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RESUMO

A qualidade dos alimentos € de total relevancia para o fabricante, o comerciante do
setor, os consumidores e as autoridades de Saude Coletiva, devido a possibilidade
de ocorréncia de doengas originadas pela alimentagdo. Muitos destes casos s&o
referentes a ingestdo de pescado e alguns dos agentes responsaveis por este fato,
assim como suas caracteristicas, foram estudadas para obter fundamentacéao teérica
ao desenvolvimento deste trabalho. Foram comparados dois estabelecimentos
produtores de “sashimi”, através da avaliagdo das condi¢des higiénico-sanitarias nas
instalagcbes das empresas produtoras e correlacionou estes dados com os resultados
das analises bacterioldgicas de seis diferentes amostras: matéria-prima; produto final
antes da exposi¢cao ao consumo; produto final depois da exposi¢do ao consumo em
bufé a 10°C por duas horas; faca de corte de contato direto; mao do manipulador e
placa de corte de contato direto. Os restaurantes de auto-servigo escolhidos foram
denominados X e Y. As amostras foram coletadas, acondicionadas e encaminhadas
dentro de um periodo de até trés horas ao Laboratério de Controle Microbiolégico da
Faculdade de Veterinaria na Universidade Federal Fluminense, onde foram
realizadas: contagens de bactérias heterotroficas aerdbias mesofilas, bactérias
heterotréficas aerdbias  psicrotroficas, Staphylococcus coagulase  positiva,
enumeracdo de coliformes termotolerantes, Escherichia coli e Vibrio
parahaemolyticus e isolamento e identificagdo de Salmonella spp. Os resultados
foram avaliados estatisticamente utilizando o teste T-student. Obtiveram-se:
auséncia de Vibrio parahaemolyticus em 100% das amostras testadas; presenca de
Salmonella spp. em 12,5% das amostras; NMP de coliformes termotolerantes
variando de <1 a < 2,0 x 10% contagens de Staphylococcus coagulase positiva, de 0
a 5,04 LOG4 UFC/g amostra; contagens de BHAM e BHAP, de 1,02 9,93 e 1,48 a
9,60 LOGy UFC/g de amostra, respectivamente. Pdde-se concluir que o
estabelecimento X apresentava maiores deficiéncias nas condi¢cbes higiénico-
sanitarias de elaboracdo do alimento. Ambos os estabelecimentos obtiveram
amostras impréprias para o consumo na pesquisa dos demais patégenos. A matéria-
prima utilizada era responsavel por muitos dos resultados analiticos insatisfatorios,
sendo necessario, portanto, monitorar a etapa de aquisicdo da mercadoria,
garantindo a inocuidade do produto destinado ao consumo humano. As cepas de
S.aureus testadas frente aos antimicrobianos, demonstraram resisténcia que variou
de 46,7% a 100%.

Palavras-chave: pescado; “sashimi”’; qualidade; Salmonella spp.; coliformes
termotolerantes, Escherichia coli, Staphylococcus coagulase positiva, Vibrio
parahaemolyticus.



ABSTRACT

Food quality is quite relevant to industrial and trade fields, to consumption and to the
authorities of Human Health Collective, because is possible occur foodborne
diseases and many of these cases are caused by fishes ingestion. This work
objective is to find out the possible ethiological agents and their relevants
characteristics in order to obtain theoretical foundation. The study compared two
commercial establishments of “sashimi”, through the evaluation of the hygienic
sanitary conditions of the furnishings and to relate these data to the results of
bacteriological analysis of six different samples: raw material, final product before
exposition to the consumption, final product after exposition to the consumption in
buffet at 10°C for two hours, cutting knife of direct contact, hand handler and metal
cutting tool with direct cutting plate arrangement. Two restaurants was called X and
Y. Samples were collected, carried and transported to the Microbiological Control
Laboratory of Veterinarian School in Federal Fluminense University within a period of
three hours. There were realized the following procedures: mesophilic aerobic
heterotrophic bacteria, psicrotrophic aerobic heterotrophic bacteria, termotolerants
coliforms, Escherichia coli, positive coagulase Staphylococcus, Vibrio
parahaemolyticus and Salmonella spp.. The data were evaluated statiscally using the
test T-Student. The results obtained were: absence of Vibrio parahaemolyticus in
100% of the tested samples; presence of Salmonella spp. in 12.5% of the samples;
NMP of termotolerants coliforms varying from <1 to <2.0 x 10% counting of positive
coagulase Staphylococcus, from 0 to 5.04 LOGo UFC/g of the sample; countings of
MAHB and PAHB, varying from 1.0 to 9.93 and 1.48 to 9.60 LOG4, UFC/g of the
sample, respectively. We could concluded that the establishment X showed major
defficiency in the hygienic sanitary conditions of handling and preparing products.
Both establishments showed up unappropriate samples for consumption to the
presence of other patogens. We could concluded that the raw salmon used to
elaborate the “sashimi” was responsible for the majority of unappropriate
bacteriological results, and so it will be necessary to monitorate the purchase of the
raw salmon. S.aureus strains tested against to the antimicrobial demonstred
resistence varying from 46,7% a 100%.

Keywords: fish; “sashimi”; quality; Salmonella spp.; termotolerants coliforms;
Escherichia coli; positive coagulase Staphylococcus; Vibrio parahaemolyticus.



1 INTRODUCAO

A qualidade e seguranga dos produtos alimenticios sdo primordiais para os
diversos segmentos do setor de alimentagdo e para as autoridades de Saude
Coletiva.

E possivel estimar que ha centenas de milhdes de casos por ano de doencas
originadas pela alimentacdo e que os custos destas doengas sdo da ordem de
milhares de milhdes de ddélares por ano (WHO, 2003). As perdas econbmicas
resultantes da deterioragcdo sdo raramente quantificadas, mas sabe-se que uma
notavel parte do fornecimento mundial de alimentos seja perdida como resultado da
atividade microbiana.

A verdadeira incidéncia das doengas ocasionadas por agentes etiologicos
contaminantes de alimentos n&o € conhecida na sua totalidade e ha muitas razdes
para este fato. Na maior parte dos paises ndo ha obrigatoriedade de relatar as
autoridades de saude coletiva as doengas provocadas pela ingestdo de alimentos.
Nos poucos paises que dispdem de um sistema de registro ha muita falta de
informacdo, devido ao fato de que tanto a vitima quanto o médico ndo estdo
conscientes do papel dos alimentos como origem da enfermidade. Por outro lado, o
alimento responsavel nem sempre esta disponivel para analise e o verdadeiro meio
utilizado pelo agente da doenca n&o é identificado. Ainda assim, estima-se que
ocorra por ano, 2,1 milhées de obitos por estas causas no mundo (WHO, 2003).

Na ultima década, a incidéncia de doengas de origem alimentar aumentou na
Europa, a despeito de regulamentagdes de seguranca dos alimentos e introdugao ao
programa de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (TASSOU, 2004).

A auséncia de organismos infecciosos esta entre as qualidades desejaveis

dos alimentos. Contudo, alcangar niveis de “tolerancia zero” de microrganismos,
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mesmo com a aplicagao das Boas Praticas Fabricacao, talvez ndo seja possivel. Em
vista disso, o objetivo € a produgdo de alimentos com o minimo de microrganismos,
que nao comprometam sua inocuidade, visto que os métodos classicos de controle
de qualidade estao fortemente baseados nos padrées microbioldgicos das matérias-
primas e dos produtos finais.

A necessidade do controle da qualidade dos produtos alimenticios esta bem
registrada e, uma vez que as doengas de origem alimentar, convencionalmente
chamadas de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) tém aumentado a cada
ano, ha também uma necessidade urgente de melhorar os meios tradicionais e
atuais para assegurar a qualidade dos alimentos.

O pescado é um grupo de alimentos envolvidos em muitos dos casos
relatados de doengas de origem alimentar.

Os peixes sao alimentos altamente pereciveis, e se forem estocados,
processados, embalados e/ou distribuidos inadequadamente, deterioram-se
rapidamente e tornam-se inseguros para o consumo devido ao crescimento
microbiano.

Os vaérios agentes responsaveis pelas doengas que tém sido associados ao
consumo de pescado vém sendo relatados em diversos trabalhos por
pesquisadores, assim como algumas caracteristicas relevantes para a avaliagao dos
perigos e riscos relacionados com a sua presenga no peixe e nos produtos da
pesca. Os processos que conduzem a deterioracdo e as opcdes de controle dos
agentes das doengas bem como os processos de deterioracdo foram estudados
para apreender fundamentacao tedrica para o desenvolvimento deste trabalho.

Embora seja verdade que todo o peixe e produtos derivados que n&o sejam
submetidos a qualquer processamento bactericida, possam conter patdégenos, o
nivel de contaminagdo pode nao ser suficiente para causar doencas desde que
sejam respeitadas algumas caracteristicas essenciais em relacdo ao retardo do
crescimento destes microrganismos, como os cuidados com o binémio tempo-
temperatura de estocagem; com a higiene na manipulagao e exposi¢cao do produto;
com a qualidade da matéria-prima. Esta preocupacao se estende ao objeto de
estudo deste trabalho, o “sashimi”, visto que se trata de um produto cujo consumo
ocorre com a matéria-prima “in natura”, cujas unicas modificagées sofridas sé&o a

retirada da pele (limpeza) e o corte do filé.
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Tendo em vista a grande ocorréncia mundial de doengas transmitidas por
patdogenos presentes nos alimentos, os riscos potenciais de consumo de pescado na
transmissao de doengas, o baixo nivel de educagao sanitaria da populagdo mundial,
no sentido da adogao de medidas preventivas para este tipo de enfermidade e de
habitos alimentares, um numero cada vez crescente de fatores predisponentes a
ocorréncia deste tipo de enfermidade, assim como o aumento de pessoas
enquadradas como populacdo de risco, pessoas imunodeprimidas, idosos, criangas,
gravidas, etc., o desenvolvimento de multiplas resisténcias bacterianas diante de
antibidticos usados no tratamento de diversos tipos de infecgdes, faz-se necessario
estudar e avaliar condicdbes de obtencdo de alimentos, suas microbiotas,
patogenicidade e mecanismos de prevencdo e defesa, em busca da garantia da
inocuidade do produto ao consumidor. Dentre os fatores relevantes ora descritos, a
presente pesquisa teve como objeto de estudo o “sashimi”, prato tipico japonés a

base de peixe cru.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os pontos criticos nas etapas de elaboracdo do “sashimi” através de
analises bacterioldgicas de amostras de alimentos e de superficies de contato direto
com estes, coletadas em dois distintos restaurantes de auto-servigo, tecendo
comparacgdes entre os resultados obtidos dos dois estabelecimentos e pesquisar a

resisténcia de bactérias encontradas frente aos antimicrobianos.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar bacteriologicamente as amostras de: matéria-prima (musculatura do
peixe inteiro); “sashimi” antes da exposicdo ao consumo; “sashimi” depois da
exposicao ao consumo, mantido a 10°C no bufé por duas horas, realizando
contagens de BHAP e Staphylococcus coagulase positiva, isolamento e identificagéo
de Salmonella spp.e enumeracéo de coliformes termotolerantes, Escherichia coli e
de Vibrio parahaemolyticus.

Analisar bacteriologicamente as amostras de superficies de contato direto
com o “sashimi” durante o processamento: placa de corte, laminas das facas e maos
dos manipuladores, realizando contagens de BHAM e de Staphylococcus coagulase
positiva, isolamento e identificacdo de Salmonella spp.e enumeragao de coliformes
termotolerantes e Escherichia coli.

Relacionar os resultados obtidos nas analises com as diferencas higiénico-

sanitarias estruturais e operacionais de cada estabelecimento.
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Comparar os dois estabelecimentos através da avaliagdo dos resultados dos
das analises bacterioldégicas de amostras de alimentos e de superficies de contato

com O0S mesmos.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1RELEVANCIA DO USO DE GELO PARA CONSERVAGAO DE ALIMENTOS

Muitos patdégenos estdo relacionados com a qualidade da agua, ou até
mesmo do gelo utilizado na conservagao, e/ou procedimento pds-captura (HUSS et
al., 2000).

A importancia da qualidade microbiologica do gelo é enfatizada quando sua
finalidade é de conservar alimentos, especialmente os peixes. Germano e Germano
(2003) afirmam que o contato dos peixes com gelo produzido com agua de ma
qualidade é um dos meios mais freqlientes de contaminagao destes produtos. Vieira
et al. (2004), em pesquisa sobre a qualidade microbiolégica do gelo usado num dos
principais pontos de comercializacdo de Fortaleza — Ceara, isolaram 90 cepas
pertencentes a diferentes géneros bacterianos.

A importancia do uso de gelo de qualidade é citada por Pimentel e Panetta
(2003), salientando que a deterioragdo do pescado na auséncia de gelo é acelerada.
Estes autores verificaram que na auséncia de gelo o pH, a produgédo de histamina, a
producao de trimetilamina (TMA), bases volateis totais e principalmente a
multiplicagdo microbiana aumentam significativamente. Na presengca de gelo a
proliferacdo bacteriana é reduzida. Portanto, a qualidade e a quantidade de gelo sao
imprescindiveis para a manutengdo do frescor do pescado. Esse tema é destacado
por diversos autores quando se trata de qualidade higiénico-sanitaria ou
microbiolégica do pescado (GERMANO e GERMANO, 2001; PANETTA, 2003;
PIMENTEL et al., 2004; SOULTOS et al., 2006).
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3.2 PESCADO

Segundo o RIISPOA (Brasil, 1997), a denominag¢ao "PESCADQO" compreende
0s peixes, crustaceos, moluscos, anfibios, quelénios e mamiferos de agua doce ou
salgada, usados na alimentagdo humana. O documento também classifica o grupo
em relagado a sua natureza como: fresco; resfriado; congelado. Por pescado fresco
entende-se: o pescado sem ter sofrido qualquer processo de conservagao, a nao ser
a acao do gelo. Entende-se por resfriado o pescado devidamente acondicionado em
gelo e mantido em temperatura entre -0,5 a -2°C. Por pescado congelado, entende-
se aquele tratado por processos adequados de congelamento, em temperatura nao
superior a -25°C.

Desde o final da Segunda Guerra Mundial, em 1945, o consumo de pescado
vem aumentando ano apdés ano. A produgdo mundial de pescado cresceu de 19
milhdes de toneladas em 1950, para 39 milhdes em 1961 e mais de 130 milhdes em
2001. Isto representa um crescimento anual continuo de 3,84% por cinqienta anos
(FAO 1999; FAO 2005; WIEFELS 2003).

Considerando somente os tipos de carne, no ano 2000 foram produzidas
130,5 milhdes de toneladas de produtos pesqueiros no mundo, dos quais 74% foram
destinados ao consumo humano direto. Este numero supera qualquer tipo de carne
proveniente do ambiente terrestre (WIEFELS 2003). O Brasil produzia 150 mil
toneladas de pescado em 1950 e no ano de 2003 produziu mais de um milhdo de
toneladas (FAO 1999; FAO 2005).

Segundo Fritsch (2004), o pais, atualmente, € o 25° maior produtor de
pescado e sua produgédo vem crescendo, apresentando um grande potencial para se
tornar o maior produtor de pescado cultivado no mundo. Assim como a producio, o
consumo anual per capita de produtos pesqueiros também estad aumentando, de
cerca de nove quilos em 1961, para mais de 15 quilos, em 1999. Estima-se que em
2020 o consumo mundial anual de pescado chegue a 30 quilos por pessoa.

O consumo per capita relativamente pequeno no Brasil, cerca de 6,5 quilos
por pessoa por ano (FAO 2003), pode ser explicado pela composi¢cao da populagao
brasileira, de diversas origens e, portanto, tradi¢des; e por um deficiente sistema de
distribuicdo. O custo relativamente elevado dos pescado para os brasileiros também
colabora para um menor consumo, mas nao € o principal fator, ja que as espécies

mais consumidas no Brasil sdo importadas e caras, como bacalhau noruegués,
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merluza argentina e salmao chileno (WIEFELS 2003). Ainda segundo este autor,
desde 1991 observa-se um relativo estacionamento da quantidade de
processamento de produtos pesqueiros e um crescimento no consumo de pescado
fresco.

Peixes e outros frutos do mar representam um terco do consumo mundial de
proteina (DIAZ 2004) e em muitos paises, principalmente da Europa e da Asia, o
pescado € a principal proteina animal consumida (HUSS et al. 2000).

Em muitas regides do mundo, o pescado faz parte da dieta alimentar e,
representa, em alguns paises, a principal fonte de proteinas de origem animal.
Atualmente, um numero cada vez maior de pessoas da a sua preferéncia ao peixe
como uma alternativa saudavel a carne. O baixo teor de gordura de muitas espécies
de peixes e os efeitos dos acidos graxos poliinsaturados da série 6mega-3, sobre
doencgas coronarianas em seres humanos, sao aspectos extremamente importantes
para pessoas que se preocupam com a saude, em particular, em paises onde a
mortalidade por doencgas cardiovasculares é elevada (FAO, 1997).

Tanto os peixes de agua doce como os de agua salgada contém altos teores
de proteinas e outros constituintes com nitrogénio. O conteudo de carboidratos
destes peixes € zero, enquanto o conteudo de gordura varia dependendo da
espéecie. Um aspecto importante da composicdo do peixe € que nem todos os
compostos com nitrogénio do peixe estdo na forma de proteinas. Entre os
compostos nao protéicos com nitrogénio, estdo os aminoacidos livres, bases volateis
de nitrogénio como aménia e trimetilamina, creatinina, taurina, carnosina e histamina
(JAY, 2005). Estes compostos s&o oriundos de reagdes de deterioragdo dos
pescados.

Segundo a FAO (1997), o pescado difere dos outros tipos de produtos
alimenticios por diversas razdes. A maior parte do pescado é ainda retirado de uma
populagao “selvagem” e os pescadores sdo como cagadores que nao tém influéncia
no manejo de suas presas antes de serem capturadas.

Conforme Kietzmann et al. (1974) descreveram, imediatamente apds a
captura, devem-se adotar medidas sanitarias, que evitem uma infecgdo posterior ao
pescado, como as referentes ao barco e aparelhos utilizados para a pesca durante
todo o transporte desde o local de pesca; medidas de higienizagdo das operagdes

de transferéncia do peixe para os recipientes; as referentes ao transporte do
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pescado desde o porto até a industria; e as que s&do de responsabilidade
especificamente da industria.

Segundo Jay (2005), a microbiota do pescado reflete a agua onde esses
animais vivem, visto que os tecidos internos de um peixe sadio sdo estéreis. A
microbiota dos peixes normalmente é encontrada em trés lugares: na superficie
externa, nas guelras e nos intestinos. Os peixes de agua morna tendem a ter a
microbiota mais rica em bactérias mesofilas Gram-positivas do que peixes de agua
fria, os quais tém mais bactérias Gram-negativas.

Em documentos da FAO (1997) ha relatos sobre a qualidade sanitaria da
agua de onde os animais sao retirados como sendo o ponto-chave para a obtengao
de um produto final com uma boa qualidade microbiolégica. Além da agua, os
microrganismos s&o adquiridos nas varias etapas do processamento, como o

descasque, a descamacao, a evisceracao, as demais manipulacdes e outros.

3.2.1 FATORES RESPONSAVEIS PELA PRODUCAO DE PEIXES COM QUALIDADE

Segundo Silva Junior (2001), o binébmio: tempo x temperatura forma, junto
com o fator higiene, o sucesso da producdo comercial de peixes de consumo
humano, visto que deles dependem a seguranga e qualidade do produto final.

Conforme descrigdo no Manual Técnico da FAO (1997), o tempo esta
intimamente relacionado com a rapidez com que se desencadeiam as reacdes
autoliticas e bacterianas que estao relacionadas com o grau de higiene do barco e
dos manipuladores do peixe. Somando-se a estes fatores as baixas temperaturas, e
se devidamente aplicados, evitam ou, pelo menos, retardam as reacdes
anteriormente mencionadas.

O uso de baixas temperaturas para conservar alimentos esta baseado no fato
de que o crescimento microbiano pode ser retardado por temperaturas mais baixas
que as de congelamento e geralmente inibido por temperaturas abaixo do
congelamento (BRASIL, 1993).

Pacheco et al. (2004) relataram a importancia das condigdes higiénico-
sanitarias adequadas durante toda a cadeia produtiva, que vai desde a captura até a
distribuicdo ao consumidor final, no intuito de garantir a qualidade do pescado. As
principais fontes de contaminacio terrestre para os peixes sao provenientes das

contaminagdes cruzadas que ocorrem durante a descarga do produto. Germano e
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Germano (2003) salientaram também o papel desempenhado pelo manipulador de
alimentos como origem do problema para os consumidores e grandes responsaveis
pela contaminagao cruzada.

Os diferentes métodos de captura, tempo de arraste, areas de pesca, tempo
de exposigao no convés, resfriamento inadequado e higiene do porao influenciam,
significativamente, no grau de frescor da matéria-prima final (ANDRADE et al.,
2002).

Segundo Feldhusen (2000), peixes capturados proximos da costa,
provenientes de rios ou lagos poluidos ou préximos a locais poluidos podem
ocasionar infecgdes por parasitas, doengas associadas a bactérias, virus, residuos
de drogas veterinarias e contaminagao por agrotoxicos ou metais pesados.

O numero inicial e as espécies de bactérias da superficie do peixe estido
relacionados a temperatura da agua. Altos percentuais de bactérias geralmente sao
mais isolados em peixes de agua morna (tropical e subtropical) do que em peixes de
agua fria. Peixes capturados em agua temperada abrigam predominantemente
bactérias psicrotroficas, enquanto as bactérias mesdfilas sdo mais comuns em
peixes de agua tropical. A microbiota de peixes vindos de agua doce é também
influenciada pela temperatura e sera maior do que a de ambientes marinhos. Além
do local da pesca, outros fatores s&o responsaveis pela microbiota do peixe, como,
por exemplo, os métodos e condi¢cdes de pesca, cuidados com o pescado a bordo,
proximidade da costa, época do ano, manipulagao, processamento e qualidade da
agua do gelo utilizado (JACKSON et al.,, 1997; VIEIRA et al.,, 2004). Da mesma
forma, os métodos de cultivo e criagdo podem estar associados a qualidade
higiénico-sanitaria do pescado (ROHAYA et al., 1997).

3.2.2 SALMAO

De acordo com Stansby (1968), o salmdo vem sendo utilizado como alimento
do Homem ha muito tempo, segundo informagbdes encontradas em paredes de
cavernas na Franga, cuja época se remonta ha 12 mil anos.

O salmédo € um grande peixe da familia Salmonidae, que também inclui as
trutas. O salmé&o, além de peculiar as aguas da Europa, também é muito cultivado no
Chile. O produto entrou no Chile com fins explicitamente comerciais, ha cerca de 20

anos. Os governos chileno e japonés trabalharam para desenvolver a piscicultura no
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Rio Claro (afluente do Rio Simpson, em Coyhaique). A idéia original ndo era criar
salmado em cativeiro. Os alevinos foram introduzidos no rio para seguir o ciclo
natural. Nesse periodo seriam capturados em redes de pescadores comerciais. O
projeto foi abandonado depois de oito anos porque n&o atingiu os resultados
almejados. Nesse meio-tempo, algumas empresas comegaram a criar salmdes em
grandes "currais" flutuantes. Hoje, o Chile é o segundo maior produtor de salmao do
mundo, perdendo apenas para a Noruega.

O salmao € muito procurado pela sua apreciadissima carne rosada, muito
saborosa, e cultivado em psiculturas. E cultivado nas aguas frias do norte da
Noruega, préximo ao circulo polar. Sua carne é consistente e tenra.

Como fonte alimentar para os humanos, este peixe destaca-se por ter alto
teor de 6mega-3. O salméo é muito conhecido como o peixe do “sushi”, pela sua
grande finalidade de alimentar os seres humanos sendo servido cru, com nabo e
molho shoyu. Os japoneses sdo seus maiores apreciadores, embora a cultura tenha
se espalhado muito. Salmao cru pode ter contaminacdo de anisakidae, um parasita
marinho, assim como de sua microbiota ou contaminantes da agua de cultivo. Até os
refrigeradores serem disponiveis, 0os japoneses ndo consumiam salméao cru, o que

passou a acontecer, através do “sushi” e do “sashimi” recentemente (JAY, 2005).

3.2.3 CONSUMO DE PESCADO CRU — CULINARIA ORIENTAL

O “sashimi” € uma iguaria da culinaria do Japao primariamente consistindo de
frutos do mar frescos, cortados em fatias finas e servidos com apenas um molho e
um simples acompanhamento como shiso e daikon ralado, preparados
manualmente. Estes pratos estdo tornando-se populares, também, em outros paises
além do Japao (HAMADA-SATO et al. 2005; YANO et al. 2004).

O “sashimi” € quase sempre o primeiro prato em uma refeicdo formal
japonesa. Muitas pessoas acreditam que este alimento, tradicionalmente
considerado o melhor prato da culinaria japonesa, deveria ser ingerido antes de
outros sabores marcantes que afetam o paladar (WATANABE et al. 2005).

O habito de ingerir peixes, em especial crus, é de introdugdo recente no
cardapio dos estabelecimentos de alimentos, nas cidades brasileiras, e vem
aumentando nos ultimos anos (MARTINS; MATTE et al.; SANTOS, 2006).
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Resende (2004) relata que o consumo de pratos tipicos da culinaria japonesa
cresceu 20%, em Brasilia-DF, entre 2001 e 2002. Com o crescente mercado de
“sushis”, aumentou também a forma de preparagdo e os ingredientes utilizados
nestes pratos. Preparagdes que antes incluiam apenas peixes, arroz e alga, estao
sendo montadas utilizando frutas e legumes. Os peixes mais utilizados na
preparagdao sao o atum, o salmdo, namorado, o cara-pau, o camarao e as lulas
(MATTE et al. 2006).

Com o objetivo de avaliar a qualidade higiénico-sanitaria do pescado servido
cru em forma de “sashimis” comercializados em estabelecimentos do tipo “fast
food” da cidade de Sao Paulo, SP, Soares (2004) conduziu um estudo que concluiu
0 risco que o consumo deste produto pode acarretar aos individuos.

Embora, um estudo da Food and Environmental Hygiene Department (FEDH,
2000) demonstrou que “sushi” e “sashimi’ sdo alimentos garantidamente seguros
para o consumo humano, Pinheiro (2006), num estudo com os mesmos objetos de
estudo em Fortaleza, Ceara, isolou as seguintes bactérias da familia
Enterobacteriacea: Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii e Escherichia coli
tipo Il. Também foram isoladas das amostras, Pseudomonas aeruginosa e Proteus
mirabilis, bactérias caracteristicas de alimentos em deterioragcdo. Foram detectados
Salmonella sp. e Salmonella Newport nas amostras de dois estabelecimentos,
indicando uma baixa qualidade microbioldgica desses produtos.

Em dissertacdo de mestrado na Universidade de Brasilia, lavelberg (2005)
concluiu que as amostras de peixe cru “sushi” e “sashimi” colhidas em restaurantes
de Brasilia, a presenca de coliforme termotolerantes no alimento caracteriza a
contaminagdo em algumas das etapas de preparo, o que pode ocorrer desde a
aquisicado do material, por falha de manipulacdao nas cozinhas ou pelas condi¢des
de transporte e armazenamento do pescado antes de sua chegada aos

restaurantes.

3.2.4 PESCADO COMO VEICULADOR DE MICRORGANISMOS

Enquanto os pescados séo reconhecidos como o6timas fontes de proteinas e
acidos graxos essenciais, comer peixes crus pode tornar-se grande risco,
principalmente, para determinados grupos de riscos como 0s imunodeprimidos,

idosos, criangas, gravidas, etc. (SENAC, 2004).
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O pescado pode ser veiculador de uma variedade de microrganismos
patogénicos para o homem, sendo grande parte fruto da contaminagcdo ambiental. O
langamento de esgotos nas aguas de reservatoérios, lagos, rios e no mar, contamina
os pescados, oferecendo riscos a quem os consome. Outra fonte de contaminagao
importante € o manejo do pescado, desde a captura, ainda nos barcos pesqueiros,
até sua destinacao final, passando por fases de processamento e transporte (BASTI
et al. 2006; HAMADA-SATO et al. 2005; HUSS et al. 2000; REIJ e DEN
AANTREKKER 2004; SCHLUNDT 2002).

Na Coréia e Japao, peixes e frutos do mar sdo os principais veiculos de
transmissao de doencas de origem alimentar. Algumas bactérias patogénicas estao
presentes naturalmente na agua (espécies patogénicas de Vibrio spp., Aeromona
spp.) € no ambiente (Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum). Estes
patdbgenos podem, portanto, também ser encontrados em peixes vivos e em seu
material consumido cru (BASTI et al. 2006; HUSS et al. 2000).

O numero de casos de enfermidades de origem alimentar causados por
pescado é geralmente baixo quando comparado aos causados por aves, laticinios e
outras carnes. Entretanto, a importancia do pescado como veiculador de patégenos
depende de fatores como a dieta, além da forma de preparo. Assim, no Japao, onde
0 peixe é importante parte da dieta, sendo muitas vezes consumido cru, a propor¢ao
destas doencas oriunda de pescados é maior (HUSS et al. 2000).

Durante a preparagdo de varios pratos a partir de pescado, agentes
patogénicos presentes no material cru podem ser eliminados ou sobreviverem e
estarem presentes no produto final (FORSYTHE, 2002).

Quando o produto é armazenado sob refrigeragéo, a preocupagao concentra-
se na sobrevivéncia e multiplicagcdo de microrganismos psicrotréficos. O tratamento
com calor, como cocgao, € eficiente na destruicdo de alguns patégenos, quando
realizado sob temperatura e tempo adequados (HAMADA-SATO et al. 2005; HUSS
et al. 2000).

Em pesquisa realizada por Schulz et al (2003), Salmonella spp., Escherichia
coli, e espécies patogénicas de Vibrio spp. nao foram detectadas quando analisadas
105 amostras de produtos japoneses.

Menezes (2003) realizou pesquisa com “sashimis” comercializados em
restaurantes, em Fortaleza, Ceara, de Staphylococcus aureus e Salmonella spp. e

obteve resultados de grande importancia aos Orgdos de Saude Coletiva, pois
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encontrou S.aureus acima dos valores permitidos pela Legislacdo (BRASIL, 2001) e
Salmonella spp. em 22,5% e 25% das amostras testadas, respectivamente.

Estudo conduzido por Herrera (2006), na Espanha, confirmou que alimentos a
base de pescados crus oferecem riscos a saude de quem os consome, visto que
estes produtos carreiam bactérias nocivas a saude.

Moluscos filtradores e peixes consumidos crus sado produtos de alto risco, ja
que ndo ha como obter completo controle de agentes patogénicos destes produtos.
O consumo de pescados que sofreram cocgdo € mais seguro do ponto de vista
microbiolégico (HUSS et al. 2000; MATTE 1993).

Contaminagao adicional, com novos patégenos, também pode ocorrer na
etapa de manipulagdo do alimento. Medidas preventivas incluem boas praticas de
fabricagdo e programas eficazes de higiene e sanitizagdo (HUSS et al. 2000).
Segundo Reij e Den Aantrekker (2004), a recontaminagao, ou seja, contaminagao
apds preparo, € importante causa de surtos de doencas de origem alimentar e
afirmam que equipamentos e instrumental inadequadamente limpos séo fontes de
numerosos patdgenos.

No caso de iguarias como “sushi” e “sashimi”, preparadas manualmente, além
da contaminacgao do pescado, o contato direto do alimento com as maos pode levar
ao aumento da incidéncia de patégenos como Staphylococcus aureus e coliformes
termotolerantes (JAY 2005). Segundo Silva Junior et al. (2001), preparagées muito
manipuladas sdo consideradas de alto risco, especialmente quando elaboradas por
pessoas que nao possuem treinamento adequado. Além disso, preparagdes a base
de pescado cru oferecem risco ainda maior a saude pelo fato de ndo serem
submetidos a tratamentos bactericidas como coc¢do (HAMADA-SATO et al. 2005;
HUSS et al. 2000).

De acordo com Huss et al. (2000), os consumidores devem ser informados
dos riscos envolvidos no consumo de pescados crus.

Dentre os microrganismos de maior importancia no controle da qualidade de
pescados destacam-se os do género Vibrio. Vibrio parahaemolyticus é comumente
encontrado na agua do mar, principalmente nas regides costeiras, e causa no
homem gastrenterite aguda, em geral ap6s o consumo do peixe in natura. V.
cholerae, de origem humana, atinge as aguas do mar, rios e lagos através do

despejo de esgotos, e é responsavel por pandemias. Ostras, mariscos, caranguejos
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e peixes in natura sao veiculos naturais do V. cholerae (BARBONI 2003; BASTI et al.
2006; MATTE 2003).

Destacam-se também as bactérias do género Salmonella, encontradas em
aguas poluidas por esgotos ou por excretas animais. Como consequéncia direta da
manipulagédo inadequada € apontado o Staphylococcus aureus, de origem humana,
presente nas mucosas e superficie da pele, e que encontra, no pescado, ambiente
favoravel para sua multiplicagédo (BASTI et al. 2006; FRANCO e LANDGRAF 2003).

Outros agentes bacterianos podem, também, contaminar o pescado e causar
risco a saude. Cepas psicrotroficas de Bacillus cereus produzem enterotoxinas nos
preparados de peixe, sobretudo em pH superior a 6,0, acarretando surtos de
diarréia. Coliformes termotolerantes, Escherichia coli e Aeromonas spp podem ser
encontrados em peixes frescos ou congelados, frutos do mar e produtos
industrializados (FRANCO e LANDGRAF 2003; MATTE 2004).

Um alimento produzido ou manipulado com condi¢cdes precarias de higiene
pode oferecer risco a saude de quem o ingere. Alguns microrganismos que podem
contaminar o alimento sdo patogénicos, causando doengas em seu hospedeiro.
Outros ndo causam enfermidades nos seres humanos, mas sao indicios de
condicbes higiénicas inadequadas, e sua presenga sugere a existéncia de
microrganismos patogénicos. Além disso, alguns microrganismos fazem parte da
microbiota natural de peixes, mas, se ingeridos pelo homem, podem ocasionar
doencas (BASTI et al. 2006).

Albuquerque (2007), demonstrando, atencdo ao tema, pesquisou a multi-
resisténcia a antimicrobianos de Staphylococcus aureus, isolados de peixes e maos,
fossas nasais e cavidade bucal de manipuladores de alimentos, em feiras livres de
Fortaleza, Ceara.

As bactérias patogénicas geralmente nao alteram a aparéncia, odor, nem
sabor do alimento; portanto, na maioria das vezes é impossivel saber se o alimento
oferece risco em termos de contaminantes sem que se realize uma analise
microbiolégica, o que agrava os riscos de se consumir alimentos ndo seguros
(SENAC, 2004).
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3.3SUPERFICIES DE CONTATO DIRETO COM ALIMENTOS

Num estudo desenvolvido por Vargas e Quintaes (2003), analisou-se
microbiolégica e microscopicamente superficies de monoblocos plasticos usados no
transporte/comercializacdo de pescados em feiras e Mercados de Sao Paulo,
considerando a importancia das condicbes microbioldgicas das superficies de
contato com os peixes. Os pesquisadores constataram, a partir dos resultados
obtidos, que ha necessidade de regulamentar um material adequado para contato
com pescados.

Segundo Hutten (2000), as superficies de corte que entram em contato com
alimentos devem ser de facil higienizagdo. Devem ser evitados materiais passiveis
de craqueamentos, riscos e abrasdes que dificultam a limpeza e sanitizacao,
tornando o alimento vulneravel a contaminagao. Para haver o controle nesta etapa é
necessario se promover a redugao da populagdo microbiana por meio da lavagem e
sanitizagdo. Em certas circunstancias onde o contato do alimento é frequente com a
superficie de trabalho, ha permanéncia da umidade e possibilidade de crescimento
bacteriano, o que ainda ocorre mesmo durante as operagdes repetidas de lavagem.
Por esta razado, é necessario efetuar lavagem em intervalos capazes de manter a
microbiota em niveis aceitaveis e 0 uso de sanificantes. Esta descontaminacéo das
superficies de qualquer tipo de placa de corte de uso em cozinhas visa evitar a
contaminacao cruzada.

Os procedimentos de sanitizacdo de utensilios apdés a lavagem com
detergente e agua quente a temperatura acima de 43,3°C podem ser efetuados tanto
pelo uso de agua de enxague com temperatura superior a 76°C ou pelo uso de
sanitizantes quimicos em agua com temperatura entre 24°C e 48,8°C, nas
concentragdes apropriadas (LOCKEN, 1994).

Segundo Hutten (2000), pode-se considerar que os alimentos que contem
patdbgenos capazes de provocar doengas sdo comumente os mais manipulados
durante o preparo e mantidos sob condi¢des inadequadas de armazenamento. Por
esta razao, pode-se afirmar que os manipuladores se tornam, entdo, uma grande
forma de provocar intoxicagdes e/ou toxiinfecgdes alimentares, uma vez que podem
portar naturalmente Staphylococcus aureus na pele, feridas sépticas, nariz, garganta
e cabelo, ou Salmonella spp., e este fato, associado aos maus habitos de

manipulacdo, podem se tornar fortes contribuintes na transmissao de doencas
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emergentes entéricas humanas através da ocorréncia de contaminacédo cruzada
(HOBBS, 1999; VARNAM, 1991).

Como € impossivel esterilizar as maos, uma lavagem e sanitizagao
adequadas das mesmas, sdo preceitos basicos para a biosseguranga alimentar,
visto que a microbiota residente €, em geral, inofensiva e os germes patogénicos
que se aderem a superficie e persistem nos poros, cavidades e rachaduras, séao
facilmente removidos (SENAC, 2004).

O uso de anti-sépticos durante o procedimento de lavagem das maos dos
manipuladores de alimentos, através do uso de sab&o bactericida ou apds o uso do
detergente, reduz consideravelmente a contaminacdo dos alimentos, sendo
dispensado o uso de luvas, na maioria das fases de elaboragéo dos produtos (SILVA
JUNIOR, 2001).

3.4DOENCAS DE ORIGEM ALIMENTAR

Nos primérdios da microbiologia, relacionavam-se os alimentos contaminados
com o seu estado de putrefacdo. Atualmente, sabe-se que os alimentos
contaminados com microrganismos patogénicos podem ter aspecto, odor e sabor
normais (FORSYTHE, 2002).

Conforme descrigdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
(BRASIL 2001), Doencgas Transmitidas por Alimentos (DTA) € um termo genérico,
aplicado a uma sindrome, geralmente, constituida de anorexia, nauseas, vomitos
e/ou diarréia. Estas enfermidades sao atribuidas a ingestdo de alimentos ou agua
contaminados por bactérias, virus, parasitas, toxinas, prions, agrotdxicos, produtos
quimicos e metais pesados.

Além dos sintomas digestivos, podem ocorrer afecgdes extra-intestinais em
diferentes 6rgaos e sistemas, como: meninges; rins; figado; sistema nervoso central;
terminagcbes nervosas periféricas; e outros, de acordo com o agente etioldgico
envolvido. O quadro clinico deste tipo de enfermidades depende, portanto, do
agente etiologico envolvido e varia desde leve desconforto intestinal até quadros
extremamente sérios, como desidratagc&do grave, diarréia sanguinolenta, insuficiéncia
renal aguda (sindrome hemolitica urémica) e insuficiéncia respiratéria (SAO PAULO,
2005).
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Em documentos da Secretaria de Vigilancia Sanitaria — SVS - (Brasil, 2005)
estdo descritos que mais de 250 diferentes tipos de DTA tém sido descritos e as
doencas mais conhecidas s&o: colera; febre tiféide; botulismo; salmonelose;
estafilococose; e colibacilose. Algumas destas sdo consideradas emergentes, como:
sindrome hemolitica urémica (SHU); sindrome de Creutzfeld-Jacob; e
campilobacteriose.

De acordo com Momesso et al. (2005), esta claro que patdogenos alimentares
ou produtos téxicos pré-formados precisam ser ingeridos para desencadear alguma
doenca. A excecdo das toxinas botulinicas, das micotoxinas e das toxinas de
fitoplancton, todos os agentes etiolégicos contaminantes de alimentos que causam
doencas podem ser contraidos por via fecal-oral. Nestes se incluem viroses de
origem alimentar, protozoarios e bactérias enteropatogénicas. Os microrganismos
causadores de DTA podem ser transmitidos a partir de fezes contaminadas e
superficies contaminadas por estas, pelas maos de manipuladores de alimentos com
habitos de higiene insatisfatorios, pela agua ou por vetores ou pragas urbanas.

Varios pesquisadores associam surtos de DTA com procedimentos
inadequados em uma ou mais etapas da producdo dos alimentos, por
descumprimento das normas de Boas Praticas de Fabricagao (BPF). Por esta razédo
se explica sua grande importéncia, pois estas normas asseguram a qualidade e
seguranga dos alimentos, prevenindo riscos de contaminagdo nociva a saude do
consumidor (BRASIL, 1993).

Munhoz (2006), objetivando avaliar o padrao higi€nico-sanitario de uma
Cozinha Piloto e de quatro pontos de distribuicdo de Botucatu, Sdo Paulo, analisou
amostras da merenda escolar e maos de manipuladores, pesquisando Salmonella
spp, Staphylococcus aureus e Escherichia coli e obteve resultados insatisfatérios,
que demonstraram potenciais riscos de surtos alimentares.

Conforme Jay (2005) descreve, conhecer os conceitos basicos de higiene na
manipulagédo de alimentos, ajuda a prevenir, controlar ou eliminar as DTA.

Considerando a necessidade de constante aperfeicoamento das acgdes de
controle sanitario na area de alimentos visando a protegcao a saude da populacéao, de
harmonizacao da agao de inspecao sanitaria em servigos de alimentacao, e ainda de
elaboracdo de requisitos higiénico-sanitarios gerais para servigos de alimentagéo
aplicaveis em todo territério nacional, em 2004, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), criou a Resolugao RDC 216 (BRASIL, 2004).
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Silva Junior (2001) conceituou as BPF como “um conjunto de agbes capaz de
eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude, intervindo nos problemas sanitarios
decorrentes do meio ambiente, da producgao e circulagdo de bens de consumo que
direta ou indiretamente relaciona-se com a saude, compreendidas todas as etapas e
processos da producao”. Ou seja, identifica, avalia e controla os perigos advindos de

um processamento, em todas as suas fases.

3.5 ANALISE DE PERIGOS E PONTOS CRITICOS DE CONTROLE

Para o setor de alimentos, é correto afirmar que os conceitos de qualidade e
seguranga tornaram-se itens obrigatorios, haja vista que falhas desta natureza
colocam em risco a saude do consumidor e a credibilidade do estabelecimento
(SENAC, 2004).

Segundo Silva Junior (2001), na tentativa de melhorar a qualidade e
seguranga dos processos de elaboragcdo de alimentos, e consequentemente
oferecer ao consumidor final um alimento que n&o lhe cause problemas nem
prejuizos a saude, surgiram algumas propostas, tais como: implantagdo de
Procedimentos Padronizados de Higiene Operacional (PPHO) e de Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF), implantagdo de sistema de qualidade e implantacdo do sistema
de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC).

Um alimento apto para o consumo, isto €, com seguranga, € aquele alimento
gue nao causa doenca ou dano ao consumidor (USA, 1994).

Um outro entendimento para alimento seguro destaca que a auséncia de
contaminagdes quimicas, fisicas e microbioldgicas garante seguranga aos alimentos
(SENAC, 2004).

Para entender o assunto, faz-se necessario conhecer alguns conceitos,
descritos pelo NACMCF (1992):

o Pontos Criticos de Controle sao locais ou operagées nos quais uma medida
de controle deve ser aplicada para eliminar, prevenir ou reduzir um perigo a um nivel
aceitavel.

o Perigos = contaminagbes ou agentes de natureza fisica, quimica ou

microbiolégica que podem tornar um alimento n&o seguro para 0 consumo.
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o Pontos de controle = sdo locais ou operagdes onde a perda de controle ndao
corresponde a risco a saude do consumidor.

Neste caminho, o sistema APPCC, de posse do conhecimento do produto e
do processo, identifica o qué e onde pode acontecer algo de errado, e BPF, por meio
de procedimentos padrdo de higiene operacional (PPHQO), procuram eliminar ou
manter em niveis toleraveis tais perigos (SILVA JUNIOR. 2001).

Para exemplificar essa informacdo, como parte de um estudo para
implantacdo do Sistema de APPCC num restaurante em S&o Paulo, foi conduzido
por Almeida (1995) um estudo microbiolégico das mé&os de manipuladores de
alimentos através da contagem de BHAM, S. aureus, C. perfringens e presenga de
Salmonella spp. e foram observadas contagens BHAM em niveis de até 10’
UFC/méao, contaminagdes por S. aureus e C. perfringens, embora Salmonella spp.
nao tenham sido isoladas. Estes dados serviram para determinar as maos dos
manipuladores como um dos PCC do processamento.

Da mesma forma, as demais superficies de contato direto com o alimento,
objeto deste estudo, sédo igualmente considerados PCC, pois podem interferir por
contaminagao cruzada, na microbiota do produto final (DIAS, 1998; HUTTEN, 2000;
VARGAS E QUINTAES, 2003).

3.6 COLIFORMES TERMOTOLERANTES

A bactéria conhecida hoje como Escherichia coli foi descrita pela primeira vez
pelo Dr. Theodor Escherich em 1885, ao tentar isolar o agente etiolégico da célera
(ADAM; MOSS, 1997).

A Escherichia coli foi reconhecida como patégeno humano apds ter causado
uma epidemia de diarréia infantil, em uma creche aos meados da década de 40,
produzindo um indice de mortalidade da ordem de 50%. Na década de 60
apareceram as primeiras referéncias de cepas produtoras de enterotoxinas em
animais jovens com diarréia, e em 1970 foi descoberto que cepas virulentas
produziam enterotoxinas (JAY, 2005). Segundo este autor, a Escherichia coli foi
reconhecida como patdogeno de origem alimentar, quando ocorreram
aproximadamente 400 casos de gastroenterite devido a contaminacgéo de queijos por
uma linhagem enteroinvasiva, que foram importados e comercializados em 14

estados americanos.



37

A industria de alimentos, durante a maior parte do século XX, considerou a
contaminacgao por E. coli, simplesmente como um problema relacionado a praticas
insatisfatérias de higiene, particularmente, contaminagdo de origem fecal. No
entanto, nas ultimas décadas, comprovou-se que muitos tipos dessa bactéria sao
altamente patogénicos para 0 homem e podem provocar infec¢gdes graves, levando
pacientes a oObito. Isto ocorreu devido ao aprofundamento dos estudos e a
identificacdo de diferentes cepas de E. coli associadas a quadros clinicos de colite
hemorragica, desinteria, cistite, nefrite, infecgdes de feridas cirurgicas, septicemia e,
especialmente, da sindrome urémica-hemolitica (GERMANO; GERMANO, 2003).

Baseado nos fatores de viruléncia, manifestagdes clinicas e epidemiologia, as
linhagens de Escherichia coli consideradas patogénicas foram agrupadas em
classes (GERMANO; GERMANO, 2003; JAY, 2005):

o Enteropatogénica classica (EPEC): acomete recém-nascidos e lactentes,
causando diarréia sanguinolenta ou aquosa;

o Enterotoxigénica (ETEC): provoca a diarréia infantil e a diarréia dos viajantes,
sendo esta aquosa e abundante;

o Enteroagregativa (EAggEC): responsavel por quadros agudos e persistentes
de diarréia aquosa. Do ponto de vista epidemioldgico, € pouco estudada.

o Difusamente aderente (DAEC): acomete individuos cujo sistema imunolégico
nao esta totalmente formado e também criancas mal nutridas.A diarréia
desencadeada € aquosa. Esta classe também é pouco estudada do ponto de vista
epidemiologico.

o Facultativamente Patogénica (FEEC): aparentemente associada a surtos
esporadicos de diarréia.

o Enteroinvasora (EIEC): acomete jovens e adultos. A diarréia produzida pode
ser sanguinolenta ou ndo, com presencga de leucdécitos e muco;

o Enterohemorragica  (EHEC): acomete com  bastante  gravidade,
preferencialmente criancas e idosos. Dentre as inumeras cepas virulentas do
microrganismo, a que constitui maior preocupagao para as autoridades de saude é a
E. coli O157:H7, que é responsavel pela forma enterohemorragica da infecgéo,
tendo sido identificada em 1982, associada com surtos de colite hemorragica.

A E. coli € uma enterobactéria Gram-negativa em forma de bastonete,

catalase-positiva, oxidase negativa, ndo esporogénica, movel por flagelos
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peritriquios ou ndo moével, anaerdbia facultativa capaz de fermentar a glicose e a
lactose em 48 horas, produzindo acido e gas em caldo especifico em temperaturas
em torno de 44,5°C. Utiliza para seu crescimento acetato e glicose como fonte de
carbono, porém o citrato ndo pode ser utilizado (ACHA; SZYFRES, 2001).
Geneticamente apresenta relagdo intima com o género Shigella, embora sua
atividade bioquimica seja mais intensa (GERMANO; GERMANO, 2003).

A E. coli & membro da familia Enterobacteriaceae e contem,
aproximadamente, 1000 tipos antigénicos. (GERMANO; GERMANO, 2003). Todas
as cepas patogénicas de E. coli sdo destruidas pelos desinfetantes clorados e por
radiacdes gama (JAY, 2005).

3.7. Staphylococcus COAGULASE POSITIVA

Os estafilococos sédo bactérias Gram-positivas, imoveis, de forma esférica,
agrupadas em massas irregulares em forma de "cacho". Apresentam metabolismo
respiratério e fermentativo, atuando sobre carboidratos com producdo de acidos,
sendo aerdbias e anaerdbias facultativas. Podem crescer em temperaturas de 7 a
48°C, com um o6timo de 30 a 37°C (HOLT et al, 1994).

De acordo com Germano e Germano (2003), o género Staphylococcus € o
agente responsavel por aproximadamente 45% das intoxicagbes no mundo. A
contaminagao por este microrganismo pode ser durante os estagios de produgao ou
estocagem do alimento, por cepas de origem ambiental ou humana. Encontrando
condigbes favoraveis como aquecimento ou refrigeragdo em temperatura
inadequada, esta bactéria cresce e pode produzir toxinas.

As peculiaridades do seu habitat tornam a sua presenga largamente
distribuida na natureza, sendo transmitido aos alimentos por manipuladores, na
maioria dos casos por portadores e também por animais, principalmente, gado
leiteiro com mastites, apresentando altos numeros do microrganismo no leite
(FORSYTHE, 2002).

Os sintomas da intoxicacao estafilococica aparecem dentro de uma a seis
horas apdés a ingestdo do alimento contaminado. Segundo Martins (2006), a
ocorréncia deste microrganismo é esperada em alimentos que n&o sofreram
tratamento térmico suficiente para sua destruicdo ou que foram manipulados e/ou

refrigerados inadequadamente.
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Segundo Andrade e Zelante (1989), alimentos que sofrem manipulagdao sao
potencialmente capazes de causar intoxicacdo estafilococica e os manipuladores
sdo importantes fontes de contaminagéo de S. aureus.

Alguns autores como Aquino et al. (1996) e Dams et al. (1996) ja estudaram a
qualidade microbiolégica de pescados comercializados em Manaus e Floriandpolis,
respectivamente, e encontraram amostras positivas para Staphylococcus aureus e
Salmonella spp.

Hilluy et al. (1996) também avaliando amostras de pescados, verificaram a
ocorréncia de S. aureus em grande parte dos alimentos testados, relatando erros
nas etapas de processamento.

Da mesma forma, Raddi (1988), pesquisou a presenga deste patdgeno em

manipuladores de alimentos, tamanha a importancia do tema.

3.8 Salmonella spp.

No final do século XIX foram identificadas as primeiras bactérias do género
Salmonella. A descricdo morfolégica desta bactéria foi feita, em 1884, por Gaffky
(BARROW, 1993; CORREA; CORREA, 1992).

O nome do género Salmonella foi proposto por Ligniéres, em 1900, em
homenagem ao patologista norte-americano Daniel Elmer Salmon (MERCHANT;
PACKER, 1980). A partir de 1925, comecaram a serem utilizadas as provas
sorologicas na identificacdo, sendo incluidos no género S. typhimurium e S.
paratyphi. Posteriormente, foram descritos varios sorotipos de Salmonella spp.,
atingindo aproximadamente 900 sorotipos, que deram origem ao esquema de
Kauffman-White, reconhecido a partir de 1932 (CORREA; CORREA, 1992).

Recentemente, S. Typhimurium DT104 emergiu no Reino Unido. Este
patdbgeno € curioso por apresentar um padrdo multiplo de resisténcia a
antimicrobianos. As taxas de mortalidade entre humanos e animais contaminados
por esta bactéria sdo elevadas (WHO, 2003).

Pertencentes a familia Enterobacteriaceae, sdo bastonetes Gram negativos,
formam gas a partir da glicose, excetuando-se os sorovares S. gallinarum e S.
pullorum. Apresentam ainda como caracteristicas metabodlicas bem definidas, a
capacidade de descarboxilagdo da lisina e ornitina, produgdo de gas sulfidrico e

utilizacao de citrato como fonte unica de carbono (RODRIGUES, 2005). Estas
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bactérias ndao formam esporos, sdo catalase-positivas, oxidase-negativas, redutoras
de nitratos a nitritos e, geralmente, méveis com flagelos petriquios, excegao da S.
galinarum e da S. pullorum (GERMANO e GERMANO, 2001).

Os membros do género Salmonella s&o caracterizados pela morfologia de
bastonete medindo 0,7 — 1,5 X 2 — 5 ym. Metabolicamente sdo quimiorganotréficos
tanto pela via respiratéria como pela fermentativa. Os carboidratos usualmente
fermentados incluem L-arabinose, maltose, D-manitol, D-mannose, L-rhamnose, D-
sorbitol, trehalose, D- xylose. Necessitam, como temperatura otima para
multiplicagcéo, de 37°C (LE MINOR, 1984).

Comparando com outros bastonetes Gram negativos, as salmonelas sao
relativamente resistentes a varios fatores ambientais. A adaptabilidade fisiologica de
Salmonella spp. € demonstrada por sua habilidade para proliferar em pH entre 7.0-
7.5 (extremos 3.8-9.5), temperaturas de 35- 43°C ( extremos de 5 a 46°C) e uma
atividade hidrica de 0,99 até 0,94, podendo ser observadas variagbes entre
sorovares ou cepas. A bactéria é sensivel ao calor, ndo sobrevivendo a temperatura
superior a 70°C, no entanto a termo-resisténcia pode incrementar-se com menor
coeficiente de 4agua. A inativagcdo ocorre rapidamente em temperatura de
pasteurizacdo em alimentos com atividade de agua superior a 0,95. Atividades de
agua inferiores aumentam a termo-resisténcia (RODRIGUES, 2005).

Segundo Silva Junior (2001), o género Salmonella tem grande importancia
para a saude coletiva, considerando-se seu carater zoondtico e sua ampla
distribuicdo na natureza. Entre os 2.500 sorotipos de bactérias deste género
existentes, a maioria, tem sido responsavel principalmente por surtos de doencas de
origem alimentar em varios paises do mundo, incluindo o Brasil.

O sorotipo de maior significAncia em saude publica € o da Salmonella
enteritidis (POPPE, 1994). No Brasil, significativo aumento de S. enteritidis foi
detectado, tornando-se, o sorotipo de Salmonella enterica mais frequentemente
isolado de casos de infeccbes humanas, e também de materiais de origem nao
humana, principalmente de alimentos destinados ao consumo humano
(RODRIGUES, 2005).

Tassou et al. (2004) encontraram Salmonella enterica subespécie enterica
sorotipo enteritidis PT4 em peixes e produtos pesqueiros, e justifica o fato pela

capacidade de sobrevivéncia do patégeno em baixas temperaturas.
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Para agravar a situagdo da salmonelose no cenario mundial, passaram a ser
relatados nos Estados Unidos, surtos de infecgcdo alimentar com amostras
resistentes a varios antibidticos, como a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina,
sulfas e tetraciclinas (CODY et al., 1999). Em um estudo de um ano de duracgéo,
realizado entre 1998 e 1999, pelo “United States Food Safety Inspection Service”,
14% dos frangos de corte positivos para Salmonella spp. tinham o sorotipo
Typhimurium, esta proporgéo foi de 9.5% em gado de corte, 3.8% em perus e 23%
em suino (SMITH et al., 2002)

Segundo Jay (2005), a sindrome da infecgdo por Salmonella spp. é causada
pela ingestdo de alimentos que contenham numeros significativos de espécies do
género. Os sintomas surgem em torno de 12 a 14 horas apds a ingestao dos
alimentos, embora periodos mais curtos e longos ja tenham sido relatados.
Consistem em nauseas, vémitos, dores abdominais, dor de cabeca, calafrios e
diarréia. A taxa de mortalidade é de 4,1%, em média. Os principais alimentos
envolvidos em surtos de salmonelose s&o: carne bovina, carne de peru, carne de
frango, sorvete, carne suina, produtos lacteos, ovos, produtos de panificagdo, entre
outros. Em vista da distribuicdo mundial desta bactéria, o controle de salmoneloses
sera alcangado tornando animais e pessoas, portadores assintomaticos, livres deste
microrganismo, além de se evitar contaminag¢des cruzadas.

Silva (2004) publicou uma pesquisa de surto de toxi-infeccdo que acometeu
28 pessoas, em cujas fezes, foram identificadas Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Typhimurium. Estudos epidemiolégicos indicaram que o veiculo da
contaminacgao foi o sanduiche de tomate seco com queijo branco servido pelo bufé.

Embora sua patogenicidade seja conhecida, num estudo conduzido por Hsun
et al. (2005), Salmonella spp. foi responsavel por apenas 4,9% dos surtos de origem

alimentar ocorridos em Taiwan de 1995 a 2001.

3.9  Vibrio parahaemolyticus

O género Vibrio pertence a familia Vibrionaceae, a qual inclui também os
géneros Plesiomonas e Photobacterium. Esta familia € a que mais possui espécies
potencialmente patogénicas para o homem (MATTE et al. 2006).

As espécies do género Vibrio sao representadas por bacilos Gram negativos,

pleomoérficos, curvos ou retos, moveis por meio de um ou mais flagelos polares,
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catalase e oxidase positivos. Sao anaerdbias facultativas, ndo formam esporos, séo
extremamente sensiveis as temperaturas de cocgdo. Sdo habitantes de ambientes
aquaticos, sendo a maioria de origem marinha, requerem 2% a 3% de cloreto de
sédio ou uma base de agua do mar para crescimento 6timo. Formam a microbiota
aquatica responsavel pela reciclagem de compostos organicos, como a quitina (JAY,
2005).

Varias bactérias do género Vibrio sdo habitantes naturais de ambientes
aquaticos presentes em aguas salgada, salobras e doces, podendo estar presentes
nos produtos da pesca (GIBOTTI et al. 2000). Nos meses frios podem estar
presentes no lodo marinho e nos meses quentes podem estar livres na agua do mar
ou nos peixes e moluscos (BUTT et al. 2004; SAO PAULO, 2004).

Atualmente existem mais de 90 espécies de Vibrio propostas, das quais 63
foram validadas até 2004 (ROUX et al., 2005). Dentre estes, estao incluidos outros
agentes que sao considerados potencialmente patogénicos e capazes de causar
problemas de saude coletiva, relacionados com infecgcbes em humanos como: V.
parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus, V. fluvialis (MATTE, 2003).

Os mecanismos de patogenia dos vibrios ndo estdo completamente
esclarecidos. As estirpes patogénicas de V. parahaemolyticus sao conhecidas por
produzirem uma hemolisina termoestavel responsavel pela reacdo de Kanagawa.

O V. parahaemolyticus foi primeiramente relacionado a gastrenterite em 1950,
apos um surto de intoxicacao alimentar no Japao. Desde entdo, tem sido apontado
como a principal causa de intoxicagdo alimentar em Taiwan e no Japao (MATTE,
2003).

Aproximadamente 60% a 80% das doencas associadas ao Vibrio
parahaemolyticus sdo caracterizadas por sintomas de gastrenterites, 34%
apresentam feridas infecciosas, e 5% septicemia. A taxa de mortalidade é 1% a 4%,
e acontecem quando os pacientes desenvolvem a septicemia, entretanto
gastrenterites sdo mais comuns (BUTT et al. 2004); GERMANO e GERMANO,
2003). Outros sintomas incluem dor abdominal, nauseas, vOmitos e febre (BUTT et
al. 2004).

Os peixes e moluscos (em geral ostras), crus ou mal cozidos, estdo
associados a transmissdo do V. parahaemolyticus. A bactéria patogénica ou nao-
patogénica é frequentemente isolada de estuarios, ambiente marinho, peixes e

moluscos vivendo nestes meios. Existe uma correlagao entre a doenga e o consumo
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dos alimentos nos meses quentes do ano. A refrigeracado inadequada dos alimentos
contaminados ou sua permanéncia em temperatura ambiente favorece a proliferacéao
desses microrganismos (BUTT et al., 2004; SAO PAULO, 2004).

Numerosos casos de gastrenterite registrados no Japéo, Estados Unidos e
Europa associados a ingestao de frutos do mar, ttm como agente causal o Vibrio
parahaemolyticus. No Japao, inclusive, este agente & a principal causa de
enfermidades de origem alimentar (JAY, 2005). Entretanto, poucos s&o os relatos
sobre a ocorréncia desta bactéria em alimentos comercializados no Brasil e sua
incidéncia em casos de gastrenterites (SAAVEDRA et al, 2004), embora Magalhaes
et al (1991) tenham descrito a ocorréncia desta bactéria em 7,1% de fezes diarréicas
humanas analisadas. Isto € explicado por Jay (2005) devido ao fato de sua detecgao
em agua so ocorrer entre 19-20°C; por néo crescer a 4°C e nem acima de 44°C.

Na pesquisa sobre ocorréncia de V. parahaemolyticus em mexilhées do litoral
de Santa Catarina feita por Archer et al (1994), em 52,5% das amostras foi
constatada a presenca desta bactéria, com niveis de contaminacdo entre <3 e 93
NMP/g, embora nenhuma dessas culturas tenha apresentado positividade para o
teste de Kanagawa, que caracterizaria sua viruléncia.

Num estudo semelhante com 50 amostras de mexilhdes e ostras
comercializados na cidade de Niteroi, Pereira et al. (2004) isolaram 141 cepas da
espécie, mas nenhuma destas culturas foi positiva para o teste de Kanagawa.

De acordo com a grande relevancia do assunto e do patdégeno em questao,
Chen (2004), com o objetivo de avaliar a presenca de Vibrio parahaemolyticus em
atum, coletou amostras vendidas em pontos comerciais de Sao Paulo, comparando
a sazonalidade da contaminagdo e avaliando a sensibilidade do microrganismo a
antibidticos.

Estudos com “sashimi” comercializado em restaurantes no Brasil foram
conduzidos para identificar possiveis riscos a saude dos consumidores de alimentos
crus, que sao produtos de mais alto risco, e as pesquisadoras obtiveram importantes
dados relacionados a Saude Coletiva (MARTINS; SANTOS, 2006).

Ogawa (2001) conduziu uma pesquisa onde foram obtidos importantes dados
epidemioldgicos a respeito dos 8.383 casos de intoxicagdo alimentar causada por
este microrganismo ocorridos no Jap&o no periodo de 1975 a 1999, o que facilitou a

adogdo de medidas preventivas por partes de Orgéos de Saude do pais.
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3.10 BACTERIAS HETEROTROFICAS AEROBIAS MESOFILAS

Germano e Germano (2003), descrevem bactérias meséfilas como
microrganismos cujo crescimento atinge uma temperatura 6tima de 30°C a 45°C,
sendo a minima 5°C e a maxima, 47°C.

Neste grupo de bactérias, estdo inseridos os principais patdégenos envolvidos
em doencas de origem alimentar. Por este motivo, é importante, na maioria das
pesquisas, mesmo quando especificas para um patégeno, quantificar as BHAM para
se fazer uma avaliagdo geral dos mesodfilos presentes no alimento em questédo
(HUTTEN, 2000).

As BHAM séao consideradas como indice de sanidade, e sua auséncia indica
que a manipulacdo e as condigdes de conservagao foram adequadas (JAY, 2005).

Em sua pesquisa com peixes frescos comercializados em Seropédica,
Agnese (2001) concluiu que os valores encontrados para a contagem de mesofilos e
enumeracao de coliformes totais revelam a importancia de um maior controle na
higiene de elaboragao e comercializagao.

Lira (2001), quando pesquisou a qualidade dos peixes comercializados em
Maceio, AL, os resultados microbiolégicos quanto a Contagem de BHAM revelaram
que 82% das amostras testadas apresentavam até 6,0 LOG1, UFC/g, enquanto que
17,8% apresentaram contagens de 7,0 LOG1o UFC/g e concluiu que os estavam

sendo comercializados em condi¢des sanitarias insatisfatérias.

3.11 BACTERIAS HETEROTROFICAS AEROBIAS PSICROTROFICAS

O uso de baixas temperaturas para conservar alimentos esta baseado no fato
de que o crescimento microbiano pode ser retardado por temperaturas acima da de
congelamento e pode ser inibido por temperaturas abaixo do congelamento. A raz&o
para isso € que todas as reagdes metabdlicas dos microrganismos sdo catalisadas
por enzimas, e a taxa de catalise € dependente da temperatura (JAY, 2005).

Atualmente, é amplamente aceito pelos pesquisadores da area de
microbiologia que um psicrotréfico € um organismo que pode crescer sob
temperaturas entre 0°C e 7°C e produzir col6nias visiveis ou turbidez dentro de sete
a dez dias (FORSYTHE, 2002).
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Dentre os trés intervalos de temperatura distintos para estocagem de
alimentos sob baixas temperaturas estabelecidos, destacam-se para este estudo, as
temperaturas de refrigeragdo, compreendidas entre 0°C e 7°C, idealmente n&o
superiores a 4,4°C (FORSYTHE, 2002).

Segundo Jay (2005), o crescimento de bactérias ja foi demonstrado a -20°C.
Os alimentos mais comumente associados a esse fendmeno sdo bacon, sorvetes,
frutas, suco de frutas concentrados, pois contém crioprotetores que diminuem o
ponto de congelamento da agua.

Abreu (2005), em sua dissertagdo, concluiu que amostras de peixe-sapo
irradiado mantiveram a melhor qualidade bacteriolégica e sensorial, quando
receberam 5,0 kGy, pois esta concentracdo de radiagdo gama, reduziu mais
eficientemente a concentracédo de BHAP no alimento.

Oliveira (2005), obteve em suas analises em camarao, valores de 5,34 a
13,39 LOG1¢ UFC/g amostras de camarao inteiro e descabegado, mantidos a 0°C e
sugeriu maior controle higiénico-sanitario na aquisicdo da matéria-prima, para obter
melhores resultados.

Jesus (2001), avaliando a estabilidade microbiolégica de carnes de peixes
amazobnicos congeladas, observou que a estocagem do produto por 150 dias sob
baixas temperaturas diminui a atividade microbiana reduzindo as concentragdes de
BHAP.

3.12. ANTIMICROBIANOS

Segundo Jay (2005), os agentes antimicrobianos s&o substancias de origem
bioldgicas e/ou sintéticas que produzem toxicidade seletiva sobre microrganismos.

Andrade (2000) pesquisou a sensibilidade “in vitro” a cinco antibidticos e
quimioterapicos, 291 cepas de Staphylococcus aureus isolados de 667 amostras de
leite procedentes de 375 vacas reagentes ao “California Mastitis Test” (CMT).

Tavares (2000) descreveu que a resisténcia aos antimicrobianos é um
fendbmeno genético, relacionado a existéncia de genes contidos no microrganismo
que codificam diferentes mecanismos bioquimicos que impedem a agéo das drogas.
A resisténcia pode ser originada em mutagées que ocorrem no germe durante seu
processo reprodutivo e resultam de erros de copia na sequéncia de bases que

formam o DNA cromossdmico, responsaveis pelo cddigo genético. A outra origem da
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resisténcia € a importagdo dos genes causadores do fendmeno, consistindo na
resisténcia transferivel. Esta resisténcia faz-se através dos mecanismos de
transducéo, transformacgéo e conjugacao e, frequentemente, envolve genes situados
em plasmidios e transposons.

Segundo Bauer (1966), essas substancias existem sob duas formas
diferentes: quimioterapicos e antibidticos. A fundamentacao de seus efeitos pode ser
descrita como :inibi¢do do crescimento de microrganismos ainda que na presenga do
agente (acdo bacteriostatica); acdo de lise das células microbianas (agéo
bactericida).

Quanto ao mecanismo de agao, os agentes antimicrobianos sao classificados
como: drogas que atuam sobre a parede celular; que atuam sobre a membrana
celular; que afetam sintese protéica; que afetam o metabolismo dos acidos nucléicos
interferindo na sua sintese; que interfferem em alguma fase do metabolismo
intermediario das bactérias (BAUER, 1966).

Existem diversas técnicas disponiveis para se medir a sensibilidade in vitro
das bactérias aos agentes antimicrobianos. Na maioria dos casos, o teste de difuséo
em Agar € o método de eleicdo para se testar a sensibilidade das bactérias
patogénicas de rapido crescimento (CLSI, 1990).

No Brasil, na atualidade, os estafilococos, tanto o S. aureus como o S.
epidermidis, mostram-se resistentes a penicilina G, ampicilina e amoxicilina em mais
de 70% das cepas isoladas, seja em ambiente hospitalar ou na comunidade, néo
sendo mais indicado o uso destes antimicrobianos para o tratamento de infecgdes
estafilococicas, mesmo que benignas e mesmo que procedam do ambiente extra-
hospitalar (FARIAS et al. 1997; JAY, 2005; TAVARES, 2000).

Lange (2006), pesquisou a ocorréncia de MRSA apresentando o fendtipo BLr
em 60 amostras de S. aureus obtidas do laboratério clinico do Instituto de
Puericultura Martagao Gesteira (IPPMG), localizado no Rio de Janeiro, RJ e ainda
15 amostras de MRSA obtidas de pacientes de Porto Alegre, RS e 6 outras de
paciente do Rio de Janeiro, devido & grande importancia do tema frente aos Orgéos

de Saude Coletiva.
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3.13. PADROES BACTERIOLOGICOS

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), do Ministério da Saude,
através da RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001, preconiza parametros
bacteriolégicos para alimentos, referindo a pratos prontos para o consumo
(alimentos prontos para consumo de cozinha, restaurantes e similares), indicando
como valores de tolerancia maxima para amostras analitica a base de carne,
pescado e similares crus (quibe cru, carpaccio, “sushi”, “sashimi” etc.): Coliformes a
45°C = 10* NMP/g; Estafilococos coagulase positiva = 5x10® UFC/g; V.

parahaemolyticus = 10®* NMP/g; e Salmonella spp. = auséncia/25 g (BRASIL, 2001).



4 MATERIAL E METODOS

Serao descritos o material e os métodos utilizados no desenvolvimento do

experimento.

4.1 MATERIAIS PERMANENTES

o auto-clave

o balanca analitica de preciséao
o banho-maria

o bico de bunsen

o contador de colbnias

o destilador

o estufa bacteriologica regulada a 36°C +1°C
o fogao

o forno Pasteur

o geladeira

o haldmetro

o microscopio optico

o “stomacher”

o termémetro

pipeta automatica 1000 microlitros

4.2 MATERIAIS DE CONSUMO

o Agulha e al¢a de platina
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. Alcool a 70%
o Algodao hidréfilo e hidrofobo

o Discos da Polisensidisc DME

o Embalagens plasticas para “stomacher”

. Placas de Petri descartavel

o Ponteiras descartaveis para pipetador automatico

o Tubos tipo “Ependorf”

o Vidrarias: becher, baldo volumétrico, erlenmeyer, funil, tubos de ensaio,
bastao de vidro, bastao do tipo Hockey

o Meios de cultura: Agar Baird-Parker; Agar BHI; Agar LIA; Agar Mueller Hinton;
Agar nutriente; Agar nutriente sal 3%; Agar padréo para contagem; Agar Rambach;
Agar TSI; agar tiosulfato citrato sais biliares (TCBS); Agua de peptona tamponada;
Caldo BHI (cérebro-coracao); Caldo EC; Caldo glicose sal teepol (GSTB); Caldo
Flluorocult LMX; Caldo peptonado sal 3%; Caldo Salmosyst; Emulsdo de gema de
ovo a 50%; H,0O, 3%; Peptona de carne bacterioldgica; Plasma de coelho oxalatado;
Solugédo salina 0,85%; Solugdao salina peptonada 0,1%; Soro anti Salmonella
polivalente “O”; Tablete de enriquecimento Salmosyst.

o Reagentes: Alfa-naftol; Cristal violeta; Fucsina; Lugol; Reativo de Kovac's;

Telurito de potassio

4.3 METODOLOGIA DA ANALISE DOS PONTOS CRITICOS

Escolheram-se dois restaurantes de auto-servigo no municipio do Rio de
Janeiro, denominados X e Y, cujas condigbes de preparagdo de alimentos fossem
distintas quanto ao aspecto de estrutura fisica (edificagdo, instalagdes), e cujas
caracteristicas hipoteticamente pudessem determinar diferengcas entre os resultados
bacteriolégicos das amostras analisadas.

Acompanhou-se todo o processamento do objeto de estudo, o “sashimi”,
observando e avaliando criticamente todas as etapas do processo, em ambos 0s
estabelecimentos, para identificar os pontos criticos encontrados na elaboragdo do
produto. Para esta avaliacdo critica, foram estudados e usados como ferramentas
Legislagdes Sanitarias e pesquisas cientificas de autores ja citados anteriormente,
principalmente a RDC 216 da ANVISA (BRASIL 2004).
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A partir da determinagdo dos pontos criticos, iniciou-se a avaliacédo

bacterioldgica dos alimentos e superficies de contato direto com o0 mesmo.

44 AMOSTRAGEM

Foram coletadas 48 amostras de cada estabelecimento, perfazendo um total
de 96 amostras, sendo oito amostras de cada produto descrito: produto “in natura”
(matéria-prima, denominada amostra “A” — FIGURA 16); produto final antes da
exposi¢cao aos clientes no bufé de auto-servigo, denominada amostra “B” (FIGURA
19); produto final depois de duas horas de exposicdo no bufé a 8°C-11°C,
denominada amostra “C” (FIGURA 20); suabes de m&os dos manipuladores diretos,
denominada amostra “D”; suabes das laminas de corte de contato direto das facas
de contato direto na preparacao, denominada amostra “E”; suabes das placas de

corte em altileno de contato direto na preparagao, denominada amostra “F”.

45 METODOLOGIA DAS ANALISES BACTERIOLOGICAS

A coleta foi realizada com objetos (pegador ou talher em acgo inoxidavel)
previamente sanitizados com alcool 70%, e as amostras foram acondicionadas em
recipientes isotérmicos com gelo, visando a manutengdo de sua temperatura, e
encaminhadas dentro de um periodo de trés horas ao Laboratério de Controle
Microbiolégico de Produtos de Origem Animal da Faculdade de Veterinaria - UFF,
onde foram realizadas as analises bacteriologicas de: Contagem de BHAM, BHAP e
Staphylococcus coagulase positiva, isolamento e identificagdo de Salmonella spp., e
enumeracgao de Vibrio parahaemolyticus, coliformes termotolerantes e Escherichia
coli, comparando os resultados com os padrdes estabelecidos para o produto nas
legislagdes sanitarias vigentes e entre os estabelecimentos comerciais.

Os procedimentos das analises bacteriolégicas seguiram as determinacgdes
da Instrugcdo Normativa N° 62 (BRASIL, 2003), excetuando-se a técnica de
isolamento e identificacdo de Salmonella spp., que seguiu a descricao feita por
Pignato (1996).

A descricdo dos procedimentos analiticos desempenhados no laboratério

encontra-se a seguir.
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4.5.1 CONTAGEM DE BACTERIAS HETEROTROFICAS AEROBIAS MESOFILAS

Para pesagem e preparo da amostra, realizou-se pesagem de 25g da
amostra, adicionou-se 225 mL de solugdo salina peptonada 0,1%; homogeneizou-se
por 120 segundos em “stomacher”. Assim, obtinha-se a diluicdo 10™". A partir da
diluicdo inicial (10™"), efetuaram-se as demais diluicdes desejadas em tubos
“‘ependorf’” contendo 0,9 mL de solucdo salina peptonada 0,1%. Semeou-se 0,1 mL
de cada diluicao selecionada, com pipetador automatico, em placas de Petri estéreis.
Adicionaram-se cerca de 10 a 15 mL de Agar Padréo para Contagem (APC) fundido
e mantido em banho-maria a 46-48°C até o momento da vazagem. Homogeneizou-
se adequadamente o agar com o inoculo, deixando-se solidificar em superficie
plana. Posteriormente, incubaram-se as placas invertidas em estufa () a 36 £ 1°C por
48 horas. Para a leitura, selecionaram-se as placas que continham entre 25 e 250
colbnias. A partir dos resultados obtidos, calculou-se o numero de bactérias

presentes na amostra em analise, expressando o resultado em LOG4, UFC/g.
4.5.2 CONTAGEM DE BACTERIAS HETEROTROFICAS AEROBIAS PSICROTROFICAS

Para pesagem e preparo da amostra, realizou-se pesagem de 25 g da
amostra, adicionou-se 225 mL de solucdo salina peptonada 0,1%; homogeneizou-se
por 120 segundos em “stomacher”. Assim, preparava-se a diluicdo 10™". A partir da
diluicdo inicial (10™"), foram preparadas as demais diluicdes desejadas em tubos
“‘ependorf” contendo 0,9 mL de solucdo salina peptonada 0,1%, com auxilio de
pipetador automatico. Semeou-se 0,1 mL de cada diluicdo selecionada em placas de
Petri estéreis. Adicionaram-se cerca de 10 a 15 mL de APC fundido e mantido em
banho-maria a 46-48°C até o momento da vazagem. Homogeneizou-se
adequadamente o agar com o inoculo, deixando-se solidificar em superficie plana na
bancada da cabine de analise. Posteriormente, incubaram-se as placas invertidas a
5 £ 1°C por 10 dias. Para a leitura, selecionaram-se as placas que continham entre
25 e 250 colbnias. A partir dos resultados obtidos, calculou-se o numero de bactérias

presentes na amostra em analise, expressando o resultado em LOG4 UFC/g.
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4.5.3 CONTAGEM DE Staphylococcus COAGULASE POSITIVA

45.3.1 Contagem

Para o preparo da subamostra, pesaram-se 25 g da amostra, adicionaram-se
225 mL de solugao salina peptonada 0,1%; homogeneizando-se por 120 segundos
em “stomacher”. Assim, foi preparada a diluigdo 10". A partir desta, foram
preparadas as demais diluigbes desejadas em tubos “ependorf” contendo 0,9 mL
solugdo de salina peptonada 0,1%. Posteriormente, semeou-se 0,1 mL de cada
diluicdo selecionada sobre a superficie seca do agar Baird-Parker, previamente
preparado com a adigéo de telurito de potassio e gema de ovo esterilizada, vazado e
solidificado em placa de Petri. Com o auxilio de al¢ga de Drigalski, espalhou-se o
in6culo cuidadosamente por toda a superficie do meio, até sua completa absorcao.
Incubaram-se as placas invertidas a 36 = 1°C por 48 horas. Para a leitura,
selecionaram-se as placas que continham entre 20 e 200 colbénias. Contaram-se as
colbnias tipicas: pretas brilhantes com anel opaco, rodeadas por um halo claro,
transparente e destacado sobre a opacidade do meio. Nao foram encontradas
colonias atipicas (acinzentadas ou pretas brilhantes, sem halo ou com apenas um
dos halos). Registraram-se as contagens de coldnias tipicas e selecionaram-se trés
a cinco coldnias de cada placa e semeou-se cada col6nia em tubos contendo caldo
BHI (FIGURA 9), para posterior realizagao de provas confirmatdrias. Incubaram-se a
36 £ 1°C, por 24 horas.

45.3.2 Provas confirmatoérias

Prova da coagulase: Transferiu-se 0,3 mL de cada tubo de cultivo em caldo
BHI para tubos estéreis contendo 0,3 mL de plasma de coelho. Incubaram-se a 36 +
1°C por 6 horas. Verificou-se a presenga de coagulos, considerando os critérios
segundo Varnam (1991), como se segue:
Reacao negativa: ndo formagao de coagulo;
Reacédo 1+ : coagulo pequeno e desorganizado;
Reacéo 2+ : coagulo pequeno e organizado;

Reacao 3+ : coagulo grande e organizado;
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Reacao 4+: coagulagcao de todo o conteudo do tubo, que n&o se desprende mesmo
quando o tubo é invertido.

Para reagbes de coagulagdo do tipo 3+ e 4+, foram consideradas provas
positivas para Staphylococcus coagulase positiva. Quando a reagao de coagulagao
foi negativa, desconsiderou-se a possibilidade de a espécie presente ser
Staphylococcus coagulase positiva.

Também foram realizadas avaliagbes das caracteristicas morfo-tintoriais
através de esfregaco com coloragdo pelo método de Gram. A presenga de cocos
Gram positivos confirmaram os resultados obtidos na prova da coagulase (FIGURA
21).

Para confirmagao, foi realizada a prova da catalase, conforme o seguinte
meétodo: com auxilio de algca de platina, estéril, retirou-se uma aliquota do cultivo em
agar BHI e transferiu-se para placa de vidro contendo uma gota de perdxido de
hidrogénio a 3%. Misturou-se o in6culo ao perdxido e observou-se a reagao. Para a
nao observagao da formagédo de efervescéncia considerou-se prova negativa para
catalase. Para a observacao da formagao de borbulhas considerou-se prova positiva

para catalase.
453.3 Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Apds o isolamento e identificagdo, os cultivos de Staphylococcus coagulase
positiva, foram testados quanto a sensibilidade aos antimicrobianos, segundo o
método recomendado por CLSI (1990). Utilizaram-se os polidiscos da Polisensidisc
DME.

Prepararam-se placas de Petri contendo 20 mL de Agar Mueller Hinton, com
pH em torno de 7,2-7,4. A suspensao bacteriana utilizada foi ajustada com solugao
salina esterilizada para uma turbidez padrao de Bauer et al. (1966), correspondente
ao numero um da escala Mc Farland, que representa um total de 3 x 10® de
bactérias/mL de meio de cultura. Esta escala nefelométrica constitui o padrao de
turvacdo mais freqlientemente utilizado nos laboratérios para determinar a
intensidade da multiplicagdo bacteriana em meios de cultivo liquido. Quanto maior o
numero de bactérias, maior a opacidade do meio.

Com uso de suabe estéril, inoculou-se o cultivo liquido, em toda a superficie

do meio, em pelo menos trés sentidos, girando a placa apds cada espalhamento.
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Entao, foram colocados cuidadosa e assepticamente os discos de sensibilidade
sobre a placa, com auxilio de pinga previamente flambada.

Os discos utilizados foram dos modulos | e V. O médulo | € constituido pelos
antibidticos: Clindamicina; Eritromicina; Oxacilina; Penicilina G; Teicoplamina;
Vancomicina. Por sua vez, o mdédulo IV contém os seguintes antibacterianos:
Aztreonam; Cefoxitina; Ceftriaxona; Clorafenicol; Gentamicina; Tetraciclina.

As placas com os polidiscos foram incubadas a 35°C por 24 horas. Apds este
periodo, observaram-se os halos de inibicdo (FIGURA 22) que foram mensurados
com auxilio de um halémetro, conforme ilustrado na Figura 23 (milimetros). A
interpretacado do teste foi baseada na tabela que determinava as medidas padrbes
dos halos de inibigdo de cada antimicrobiano, segundo a classificac&o: resistente,

intermediario, moderadamente sensivel e sensivel.
4.5.4 NMP DE Vibrio parahaemolyticus

Foram pesados 50g da amostra e adicionaram-se 450 mL de Caldo
peptonado sal 3%. Homogeneizou-se por 120 segundos em “stomacher”. Assim, se
obteve a diluicdo 10”'. A partir da diluigao inicial (10™"), efetuaram-se as demais

diluicdes desejadas em caldo peptonado sal 3%.
4541 Provas presuntivas

Volumes de 0,1 mL foram inoculados em trés séries de tubos para cada uma
das diluicbes desejadas de trés tubos “ependorf’ contendo 0,9 mL de GSTB.
Incubaram-se os tubos a 36 * 1°C por 24 horas. Para a leitura, verificou-se a
presenca de turvagcdo do meio, pois indica a suspeita da presenga de Vibrio
parahaemolyticus. Anotou-se o numero de tubos de cada série que apresentaram

turvacao.
454.2 Isolamento em Agar TCBS
A partir de cada tubo de GSTB que apresentou turvagcédo, sem agita-lo e com

auxilio de uma alca de platina estéril, retirou-se uma aliquota do crescimento da

superficie, com auxilio de alca de platina, e estriou-se sobre a superficie seca de
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agar TCBS (FIGURA 12). As placas foram incubadas em posicao invertida a 36 +
1°C por 24 horas. Para a leitura, verificou-se o aparecimento de colbnias
arredondadas, opacas, de cor azul esverdeada, com dois a trés mm de diametro,
tipicas de Vibrio parahaemolyticus. Quando ndo houve formagdo de colbnias

suspeitas, o resultado foi considerado negativo para o tubo de origem.
4.5.4.3 Prova de identificacédo

Posteriormente, foram realizadas provas preliminares para identificacdo de
Vibrio parahaemolyticus. De cada placa com colénias supostamente tipicas no
TCBS, selecionaram-se de 2 a 3 colbnias tipicas e transferiram-nas
simultaneamente para tubos contendo caldo peptonado sal 3% e agar nutriente sal
3% inclinado. Incubaram-se os tubos a 36 + 1°C por 24 horas. A partir do cultivo
mantido em agar nutriente sal 3%, procedeu-se a verificagdo das caracteristicas
morfo-tintoriais a partir de esfregagco em lamina com seguinte coloragéo pelo método
de Gram. Onde nao foram observados bastonetes retos ou curvos Gram negativos,

a prova foi considerada negativa para Vibrio parahaemolyticus.

4.5.5 ENUMERACAO DE COLIFORMES TERMOTOLERANTES — NUMERO MAIS PROVAVEL
(NMP)

Pesaram-se 25g da amostra e adicionaram-se 225 mL de solugdo salina
peptonada 0,1%. Homogeneizou-se por 120 segundos em “stomacher”. Assim, se
efetuou a diluicdo 10™". A partir da diluicdo inicial (10'1), efetuaram-se as demais
diluicdes desejadas em solugao salina peptonada 0,1%.

Para a realizagdo das provas presuntivas, inocularam-se volumes de 0,1 mL
de cada uma das diluigdes desejadas em séries de trés tubos “ependorf’ contendo
0,9 mL solugao salina peptonada 0,1%. Incubaram-se os tubos a 36 + 1°C por 48
horas. A confirmagao de coliformes termotolerantes € indicada pela presenca de
fluorescéncia no tubo “ependorf’” quando observado sob luz ultravioleta. Para a
prova confirmativa de Escherichia coli, pingaram-se duas gotas de reativo de Kovacs
em cada tubo positivo na fluorescéncia para observacdo da formacido de anel
vermelho, que confirma a presenga desta espécie patogénica. O resultado obtido

para cada tubo foi anotado, bem como a diluigao utilizada. A partir da combinagao
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de numeros correspondentes aos tubos que apresentaram resultado positivo nos
testes confirmativos de fluorescéncia (coliformes termotolerantes e Escherichia coli,
como unico representante deste grupo de bactérias), verificou-se o Numero Mais
Provavel, usando-se a tabela de NMP (BRASIL, 2003).

4.5.6 IDENTIFICACAO E ISOLAMENTO DE Salmonella sPP.

4.5.6.1 Pré-enriquecimento, enriquecimento e plaqueamento seletivo

Para o preparo da subamostra, pesaram-se 25g da amostra, adicionaram-se
225 mL de caldo “Salmosyst” e homogeneizou-se por 120 segundos em
“stomacher”. Esta é a diluicdo 10", Incubou-se em estufa a 35°C por seis horas.
Retirou-se aliquota de 10 mL da suspensao pré-enriquecida e transferindo-a para
tubo de ensaio contendo tablete de suplemento Salmosyst; homogeneizou-se e
incubou-se em estufa a 35°C por 24 horas. Do tubo, transferiu-se com alca de
platina estéril, pequena aliquota para placa de Petri contendo meio Rambach e
estriou-se por esgotamento. Sucessivamente, as placas foram incubadas a 35°C por
24 horas (FIGURA 11). Nas placas, onde foram observadas colbnias vermelhas ou
rosas—escuro, foram retirados inoculos, com auxilio de alga de platina, e
posteriormente inoculadas em tubos contendo meios TSIl e LIA para provas de

triagem.

45.6.2 Reagdes em agar TSI

Inoculou-se no agar TSI, através de picada profunda e estriamento na
superficie inclinada do bisel. Incubou-se a 36 + 1°C por 18 a 24 horas. No agar TSI,
estdo presentes: glicose (1,0 g/L), lactose (10,0 g/L) e sacarose (10,0 g/L). Como a
glicose é um monossacarideo e estda em baixa concentragcdo, é rapidamente
fermentada anaerobiamente, formando acido no fundo do tubo, o que torna o meio
amarelo pela viragem do indicador vermelho de fenol (todos os membros da familia
Enterobacteriaceae fermentam a glicose com produgédo de acido). A fermentagao
aerobia da glicose, que ocorre na superficie do bisel, resulta em acido piruvico, que
€ posteriormente degradado a CO, e agua. A grande maioria das bactérias do

género Salmonella spp. ndo fermenta a sacarose e a lactose, ndo provocando
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alteracdes no meio TSI (que contém esses dois agucares). A maioria das salmonelas
apresenta no TSI (FIGURA 13) as seguintes reacdes: Acido na base, com ou sem

producao de gas. Alcalino ou inalterado no bisel. Com produgéo de H,S.

4.5.6.3 Confirmagao Soroldgica

Ressuspendeu-se o cultivo obtido em agar nutriente inclinado (de 18 a 24
horas) em aproximadamente dois mL de solucéo salina 0,85%. Em lamina de vidro,
depositou-se separadamente uma gota de solugado salina 2% e uma gota do soro
anti-Salmonella polivalente "O" (PROBAC DO BRASIL), diretamente do frasco. Em
seguida, acrescentou-se a cada uma delas uma gota da suspensido em teste. Com
movimentos circulares, realizou-se a leitura com iluminagao sobre fundo escuro em
um a dois minutos.

A classificacdo da reacao deu-se do seguinte modo:

° Positiva: presenca de aglutinagdo somente na mistura cultivo + anti-soro;

o Negativa: auséncia de aglutinagdo em ambas as misturas.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para se obter a distribuicdo normal, colocaram-se os dados reais da
contagem para logaritmo na base 10 para uniformizagdo dos mesmos (aproximando-
os da normalidade).

Os testes possuem intervalo de confianga de 95%. Quando N é grande (>30)
pode-se eliminar dados discrepantes. Como N=8, a homogeneizagao dos dados foi a
maior possivel para se aproximar da normalidade e usar a distribuicdo normal para
realizar o tratamento estatistico.

O tratamento estatistico das analises bacterioldgicas foi realizado segundo o
Teste T-student. O nivel de significancia adotado foi de 5% (THRUSFIELD, 1986).



5. RESULTADOS

Foram considerados pontos criticos no processamento do “sashimi”: a
matéria-prima, todas as superficies de contato direto com o produto (mdo do
manipulador, ldmina das facas de corte e placas de corte) e o bindmio tempo-
temperatura de manipulagdo, manutencao e exposi¢cao do produto ao consumidor.

Os resultados das analises realizadas nesta pesquisa estdo detalhadamente
representados nas tabelas localizadas nos apéndices no item nove.

Todos os resultados de contagens estdo expressos em LOGi, UFC/g
amostra, facilitando a analise estatistica através da maior aproximacdo da
normalidade dos valores obtidos, sendo utlizado o Teste T-Student para tratamento
estatistico dos resultados. Os resultados de NMP estdo expressos conforme tabela
de interpretagdo do Anexo lll da Instrugdo Normativa N° 62 (BRASIL, 2003).

Foi observada auséncia de Vibrio parahaemolyticus em 100% das amostras
analisadas, tanto no estabelecimento X, quanto no Y.

Pode-se constatar a presenca de Salmonella spp. em oito das 64 amostras de
alimentos analisadas (12,5%). No estabelecimento X, 100% das amostras testadas
foram negativas para esta bactéria. Das 32 amostras testadas no estabelecimento Y,
25% das amostras continham Salmonella spp. (TABELA 6), sendo seis amostras de
alimentos e duas, de maos dos manipuladores de alimentos.

Em relagdo a contagem de BHAM para superficies de contato direto com o
alimento, coletadas através de suabes (maos, facas e placas de corte), foram
encontrados os seguintes resultados no estabelecimento X (TABELA 3): trés
amostras de maos de manipuladores, trés de facas de corte e duas amostras de
placas de corte utilizadas no preparo direto do alimento, obtiveram contagens
superiores a 6,0 LOG1o UFC/g de amostra. As amostras, cujos resultados ficaram

acima desta concentragao, totalizaram 33,3% das superficies de contato analisadas
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neste estabelecimento (TABELA 6). As contagens obtidas variaram entre 1,00 e 9,93
LOG+o UFC/g de amostra (TABELA 3).

No estabelecimento Y (TABELA 4), uma amostra de m&o de manipulador, trés
de facas de corte e duas amostras de placas de corte de contato direto com o
alimento continham mais de 6,0 LOGy, UFC/g amostra. Estes resultados
representam 25% (TABELA 6) das superficies testadas para este grupo de bactérias
no estabelecimento Y. As contagens obtidas variaram entre 1,30 e 9,81 LOGo
UFC/g de amostra (TABELA 4).

Pbde-se constatar a presenga de Staphylococcus coagulase positiva em trés
das 96 amostras analisadas (3,1%).

No estabelecimento X, 4,2% das amostras testadas, representados por duas
amostras de alimentos, continham esta bactéria em concentracdes superiores a 3,0
LOG+o UFC/g de amostra (TABELA 6). As contagens obtidas variaram entre 0 e 4,83
LOG+o UFC/g de amostra (TABELA 1).

Das 48 amostras testadas no estabelecimento Y, 2,1% das amostras
continham Staphylococcus coagulase positiva (TABELA 6), sendo uma amostra de
alimento. As contagens obtidas variaram entre 0 e 5,04 LOG4, UFC/g de amostra
(TABELA 2).

Em relacdo a contagem de BHAP para alimentos, foram encontrados os
seguintes resultados no estabelecimento X (TABELA 1: 12 amostras, obtiveram
contagens superiores a 7,0 LOG1o UFC/g de amostra, sendo: cinco de matéria-prima
“A”; quatro, de “sashimi” antes da exposi¢cao no bufé “B” e trés, do “sashimi” apds a
exposicdo no bufé “C”. As amostras, cujos resultados ficaram acima dessa
concentracdo, totalizaram 50,0% dos alimentos testados neste estabelecimento
(TABELA 6). As contagens obtidas variaram entre 3,85 e 9,60 LOGq, UFC/g de
amostra (TABELA 1).

No estabelecimento Y (TABELA 2), cinco amostras de alimentos continham
mais de 7,0 LOGo UFC/g amostra, sendo: uma de matéria-prima; uma de “sashimi”,
antes da exposigao no bufé e trés, do “sashimi” depois da exposi¢cao no bufé. Estes
resultados representam 20,8% das amostras testadas para este grupo de bactérias
no estabelecimento Y (TABELA 6). As contagens obtidas variaram entre 1,48 e 8,03
LOG+o UFC/g amostra (TABELA 2).

No total, foram encontradas concentragcbes superiores a 7,0 LOG,, UFC/g
amostra em 35,4% dos alimentos testados para BHAP (TABELA 6).
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No teste de sensibilidade das cepas de Staphylococcus coagulase positiva
encontrados nas amostras testadas frente a dois diferentes grupos de
antimicrobianos (MODULO | E MODULO 1V), obtiveram-se grandes variacdes nos
resultados absolutos, obtidos ao medir o halo de inibicdo do crescimento da bactéria
(TABELA 8).

Na Tabela 9, pode ser observada a seguinte classificagdo da sensibilidade
das cepas do patogeno frente aos antimicrobianos: para a Clindamcina, 66,7% das
cepas testadas demonstrou-se resistente, 26,7%, intermediario e 6,7%, sensivel ao
antimicrobiano; para a Eritromicina, os resultados foram 60,0%, 26,7% e 3,3%,
respectivamente; para a Oxacilina, a sequéncia de resultados foi, 60,0%, 6,7% e
33,3%; para a Penicilina G, 66,7% das cepas testadas demonstrou-se resistente e
33,3%, sensivel; para a Teicoplamina, 80,0% foram resistentes, 13,3%,
intermediarios e 6,7%, sensiveis; 46,7% das cepas testadas demonstraram-se
resistentes e 53,3%, sensiveis ao antimicrobianos.

Para os antimicrobianos do Mdédulo IV, os resultados foram os seguintes: para
Aztreonam, 100% resistente; Cefoxitina, 60% resistente e 40% sensivel; Ceftriaxona,
66,7% das cepas testadas demonstraram-se resistentes, 6,7%, intermediarios,
20,0% moderadamente sensiveis e 6,7%, sensiveis ao antimicrobiano; para o
Clorafenicol, 73,3% das cepas testadas demonstrou-se resistente, 6,7%,
intermediario e 20,0%, sensivel, Gentamicina, a sequéncia foi de 80%, 6,7% e
13,3%, respectivamente; e finalmente, para a tetraciclina, 66,7% das cepas foram
resistentes e 33,3% sensiveis (TABELA 9).



6. DISCUSSAO

As variaveis do estudo foram selecionadas ao avaliar previamente o processo
de elaboragdo do “sashimi”, verificando e identificando os pontos criticos do
processamento, os quais poderiam determinar a origem da contaminacdo de
quaisquer amostras que viriam a ser analisadas durante a pesquisa. Matéria-prima,
produto final e superficies de contato direto com os alimentos foram analisadas para
avaliar as condigdes higiénico-sanitarias, que determinariam a inocuidade do
alimento em questao.

Para que o estudo obtivesse éxito em sua proposta, foi necessario avaliar e
monitorar outros fatores que poderiam influenciar nos resultados das analises,
tornando-os, entao, invariaveis, como o bindbmio tempo e temperatura na estocagem,
manipulacdo, manutencao e exposi¢ao do alimento.

Analisando os resultados para Vibrio parahaemolyticus, em cujo estudo
observou-se auséncia desta bactéria para todas as amostras testadas, pode-se
constatar que os resultados (TABELA 5) estdo de acordo com a legislagao brasileira
vigente (BRASIL, 2001).

Embora houvesse diferenca nas condi¢des higiénico-sanitarias dos
estabelecimentos X e Y durante a manipulagdo do alimento, estes fatores nao
determinaram diferencas nos resultados obtidos para V. parahaemolyticus, tanto
para X quanto para Y (TABELA 7), visto que a mais provavel razdo da presenga
deste patdogeno nos alimentos, caso estivesse presente, seria uma contaminagéo
oriunda desde a aquisicao da matéria-prima, e ndo uma contaminagdo consequente
a manipulacao (FIGURAS 17 e 18) do produto frente as condigdes a que estavam
expostos.

Embora a patogenicidade deste microrganismo € discutida em documentos

publicados pela FAO (2003) onde estdo descritos que os Vibrio parahaemolyticus
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designados como patogénicos nem sempre 0 sao, pois na maioria das especies
selvagens faltam os fatores de colonizagdo necessarios para a aderéncia e
penetragdo, toxinas apropriadas ou outros determinantes da viruléncia necessarios
para causar a doenga, os dados desta pesquisa séo relevantes, pois a presenca
deste patdégeno nos alimentos, principalmente naqueles consumidos crus, em
concentragdes superiores a 5,0 logio (JAY, 2005) levaria a uma intoxicacdo no
consumidor, aumentando os custos publicos com os servigos de saude.

Resultados semelhantes aos obtidos no presente estudo foram observados
na pesquisa de V.parahaemolyticus em 20 amostras de “sashimis” comercializados
em Sao Paulo, realizada por Santos (2006).

Estes resultados também estdo de acordo com os obtidos por Herrera et al.
(2006), num estudo sobre microrganismos patogénicos, incluindo V.
parahaemolyticus, em peixes marinhos frescos comercializados na Espanha, onde
100% das amostras foram negativas para esta bactéria.

Também similares, foram os resultados obtidos por Chen (2004) em pesquisa
realizada com atum, em S&o Paulo, na qual constatou que apenas trés das 112
amostras analisadas, continham esse patégeno, e ainda assim, obteve baixos
valores de NMP, quando comparados aos limites estabelecidos na legislagao
(BRASIL, 2001).

No entanto, comparando os dados do presente estudo com os resultados
obtidos por Martins (2006), observam-se significativas diferengas, ja que o V.
parahaemolyticus foi isolado em 35% das 20 amostras analisadas em “sushi’ e
“sashimi”, sendo este um dado muito importante quanto aos aspectos relacionados a
Saude Coletiva.

Pereira (2004) analisando varias espécies patogénicas da familia
Vibrionaceae, em amostras de ostras comercializadas em restaurantes de Niterdi,
Rio de Janeiro, isolou 264 culturas, sendo 40% destas, V. parahaemolyticus e
alertou para o grave risco a populagdo que consome este tipo de alimento sem
tratamento térmico.

Outro fator de grande importancia relacionado ao Vibrio parahaemolyticus é
sua resisténcia frente aos antimicrobianos. Embora este fator ndo tenha sido
pesquisado neste estudo, Saavedra (2004), observou nas estirpes de Vibrio spp.
estudadas, resisténcia de 80% a carbenicilina, de 40% a amoxicilina e ampicilina e

de 100% a estreptomicina, o que sdo dados de alto valor aos Orgaos de Saude.
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Conforme pode ser observado na Tabela 6, a constatacdo da presencga de
Salmonella spp. em 12,5% das amostras de alimentos analisadas, e que por esta
razao, estavam improprias para o consumo segundo os padrdes microbiolégicos da
legislacéo (BRASIL, 2001), e ainda da contaminagdo do mesmo patégeno em duas
das 16 amostras (12,5%) de maos dos manipuladores diretos dos alimentos,
caracterizam falhas evidentes em uma ou mais etapas de elaboragcédo do alimento,
significando dizer que o alimento coletado, assim como o suabe da superficie da
mao do manipulador, encontravam-se em condigdes higiénico-sanitarias
insatisfatérias segundo os padrdes legais ou cientificos (BRASIL, 2001; JAY, 2005),
e portanto, comprometendo a inocuidade do produto analisado.

Esses valores sdo de grande relevancia, devido ao alto grau de
patogenicidade da Salmonella spp., que levou a legislagcéo a exigir sua auséncia em
25 gramas de amostra analisada para que o alimento seja considerado proprio para
o consumo (BRASIL, 2001).

E importante ressaltar que de todas as amostras analisadas no
estabelecimento X, obteve-se auséncia da bactéria em 25g de amostra.

As edificagdes e instalacbes do estabelecimento Y contavam com
caracteristicas como climatizagcdo do ambiente de manipulacdo e camaras
frigorificas especificas para peixes, o que levou a uma falsa hipotese de que seriam
obtidos melhores resultados bacteriolégicos nas analises, quando fossem
confrontados com o estabelecimento X. Isto porque os alimentos produzidos no
estabelecimento Y estariam menos expostos a variagdes de tempo-temperatura
durante as etapas compreendidas na elaboragcdo do produto final antes de sua
exposicdo ao consumo: estocagem, pré-preparo, preparo € manutencdo; e ainda
menos expostos a fatores que determinam contaminagdes cruzadas, o que
aumentaria a contaminacdo do alimento e/ou superficies (HUTTEN, 2000).
Entretanto, esta pré-suposigdo nao foi confirmada quando as analises foram
realizadas, pois melhores resultados foram obtidos no estabelecimento X para
pesquisa de Salmonella spp., conforme pode-se observar na Tabela 7.

Esses resultados que contrariaram a hipotese supracitada podem ser
explicados pela ocorréncia de falhas durante o processo de elaboragao do produto,
0 que pode ser independente das caracteristicas fisicas do estabelecimento, tais
como: a aquisicdo de matéria-prima sem devido controle de suas qualidades

microbiolégica e fisico-quimica e de sua temperatura de transporte; o tempo
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excessivo gasto na manipulagcdo do produto durante a elaboragdo; as condicdes
precarias de higiene durante a manipulagdo; a existéncia de portadores
assintomaticos de Salmonella spp.. Este tipo de falha pode ser minimizado ou
eliminado com Educagédo Sanitaria e Treinamentos sobre a seguranga dos
alimentos, que embora existissem no local, pdde-se constatar que houve falha na
execucao das orientagoes.

Outra provavel explicagdo para esse resultado que contraria a pré-suposicao
de um melhor resultado para o estabelecimento Y, é o fato de que, no presente
estudo, os resultados bacteriolégicos obtidos neste local foram contagens menores
de BHAM e BHAP, e menor NMP de coliformes termotolerantes, quando comparado
com os resultados do estabelecimento X, conforme os dados contidos nas Tabelas
1, 2, 3 e 4. Por esta razdo, ou seja, a grande quantidade de outras bactérias
presentes no meio nas amostras do estabelecimento X, podem provocar
competi¢cdes microbiolégicas entre os microrganismos contaminantes presentes e/ou
producdo de bacteriocinas excretadas por outras espécies de bactérias presentes
em maior numero nas amostras analisadas do estabelecimento X, tornando o meio
desfavoravel a sobrevivéncia da Salmonella spp. nestas amostras. A ocorréncia de
bacteriocinas, inclusive colicinas, foi descrita por Jay (2005) e Forsythe (2002).

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a contaminagdo por
Salmonella spp., nas amostras do estabelecimento Y, pode ter origem na matéria-
prima (A), o que teria como consequéncia a presenca da bactéria também nas
amostras de produto final antes e depois da exposicdo ao consumo (B e C,
respectivamente) pois ambas sdo oriundas de “A”. O mesmo raciocinio se aplica
para explicar a origem da contaminagdo das maos do manipulador (D), pois a
superficie em questao entra em contato direto com o alimento ja contaminado “A”. A
contaminacgao do alimento, como consequéncia de contaminagdes cruzadas ja foram
propostas por Forsythe (2002), Jay (2005) e Silva Junior (2001).

Resultados similares aos do presente estudo foram encontrados por Santos
(2006) em pesquisa com 20 amostras de “sashimis” comercializados em Sao Paulo,
onde constatou a presenca de Salmonella spp. em 15% dos alimentos, que foram
também considerados impréprios para o consumo.

Resultados melhores do que os da atual pesquisa foram divulgados num
estudo com “sashimis”, desenvolvido pela FEDH (2000), no qual microrganismos

patogénicos foram encontrados em apenas 0,26% das 906 amostras de “sashimi”
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analisadas, sendo que Salmonella spp. e Vibrio parahaemolyticus foram
encontrados apenas em duas amostras dos produtos separadamente.

Martins (2006), testando o mesmo produto, observou auséncia de Salmonella
spp. em 100% das amostras testadas. O resultado € igual ao obtido por Adesiyun
(1993), que constatou auséncia desta bactéria em 61 amostras de peixes
analisadas. Schulz et al. (2003) também observaram auséncia deste patégeno
analisando amostras de “sushi” e de peixes crus, o que representa bons resultados
aos consumidores deste tipo de alimento.

Os dados do presente estudo foram melhores do que os obtidos numa
pesquisa conduzida por Menezes et al. (2006) em Fortaleza, Ceara, na qual foi
constatada uma ocorréncia alarmante de 50% de Salmonella spp. em “sashimi” e
que mereceu especial atencdo dos Orgaos de Saude Publica.

Na pesquisa conduzida por Tassou et al. (2004), os pesquisadores explicam a
ocorréncia de Salmonella enterica pelo facil desenvolvimento do patdégeno em frutos
do mar. Este fundamento justificaria a presengca da bactéria nestes tipos de
alimentos, inclusive naqueles ja prontos para o consumo, trazendo um fato de
grande importancia aos Orgéos de Saude.

Com relagdo aos manipuladores de alimentos, em 2004 ocorreu uma toxi-
infecgao alimentar em Sao Paulo, acometendo 51% dos participantes de um evento.
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium foi considerada a
causadora do problema. Nao foi determinada como ocorreu a contaminagao, mas a
identificacdo de um manipulador portador assintomatico da bactéria confirma a
hipotese da contaminagao no preparo (SILVA et al., 2004).

Em pesquisa realizada por Almeida (1995), realizada em mé&os de
manipuladores, Salmonella spp. nao foi isolada, apresentando resultado diferente do
presente estudo.

Nas contagens de Staphylococcus coagulase positiva, 4,2% das 48 amostras
testadas no estabelecimento X (TABELA 6 e FIGURA 1), foram insatisfatorias,
segundo os padrbes estabelecidos (BRASIL, 2001). Tratam-se de: matéria-prima
(“amostra A”) e do “sashimi” depois da exposicdo ao consumo no bufé a 10°C por
duas horas (“amostra C”). Devido ao fato de estes resultados terem sido obtidos em
dias de analises diferentes, ndo é possivel justificar a contaminacdo de “C” como

consequéncia da contaminacgao de “A”.
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No estabelecimento Y, resultados nao satisfatérios, segundo os padrbes
(BRASIL, 2001), foram encontrados apenas para uma amostra de “sashimi” depois
da exposi¢cao no bufé a 10°C por duas horas (“C”), representando um total de 2,1%
das 48 amostras testadas no local (TABELA 6).

Neste estudo, 3,1% das amostras de alimentos e superficies testadas
(TABELA 6) continham Staphylococcus coagulase positiva acima dos limites
estabelecidos (Brasil, 2001), conforme pode ser observado na Tabela 5.

No caso da amostra “C”, pelo que se pode constatar, a contaminagao ocorreu
durante a exposicdo ao consumidor, possivelmente ocasionada por perdigotos,
contaminacgao do ar, e/ou outros tipos de contaminagao cruzada, visto que o produto
encontrava-se distribuido em bufé de auto-servico. Este fato mostra a importancia de
haver protecdo superior para qualquer alimento pronto para o consumo exposto a
venda direta para o consumidor (BRASIL, 2004).

Por se tratar de bactérias produtoras de enterotoxinas, causadoras de
intoxicagées nos consumidores, deve haver um rigoroso controle higiénico—sanitario
da producéo dos alimentos. Isso € possivel desde que se observe as boas praticas
sanitarias de higiene nos estagios de aquisicdo, transporte, recebimento e
estocagem da matéria-prima, pré-preparo, preparo, manutencao e distribuicdo do
alimento, para que ndo se atinjam concentragbes acima de 6,0 LOGy, UFC/g
amostra, que ofereceria o risco da produgao das toxinas (JAY, 2005).

Forsythe (2002) relata que alimentos mantidos abaixo de 4,4°C até o
momento do consumo, estao livres de enterotoxinas, desde que possuam baixas
contagens da bactéria. Por esta razdo, o cumprimento das normas de Boas Praticas
de Produgédo dos alimentos, com relagdo a higiene e ao bindmio tempo-temperatura,
sao fundamentais para se obter um alimento indcuo a ser distribuido ao consumidor.

E exatamente a producdo das toxinas por parte destas bactérias que traz
importancia ao estudo para os Orgéos de Saude Coletiva (JAY, 2005).

Resultados semelhantes aos da presente pesquisa foram obtidos num estudo
conduzido por Santos (2006) com “sashimi”, que encontrou este patégeno acima dos
limites estabelecidos (BRASIL, 2001) em 5% das amostras testadas.

Esses dados foram mais satisfatorios que os obtidos por Martins (2006), que
encontrou em 15% das amostras testadas, Staphylococcus coagulase positiva em

concentragbes acima de 3,0 LOG4, UFC/g amostra (BRASIL, 2001), demonstrando
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que toda essa porcentagem de “sashimi’, o objeto de estudo, se encontrava
imprépria para 0 consumo.

Os resultados das analises do presente estudo, quando comparados com
pesquisas em alimentos similares, apresentam diferengas, conforme descritos por
Aquino et al. (1996), que analisaram 45 amostras de pescado na cidade de Manaus,
Brasil, encontrando 20% das amostras com altas concentragdes (BRASIL, 2001) de
Staphylococcus aureus e aos encontrados por Dams et al. (1996) que constataram a
presengca deste patdégeno acima das concentragbes (BRASIL, 2001) em 20% de
pescado inteiro congelado na cidade de Floriandpolis.

Hiluy et al. (1996), avaliando 22 amostras de peixe, ostras e camarao,
verificaram a ocorréncia de Staphylococcus coagulase positiva em 50% das
amostras de camardao e 20% das amostras de peixe, descrevendo também a
manipulacido inadequada na captura, processamento e manuseio.

Para 100% das superficies de contato direto com o alimento, que foram
testadas, e sao consideradas pontos criticos de controle na elaboracdo do produto
por Dias (1998), tanto no estabelecimento X, quanto no Y, obtiveram-se resultados
satisfatérios segundo critérios descritos por Jay (2005), ndo se considerando um
dado de grande relevancia neste estudo e, portanto, nédo pode ser considerado um
fator determinante na contaminac&o do alimento em questdo. Este € mais um dado
que conduz a evidéncia de a contaminagcdo das amostras de alimentos por esta
bactéria ser oriunda da matéria-prima ou da contaminagdao por consumidores
durante a exposi¢ao do produto a venda, e ndo de contaminagao cruzada durante o
processamento.

Comparando, entretanto, estatisticamente os valores obtidos, embora todos
os resultados tenham sido satisfatérios, o estabelecimento X obteve melhores
contagens deste patdogeno para as amostras “‘E” e “F’ em relagdo ao
estabelecimento Y (TABELA 7 e FIGURA 5).

Num estudo conduzido por Vargas e Quintaes (2003), encontrou-se
Staphylococcus coagulase positiva em 37,5% dos monoblocos de contato direto com
peixes comercializados em Sao Paulo, Brasil, que diferem dos valores encontrados
na presente pesquisa, representando um grave risco a saude da populagao,
considerando a ocorréncia de contaminagcbes cruzadas e, principalmente, o

consumo de frutos do mar crus ou mal cozidos (HUTTEN, 2000).
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Com relagcao as maos dos manipuladores, através dos dados deste estudo,
revelaram-se 4,2% de amostras de maos contaminadas por esta espécie bacteriana
no estabelecimento X e 2,1% no estabelecimento Y (FIGURA 5), porém nenhum
destes valores ultrapassou os limites toleraveis (JAY, 2005), variando de 0 a 1,70
LOG+o UFC/mao (TABELAS 3, 4 e 6).

Estes dados corroboram com os obtidos por Munhoz (2006) que obteve
contagem variando de 0 a 2,2 LOGy, UFC/mao de Staphylococcus coagulase
positiva.

Almeida (1995) obteve como contagens de S. aureus em maos de
manipuladores de alimentos, variando desde 5,0 X10a 7,0 X 10° UFC/mao.

Estes dados sdo fundamentais a conducdo de pesquisas sobre portadores
assintomaticos, que sao riscos potenciais aos alimentos por eles manipulados
(HUTTEN, 2000). Raddi (1988) pesquisando o mesmo tema encontrou 44,1% do
total de manipuladores de alimentos testados portadores de Staphylococcus aureus
em fossas nasais e maos, sendo que 75,0% destes apresentaram cepas com
vinculo epidemiolégico. A partir destes achados evidencia-se o risco potencial
representado pelas maos nas intoxicagcdes alimentares, responsaveis por diversas
sintomatologias, conforme descritos em documentos da SVS (Brasil, 2005).

Trabalhos realizados por Andrade e Zelante (1989) avaliando a ocorréncia de
S. aureus enterotoxigénicos nas maos, boca e fezes em portadores assintomaticos,
verificaram que 24,8% das linhagens isoladas foram enterotoxigénicas.

A enumeracao pelo Numero Mais Provavel de coliformes termotolerantes foi
considerada superior aos padrdes higiénico-sanitarios estabelecidos na legislagéo
vigente (BRASIL, 2001), em uma amostra de “A” (matéria-prima/peixe cru) e trés
amostras de “C” (“sashimi” depois da exposicdo no bufé a 10°C por 2 horas)
testadas e coletadas no Estabelecimento X (TABELAS 1 e 3).

No estabelecimento Y, uma amostra de “B” (“sashimi” antes da exposi¢ao ao
consumo) e uma de “C”, encontraram-se acima dos limites toleraveis, segundo Brasil
(2001) e conforme pode ser observado na Tabela 2.

Os demais resultados da pesquisa de coliformes termotolerantes das
amostras coletadas em ambos os estabelecimentos, apresentaram-se dentro dos
padroes (BRASIL, 2001), embora em todas as analises, se pbéde comprovar a
presenca deste patdgeno, ainda que em niveis pouco significativos (TABELAS 1, 2,
3,4e5eFIGURAS 1, 2,3 e 4).
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Com os resultados obtidos na enumeragdao por NMP de coliformes
termotolerantes demonstra-se que em ambos os estabelecimentos, ocorreram erros
graves em uma ou mais etapas da elaboragdo do produto, ndo descartando a
possibilidade de a origem do problema estar na baixa qualidade bacteriolégica da
matéria-prima adquirida, trazendo como consequéncia, a ocorréncia deste patégeno
acima dos limites toleraveis (BRASIL, 2001) em 6,25% dos alimentos testados no
estabelecimento X, e em 4,2% dos alimentos testados no estabelecimento Y
(TABELA 6). Isto representa risco ao consumo do produto, ja que estas amostras
sao consideradas improprias para o consumo humano, mas ainda assim foram
usadas no processo de obtencao do produto final. Ainda assim, o estabelecimento Y
obteve um resultado mais satisfatorio que o estabelecimento X, com relagdo ao NMP
de coliformes termotolerantes (TABELA 7).

Estes dados corroboram com os encontrados por Pinheiro (2006) em
pesquisa realizada com “sushi” e “sashimi’, onde 30% das amostras continham
concentragbes alarmantes deste tipo de microrganismo, sob o ponto de vista de
Saude Coletiva, atingindo uma média de NMP entre < 3,0 a 2,4 x 10°.

Este alto percentual de amostras analisadas contaminadas com coliformes
termotolerantes em niveis acima do estabelecido em lei (BRASIL, 2001), também foi
relatado por lavelberg (2005) que descreveu que 25% das amostras de “sushi’ e
“sashimi” colhidas em oito restaurantes japoneses do Distrito Federal, Brasil,
continham coliformes termotolerantes acima dos limites toleraveis (BRASIL, 2001).

Comparando os resultados obtidos por Martins (2006) que encontrou este
patogeno em 50% das amostras de “sashimi” pesquisadas, e por Santos (2006), cujo
resultado obtido foi de 10% das amostras com valores acima dos padrdes
estabelecidos (BRASIL, 2001), o presente estudo obteve contagens inferiores, mas
ainda assim alerta a possiveis riscos a saude humana, visto que trouxe informagoes
sobre alimentos impréprios para o consumo expostos a venda (FIGURA 20).

Um outro resultado alarmante sobre este grupo de bactérias em “sashimi” foi
obtido por Soares (2004), que encontrou o patégeno em 66,4% das amostras
testadas.

Considerando os resultados da pesquisa de coliformes termotolerantes deste
estudo, cuja principal evidéncia recai sobre a matéria-prima, visto que os utensilios e
maos de manipuladores ndo continham a mesma contaminacéo, a principal forma de

prevengao € selecionar matérias-primas de melhor qualidade, podendo-se, inclusive



70

avaliar tecnicamente as condi¢cdes higiénico-sanitarias dos produtores de pescado,
avaliando também suas embalagens e rotulagem (FIGURA 14), e as condi¢des
sanitarias do produto no recebimento da matéria-prima conforme a RDC n° 216 da
ANVISA (BRASIL, 2004) recomenda (FIGURA 15).

Também se deve considerar a etapa de preparagédo (FIGURAS 18 e 19) que é
muito importante na cadeia de producao dos alimentos em geral, por ser a fase que
antecede o consumo. Alguns perigos ndo sao eliminados nesta etapa e podem
causar enfermidades. Dados epidemiologicos sobre doengas de origem alimentar
demonstram que elas geralmente sdo consequéncias de erros gerados na
preparagao dos alimentos, entre outros fatores, contaminagdo cruzada com
alimentos crus, armazenagem inadequada e cozimento inadequado (BASTI et al.
2006).

Com relagéo a contagem de BHAM das superficies de contato direto com os
alimentos do estabelecimento X, obtiveram-se resultados diferentes quando
confrontados estatisticamente com os resultados das analises do estabelecimento Y
(FIGURA 7), onde igualmente se obteve contagens acima do limite toleravel (JAY,
2005), para as mesmas amostras, placas de corte, laminas de facas de corte e maos
do manipulador, porém em concentracbes menores. Além disso, uma menor
quantidade de amostras contaminadas com altas concentra¢des foi encontrada em
“X”, quando comparado com “Y” (33,3% e 25%, respectivamente).

Estes dados sdo evidéncias da ocorréncia de falhas relativas as condigdes
higiénico-sanitarias, as quais as superficies estavam expostas durante elaboragao
do alimento, pois atingiu contagens acima de 6,0 LOG4, UFC/g amostra.

A legislagao Brasileira (BRASIL, 2001) n&o prevé limites para a contagem em
placas de bactérias aerdbias mesodfilas em pescado, entretanto, segundo Jay (2005)
e Forsythe (2002), contagens acima de 6,0 LOG4, UFC/g amostra para BHAM,
podem ser responsaveis pelo desencadeamento de doencgas de origem alimentar.

Agnese et al. (2001) relataram que valores de microrganismos mesofilos
superiores a 6,0 LOG1y UFC/g de carne de peixe sao considerados criticos com
relacdo ao grau de frescor, embora Lira et al. (2001) tenham observado que alguns
pescados que apresentaram numero superior a 6,0 LOG1o UFC/g ndo estavam com
seus caracteres alterados, enquanto que outros com numero inferior, na analise

sensorial, eram desclassificados.
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Munhoz (2006) obteve como resultados: 4,0 LOGy, UFC/g de BHAM
pesquisando maos de manipuladores, em Sao Paulo.

Almeida (1995) obteve em seu estudo até 7,0 LOG, UFC/g de BHAM em
maos de manipuladores de alimentos.

International Comission on Microbiological Specications for Foods estabelece
como limite microbioldégico sanitario para alimentos 7,0 LOG1o UFC/g de amostra de
bactérias heterotroficas aerdbias psicrotroficas (ICMSF, 1986).

Nas analises de BHAP nos alimentos pesquisados, obtiveram-se resultados
nao satisfatérios (ICMSF, 1986) para 66,7% dos alimentos testados no
estabelecimento X (TABELAS 1 e 6). Ja no estabelecimento Y (TABELAS 2 e 6).,
33,3% das amostras foram consideradas impréprias para o consumo, segundo 0s
limites toleraveis (ICMSF, 1986).

Portanto, 50% dos alimentos testados para este grupo de bactérias nesta
pesquisa, continham concentragcées acima dos limites toleraveis (ICMSF, 1986),
indicando falhas no controle higiénico-sanitario na elaboracdo do produto
(FORSYTHE, 2002).

Comparando tanto os resultados que se encontravam dentro dos limites,
quanto os que se enquadravam acima dos limites (ICMSF, 1986), o estabelecimento
X obteve contagens superiores, relacionando os resultados com a ocorréncia de
falhas no processamento do alimento enquanto o resultado da analise para o
estabelecimento Y foi mais satisfatério (FIGURA 6).

Resultados similares foram obtidos por Abreu (2005), em amostras de peixe-
sapo “in natura” resfriado, onde encontrou 6,88 LOGy, UFC/g amostra de BHAP, e
ainda por Jesus (2001), que obteve contagens meédias de 6,81 LOGq, UFC/g.
Porém, em pesquisa deste grupo de bactérias em camardo branco do pacifico,
Oliveira (2005) obteve contagens variando de 5,34 a 13,39 LOG4, UFC/g.

Considerando o estudo completo envolvendo todos os grupos de bactérias
estudados, de todos os valores obtidos e comparados entre os estabelecimentos X e
Y, somente houve diferencga significativa, considerando um intervalo de confianga de
95%, para a amostra “A” (peixe cru/matéria-prima) na pesquisa de BHAP (FIGURA
6); na amostra “D” (mdo de manipulador do alimento) na analise de BHAM (FIGURA
7); e nas amostras “‘E” e “F” (faca e placa de corte/superficies de contato,

respectivamente) para analise de Staphylococcus coagulase positiva (FIGURA 5).



72

Nas duas primeiras analises comparativas, o estabelecimento X obteve os piores
resultados.

Os resultados de ambos os estabelecimentos evidenciam riscos no consumo
deste alimento, considerando a associagao destes fatores: ocorréncia de doencas
de origem alimentar, possibilidade de colonizagéo do trato intestinal, germes com
multipla resisténcia a antimicrobianos, consumidores classificados como grupos de
risco.

Dos 12 antimicrobianos testados, o Staphylococcus coagulase positiva
demonstrou maior percentual de sensibilidade a Vancomicina, com 53,3% de
sensibilidade, e o maior percentual de resisténcia frente a Aztreonam, cujo grau de
resisténcia foi de 100% (FIGURAS 8 e 9).

Considerando o aspecto da multi-resisténcia dos Staphylococcus aureus
frente aos antimicrobianos, associado ao risco ao consumidor, principalmente aos
grupos de risco ja mencionados neste estudo, Farias et al. (1997), obteve o seguinte
resultado: os antimicrobianos que apresentaram maior atividade “in vitro” contra
amostras de Staphylococcus aureus oxacilina resistentes (ORSA) (100%
sensibilidade). Oitenta e sete por cento das amostras de Staphylococcus aureus
oxacilina sensiveis (OSSA) foram sensiveis a ciprofloxacina, enquanto que, para os
ORSA, a sensibilidade foi de apenas 38%.

Das 291 cepas de S. aureus isoladas, 90,72% analisadas por Andrade (2000)
foram sensiveis a gentamicina, 89,35% a enrofloxacina, 88,66% a cefaperazona,
87,63% a kanamicina e 23,71% a penicilina. A gentamicina foi o antibioético de maior
acao sobre 0 S. aureus.

Estudo realizado por Albuquerque (2007), obteve como resultado 100% das
cepas isoladas resistentes a ampicilina e 44% apresentaram multi-resisténcia, e
esse fato &€ de extrema importancia, visto que a bactéria ndo responde a diversos
tratamentos para infecgbes. Logo, € mais que necessario, utilizar-se de
procedimentos preventivos da contaminagédo por estes microrganismos antibiotico-
resistentes. Essas medidas compreendem as BPF na elaboragao dos alimentos. Os
fatores que levam a essa resisténcia podem estar contidos nos plasmideos e
transposons.

Ainda sobre a resisténcia deste patdogeno frente a antimicrobianos, Lange
(2006) analisou 23 amostras de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina

(MRSA) e concluiu que: todas as amostras foram sensiveis para vancomicina,
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linezolide, gentamicina, cloranfenicol, sulfametoxazol-trimetoprim, teicoplamina,
mupirocina e rifampicina. E ainda que todas as amostras testadas apresentaram
fendtipo de resisténcia somente aos antibidticos B-lactamicos ou, adicionalmente,
até no maximo 3 antimicrobianos, acompanhada de susceptibilidade a gentamicina.

Todos os aspectos relacionados a Saude Coletiva ja discutidos nesta

pesquisa comprovam a total importancia desses achados.



7. CONCLUSOES

1 — Apoés avaliagdo do processo e identificagdo dos pontos criticos no
processamento do “sashimi”: a matéria-prima, todas as superficies de contato direto
com o produto (mdo do manipulador, lamina das facas de corte e placas de corte) e
0 bindbmio tempo-temperatura de manipulagdo, manutencao e exposi¢cao do produto
ao consumidor, conclui-se que ha necessidade de monitoramento de todos os

fatores mencionados para garantir a inocuidade do alimento.

2 — De acordo com os resultados das contagens de Staphylococcus coagulase
positiva, BHAM e BHAP, assim como da enumeracao de coliformes termotolerantes
e Escherichia coli, no estabelecimento Y obtiveram-se os melhores resultados
quando comparados com o estabelecimento X, segundo o padréo estabelecido na
RDC 12/2001 da ANVISA.

3 — A edificagdo e instalagbes do estabelecimento Y, tais como: climatizagdo do
ambiente, camaras frigorificas especificas para peixes e fluxos de produgdo sem
cruzamentos entre area suja e area limpa nas areas de manipulagdo do alimento,
que permitem que os alimentos produzidos no local estejam menos expostos a
variagdes de tempo-temperatura durante as etapas compreendidas na elaboragao
do produto final antes de sua exposicdo ao consumo, contribuiram para este

resultado.

4 — Segundo os padrdes estabelecidos na RDC 12/2001 da ANVISA para um ou
mais grupos de microrganismos testados, 8,3 % das amostras de matéria-prima
testadas e 29% das amostras de produto final, foram classificadas como improprias

para o0 consumo.
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5 — Segundo padrbes estabelecidos por pesquisadores ja mencionados, foram
insatisfatorios os resultados das analises de superficies de contato direto com o
alimento, ou seja, os pontos criticos do processamento avaliados no estudo, 33,3%,

no estabelecimento X e 25%, no Y.

6 — A presenca de Salmonella spp. em amostras do estabelecimento Y, sugere que
houve competicdo e/ou interferéncia de outros fatores de crescimento para este

género, dificultando seu desenvolvimento nas amostras do estabelecimento X.

7 — A presencga Salmonella spp. e de Escherichia coli, Staphylococcus coagulase
positiva, BHAM e BHAP em valores superiores aos estabelecidos pelas fontes
mencionadas, constitui-se hum problema de saude coletiva, uma vez que o produto

encontrava-se livremente exposto a venda direta ao consumidor.

8 — Os resultados evidenciam riscos no consumo deste alimento, considerando a
associagao destes fatores: ocorréncia de doengas de origem alimentar, possibilidade
de colonizagao do trato intestinal, germes com multipla resisténcia a antimicrobianos,

consumidores classificados como grupos de risco.

9 — Segundo as conclusdes do presente estudo, sugere-se que sejam intensificadas
as pesquisas acerca do tema, principalmente relativas ao objeto de estudo, o
“sashimi”, e das a¢des de vigilancia sanitaria realizada pelo Municipio do Rio de

Janeiro, a fim de evitar riscos no consumo do produto.
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9. APENDICE

TABELA 1: Resultados das analises das amostras de alimentos no ESTABELECIMENTO X
para: Bactérias heterotroficas aerdbias psicrotroficas (BHAP), Staphylococcus coagulase
positiva (Staphy. C+); Samonella spp.e NMP de Coliformes termotolerantes (Colif. Termot.)

DIAS | AMOSTRAS NMP/g  BHAP (LOGy Staphy. C+ SALM
UFCI/g) (LOGy, UFC/g) (PIA)
1 A 43 4,15 0 Aus
B 23 4,41 0 Aus
C 4,6x10° 6,20 1,00 Aus
2 A 2,4x10? 7,34 0 Aus
B 43 6,60 0 Aus
c 43 6,61 0 Aus
3 A 3,6 7,21 0 Aus
B 23 7,02 3,15 Aus
c 43 6,98 0 Aus
4 A 38 9,29 0 Aus
B 23 9,46 0 Aus
c 23 9,60 0 Aus
5 A 23 8,34 4,83 Aus
B 9,2 8,48 0 Aus
c 35 8,83 0 Aus
6 A 23 8,26 0 Aus
B 23 8,26 2,78 Aus
C 2,4x10? 8,49 3,78 Aus
7 A 9,2 4,85 0 Aus
B 23 4,18 1,90 Aus
c 23 5,25 1,90 Aus
8 A 23 4,11 1,85 Aus
B 23 3,85 2,51 Aus
C 1,1x10° 4,15 2,53 Aus
LEGENDA:

A =PEIXE CRU (MATERIA-PRIMA)

B = “SASHIMI” ANTES DA EXPOSIGAO AO CONSUMO

C = “SASHIMI” DEPOIS DA EXPOSIGAO AO CONSUMO MANTIDO A 10°C POR 2 HORAS
P/A = presenga/auséncia

Aus = Auséncia em 25g de amostra

D = VALORES ACIMA DO LIMITE TOLERAVEL (BRASIL, 2001; JAY, 2005)



TABELA 2: Resultados das analises das amostras de alimentos no ESTABELECIMENTO Y
para: Bactérias heterotroficas aerdbias psicrotroficas (BHAP), Staphylococcus coagulase
positiva (Staphy. C+); Samonella spp. e NMP de Coliformes termotolerantes (Colif. Termot.).

DIAS | AMOSTRAS NMP BHAP (LOGyo Stapy. C+ SALM
UFC/g) (LOGyo (PIA)
UFC/g)

1 A 75 3,58 0 Aus
B 23 543 0 Pres

c 43 6,46 1,00 Aus

2 A 23 1,48 1,48 Aus
B 2,4x10? 2,72 0 Aus

C 23 3,33 0 Aus

3 A 23 4,44 0 Pres
B 23 5,26 0 Pres

C 3,6 6,00 0 Aus

4 A 23 7,29 0 Pres
B 93 7,44 2,92 Pres

C 23 7,66 5,04 Pres

5 A 93 5,76 1,85 Aus
B 43 5,81 1,60 Aus

c 23 8,03 2,94 Aus

6 A 93 5,34 1,70 Aus
B 43 6,45 1,00 Aus

c 2,4x10? 7,49 1,30 Aus

7 A <3,0 5,35 0 Aus
B 9,2 5,12 0 Aus

c 9,2 5,25 0 Aus

8 A 3,6 4,90 0 Aus
B 7.4 5,74 0 Aus

C 3,6 5,86 0 Aus

LEGENDA:

A =PEIXE CRU (MATERIA-PRIMA)

B = “SASHIMI” ANTES DA EXPOSIGAO AO CONSUMO

C = “SASHIMI” DEPOIS DA EXPOSIGAO AO CONSUMO MANTIDO A 10°C POR 2 HORAS
P/A = presenca/auséncia

Aus = Auséncia em 25g de amostra

D = VALORES ACIMA DO LIMITE TOLERAVEL (BRASIL, 2001; JAY, 2005)



TABELA 3: Resultados das andlises das amostras de superficies de contato direto com o
alimento no ESTABELECIMENTO X para: bactérias heterotroficas aerdbias meséfilas
(BHAM), Staphylococcus coagulase positiva (Staphy. C+); Samonella spp. e NMP de
Coliformes termotolerantes (Colif. Termot.).

DIAS | AMOSTRAS NMP BHAM (LOGyo Staphy. C+ SALM
UFC/g) (LOG1o UFC/g) (P/IA)
1 D 23 6,61 0 Aus
E 29 6,54 0 -
F 3,0 3,64 0 -
2 D <3,0 4,02 1,70 Aus
E <3,0 1,60 0 -
F <3,0 2,89 0 -
3 D <3,0 5,36 0 Aus
E <3,0 5,04 0 -
F <3,0 4,07 0 -
4 D 7.4 4,00 0 Aus
E 23 4,04 0 -
F <3,0 1,90 0 -
5 D <3,0 9,59 0 Aus
E <3,0 9,93 0 -
F <3,0 8,37 0 -
6 D <3,0 7,60 0 Aus
E <3,0 7,58 0 -
F <3,0 7,54 0 -
7 D <3,0 1,30 1,30 Aus
E <3,0 1,00 0 -
F <3,0 2,30 0 -
8 D 23 4,23 0 Aus
E <3,0 4,18 0 -
F <3,0 4,34 0 -
LEGENDA:

D = MAO DE MANIPULADOR

E = FACA DE CORTE (ACO INOXIDAVEL)
F = PLACA DE CORTE (ALTILENO)

P/A = presenca/auséncia

Aus = Auséncia em 25g de amostra

D = VALORES ACIMA DO LIMITE TOLERAVEL (JAY, 2005)



TABELA 4: Resultados das analises para amostras de superficies de contato direto com o
alimento no ESTABELECIMENTO Y para: bactérias heterotroficas aerdbias mesdfilas
(BHAM), Staphylococcus coagulase positiva (Staphy. C+); Samonella spp. e NMP de
Coliformes termotolerantes (colif. Termot.)

DIAS | AMOSTRAS  NMP BHAM (LOGyo Staphy. C. + SALM (P/A)
UFC/g) (LOG,, UFC/g)
1 D <30 2,29 0 Aus
E <3,0 3,20 0 -
F <3,0 6,28 0 -
2 D <3,0 1,78 0 Pres
E 3,0 5,16 0 -
F <3,0 1,48 0 -
3 D <3,0 2,13 0 Pres
E <3,0 7,95 0 -
F <3,0 2,70 0 -
4 D <3,0 3,10 0 Aus
E <3,0 3,93 0 -
F 3,6 3,28 0 .
5 D <3,0 7,06 0 Aus
E <3,0 9,81 0 -
F <3,0 6,25 0 -
6 D <3,0 4,96 0 Aus
E <3,0 6,45 0 -
F <3,0 3,60 0 -
7 D <3,0 1,30 1,60 Aus
E <3,0 1,78 1,48 -
F <3,0 1,30 1,00 -
8 D <3,0 1,78 0 Aus
E <3,0 2,97 0 -
F <3,0 2,27 0 -
LEGENDA:

D = MAO DE MANIPULADOR

E = FACA DE CORTE (ACO INOXIDAVEL)
F = PLACA DE CORTE (ALTILENO)

P/A = presenca/auséncia

Aus = auséncia em 25g de amostra

Pres = presenca em 25g de amostra

= VALORES ACIMA DO LIMITE TOLERAVEL (JAY, 2005)
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TABELA 5: Padrdes bacteriologicos para “sashimi” estabelecidos pela RDC n°12/2001/ANVISA

Categoria do alimento (enquadramento)

Microrganismos pesquisados

91

UFC/g amostra

Allrjne‘nto pronto para o consumo & pase de.carneg, pescados Coliformes a 45°C/g 102
e similares crus (quibe cru, carpaccio, sushi, sashimi, etc.)
Estaf.coag.positiva/g 5x10°
V.parahaemolyticus 10°
Salmonella spp./25g Aus

Fonte: RESOLUGAO - RDC N° 12, DE 2 DE JANEIRO DE 2001- ANVISA
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TABELA 6:Percentual de amostras com concentragao bacteriana superior aos limites toleraveis (Brasil, 2001; Jay, 2005).

Microrganismos analisados

Percentual de
amostras fora dos
padrdes no

estabelecimento
X

Percentual de
amostras fora dos
padrdes no

estabelecimento
Y

Perecentual
total de
amostras fora

dos padrdes

NMP Vibrio parahaemolyticus 0 0 0
NMP coliformes termotolerantes 8,3 4,2 6,3
NMP Escherichia coli 8,3 4,2 6,3
Contagem de BHAM 33 25 29
Contagem de BHAP 50 21 35
Contagem de  Staphylococcus | 4,2 2,1 3,1
coagulase positiva

Isolamento e identificacdo de |0 25 12,5

Salmonella spp.
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TABELA 7: Tratamento estatistico comparativo entre resultados obtidos das andlises
bacterioldgicas para Estabelecimentos X e Y.

ESTABELECIMENTO Média dos Média dos Média dos
resultados em LOGy, | resultados em LOGyo resultados em
BHAP BHAM LOGo
Staphylococcus
Coag. +
X A 6,7 - - A 0,83
B 6,53 - - B 1,29
C 7,01 - - C 0,92
- - D 5,34 D 0,38
- - E 4,90 E 0
- - F 4,38 F 0
Y A 4,77 - - A 0,63
B 5,50 - - B 0,69
C 6,26 - - C 1,16
- - D 3,05 D 0,20
- - E 5,16 E 0,18
N - F 3,39 F 0,13




TABELA 8: Classificagdo (INT, MO SE, RES, SE) das cepas de Staphylococcus coagulase positiva frente aos

antimicrobianos testados.

MODULO | (ANTIMICROBIANOS)

AMOSTRAS CLI ERI OXA PEN TEC VAN
1 INT INT SE SE RES SE
2 RES RES SE SE RES SE
3 RES INT RES RES RES RES
4 RES RES RES RES RES RES
5 RES RES RES RES RES RES
6 INT SE RES RES RES SE
7 RES INT RES RES INT SE
8 INT RES SE SE RES RES
9 RES SE SE SE RES SE
10 RES INT RES RES RES SE
11 INT RES INT RES SE SE
12 RES RES RES RES RES RES
13 RES RES RES RES RES RES
14 RES RES RES RES RES RES
15 SE RES SE SE INT SE

MODULO IV (ANTIMICROBIANOS)

AMOSTRAS ATM CFO CRO CLO GEN TET
1 RES RES RES RES RES SE
2 RES SE RES SE SE RES
3 RES SE RES RES RES RES
4 RES RES RES RES RES RES
5 RES RES RES RES RES RES
6 RES RES RES SE RES RES
7 RES SE MO SE INT RES RES
8 RES SE SE RES INT SE
9 RES SE MO SE RES RES SE
10 RES RES RES RES RES RES
11 RES RES RES RES RES RES
12 RES RES RES RES RES RES
13 RES RES RES RES RES RES
14 RES SE INT SE SE SE
15 RES RES MO SE RES RES SE

LEGENDA:

ATM = aztreonam
CFO = cefoxitina
CLI = clindamicina
CLO = clorafenicol
CRO = ceftriaxona
ERI = eritromicina
GEN = gentamicina
INT = intermediario

MO SE = moderadamente sensivel

OXA = oxacilina
PEN = penicilina G
RES = resistente
SE = sensivel

TEC = teicoplamina
TET = tetraciclina
VAN = vancomicina
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TABELA 9: : Percentual de classificagdo do comportamento das cepas de Staphylococcus coagulase positiva
frente aos antimicrobianos testados

ANTIBIOTICO | RESISTENTE | INTERMEDIARIO MODERAD. SENSIVEL
SENSIVEL

CLI 66,7 26,7 0 6,7
ERI 60,0 26,7 0 13,3
OXA 60,0 6,7 0 33,3
PEN 66,7 0 0 33,3
TEC 80,0 13,3 0 6,7
VAN 46,7 0 0 53,3
ATM 100 0 0 0

CFO 60,0 0 0 40,0
CRO 66,7 6,7 20,0 6,7
CLO 73,3 6,7 0 20,0
GEN 80,0 6,7 0 13,3
TET 66,7 0 0 33,3

LEGENDA:

ATM = aztreonam
CFO = cefoxitina
CLI = clindamicina
CLO = clorafenicol
CRO = ceftriaxona
ERI = eritromicina
GEN = gentamicina
INT = intermediario
MO SE = moderadamente sensivel
OXA = oxacilina
PEN = penicilina G
RES = resistente
SE = sensivel

TEC = teicoplamina
TET = tetraciclina
VAN = vancomicina
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FIGURA 1: Resultados em LOG;, das amostras de alimentos no ESTABELECIMENTO X das
andlises de Bactérias heterotréficas aerdbias psicrotréficas (BHAP), Staphylococcus coagulase
positiva (Staphy. C+) por dia de analise

LEGENDA:

A = PEIXE CRU (MATERIA-PRIMA)

B = SASHIMI ANTES DA EXPOSICAO AO CONSUMO

C = SASHIMI DEPOIS DA EXPOSIGCAO AO CONSUMO MANTIDO A 10°C POR 2 HORAS
BHAP = Bactérias Heterotréficas Aerdbias Psicrotroficas

Staph. Coag + = Staphylococcus coagulase positiva
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FIGURA 2: Resultados em LOG;, das amostras de superficies de contato direto com o alimento no
ESTABELECIMENTO X das analises de Bactérias heterotréficas aerdbias mesdfilas (BHAM),

Staphylococcus coagulase positiva (Staphy. C+) por dia de analise

LEGENDA:

D = MAO DE MANIPULADOR
E = FACA DE CORTE (ACO INOXIDAVEL)
F = PLACA DE CORTE (ALTILENO)
BHAP = Bactérias Heterotréficas Aerdbias Mesofilas
Staph. Coag + = Staphylococcus coagulase positiva
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FIGURA 3: Resultados em LOG;, das amostras de alimentos no ESTABELECIMENTO Y das
andlises de Bactérias heterotréficas aerdbias psicrotroficas (BHAP), Staphylococcus coagulase
positiva (Staphy. C+) por dia de andlise

LEGENDA:

A = PEIXE CRU (MATERIA-PRIMA)

B = SASHIMI ANTES DA EXPOSICAO AO CONSUMO

C = SASHIMI DEPOIS DA EXPOSI(;AO AO CONSUMO MANTIDO A 10°C POR 2 HORAS
BHAP = Bactérias Heterotroficas Aerdbias Psicrotréficas

Staph. Coag + = Staphylococcus coagulase positiva
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FIGURA 4: Resultados em LOG;, das amostras de superficies de contato direto com o alimento no
ESTABELECIMENTO Y das andlises de Bactérias heterotroficas aerébias mesoéfilas (BHAM),
Staphylococcus coagulase positiva (Staphy. C+) por dia de analise

LEGENDA:

D = MAO DE MANIPULADOR

E = FACA DE CORTE (ACO INOXIDAVEL)

F = PLACA DE CORTE (ALTILENO)

BHAP = Bactérias Heterotroficas Aerdbias Mesofilas
Staph. Coag + = Staphylococcus coagulase positiva
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FIGURA 5: Comparacdo entre resultados entre as médias (dos oito dias) de contagens de
Staphylococcus coagulase positiva por estabelecimento (X,Y).

LEGENDA:

D = MAO DE MANIPULADOR

E = FACA DE CORTE (AGO INOXIDAVEL)
F = PLACA DE CORTE (ALTILENO)



FIGURA 6: Comparacéo entre resultados entre as médias (dos oito dias) de contagens de Bactérias
heterotréficas aerobias psicrotréficas por estabelecimento (X,Y).

FIGURA 7: Comparacéo entre resultados entre as médias (dos oito dias) de contagens de Bactérias
heterotréficas aerdbias mesdfilas por estabelecimento (X,Y).
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10. ANEXOS

FIGURA 8: Estufa bacteriologica para incubagdes das
culturas em teste
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FIGURA 9: Tubos de ensaio com caldo BHI inoculados com colbnias tipicas de
Staphylococcus coagulase positiva selecionadas da Placa de Petri.
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FIGURA 10: Placas de Petri com TCBS para isolamento de Vibrio parahaemolyticus
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FIGURA 11: Placas de Petri com Rambach para isolamento de Salmonella spp.
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FIGURA 12: Semeadura em TCBS de cultivo do Caldo GSTB (Vibrio parahaemolyticus)
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FIGURA 13: Material com suspeita de Salmonella spp. incubado em estufa bacteriologica
em meios de TSI e LIA.
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FIGURA 14: Rétulo da matéria-prima (salmao refrigerado e eviscerado).
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FIGURA 15: Recebimento da matéria-prima (acondicionado com gelo) em caixa isotérmica
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Q2D
FIGURA 16: Matéria-prima limpa (amostras “A”)
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FIGURA 17: “sashimi” sendo elaborado no setor de produgéo
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FIGURA 18: “sashimi” sendo preparado em cortes finos (caracteristico)
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FIGURA 19: “sashimi” preparado antes de ir ao bufé de exposi¢do (amostras “B”)
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FIGURA 20: “sashimi” durante exposigao no bufé (amostras “C”)
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FIGURA 21: Visualizagao do esfregagco em lamina pelo método de coloragdo de Gram
para identificagao de cultivos puros antes de provas bioquimicas



116

FIGURA 22: Placas de Petri com meio de Mueller Hinton, material inoculado
(Staphylococcus coagulase positiva) e polidiscos de antimicrobianos
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FIGURA 23: Placas de Petri com meio de Mueller Hinton, material inoculado
(Staphylococcus coagulase positiva), polidiscos de antimicrobianos, sendo medido com
haldémetro
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