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RESUMO

O estudo avaliou a qualidade microbioldgica de amostras de sashimi a base de salmio e as condi¢des
higiénico-sanitarias dos restaurantes especializados em culindria japonesa na cidade de Porto Alegre/Brasil,
licenciados pelo 6rgao especifico municipal. Cento e oito amostras coletadas de seis restaurantes foram
analisadas seguindo-se os pardmetros microbioldgicos estipulados pela RDC 12/01 da ANVISA. Das amostras
coletadas de quatro (66,6%) estabelecimentos (B, C, D e F) foram detectados coliformes termotolerantes
acima do limite estabelecido pela legislacdo, respectivamente, em 11,11%, 33,33%, 61,11% e 44,44% do total
de amostras. Staphylococcus coagulase positiva, Vibrio parahaemolyticus e Salmonella sp. ndo foram isolados.
Conforme a avaliagdo global dos itens do check-list, ndo houve restaurantes com condigdes higiénico-sanitdrias
inadequadas, sendo trés (A, D, E) considerados adequados e os demais aprovados com restri¢des. Foram
encontradas inconformidades quanto a higiene, manipulacido e temperatura de armazenamento. Houve
associacdo positiva entre a temperatura aferida no pescado e o percentual de contaminagio por coliformes
termotolerantes (r, = 0,928; p = 0,008). Das amostras analisadas, 75% foram consideradas em condi¢des
sanitdrias satisfatorias, mas ha necessidade de efetiva aplicagio das Boas Préticas de Fabricagio, com énfase nos
itens de higiene de superficies e temperatura de armazenamento.

Palavras-chave. boas priticas de fabricagdo, coliformes termotolerantes, pescado, restaurantes japoneses,
sashimi.

ABSTRACT

This study evaluated the microbiological quality of salmon-based sashimi and the sanitary-hygienic conditions
of restaurants specialized in Japanese food in Porto Alegre city, Brazil, licensed by a municipal agency. One
hundred eight samples were collected from six restaurants, and microbiolgical quality was analyzed according to
RDC 12/01 ANVISA. The samples collected from four (66.6%) restaurants (B, C, D and F) were thermotolerant
coliforms positive above the limit established by legislation, being 11.11%, 33.33%, 61.11% and 44.44% of
the total analyzed samples, respectively. None of the samples showed contamination with coagulase-positive
Staphylococcus, Vibrio parahaemolyticus and Salmonella sp. According to the overall evaluation of checklist
items, none of the restaurants showed inadequate sanitary-hygienic conditions; three of them (A, D, E) were
considered adequate, and the others were approved with restrictions. Nonconformities were found in hygiene,
manipulation, and storage temperature. A statistically positive association between fish temperature and the
percentage of contamination by thermotolerant coliforms (rs = 0.928; p = 0.008) was found. Of the analyzed
samples, 75% showed satisfactory sanitary conditions, but the Good Manufacturing Practices should be applied,
especially on items related to surface hygiene and storage temperature.

Keywords. good manufacturing practices, thermotolerant coliforms, fish, Japanese restaurants, sashimi.
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INTRODUCAO

Alimentos produzidos ou manipulados em
condigoes precarias de higiene podem oferecer risco a
saude do consumidor. Alguns micro-organismos que
podem contaminar o alimento sdo patogénicos, enquanto
outros nao causam enfermidades nos seres humanos, mas
sao indicadores de condi¢des higiénicas inadequadas,
sendo sua presenca sugestiva da existéncia de micro-
organismos patogénicos'. Por ser um alimento de facil
decomposi¢do, o pescado exige cuidados especiais,
notadamente os relacionados com a conservacio pelo
frio. Do mesmo modo, estd sujeito a contaminagdo
pelos mais variados micro-organismos, adquiridos ja
no ambiente aquético ou durante as diferentes etapas de
captura, transporte e distribuicdo®?.

Algumas bactérias patogénicas estao presentes
naturalmente na agua e no ambiente, como, por exemplo,
as espécies patogénicas de Vibrio sp. que podem, portanto,
ser encontradas em peixes vivos e em pescados crus*. A
contamina¢do com patogenos de reservatdrios animal/
humano, como Salmonella sp. e Escherichia coli, pode
ocorrer na pré ou pos-captura do pescado, enquanto
a manipulagdo inadequada durante o preparo pode
introduzir no alimento Staphylococcus aureus de origem
humana, dentre outros"*>.

Em paises onde se mantém o registro das
doengas veiculadas por alimentos, o pescado contribui
significativamente para os surtos relatados, variando de
um pais para outro, dependendo do clima, costumes da
dieta e outras diferengas sociais®. Na Coreia e Japdo, por
exemplo, peixes e frutos do mar sdo os principais veiculos
de transmissao de doengas de origem alimentar’.

Nos tltimos anos, tem-se observado uma mudanga
no perfil alimentar da populagio brasileira, o que, associada
a oferta de pescado de qualidade no mercado interno,
aumentou seu consumo, em especial pela oferta de novas
formas de apresentagdo desse alimento®. Houve uma rapida
difusdo do consumo de sushi e sashimi, anteriormente
pouco disponiveis. Locais especializados nesse tipo de
culindria sdo cada vez mais frequentados, levando a
preocupagao crescente dos drgaos ligados a Saude Publica,
principalmente pelo fato de serem alimentos altamente
pereciveis, consumidos sem processamento térmico ou
fermentativo, demandando condi¢des higiénico-sanitarias
adequadas para sua preparacio e conservacao’.

A partir disso, este trabalho teve como objetivo
avaliar a qualidade microbioldgica de sashimis a base

de salmao, bem como as condi¢oes higiénico-sanitarias
de restaurantes especializados em culindria japonesa na
cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Para realizagdo deste estudo foram feitas
inspe¢des sanitarias juntamente com a Equipe de
Vigilancia de Alimentos da Secretaria Municipal de
Saude do municipio de Porto Alegre em restaurantes
licenciados junto ao municipio, especializados em
culindria japonesa, onde foram colhidas amostras de
preparagoes de sashimi servidas no estabelecimento e
aplicado o check-list da legislagao sanitaria, adaptado por
esta equipe. As amostras foram coletadas logo apds terem
sido preparadas, uma vez que, nesses restaurantes, os
sashimis sdo elaborados a medida que o cliente solicita.

Apenas estabelecimentos ja licenciados junto ao
municipio foram incluidos na pesquisa. No periodo do
estudo existiam seis restaurantes que obedeciam a esse
critério. O salmédo foi escolhido devido ao fato de ser o
pescado mais empregado na preparagdo de sashimi. As
visitas aos estabelecimentos foram realizadas entre os meses
de novembro de 2009 e abril de 2010, sempre nas segundas-
feiras a noite, entre as dezoito e vinte e uma horas.

Para o calculo do tamanho das amostras de
preparagdes de sashimi, considerou-se uma média estimada
de producao de 4000 sashimis/dia, uma prevaléncia de
V. parahaemolyticus de 15%'°"*, um erro aceitavel de
10% e um intervalo de confianca de 95%. A partir disso,
determinou-se que seria necessaria a coleta de 18 amostras
em cada um dos estabelecimentos. Cada amostra foi
composta de trés sashimis a base de salmao para permitir
quesealcancasseaunidadeanaliticade25g. Imediatamente
apos a coleta, as amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos estéreis, identificadas e mantidas sob refrigeracao
(242 °C) até serem processadas.

No momento da coleta também foram aferidas
as temperaturas de exposi¢do dos alimentos utilizando
um termometro digital com mira infravermelha da
marca Minipa MT-350, com faixa de medi¢do de -30°Ca
550 °C e com precisio de +/-2 °C.

Para avalia¢ao das condi¢oes higiénico-sanitarias
dos estabelecimentos foi aplicado um check-list elaborado
pela Equipe de Vigilancia de Alimentos da Secretaria
Municipal de Satide do municipiode Porto Alegre,baseado
na legislagao vigente'*, composto por 91 itens, divididos
em oito blocos: i. edificacio, instalagdes, equipamentos,
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moveis e utensilios; ii. higienizacdo de instalagdes,
equipamentos, modveis e utensilios; iii. controle integrado
de pragas/manejo de residuos; iv. abastecimento de
agua; v. manipuladores; vi. controle de temperatura e
do tempo, matérias-primas, ingredientes e embalagens/
prepara¢ao do alimento; vii. armazenamento e transporte
do alimento preparado; e viii. exposi¢do ao consumo do
alimento preparado.

Todos os itens foram avaliados de acordo com a
adequagdo/inadequagdo com a legislacao®. A pontuagdo
de cada bloco foi calculada atribuindo-se 1 (um) ponto
para cada item adequado, sobre o total de itens por bloco, e
calculou-se o percentual deadequacio do estabelecimento.
Utilizou-se como critério de classificagdo: adequado,
acima de 75%; adequado com restricdo, entre 50% e 75%;
e inadequado, abaixo de 50% de adequacao™.

Nas amostras de sashimi foram pesquisados
todos os micro-organismos citados pela RDC 12/01
da ANVISA®, para pratos prontos para o consumo a
base de pescados e similares crus (sashimi). Os valores
maximos permitidos, por pardmetro analisado para esse
tipo de alimento sao: coliformes a 45 °C < 10° UFC/g,
estafilococos coagulase positiva < 5x10° UFC/g;
Vibrio parahaemolyticus < 10° NMP/g e auséncia de
Salmonella sp. em 25 g de alimento.

A preparagao e analise das amostras foram
realizadas conforme Silva, Junqueira e Silveira's.

A enumeragao de coliformes a 45 °C foi realizada
em Agar Vermelho Violeta Bile (VRBA, Biobrds).
Apés incubagdo por 18-24h a 37 °C, as amostras que
apresentaram colonias tipicas foram confirmadas em
caldo EC (Escherichia coli, Merck), incubadas em banho-
maria a 44,5 °C por 24-48h. Consideraram-se positivas as
reacOes dos tubos que apresentaram turvagido do meio e
produgao de gas.

A contagem de estafilococos coagulase positiva
foi conduzida em agar Baird-Parker (Merck). Apos
incubacio a 37 °C por 48h, as amostras que apresentaram
colonias tipicas foram selecionadas e submetidas a
confirmacao pela prova da coagulase.

Para o calculo do numero de coliformes a
45 °C e estafilococos coagulase positiva, multiplicou-se
o numero de coldnias contadas na placa pelo percentual
de colonias confirmadas e pelo o inverso da diluicao
utilizada para contagem.

A pesquisa de Salmonella sp. compreendeu
etapas de pré-enriquecimento em dagua peptonada
1% tamponada, incubada a 37 °C durante 18-24h;
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enriquecimento seletivo em Caldo Rappaport-Vassiliadis
(Merck) e Caldo Tetrationato (Merck) incubados a
42 °C durante 24h; e isolamento em Agar Verde Brilhante
Lactose Sacarose (BPLS, Merck) e Agar Xilose Lisina
Desoxicolato (XLD, Merck). Os meios foram incubados
a 37 °C durante 24-48h. Colonias tipicas e suspeitas de
Salmonella sp. foram confirmadas por testes bioquimicos
e aglutinagdo com antissoro somatico (PROBAC).

A estimativa da populagio de Vibrio
parahaemolyticus foi realizada por meio da técnica do
Nuamero Mais Provavel (NMP) em trés séries de trés tubos
contendo agua peptonada alcalina (APW - pH 8,5 0,2,
contendo 3% de NaCl). Todos os tubos foram incubados a
37 °C por 24h. Apos, aliquotas dos caldos foram semeadas
em Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS, Merck)
e incubadas a 35+2 °C por 24h. Col6nias presuntivas de
V. parahaemolyticus foram submetidas a prova de oxidase
e provas bioquimicas de acordo com Brasil".

Os dados obtidos foram analisados por estatistica
descritiva com distribui¢do de freqiiéncia absoluta e
relativa dos micro-organismos pesquisados. Para avaliar
a associacdo entre os restaurantes e o percentual de
contaminagdo por coliformes a 45 °C foi aplicado o teste
Qui-quadrado de Pearson, e as associagoes encontradas
foram avaliadas pelo teste dos residuos ajustados.
Além disso, foi aplicado o coeficiente de correlagdo de
Spearman para avaliar as associagdes entre o percentual
de contaminagéo por coliformes a 45 °C e a temperatura
do pescado. O nivel de significincia adotado foi de 5%
(p < 0,05) e as andlises foram realizadas no programa
SPSS versao 17.0%.

RESULTADOS

O percentual de conformidade geral dos
restaurantes vistoriados variou de 80,65% (restaurante
D) a 60,22% (restaurante C). Nenhum dos restaurantes
apresentou condig¢des higiénico-sanitarias inadequadas
na avaliagio global dos itens, de acordo com a
metodologia utilizada. Trés deles (A, D e E) foram
considerados adequados e os demais (B, C e F) foram
aprovados com restricdes. Dentre os itens considerados
adequados em todos os restaurantes estiveram os
relativos ao abastecimento de agua e ao armazenamento
e transporte do alimento preparado, seguidos dos itens
relacionados aos manipuladores e exposicdo ao consumo
dos alimentos preparados, com apenas um restaurante
adequado com restricio.
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Tabela 1. Escore de adequagdo das condi¢des higiénico-sanitérias a legislagao vigente dos restaurantes japoneses
(licenciados) de Porto Alegre, por bloco analisado e temperatura média aferida (°C) no salmao utilizado para as

preparagoes de sashimi

Temperatura do
Blocos
Restaurante pescado
i ii iii iv v vi vii viii

(cC)
A 1 A A A A AR A A 5,5
B AR AR I A AR AR A AR 7,2
C 1 A AR A A 1 A A 8,6
D A A AR A A A A A 12,8
E A AR A A A AR A A 7,0
F A 1 1 A A AR A A 7,6

Legenda: A - Adequado (>75% itens adequados), AR - Adequado com Restrigdo (50-75% itens adequados), I -

Inadequado (<50% itens adequados)

Blocos: i - edificagdo, instalagoes, equipamentos, moveis e utensilios; ii - higienizagdo de instalagdes, equipamentos,
méveis e utensilios; iii - controle integrado de pragas/manejo de residuos; iv - abastecimento de dgua; v - manipuladores;
vi - controle de temperatura e do tempo, matérias-primas, ingredientes e embalagens/preparacio do alimento;
vii - armazenamento e transporte do alimento preparado; viii - exposigio ao consumo do alimento preparado

A aplicacdo do check-list demonstrou que os
blocos onde se verificaram as condi¢cdes mais deficitarias
foram os referentes ao controle datemperatura e do tempo,
matérias-primas, ingredientes e embalagens/preparagdo
do alimento; controle integrado de pragas/manejo de
residuos; edificacéo, instalagdes, equipamentos, mdveis e
utensilios; e higienizagdo de instalagdes, equipamentos,
moveis e utensilios.

Todos os restaurantes mantinham o pescado
em temperaturas de armazenamento em desacordo
com a legislagdo vigente (< 5 °C). A temperatura média
encontrada e a analise dos restaurantes quanto a
adequacdo plena, com restri¢do ou inadequacio em cada
um dos blocos, pode ser observada na Tabela 1.

Os resultados das 108 andlises microbioldgicas
das amostras de sashimi colhidas em restaurantes
especializados em culindria japonesa em Porto Alegre
indicaram condi¢des microbioldgicas satisfatorias para
estafilococos coagulase positiva, Vibrio parahaemolyticus
e Salmonella sp.

Vinte e cinco por cento (27/108) das amostras
de sashimis coletadas nos seis estabelecimentos
apresentaram contagem de coliformes a 45 °C acima do
limite estabelecido, sendo consideradas em condi¢des
microbioldgicas insatisfatorias de acordo com a referida
legislacdo' e, assim, imprdprias para o consumo. Houve
diferenga significativa (p < 0,001) na contagem de
coliformes a 45°C nos diferentes estabelecimentos, sendo
o restaurante D o que apresentou o maior numero de
amostras nido conformes (Tabela 2).

Houve associagao positiva (r, = 0,928; p = 0,008)
entre a temperatura aferida no pescado com o percentual
de amostras com nimero de coliformes termotolerantes
acima do previsto na legislacao.

DISCUSSAO

Os procedimentos adequados observados no
bloco v, relativo aos manipuladores, corroboram com
a baixa contagem de estafilococos coagulase positiva
encontrada nos sashimis, provavelmente por reflexo de
uma higiene pessoal apropriada. Todo manipulador pode
transferir patégenos a qualquer tipo de alimento, mas isso
podeserevitado por meio dehigiene pessoal e manipulagao
adequada’. O sashimi recebe uma intensiva manipulacio
durante seu preparo, propiciando maior contaminagio e
relatos da deteccao de amostras de alimentos da culinaria
japonesa com contagens de estafilococos coagulase
positiva acima do permitido na legislagdo sdo frequentes
em nosso pais>****'. Entretanto, nos estudos citados, ao
contrério do presente estudo, foram analisadas amostras
provenientes de restaurantes nio especializados em
culindria japonesa e de preparagdes servidas em buffet,
0 que pode ter propiciado a manipula¢do inadequada,
a contamina¢do cruzada, a inadequada temperatura de
exposicdo e a proliferagdo de bactérias.

A mesma situagdo nao foi observada em relacio
aos coliformes a 45 °C nas amostras de sashimi analisadas,
uma vez que 25% delas apresentavam contagem acima
do permitido pela legislacio vigente. Contagens de
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coliformes termotolerantes acima do permitido também
foram relatadas em sushis e sashimis comercializados nas
cidades de Brasilia, Recife e Fortaleza*?*. Outros estudos,
também conduzidos no Brasil, relatam percentuais de
amostras contaminadas ainda mais elevados, entre 47,5 e
60%>***, evidenciando que existem problemas durante o
processo, tanto na qualidade da matéria-prima como no
seu preparo e conservagao.

Relacionando os resultados laboratoriais com os
dados coletados na aplicagdo do check-list, foi possivel
observar que os itens constantes nos blocos com maior
frequéncia de inadequagdes foram os relativos ao controle
da temperatura do pescado e aqueles referentes a higiene
dos estabelecimentos e 4 adequagdo no armazenamento
das matérias-primas.

Cabe ressaltar que todos os restaurantes
mantinham o pescado em temperaturas em desacordo
com a legislacao vigente, sendo que somente trés
estabelecimentos possuiam termOmetro e apenas um
(16,6%) realizava controle das temperaturas nas etapas
de recepcdo e armazenamento, o que caracteriza falhas
no controle de qualidade dos estabelecimentos.

Nesse sentido, quando se analisou a relacdo
entre a temperatura aferida no pescado com as amostras
com contagem de coliformes a 45 °C acima do previsto
na legislagdo, uma associagdo positiva (rs = 0,928;
p = 0,008) pode ser demonstrada, evidenciando que esse
foi o provavel fator determinante da alteracdo no padrio
microbioldgico. De forma similar, Martins’ também
observou associagao (p = 0,0415) entre a contagem de
coliformes termotolerantes e a temperatura de exposicao
de sushis e sashimis comercializados em Sao Paulo.

Tabela 2. Numero e percentual de amostras de sashimi, com contagem
de coliformes termotolerantes acima do permitido na legislagao vigente
(>10*UFC/g), colhidas em seis restaurantes de comida japonesa no
municipio de Porto Alegre/RS, 2009-2010

Numero de amostras % de amostras

Restaurante
fora dos padroes fora dos padroes*

A 0 0
B 2 11,11
C 6 33,33
D 11 61,11
E 0 0
F 8 44,44

Total 27/108 25

* Legenda: Percentual calculado considerando o total de 18 amostras
coletadas por restaurante
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A contaminagdo, inicial ou cruzada, associada ao
abuso de temperatura observada, pode resultar no aumento
do numero de bactérias indicadoras ou patogénicas, uma
vez que todas podem se multiplicar em peixes crus. Por
essa razio, a conservagdo do peixe em temperatura menor
que 5 °C é essencial, sendo essa uma das medidas mais
importantes de prevencio da multiplica¢do bacteriana®.

A contaminac¢io do pescado por coliformes pode
ocorrer tanto na captura e transporte, como durante o
processamento efetuado nos restaurantes, sendo de grande
importancia a sua adequada higienizagao. De acordo com
os dados observados no estudo, pode-se verificar que todos
os restaurantes apresentaram itens em desacordo, sendo a
higiene deficiente dos méveis, utensilios e equipamentos
um ponto frequentemente observado, além do uso de
panos nao descartaveis pelos “sushimen” durante a
manipulagdo dos alimentos, fato observado em 100% dos
restaurantes analisados. Bartz?, avaliando a contaminagio
microbioldgica e métodos de higienizagdo de panos de
limpeza utilizados em servicos de alimentacéo, verificou
a presenca de bactérias, como coliformes, nesses panos e,
ainda, que estes foram capazes de transferir bactérias de
forma significativa para superficies. A auséncia de cuidado
verificada em relagdo aos panos, no presente estudo, pode
ser mais um fator responsével pela contaminacio cruzada
no ambiente de manipulagio.

Ainda que haja risco, como demonstrado pela
presenca de indicadores sanitdrios fora dos parimetros
aceitaveis, ndo foram encontrados Salmonella sp. e
V. parahaemolyticus nas amostras analisadas. Em relacao
a Salmonella sp., a maioria dos surtos tem sido relacionada
ao consumo de ovos e carne de ave”?. Pesquisas dessa
bactéria em sushi e sashimi no Brasil e em outros paises®'®*
nao revelaram seu isolamento, ou o fizeram em baixa
frequéncia. Por outro lado, relatos apontam a presenga
de 12,2% de amostras positivas para este patdgeno em
pescados consumidos crus® e 18,75% em amostras de
sashimi colhidas em restaurantes’, demonstrando que
existe risco de veiculagdo por esse tipo de alimento.

No caso de V. parahaemolyticus, ao contrario,
o relato de isolamento é frequente em pescado. Lake!!
encontrou positividade em 83% das amostras analisadas
na Nova Zelandia, enquanto no Japdo 23% de amostras
de sashimi tiveram isolamento de V. Parahaemolyticus®.
No Brasil, a bactéria vem sendo isolada em frutos do mar,
porém relatos em sashimi ainda sdo escassos. Pereira et al.'?
encontraram V. parahaemolyticus em 11,6% (10/86) das
amostras de mexilhdes. Vieira et al.** encontraram 50%
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(45/90) das amostras positivas para Vibrio spp. em carne de
caranguejos, sendo 8,8% (8/90) delas V. parahaemolyticus.
Chen* isolou o micro-organismo em 2,68% das amostras
de pescado coletadas no municipio de Sao Paulo. Santos*?
isolou espécies de Vibrio sp. potencialmente patogénicas
em 15% das amostras de peixe coletadas em mercados
municipais da cidade de Sao Paulo.

Praticas higiénicas eficientes sdo necessarias
em cada passo da cadeia alimentar, desde a produgéo
até o consumo dos alimentos. Cada etapa pode
influenciar a qualidade e a seguranga dos alimentos.
Ao lado disso, os cuidados com a cadeia fria de
conservacio de produtos pereciveis sio fundamentais
para manter as populacdes bacterianas abaixo das
doses infectantes para o consumidor. Nos casos
dos alimentos consumidos crus, como aqueles que
compdem a culindria japonesa, esses aspectos sdo
ainda mais relevantes e devem ser controlados pela
adocao de Boas Praticas de Fabricacao e monitorados
pelas autoridades sanitarias.

CONCLUSAO

De acordo com o preconizado pela legislagcao
vigente, 75% das amostras de sashimis analisadas foram
consideradas em condigbes sanitdrias satisfatdrias. As
amostras restantes (25%) apresentaram coliformes
termotolerantes acima dos limites tolerados, tendo este
resultado associagdo significativa com a temperatura
aferida no pescado.

O controle do bindmio tempo-temperatura do
pescado e a higieniza¢ao de equipamentos e superficies
apresentaram os maiores indices de inconformidades,
portanto recomenda-se que os restaurantes e as
autoridades sanitdrias reforcem o monitoramento e
controle desses itens.
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