interior de uma cabine de seguranca biolégica pesou-se 25g da
amostra obtida em pequenas fragdes de diversos pontos de cada unidade amostral (pool da
amostra) adicionados, posteriormente, em garrafa de vidro contendo 225 ml de caldo
Rappaport-Vassiliadis (Neogen, Acumedia®) e incubado em estufa para cultura
bacterioldgica (Logen Scientific®) a uma temperatura de 35 + 2 °C por 24 horas.

O caldo Rappaport pré-incubado foi utilizado para o enriquecimento seletivo,
inoculado com o auxilio de uma pipeta estéril 0,1 ml para um tubo de ensaio contendo 10 ml
de Caldo Selenito Cistina (Splabor, Kasvi®) e incubado a 35 + 2 °C por 24 horas.

Ocorreu o plagueamento pelo método de esgotamento com uma al¢a bacterioldgica
descartavel de 10 pL, fazendo um indculo em estrias do enriquecimento seletivo para a
superficie de uma placa contendo Agar Salmonella Shigella — SS (Neogen, Acumedia®) e
uma placa contendo Agar Bismuto Sulfito — BS (Neogen, Acumedia®). Em seguida, as placas
foram incubadas invertidas a 35 * 2 °C por 24-48 horas.

Apos a incubacdo, selecionou-se de cada placa coldnias com caracteristicas das de
bactérias ndo fermentadoras da lactose e estas foram semeadas em tubos contendo agar
Triplice Acucar Ferro (TSI), os quais eram, a seguir, incubados a 35°C por 24 h.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a identificacdo bioquimica, realizada através
do Sistema de Enterokit (Probac®).

O Enterokit B consiste dos seguintes meios: EPM (Producéo de gas por fermentagéo
da glicose; Producdo de H2S; Hidrolise da ureia e Desaminacdo do triptofano), MILI
(Motilidade; Producéo de indol e Descarboxilacdo da lisina) e Citrato de Simmons (Citrato
como Uunica fonte de carbono). Os trés meios totalizam oito testes que somados ao da
fermentacdo da lactose na placa de isolamento, permitem identificar com fidelidade a grande

maioria das enterobacteérias isoladas de espécimes clinicos.

3.3 TABULACAO E INTERPRETACAO DOS DADOS

Todas as informagdes foram tabuladas em planilha do Excel® e a interpretacéo dos

achados ocorreu segundo descri¢do a seguir.
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3.3.1 Padroes Microbiolbgicos

O Ministério da Saude, através da Resolucdo n° 12 de 2001 (BRASIL, 2001),
estabelece a quantidade maxima de microrganismos em alimentos, para que possam ser
consumidos com seguranca. No que tange a pesquisa de Listeria monocytogenes e Salmonella
spp. € estabelecido a auséncia desses microrganismos em uma aliquota de 25g de amostra.
Logo, o resultado da determinacdo de Listeria monocytogenes e Salmonella sp. foram

expresso como Presenca ou Auséncia na amostra analisada.

3.3.2 Lista de Verificacdo

A lista de verificacdo, o documento de notificacdo da Vigilancia Local (ANEXO A) é
fundamento na Resolucdo RDC n° 216, de 15 de setembro de 2004, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2004), que dispde sobre o Regulamento Técnico
de Boas Praticas para Servicos de Alimentagdo, bem como na Lei Complementar n® 052/2008
da Prefeitura Municipal de Macapa (PMM) que institui o Cédigo Sanitario do municipio de
Macap4, no que tange aos produtos sujeitos ao controle sanitario.

O documento é composto por 50 itens, que envolvem categorias relacionadas a
edificacdo e instalagbes; equipamentos, moveis e utensilios; manipuladores; controle
integrado a pragas; abastecimento de agua; produgdo e transporte do alimento e
documentacdo. A partir das inspecdes nos estabelecimentos, e com base no documento
supracitado, foram observados e descritos os itens da lista de verificacdo em menor

conformidade, em que os achados foram expressos em prevaléncia de achados insatisfatorios.

3.3.3 Termo de Coleta de Amostra

Do termo de coleta das amostras (ANEXO B) foram extraidos, tabulados e analisados
os dados referentes a temperatura (°C), o horario da coleta e o tipo de estabelecimento.
Conforme RDC n° 216, de 15 de setembro de 2004-ANVISA, considera adequadas
temperaturas inferiores a 5°C, e 10°C como valor maximo permitido. Os achados foram

expressos como em conformidade ou ndo segundo a legislacéo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTO MICROBIOLOGICO

Foram analisadas 20 amostras de salméo (Sashimi) provenientes de 10 restaurantes
especializados na culinaria japonesa da cidade de Macapa, Amapa. As amostras foram
submetidas a protocolos microbiol6gicos convencionais para a identificacdo das bactérias
alvo do estudo, os resultados da pesquisa microbioldgica encontram-se descritos na Tabela 2.
Tabela 2- Distribuicdo das conformidades e ndo conformidades das amostras de salmdo (Sashimi),

comercializadas em restaurantes especializados na culinaria japonesa da cidade de Macapa, Amapa, quanto aos
padrdes microbioldgicos analisados.

Microrganismos Nao conformidade = Conformidade  PadrGes estabelecidos
pesquisados n (%) n (%) na legislacao
Listeria monocytogenes 0(0) 10(100) Presenca/Auséncia em

259"
Salmonella spp. 4(40) 6(60) Presenca/Auséncia em
259

n: Ndmero de restaurantes; %: Porcentagem; ": Brasil, 2001.
Fonte: Dados da autora, 2019.

O Ministério da Saude, através da Resolugdo n° 12 de 2001 (BRASIL, 2001),
estabelece a quantidade maxima de microrganismos em alimentos, para que possam ser
consumidos com seguranca. No que tange a pesquisa de Listeria monocytogenes e Salmonella
spp. € estabelecido a auséncia desses microrganismos em uma aliquota de 25g de amostra.
Segundo Gongalves et al. (2014) listeriose e salmonelose sdo um desafio para a saude publica,
sendo a Listeria monocytogenes um patégeno de baixa incidéncia com alta taxa de
mortalidade, enquanto Salmonella um patdégeno de alta incidéncia com baixa taxa de
mortalidade.

4.1.1 Pesquisa de Listeria monocytogenes

Das 20 amostras analisadas, seis (30%) foram consideradas suspeitas apresentando
caracteristicas tipicas em agar Oxford (coldnias marrons a pretas) e em agar Palcam (col6nias
verde acinzentado com precipitado preto) e destinadas as provas bioquimicas. Conforme
descricdo na bula dos reagentes (Neogen, Acumedia®), o agar Oxford é utilizado com
antimicrobianos para o isolamento seletivo de Listeria spp. Ja o 4gar Palcam é utilizado com

suplementos como um meio seletivo e diferencial para a detec¢do e isolamento de Listeria
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monocytogenes em alimentos e amostras ambientais. Todas as espécies de Listeria hidrolisam
a esculina, ocasionando o escurecimento do meio. Tal escurecimento é resultado da formacéo
de 6,7 di-hidroxicumarina, que reage com ions de ferro presentes nos meios (Oxford e
Palcam) como Citrato Férrico Amoniacal.

Apbs a realizagcdo das provas bioquimicas, foi verificada auséncia de Listeria
monocytogenes em 100% das amostras analisadas (Tabela 2), o que indica que os resultados
estdo de acordo com a legislacdo brasileira vigente (BRASIL, 2001). Segundo Padilha et al.
(2001) normalmente L. monocytogenes estd presente nos alimentos em baixas concentragdes,
logo sua deteccdo torna-se dificil, independente da matriz alimentar, pois seu
desenvolvimento pode ser sobrepujado pelos contaminantes, processos fisicos e quimicos
envolvidos na producéo.

Na literatura, sdo escassos 0s estudos que relatam a presenca de patégenos em pescado
cru do tipo salméao, principalmente no que diz respeito a pesquisa de Listeria monocytogenes.
Quando se refere ao grupo pescado, estudo de Viana et al. (2016) corroboram com o0s
resultados encontrados na presente investigacdo, onde realizou-se analise microbioldgica de
tambaqui (Colossoma macropomum) comercializado na feira municipal de Ariquemes,
Rondonia. Na referida pesquisa, ndo foi detectada a presenca de Listeria monocytogenes. Os
achados descritos por Santos e Shigemura (2013), também se assemelham com os deste
trabalho, em que pesquisaram a presenca de Listeria monocytogenes em 10 amostras de
pescado resfriado, ndo sendo possivel o isolamento desta em nenhuma das amostras
analisadas.

Ao contrério dos resultados encontrados neste estudo, Espindola (2004) pesquisou a
ocorréncia de Listeria sp, em amostras de pescado e ambiente de inddstria de processamento e
comercializacdo de pescado do litoral de Santa Catarina. Das 74 amostras analisadas pelo
método microbiologico convencional, por meio de isolamento e identificacdo bioquimica, foi
encontrada ocorréncia de 12% de Listeria sp. Sendo uma amostra (4%) isolou-se Listeria
innoccua e em duas (8%) Listeria monocytogenes. Ja no estudo de Montanari et al. (2015)
foram analisadas 15 amostras de sashimi de salm&o in natura preparados e comercializados
em trés diferentes restaurantes japoneses do municipio de Ji-Parand, Ronddnia. Na pesquisa
de Listeria monocytogenes verificou-se a presenca em dois dos trés restaurantes avaliados.

Em Séo Paulo, Cruz et al. (2008) realizaram um estudo com salmdo gravlax com o
objetivo de avaliar a incidéncia e disseminacgdo de L. monocytogenes em 415 amostras obtidas
de diferentes etapas de processamento de uma industria. A presenca de L. monocytogenes foi

confirmada em amostras de salmao (41%), superficies de contato (32%) e ndo contato (43%)
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e manipuladores (34%), porém ndo se isolou o microrganismo em nenhum ingrediente. O
estudo demostrou altos valores de contaminacdo por L. monocytogenes, valores estes que
divergem com os resultados obtidos no presente estudo.

No entanto, quando se considera outra matriz alimentar e a mesma bactéria alvo,
Almeida (2014) em seu estudo encontrou resultados semelhantes ao deste trabalho, de 88
amostras de linguica do tipo frescal de carne suina e carne de frango ndo houve isolamento de
Listeria monocytogenes. Nero (2005) em um estudo de 210 amostras de leite cru, também nédo
detectou a presenca da bactéria. Em contrapartida, Andrade (2008) analisou 35 amostras de
carne bovina, sendo que 04 foram consideradas positivas para Listeria monocytogenes. Ja
Byrne (2014) estudou um total de 99 amostras de vegetais, sendo 33 de vegetais frescos, 33
de vegetais congelados e 33 de vegetais prontos para o consumo (saladas prontas). Os
resultados demonstraram que 4,04% das amostras apresentavam contaminagdo por Listeria
monocytogenes.

Vale ressaltar que a auséncia de Listeria monocytogenes nas amostras analisadas ndo
significa que ndo haja risco biolégico para a populacdo que consome esse tipo de alimento,
pois segundo Amagliani et al. (2012) as organizacdes de saude mundiais devem estar sempre
atentas aos surtos de origem biologica, fisica ou quimica decorrentes da contaminacgéo direta
ou cruzada, relacionadas principalmente a falhas na manipulacdo do alimento acarretando

riscos a salide do consumidor.

4.1.2 Pesquisa de Salmonella spp.

Para confirmagdo e isolamento de Salmonella spp., todas as amostras foram
consideradas suspeitas, apresentando caracteristicas tipicas em agar SS (colbnias incolores
com centros pretos) e agar SB (colbnias verde oliva a preto £ brilho metalico) e destinadas as
provas bioquimicas, sendo detectado a presenca de Salmonella spp. em amostras de quatro
(40%) restaurantes (Tabela 2).

Conforme descricao na bula dos reagentes (Neogen, Acumedia®), agar SS é um meio
diferencial seletivo, empregado em bacteriologia para isolar Salmonella e Shigella a partir de
fezes, urina e alimentos frescos ou enlatados. Enquanto o dgar BS é geralmente aceito para a
deteccdo rotineira da maioria das espécies de Salmonella, além disso, é utilizado para o
isolamento de Salmonella typhi e outras espécies de Salmonella provenientes de alimento,

fezes, urina, esgoto e outros materiais infecciosos.
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O resultado obtido no presente estudo é de grande relevancia devido ao alto grau de
patogenicidade da Salmonella spp., como ja mencionado, a legislacdo brasileira determina
que as salmonelas devem estar ausentes em qualquer produto alimentar para que o alimento
seja considerado proprio para 0 consumo, pois bactérias desse género sdo nocivas a salde
humana, devido a producéo de toxinas que podem causar infecgdes alimentares. Amagliani et
al. (2012) ressaltam que bactérias do género Salmonella podem contaminar pescados durante
0 processamento, 0s quais podem, ainda, facilitar a contaminacdo cruzada com outros
produtos durante os varios estagios de preparacao.

O isolamento de Salmonella spp. nesta investigacdo € corroborado com aqueles
encontrados por Braghini et al. (2015), que realizaram anélise microbiolégica quantitativa de
15 amostras de sashimis a base de salmdo de cinco restaurantes diferentes da cidade de
Maringa, Parana, em que o resultado da presenca de Salmonella spp. foi positivo em 20% das
amostras. Ja Santos (2006) em pesquisa com 20 amostras de “sashimis” comercializados em
Sdo Paulo constatou a presenca de Salmonella spp. em 15% dos alimentos, considerados
improprios para o0 consumo. JA Malavota et al. (2009), num estudo sobre microrganismos
patogénicos, pesquisaram a ocorréncia de Salmonella em sashimis comercializados em
restaurantes do municipio do Rio de Janeiro e encontram resultados positivos em 12,5% (oito)
das 64 amostras analisadas.

Resultados similares foram encontrados também por Vieira et al. (2007) que ao
analisarem o risco microbioldgico do consumo de sushi e sashimi em 32 amostras preparadas
em dois restaurantes da cidade de Fortaleza, Ceard, encontraram a presenca de Salmonella em
trés (9,4%) e seis (18,8%) amostras de sushi e de sashimi, respectivamente. Bem como o
estudo de Moura et al. (2015) que avaliaram a qualidade microbioldgica de amostras (n=15)
de sushis a base de salmdo preparados em restaurantes (n=5) especializados em culinaria
japonesa da Regido do Agreste Paraibano, onde das 15 amostras analisadas, em 2 (13,3%)
foram confirmadas a presenca de Salmonella spp.

No entanto, diferentemente dos resultados desta pesquisa, estudos de Martins (2006),
Alcantara (2009), Vallandro et al. (2011) e Shinohara et al. (2018) nédo isolaram Salmonella
spp. em nenhuma das amostras analisadas. Os trabalhos referem-se a analise de salméo (sushi,
sashimi, temaki) preparados em restaurantes especializados em culinaria japonesa das cidades
de Séo Paulo, Fortaleza, Porto Alegre e Recife, respectivamente.

Para Moura et al. (2015) a presenca de Salmonella em estudos que envolvam amostras
alimentares indicam a falta de um controle rigido de higiene dos manipuladores e o descaso

com as Boas Pratica de Manipulacdo durante a preparagdo do alimento.
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4.2 PARAMETROS HIGIENICO-SANITARIOS

A categoria que apresentou itens em menor conformidade foram os parametros
higiénico-sanitarios associados aos manipuladores durante o preparo do alimento. A Tabela 3
descreve a prevaléncia de situacfes inadequadas nos restaurantes de acordo com os itens
relacionados a categoria manipuladores.

Tabela 3- Itens da Lista de Verificacdo da Vigilancia Sanitaria Municipal associados a categoria manipuladores,

que apresentaram menor conformidade nos restaurantes especializados na culinéria japonesa da cidade de
Macapé, Amapa.

Itens da Lista de Verificagéo Restaurantes
n (%)

Pia exclusiva para a higiene das maos na area de manipulacdo. Suprida de 10(100)

sabonete liquido antisséptico, toalhas de papel e lixeiras acionadas por

pedal.

Uso adequado e constante de EPI’s (uniforme, sapato fechado, calga 3(30)

comprida e etc.)

Uso de luva adequada e mascara descartavel na manipulacdo de alimentos 7(70)

prontos.

Boa apresentacdo pessoal, unhas curtas e sem esmalte, sem adorno (anel, 2(20)

pulseira, reldgio, e outros).

Risco de contaminacdo cruzada 10(100)

n: NUmero de restaurantes; %: Porcentagem.
Fonte: Dados da autora, 2019.

Os manipuladores de alimentos, sdo definidos como todas as pessoas que entram em
contato direto com o produto em qualquer etapa da cadeia alimentar, apresentam papel
importante para a qualidade das preparacGes. A salde e higiene desses profissionais sdo
fundamentais para garantir um alimento seguro (SOARES, GERMANO, 2004; MARTINS,
2006).

Vallandro et al. (2011) ressaltam que o consumo de sashimi pode ser considerado de
alto risco a saude e ao desenvolvimento de problemas gastrointestinais, pois 0 mesmo é um
alimento bastante manipulado e ndo passa por nenhum tipo de tratamento térmico capaz de
diminuir ou eliminar possiveis agentes patogénicos ali presentes. Segundo Gongalves et al.
(2014) na maioria dos surtos de DTAS, a contaminacdo se da pela manipulagdo inadequada e
pelo armazenamento incorreto dos alimentos. Habitos como a ma higienizacdo das méos antes
da manipulacéo dos alimentos, armazenamento sob temperaturas inadequadas e a aquisicdo de
produtos de origem desconhecida e duvidosa sdo algumas das situagdes mais frequentes que
colocam o alimento e a satde do consumidor em risco.

Entre os itens que apresentaram menor conformidade destacam-se 0s aspectos da

higienizacdo das mdos e o risco de contaminacdo cruzada insatisfatorio em todos o0s
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restaurantes avaliados (100%) (Tabela 3). Tais resultados s&o corroborados com o encontrado
no trabalho de Alcantara (2009) sobre qualidade higiénico-sanitaria de sushi e sashimi
servidos em restaurantes da cidade de Fortaleza, onde tais itens foram insatisfatorios também
em todos os estabelecimentos analisados.

A RDC n° 216 (BRASIL, 2004) exige a presenca de um lavatorio exclusivo para
higiene das maos, em posicao estratégica em relagdo ao fluxo do processo e de facil acesso ao
uso. Todos os restaurantes apresentavam uma Unica pia, sendo esta destinada a todos os
processos de producdo do alimento, desde a lavagem dos alimentos, utensilios e lavagem das
mé&os, potencializando o risco de contaminagdo cruzada. Para Soutos et al. (2006) a
contaminacéo cruzada dos alimentos pode ocorrer através da superficie de contato, bem como
contaminacao secundaria pelo piso, teto, paredes ou até mesmo equipamentos.

Em um estudo realizado por Queiroz et al. (2001) em 10 restaurantes tipo self service
localizados na cidade de Sdo Paulo, também constatou-se risco de contaminagdo cruzada em
13,64% dos restaurantes. Em 40% deles ndo havia controle de salde adequado dos
manipuladores. Moura filho e Mendes (2007) ressaltam que os vegetais utilizados para a
apresentacdo do alimento possuem um grau de contaminacdo maior do que o filé de sashimi
de salmdo consumido, logo, a contaminacdo cruzada pode ocorre também pelos vegetais
quando mal higienizados.

Foi observado que apenas 3 (30%) restaurantes apresentavam um funcionério
responsavel pela supervisdo da producdo de alimento, devidamente certificado com curso de
Boas Praticas na Manipulacdo de Alimentos. Segundo Silva, Junqueira e Silveira (2007),
preparagbes muito manipuladas sdo classificadas no grupo dos alimentos de alto risco,
especialmente quando preparadas por pessoas que ndo possuem treinamento adequado. Para
Sousa (2006), a manipulacdo apropriada, seguindo os principios de Boas Praticas de
Fabricacdo € fundamental para assegurar o fornecimento de um alimento seguro ao
consumidor. Os autores destacam ainda que o investimento em técnicas de manipulacdo
adequadas e o treinamento de manipuladores de alimentos constituem estratégias preventivas
importantes de DTAs.

Chama atencdo a escassez de publicactes avaliando parametros higiénico-sanitarios de
manipuladores de sushi e sashimi, considerando o risco presente, por se tratar de preparacdes
que s&o servidas cruas. Oliveira et al. (2003) em pesquisa realizada com manipuladores de
alimentos, concluiram que as condigdes higiénico-sanitarias do ambiente, qualidade da &gua,

bem como a maneira de manipulacdo, influenciam diretamente na qualidade microbioldgica
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do alimento. Revelam ainda que a educagdo e o treinamento dos manipuladores seriam as
melhores ferramentas para assegurar a qualidade da alimentacéo.

Em relacdo aos utensilios, 4 (40%) dos restaurantes foram considerados inadequados
por apresentarem utensilios impréprios ao uso em alimentos, ndo estando rigorosamente
limpos e bem conservados. A RDC n° 216, bem como Lei Complementar n°® 052/2008 da
Prefeitura Municipal de Macapa ndo permite o uso de equipamentos e utensilios constituidos
de material poroso, madeira, vidro, material esmaltado, susceptivel a oxidacdo, nas etapas de
fracionamento, pré-preparo e preparo final dos alimentos.

Outra categoria que chamou atencdo na aplicacdo da lista de verificacdo foi a
relacionada a documentacdo, em que 2 (20%) restaurantes foram notificados quanto aos itens
“Realizar a abertura do processo de licenciamento sanitario junto a este departamento”, bem
como, “Reunir ao processo as carteiras de saude de todos os funcionarios,
independentemente do vinculo”. Ja o item “Dispor de programas de controle de pragas”, foi
verificado que 3 (30%) restaurantes néo apresentaram certificado de servigo de desinsetizacéo
e desratizacéo do estabelecimento realizado por empresa prestadora.

Apesar de ainda ser incipiente no Brasil a discussdo dos aspectos ligados a condi¢des
higiénico-sanitaria e nutricional de sushi e sashimi, varios paises estdo discutindo a tematica e
elaborando normas e leis especificas para assegurar a qualidade microbioldgica destas
preparagcOes. No Brasil, Mello, Back e Colares (2008) destacaram a necessidade de criagdo de
um roteiro especifico para fiscalizacdo de restaurantes que comercializam pratos da culinaria
japonesa, sejam especializados ou ndo. Declaram ainda que os itens que compdem o checklist
para fiscalizacdo devem ser amplamente discutidos, no &mbito da vigilancia sanitaria, a fim de
se proceder a normatizacdo de procedimentos que facilitem a fiscalizagdo e garantam a

chegada de um produto seguro para o consumidor.

4.3 TEMPERATURA DAS AMOSTRAS

Os valores referentes a temperatura das amostras analisadas variaram de 1.0 a 22 °C
(12+7.3), sendo que apenas 2 amostras (H e 1) apresentaram-se em conformidade com os
parametros preconizados pela legislacdo RDC n° 216 de 15 de setembro de 2004 da ANVISA,
que dispBe sobre regulamento técnico de boas préticas para servi¢os de alimentacdo. O
recomendado por esse regulamento é que os produtos desse género sejam comercializados em
temperaturas < 5°C, ou seja, no minimo refrigerado (BRASIL, 2004). E importante relatar que

outras 2 amostras (F e J), apesar de estarem em desacordo com a legislacdo, apresentaram
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temperaturas com valores inferiores a 10°C, sendo estabelecida como a temperatura maxima

aceitavel para exposicdo e armazenamento (Figura 3).

Figura 3 Comparacéo entre a temperatura mensurada, temperatura ideal recomendada e temperatura maxima
aceitavel conforme RDC n° 216 de 15 de setembro de 2004 da ANVISA.

Temperatura das Amostras

25.0 -

G 200 -

o =o—Temperatura mensurada
< 150 -

% T. Méax.
l— 10.0 | ’

= \ —T.1d
o » . Ideal
i 5.0

3 ./

=2 00

= A B CDTETFGH I I

AMOSTRAS

Fonte: Dados da autora, 2019.

Os estudos demostram que o controle de temperatura de comercializacdo dos produtos
de pescado pronto pra consumo tem sido um grande desafio. Vallandro et al. (2011)
observaram em sua pesquisa que dos restaurantes especializados em culinaria japonesa na
cidade de Porto Alegre, todos mantinham o pescado em temperaturas de armazenamento
insatisfatorias (< 5 °C). Assim como relatado no estudo de Soares e Germano (2004), que os
valores da temperatura obtidos variaram entre 9,1°C e 22,8°C. Abreu et al. (2015) avaliaram
o frescor de sashimis de salmdo comercializados em Cuiaba-MT e relataram que 100% das
amostras avaliadas estavam sendo comercializadas em temperaturas de 8,2°C a 23,3°C, sendo
essas acima do que é exigido pela legislacdo brasileira.

Alcéntara (2009) também descreveu alto grau de inconformidades quanto a
temperatura, em um estudo que avaliou a qualidade higiénico-sanitaria de sushi e sashimi
servidos em restaurantes da cidade de Fortaleza e registrou temperatura inadequada para
100% das amostras de sushi cru e 90,9% de sashimi.

A temperatura tem uma grande influéncia no crescimento de microrganismos. O
processo de crescimento depende de reagdes quimicas que sdo alteradas pela temperatura. De
acordo com Martins (2006) as temperaturas baixas podem diminuir o metabolismo bacteriano,
inibindo a multiplicacédo destes e contribuindo para a conservacgdo dos alimentos. No entanto,

vale ressaltar que a refrigeracdo ndo pode ser considerada como um processo bactericida,
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tendo em vista que muitos patdgenos se multiplicam na temperatura de refrigeracdo, como é o
caso das bactérias alvo deste estudo (Listeria monocytogenes a 4°C e Salmonella spp. a 6°C).

Para Forsythe (2013) e Shinohara et al. (2018) o salméo destinado ao preparo de
pratos da culindria japonesa como o sashimi deve ser fresco, e ndo submetido ao
congelamento, para ndo perder a textura caracteristica, devendo ser apenas resfriado com o
proposito de controlar o desenvolvimento microbioldgico. Logo, sua captura, manipulacéo e
conservacao necessitam de atencdo especial.

Aliado a isso, Vallandro et al. (2011) ressaltam a importancia dos cuidados com a
cadeia fria de conservacdo de produtos pereciveis para manter as populagdes bacterianas
abaixo das doses infectantes para o consumidor. Nos casos dos alimentos consumidos crus,
como aqueles que compdem a culinaria japonesa, esses aspectos sao ainda mais relevantes e
devem ser controlados pela adocdo de Boas Praticas de manipulacdo e constante

monitoramento pelas autoridades sanitarias.
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5 CONCLUSAO

Os resultados de Listeria monocytogenes encontrados nesta pesquisa foram
satisfatorios, pois se constatou auséncia da mesma em todas as amostras analisadas, porém
deve ser reforcada a necessidade de um amparo legal, para facilitar reconhecimento das
pesquisas, acOes de controle mais amplas e divulgacdo da gravidade da doenca,
principalmente em mulheres gravidas, criangas, idosos e adultos com o sistema imunoldgico
debilitado que constituem a populacdo mais vulneravel.

A ocorréncia do género Salmonella spp. em algumas amostras pode ser resultado de
condigdes higiénico-sanitarias insatisfatorias, sendo necessario a adocdo de medidas de
controle de qualidade para evitar doengas e transtornos de origem alimentar. O constante
monitoramento das Boas Praticas de manipulacdo é ferramenta imprescindivel para a
seguranca e sustentabilidade de um alimento que vem tendo um consumo crescente pela
populacéo.

As amostras analisadas representam risco a satde do consumidor, comprometendo sua
seguranca alimentar e nutricional, considerando a associacdo de pardmetros higiénico-
sanitarios insatisfatorios de manipuladores, temperatura inadequada e isolamento de
Salmonella spp. Portanto, torna-se essencial a necessidade de continuacdo e ampliacdo de
estudos como este, 0s quais visam 0 monitoramento da ocorréncia de patdgenos em
alimentos, sobretudo dos consumidos in natura; aléem de ampla discussdo para a elaboracdo
de normas adequadas para preparo e comercializacdo desse tipo de alimento, visto que este é

um tema de grande relevancia a satde puablica.
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ANEXO A - LISTA DE VERIFICACAO

PREFEITURA MUNICIPAL DE MACAPA NOTIFICACAO
SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE N°
COORDENACAO DE VIGILANCIA EM SAUDE
DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA SANITARIA

PROCESSO N°

Razdo Social ou Nome do proprietéario Nome Fantasia ou Apelido do Proprietario

CNPJ ou CPF Inscri¢do estadual ou Identidade Atividade econbmica

Endereco do Estabelecimento Ne Bairro Telefone

No dia de de , as horas, no exercicio da fiscalizagdo sanitaria,
realizei(amos) esta notificagdo. O estabelecimento deverd cumprir as exigéncias sanitarias abaixo assinaladas,
no prazo de dias. O ndo cumprimento das determinagdes implicara em medidas administrativas. Lista
de verificagio fundamentada na RDC n° 216/2004-ANVISA e na lei complementar n° 052/2008-PMM:

() Realizar a abertura do processo de licenciamento sanitario junto a este departamento;

() Reunir ao processo as carteiras de sade de todos os funciondrios, independentemente do vinculo;

(' )Reunir ao processo de permissdo de uso do passeio/logradouro publico emitida por Orgdo municipal;

() O acesso as instalagdes nao pode ter comunicacgado direta com as dependéncias de uma residéncia;

() Asdiferentes atividades da producéo devem estar em areas bem definidas;

() O fluxo da producéo deve ser de um sé sentido, sem cruzamentos de atividades;

() As aberturas externas (cobog0, exaustor, portas, janelas) devem estar providas com telas milimétricas;

(

(

(

(

(

(

) As conexdes com a rede de esgoto/fossa séptica devem estar sem vazamentos, reflusos, etc;

) Os ralos devem ser sifonados e com grelhas que permitam seu fechamento manual;

) As caixas de gordura e de esgoto devem estar localizadas fora da &rea de preparacao e armazenamento;

) As &reas internas e externas devem estar livres de materiais em desuso ou estranhos a producéo;

) As instalacdes devem estar sempre limpas e organizadas sem acumulos de alimentos e/ou sujidades;

) As instalagBes devem ter paredes, piso e teto revestidos de material liso, impermeavel e lavavel (pintura

adequada ou em cer@mica) e mantidos sem rachadura, buracos, infiltragdes e bolores;
() Asinstalacdes elétricas aparentes devem estar protegidas, e as luminarias com protecéo e limpas;
() Dispor de um sistema de exaustao adequado, que garanta conforto térmico;
() Asinstalagdes Sanitarias devem estar sempre limpas, organizadas e conservadas;
() As instalacGes Sanitarias devem estar dotadas de pia, vaso sanitario com descarga e assento, lixeira com
tampa acionada por pedal, papel higiénico, sabonete liquido antisséptico e toalhas de papel;
() Asinstalacdes Sanitarias ndo devem se comunicar com a area de producéo e armazenamento;
() Dispor de pia exclusiva para a higiene das maos na area de manipulacdo. Suprida de sabonete liquido
antisséptico, toalhas de papel e lixeira com acionada por pedal;
() Os utensilios devem estar rigorosamente limpos e bem conservados;
() Os utensilios (talheres, tabuas de corte, pincéis e outros) devem ser adequados ao uso em alimentos de
material liso, impermeével, e lavavel ( ndo utilizar madeira);
() Os utensilios (panelas, formas, partos, copos, talheres, descartaveis) devem estar devidamente guardados
em local protegido (arméarios ou em prateleiras ou dentro de caixas plasticas com tampa);
() Os equipamentos e os moveis devem ser mantidos em adequadas condi¢6es de higiene/limpeza;
() Os equipamentos devem estar livres de descascamentos, areas enferrujadas e outras imperfeicoes;
() Os moveis e superficies (mesas, bancadas) que entram em contato com os alimentos devem ser de material
liso, impermedvel e lavavel, livre de frestas e outras imperfeicbes((ndo usar madeira )
() Dispor de produtos de limpeza regularizados, identificados e guardados em local apropriado/exclusivo;
() Dispor de utensilios de limpeza adequados, bem conservados e guardados em local apropriado/exclusivo;
() Dispor de coletores de lixo com tampa acionados por pedal, bem conservados e limpos;
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() N&o deve haver a presenca de insetos, roedores e outros animais, ou seus vestigios no estabelecimento;

() Dispor de programas de controle de pragas. O servi¢o deve ser executado por empresa especializada;

() As roupas e objetos pessoais devem ser guardados em local reservado e fora da &rea de producéo;

() Uso adequado e constante de EPI’s (sapato fechado, calca comprida, camisa com mangas, touca ou rede e
avental) em cores claras, mantidos limpos. Utilizar luva adequada a atividade;

() E recomendado o uso de luva adequada e mascara descartavel na manipulagao de alimentos prontos;

() Boa apresentacéo pessoal, unhas curtas e sem esmalte, sem adorno (anel, pulseira, reldgio, e outros);

() A area de armazenamento deve estar limpa e organizada, os alimentos, as embalagens descartaveis, 0s
produtos de limpeza, dentre outros, devem estar armazenados separadamente uns dos outros;

() Os alimentos, as loucas e os descartaveis mesmos embalados ndo podem ficar em contato direto com o piso,
devem ser acondicionados sobre estradas e/ou prateleiras feitos de material liso, impermeével e lavavel;

() Os alimentos ndo devem ser mantidos em embalagens abertas, devendo ser armazenados e, recipientes
tampados e identificados (nome, data de fracionamento e prazo de consumo apds aberturas da embalagem);
() Os alimentos sob refrigeracdo ou congelamento devem ser acondicionados em recipientes fechados com
tampa ou papel filme, separados por grupos e identificados (data de preparo e prazo de validade);

() Manipular ou armazenar alimentos crus, em separado de alimentos semi-prontos ou prontos;

() Utilizar somente &gua potavel. No caso de fonte alternativa (pogo) a agua deve ser clorada;

() Dispor de filtro para a filtragem da agua;

() Os alimentos a serem consumidos crus (verduras, legumes, frutas) devem ser higienizados em solucéo
clorada (4gua sanitaria apropriada ou a solucéo de hipoclorito) conforme instruc@es de uso do fabricante;

() N&o comercializar ou utilizar alimentos sem precedéncia (nome, data de fabricacdo e validade)

() A utilizagdo dos produtos alimenticios deve respeitar o prazo de validade dos mesmos;

() Os dleos/gorduras devem ser substituidos quando apresentarem alteracéo de cor, espuma e fumaga;

() Dispor de equipamentos (balcéo térmico e/ou refrigeracao ou similares) adequados para exposi¢do dos
alimentos preparados na area de venda/refeitorio. A quente acima de 60°C, e a frio inferior a 10°C;

() O equipamento de exposicdo do alimento preparado da area do refeitdrio deve dispor de coberturas de
protecdo adequadas, para evitar a presenca de insetos, proximidade e contaminagao por consumidores;

() Dispor de equipamento térmico adequado e limpo para transporte de alimento preparado;

() Os meios de transporte dos alimentos preparados devem ser limpos, cobertos e de uso exclusivo;

() O responséavel pela supervisao da producgdo de alimentos deve ser o proprietario ou funcionario designado,
sendo submetido a Curso de Boas Préaticas na Manipulacéo de Alimentos.

Nome da Autoridade Sanitaria Identidade Cargo/Fungdo Assinatura

Nome do Proprietario ou Responsavel Identidade Local, Data e Horario Assinatura

Por motivo de recusa ou auséncia do proprietario ou responsavel, assina(m) a(s) testemunha(s):

Nome da Testemunha ldentidade Assinatura
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ANEXO B - TERMO DE COLETA DE AMOSTRA

TERMO DE AMOSTRA | Ne

CARACTERIZACAO DA AMOSTRA
NOME DO PRODUTO:

MARCA DO PRODUTO: AMOSTRA (N° DE UND):
N°DO LOTE: N° DE REGISTRO:
DATA DE FAB: DATA DE VALIDADE:
APRESENTACAO: DOSAGEM:
PRODUZIDO POR:

ENDERECO:

DETENTOR DO PRODUTO AMOSTRADO

NOME: enpaNe: [ L LT LT DT[]

RAZAO SOCIAL:

ENDERECO:

PROPRIETARIO: CPEN:[ [ T T T T T T T I-[T1]1
COLETA PARA FINS DE ANALISE ANALISES SOLICITADAS

[_JFISCAL L] I\/[ICROBIO!.OGIA [_JQUIMICAS

L JROTINA [] FISICO-QUIMICAS [ JTOXICOLOGIA

[ louTRAS (especificar) ] ouTRAS (especificar)

OBSERVACAO:

RECEBI DE ACORDO COM O ART. 23 DA LEI N° 6437/77, UMA DAS AMOSTRAS COLETADAS EM
TRIPLICATA DOS PRODUTOS ESPECIFICADOS PARA EFEITO DE POSSIVEL CONTRA-PROVA E
PERICIA OBRIGANDO-ME A MENTE-LA ADEQUADAMENTE, CONFORME RECOMENDADO.

[ |
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RECEBEMOS AS AMOSTRAS ACOMPANHADAS DESTE TERMO DE COLETA DE AMOSTRAS AS
HORAS DA DATA / / NAS CONDIGOES SEGUINTES:
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