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Resumo

O sushi, prato tradicional japonés cada vez mais consumido em Portugal, é geralmente
preparado a base de arroz acidificado com vinagre e ingredientes crus, como pedacos de peixe,
mariscos, frutos, e vegetais colocados sobre o arroz moldado ou embrulhados com o arroz em
algas marinhas (nori). Como contém componentes pereciveis crus e muito manipulados, a
qualidade microbioldgica do sushi vai depender da qualidade microbiolégica de cada
ingrediente, do cumprimento rigoroso das boas praticas de higiene e de fabrico, assim como do
prazo de vida util.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbiologica de refeicdes de
sushi prontas para consumo, adquiridas em dois estabelecimentos comerciais (1 restaurante e 1
hipermercado) na regido de Lisboa, na modalidade de take-away.

Foram recolhidas 62 amostras, e em cada amostra foram efetuados ensaios para
contagem de microrganismos a 30 °C, Enterobacteriaceae, Escherichia coli, Estafilococos
coagulase positiva, Bacillus cereus e para pesquisa de microrganismos patogénicos, como:
Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Vibrio parahaemolyticus, V. cholerae e V.
vulnificus. Uma avaliacdo global das 62 amostras, revelou que em 48,4% (30/62) os resultados
analiticos foram interpretados como N&o Satisfatdrios, em 35,5% (22/62) Questionaveis e em
apenas 16,1% (10/62) foram considerados Satisfatorios, ndo tendo sido detetada a presenca de
microrganismos patogénicos em nenhuma das amostras. Contudo, no decurso da pesquisa de
Vibrio spp. foi identificada a presenca de espécies de Aeromonas, nomeadamente A. caviae e
A. hydrophila.

O elevado numero de amostras classificadas com um nivel de qualidade
microbioldgica “Nao Satisfatorio” e “Questionavel” evidéncia a necessidade de rever as boas
praticas de higiene, bem como a qualidade higiénica dos ingredientes utilizados de forma a
obter um produto final com um nivel de qualidade Satisfatério.

O consumo destes produtos devera ser evitado por populacfes pertencentes a grupos
de risco, como individuos cujo sistema imunitario se encontre comprometido, entre os quais

gravidas, criancas e idosos.

Palavras chave: Sushi, microrganismos patogénicos, boas praticas, seguranca

alimentar.

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias Faculdade de Medicina Veterinaria



Sandy Jane Curado Alegria Avaliacdo da qualidade microbiol6gica de pecas de sushi prontas para consumo

Abstract

Sushi, is a traditional Japanese dish increasingly consumed in Portugal, is usually
prepared from vinegar-acidified rice and raw ingredients such as fish pieces, shellfish, fruits,
and vegetables placed on molded rice or wrapped with seaweed rice (nori). As it contains raw
and highly manipulated perishable components, the microbiological quality of sushi depends
on the microbiological quality of each ingredient and the strict compliance to good hygiene and
manufacturing practices, as his shelf life.

The objective of this work was to evaluate the microbiological quality of ready-to-eat
sushi meals, acquired in two commercial establishments (1 restaurant and 1 hypermarket) in
the Lisbon region, in the take-away modality.

Sixty-two samples were collected and analyzed for the microorganism count at 30 °C,
Enterobacteriaceae, Escherichia coli, Coagulase positive Staphylococci, Bacillus cereus and
for pathogenic microorganisms such as Salmonella spp., Listeria monocytogenes, and Vibrio
parahaemolyticus, V. cholerae and V. vulnificus. A general analysis of the 62 samples revealed
that in 48,4% (30/62) the analytical results were interpreted as Not Satisfactory, in 35,5%
(22/62) Questionable, and only 16,1% (10/62) were considered Satisfactory. No pathogenic
microorganism was detected in the samples, however, during the Vibrio spp. survey the
presence of Aeromonas species, namely A. caviae and A. hydrophila, was identified.

The high number of samples classified with a level of microbiological quality “Not
Satisfactory” and “Questionable” evidences the need to review the good hygienic practices, as
well as the hygienical quality of the ingredients used to obtain a final product with a Satisfactory
quality level.

Consumption of these products should be avoided by populations belonging to risk
groups, such as, individuals whose imune system is compromised, including pregnant women,

children and the older people.

Keywords: Sushi, pathogenic microorganisms, good practices, food safety.
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Résumé

Le sushi, est un plat japonais traditionnel de plus en plus consommé au Portugal, est
généralement preparé avec du riz acidifié au vinaigre et des ingrédients crus, comme des
morceaux de poisson, des fruits de mer, des fruits et des légumes placés sur du riz moulé ou
enveloppés sur le riz dans des algues marine (nori). Comme il contient des ingrédients
périssables crus et beaucoup manipulés, la qualité microbiologique du sushi dépendra de la
qualité microbiologique de chaque ingrédient, du respect des regles des bonnes pratiques
d’hygiéne et fabrication, ansi que de la durée de conservation.

Ce travail visé évaluer la qualité microbiologique de repas de sushi préts a la
consommation acquis sur deux surfaces commerciales (1 restaurant et 1 hypermarché) dans la
région de Lisbonne en mode a emporter.

Soixante-deux échantillons ont été collectés, et dans chaque échantillon, des analyses
microbiologiques on été effectuées afin de compter les micro-organismes a 30 °C,
Enterobactereaceae, Escherichia coli, Staphylococci coagulase positive, Bacillus cereus et
pour la recherche de micro-organismes pathogenes, tels que: Salmonella spp. Listeria
monocytogenes et Vibrio parahaemolyticus, V. cholerae et V. vulnificus. Une analyse générale
des 62 échantillons a révélé que dans 48,4% (30/62) les résultats analytiques étaient interprétés
comme Non Satisfaisants, dans 35,5% (22/62) Douteuse et dans seulement 16,1% (10/62)
comme Satisfaisante, la présence de microorganismes pathogénes n’a été détectée dans aucun
des échantillons. Cependant, au cours de la recherche de Vibrio spp., la présence d’espés de
Aeromonas on été identifiée, a savoir A. caviae et A. hydrophila.

Le nombre élevé d'échantillons classés a un niveau de qualité microbiologique “Non
Satisfaisant” et “Discutable” témoigne de la nécessité de revoir les bonnes pratiques
d’hygiéne, ansi que la qualité hygiénique des ingredientes utilisés afin d'obtenir un produit
final avec un niveau de qualité Satisfaisant.

La consommation de ces produits doit étre évitée par les populations appartenant a
des groupes a risque, comme les individus dont le systéeme immunitaire est compromis,

notamment femmes enceintes, enfants et personnes agées.

Mots-clés: sushi, micro-organismes pathogénes, bonnes pratiques, sécurité

alimentaire.

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias Faculdade de Medicina Veterinaria



Sandy Jane Curado Alegria Avaliacdo da qualidade microbiol6gica de pecas de sushi prontas para consumo

Comunicacoes:

3Alegria, S., "Barreira, M. J., "Coelho, A., "Marcos, S., °Saraiva, M., "Furtado, R., 2Ramos, S.
(2019). “Avalia¢do da qualidade microbioldgica de pecas de sushi prontas para consumo”.
Poster apresentado no 1° Simpdsio INIAV para a Seguranca Alimentar Rumo a Alimentacdo
do Futuro, que decorreu em Vila do Conde, Auditério Municipal Vila do Conde, a 28 de
novembro de 20109.

3Alegria, S., "Barreira, M. J., °Coelho, A., "Marcos, S., 2Santos, M. I., 2Pedroso, L., °Furtado,
R., ®Ramos, S. (2020). “Avaliagdo da qualidade microbiolédgica de pecas de sushi na regido de
Lisboa”. Poster apresentado no XVI Congresso Internacional Veterinario Montenegro, que
decorreu em Santa Maria da Feira, no Europarque, de 20 a 22 de fevereiro de 2020.

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias Faculdade de Medicina Veterinaria



Sandy Jane Curado Alegria Avaliacdo da qualidade microbiol6gica de pecas de sushi prontas para consumo

LUSOFONA m roslow< LRI (' ;) 7

Avalia¢ao da qualidade microbiologica de pecas
prontas para consumo

2Alegria, S., *Barreira, M. J., ®Coelho, A., "Marcos, S., *Saraiva, M., Furtado, R., ‘Ramos, S.

Faculdade de Medici

Veterinaria, Universidade Luséfona de Humanidades ¢ Teenologias, Campo Grande, 376 1749-024 Lisboa, Portugal
"Departamento de Alimentagdo e Nutrigdo, Instituto Nacional de Saiide Doutor Ricardo Jorge, Av. Padre Cruz 1649-016 Lisboa/Porto, Portu;

INTRODUGAO

O sushi, prato tradicional japonés cada vez mais consumido em Portugal, € geralmente preparado a base de arroz acidificado com vinagre e ingredientes crus, como

pedacos de peixe, mariscos, frutos e vegetais, colocados sobre o arroz moldado ou embrulhados com o arroz em algas marinhas (nori).
Como contém componentes pereciveis crus e muito manipulados, na qualidade microbioldgica do sushi tem uma forte interferéncia a qualidade microbioldgica de cada
ingrediente e o cumprimento rigoroso das boas praticas de higiene e de fabrico e do prazo de vida til. A excegdo do arroz que é cozido, arrefecido e acidificado com
vinagre de modo a atingir um valor de pH < 4,6 todos os ingredientes que compem este prato sdo normalmente servidos crus, sem qualquer tipo de tratamento
térmico, que elimine eventuais microrganismos patogénicos presentes, caracteristicas que contribuem para que este alimento pronto para consumo seja visto como um
produto potencialmente perigoso para populagdes com baixa imunidade.

'OBJETIVO
'Estudo microbioldgico de refeigdes de sushi prontas para consumo, adquiridas em sistema de take-away em 2 estabelecimentos comerciais na regido de Lisboa.

'MATERIAIS E METODOS RESULTADOS
Foram recolhidas 62 amostras de sushi (31 em restaurante e 31 em hipermercado), Das 62 amostras analisadas, 10/62 (16,1%) foram classificadas com um
constituidas cada uma por uma s6 unidade. Estas amostras foram conservadas nivel microbiolégico “Satisfatério”, 22/62 (35,5%) “Questionavel” e 30/62
durante o transporte até ao laboratério refrigeradas (1 e 8 °C) e no laboratério foram (48,4%) "Nao satisfatério” (Figura 1), estando indicados nas Figuras 2 e 3,
mantidas entre 1- 4 °C até serem analisadas. Os ensaios realizaram-se no prazo quais os parametros superiores ao Valor Maximo Admissivel nas amostras

maximo de 18 - 20 horas ap6s a recolha. Em cada amostra efetuaram-se ensaios de acordo com os Valores-guia INSA.

para contagem de: microrganismos a 30 °C (AC), Enterobacteriaceae (EB), Néo foi detetada a presenga de microrganismos patogénicos em nenhuma

Escherichia coli (EC), Estafilococos coagulase positiva (STA), Bacillus cereus (BC) dasiamostras; Coritudo;no/dediirs6 da pesquisadaiViarialspp. foi

e para pesquisa de: Salmonella spp., L. monocytogenes e V. parahaemolyticus, dentilicsdaaipresancd;deiespaciesideiamindnas. nomeadamenies),

V. cholerae e V. vulnificus. O nivel da qualidade microbioldgica foi interpretado com cavieieihydrophia;; bactonas potendialmente patogthicas; quandoter

. numero elevado e frequentemente presentes em produtos do mar.
base nos Valores-guia INSA.
Figura1 - Nivel de qualidade microbiologica

por tipo de superficie comercial Figura2 - Nivel microbiologico “Néo satisfat6rio” Figura 3~ Nivel microbioiéoicoiiaolS
(hipermercado)

(restaurante)

“Satistatoeio  © Questionivel  ® Niw Satisfatario

22 “AC
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CONCLUSAO
O elevado numero de amostras classificadas com um nivel da qualidade microbioldgica “Questionavel” e “Nao satisfatério” evidencia a

NUMERO DE AMOSTRAS

Total

necessidade de rever os sistemas de gestao de seguranca alimentar implementados de forma a determinar a analise de causas e
implementar novos pontos de controlo, que sejam eficazes para obter um produto final com o nivel de qualidade pretendido.
Considerando as caracteristicas particulares desta categoria de géneros alimenticios, é ainda de salientar a importancia dos

operadores que produzem/comercializam este tipo de alimentos implementarem programas de vigilancia microbiolégica que os ajudem

a estabelecer o sistema de gestéo da seguranga alimentar eficaz, e informarem os consumidores que o consumo destes produtos
devera ser evitado por populages pertencentes a grupos de risco (ex. individuos cujo sistema imunitario se encontre comprometido

entre os quais gravidas, criangas, idosos).
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INTRODUGAO
O sushi é um prato tradicional japonés preparado a base de arroz cozido acidificado com vinagre e ingredientes crus, como pedagos de peixe, mariscos, frutos e vegetais,
colocados sobre o arroz moldado ou embrulhados com o arroz em algas marinhas (nori). A qualidade microbioldgica final do sushi depende da qualidade microbioldgica de
cada ingrediente, assim como do cumprimento rigoroso das boas praticas de higiene e de fabrico. O facto de conter ingredientes pereciveis crus, muito manipulados e sem
qualquer tipo de tratamento térmico que elimine eventuais microrganismos patogénicos presentes, contribui para que este alimento pronto para consumo seja visto como
um produto potencialmente perigoso para populagées pertencentes a grupos de risco, entre os quais, individuos com sistema imunitario comprometido?.
OBJETIVO

Estudo microbiolégico de refeigdes de sushi prontas para consumo, adquiridas em si: de tak y em 2 estabelecimentos comerciais na regido de Lisboa.
ATERIAIS E METODOS

Foram recolhidas 62 amostras de sushi (31 em restaurante e 31 em hipermercado), de diferentes

Grifico 1~ Distribuigao das amostras de sushi,
microbioldgica por variedade de peixe.
ariedades de peixe (atum, salmao, camardo). As amostras foram transportadas, e mantidas no

w

aboratodrio, em refrigeragéo (1 — 4 °C) até serem realizadas as respetivas analises microbiologicas.
Em cada amostra efetuaram-se ensaios para contagem de: microrganismos a 30 °C (AC), :
Enterobacteriaceae (EB), Escherichia coli (EC), Estafilococos coagulase positiva (STA), Bacillus
ereus (BC) e pesquisa de: Salmonella spp., L. monocytogenes, V. parahaemolyticus, V. cholerae e
V. vulnificus. Todo o processo foi realizado de acordo com as regras descritas na norma 1SO 72182, e

nivel de qualidade microbioldgica interpretado com base nos Valores-guia INSA3.

A- atum 40,3% (25/62)  B- salmao 50% (31/62)  C-cama

RESULTADOS
No total de amostras analisadas, 48,4% (30/62) foram classificadas com um nivel microbiolégico 5 ; "
Tabela 1 - Distribuigdo das amostras classificadas com nivel mic

“Nao Satisfatorio”, 35,5% (22/62) “Questionavel” e 16,1% (10/62) “Satisfatério” de acordo com os 22‘@“:1:;::::;:9 de peixe, por superficie comercial, e oSIESl

mSatisfatorio = Questiondnel = Nao Satisfatorio

Valores-guia INSA. Entre as variedades de peixe, a variedade confecionada com atum, apresentou ” 5 >
% (n°) de Com um pariametro|Com dols parimetros acima do Com  trés

maior numero de amostras classificadas com um nivel microbiolégico Nao Satisfatério [64% e st R T A ! Eemence
Nio acima do
(16/25)] comparativamente com a variedade confecionada com salmao [29% (9/31)], no entanto, na Satisfatorias

AC
% ()

EB

variedade confecionada com camarao, 83,4% (5/6) das amostras foram classificadas com um nivel 2

microbiolégico Nao Satisfatério (gréfico 1). Relativamente as duas superficies, o restaurante CeiEinT
Atum 8 K

(16/62)  (9/62) (1/62) (362)  (1/62) (1/62) (1162)
Salmao 64% 16%
(4/62) (1/62)

apresentou melhores resultados face ao hipermercado em relagdo ao nimero de amostras

classificadas com nivel microbiolégico N&o Satisfatério [21% (13/62) e 27,4% (17/62) em

restaurante e hipermercado respetivamente] (tabela 1). Por ordem decrescente, os parametros que Camaréo 32%  16%
(@62) (1162)
mais contribuiram para a classificagdo Nao Satisfatério das amostras foram: AC [24,2% (15/62)] POUIIN  o7a%  145% 32% 16%  64% %

(9/62)
Restaurante 9,7% 16%
(6/62) (1/62)

VMA - Valor Maximo Admissivel; AC- microrganismos aerobios mesofilos; EB- g
coaguiase positiva; BC- Bacillus cersus; (n) - nimero de amostras.

(/62)

seguindo-se por AC/EB [11,2% (7/62)], EB [4,8% (3/62)], STA [3,2% (2/62)] e [1,61% (1/62)] em
AC/STA, AC/BC e AC/EB/STA (tabela 1).

CONCLUSAO
Conclui-se com os resultados deste trabalho, que a incidéncia de microrganismos potencialmente patogénicos em sushi é bastante baixa, uma vez que nao foram detetadas a
presenca de Salmonella spp, Listeria monocytogenes, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae e Vibrio vulnificus. No entanto, o elevado nimero de amostras classificadas com
um nivel de qualidade microbiolégica “Questionavel” e “Nao satisfatério” evidencia a necessidade de rever as boas praticas de higiene, incluindo o controlo de temperatura, de
forma a obter um produto final com o nivel de qualidade pretendido. E ainda de salientar a importancia dos operadores que produzem e comercializam este tipo de alimentos,
implementarem programas de vigilancia microbioldgica que os ajudem a estabelecer o sistema de gestao da seguranca alimentar eficaz, e informarem os consumidores que o

consumo destes produtos devera ser evitado por populagdes pertencentes a grupos de risco.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

AC: Microrganismos aerébios mesofilos

AJT: Arroz Japonés Temperado com vinagre, vinho de arroz, aclcar e sal

ALOA: Agar Listeria segundo Ottaviani & Agosti

Amd: Alteracdo, do inglés “Amendment”

APA: Agua Peptonada Alcalina

ASAE: Autoridade de Seguranca Alimentar e Econémica

ASP: Intoxicacao do tipo amnésico por marisco, do inglés “Amnesic Shellfish Poisoning”

aw: Atividade da &gua

BC: Bacillus cereus

BFR: Instituto Federal Alem&o para Avaliacdo de Riscos, do alemao “Bundesibstitut fur
Riskobewewertung”

BPW: Agua Peptonada Tamponada, do inglés “Buffered Peptone Water”

°C: Grau Célsius

CAC: Codex Alimentarius Commission

CAST: Conselho de Ciéncia e Tecnologia Agricola “Council for Agricultural Science and
Technology ”

CDC: Centros de Controle e Prevencdo de Doencas, do inglés “Centers for Disease Control
and Prevention”

CE: Comissdo Europeia

DAEC: Grupo Patogénico de Escherichia coli — Difusamente Aderente

Dp: Desvio padréo

DSP: Intoxicacdo do tipo diarreica por marisco, do inglés “Diarrhetic Shellfish Poisoning”
EAEC: Grupo Patogénico de Escherichia coli — Enteroagregativo

EB: Enterobacteriaceae

EC: Escherichia coli

EN: Norma Europeia

EFSA: Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar, do inglés “European Food Safety
Authority”

EHEC: Grupo Patogénico de Escherichia coli — Enterohemorrégico

EIEC: Grupo Patogénico de Escherichia coli — Enteroinvasiva

ELFA: Ensaio imunoldgico com revelacéo fluorescente, do inglés “Enzyme Linked Fluorescent

Assay
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EPEC: Grupo Patogénico de Escherichia coli — Enteropatogénica

ETEC: Grupo Patogénico de Escherichia coli — Enterotoxinogénica

Et al.: E outros, da locugdo latina “et alli”

EUA: Estados Unidos da América

FAO: Organizacdo das NacGes Unidas para a Alimentacédo e a Agricultura, do Inglés “Food
and Agriculture Organization of the United Nations”

FDA: Administragdo de alimentos e medicamentos do Inglés, “Food and Drug
Administration”

FEHD: Departamento de Higiene Alimentar e Ambiental do Inglés “Food Environmental and
Hygiene Department”

g: grama

h: hora

HACCP: Andlise de Perigos e Controlo de Pontos Criticos, do Inglés “Hazard Analysis and
Critical Control Point”

Hg: Mercurio

HPA: Agéncia de Protecdo da Saude, do Inglés “Health Protection Agency”

IEC: Comissdo Eletrotécnica Internacional, do inglés <“International Electrotechnical
Commission”

INSA: Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge

IPAC: Instituto Portugués de Acreditacao

ISO: Organizagao Internacional de Normalizacdo, do Inglés “International Organization for
Standardization”

LMO2: Kit VIDAS Listeria

Log: Logaritmo de base 10

mm: Milimetros

MALDI-TOF: Dessorcdo lonizacdo Assistida por Matriz - Tempo de Voo, do inglés “Matrix
Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight”

Max: Maximo

MeHg: Metilmercurio

Min: Minimo

mg/kg: Miligramas por quilogramas

mL: Mililitro

MOPS: 3-(N-morfolino) propanesulfonico sal de sodio
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n: nimero de amostras

NaCl: Cloreto de sodio

nm: nandémetro

NMP: NUmero Mais Provéavel

NP: Norma Portuguesa

NSP: Intoxicacdo do tipo neurotdxico por marisco, do inglés “Neurotoxic Shellfish Poisoning”
NSW: Autoridade Alimentar de Nova Gales do Sul, do inglés “New South Wales, Food
Authority”

OCP: Pesticidas organoclorados

PAH: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

PBDE: Difeniléteres polibromados

PCB: Bifenilos policlorados

pH: Potencial de Hidrogénio

POP: Poluentes Organicos Persistentes

PSP: Intoxicacdo do tipo paralisante por marisco, do inglés “Paralytic Shellfish Poisoning”
rpm: Rotagdes por Minuto

SLM: Kit VIDAS Salmonella

SPR: Cone kit VIDAS

SPSS: Pacote Estatistico para as Ciéncias Sociais, do inglés “Statistical Package for the Social
Sciences”

STA: Estafilococos coagulase positiva

STEC: Grupo Patogénico de Escherichia coli — toxina Shiga-like

SX2: Caldo de enriguecimento seletivo para Salmonella

TCBS: Agar de tiossulfato, citrato, bile e sacarose, do Inglés “Thiosulfate-Citrate-Bile-Sucrose
Agar”

TS: Triptona Sal

TSA: Gelose Tripcase Soja, do Inglés “Agar Tripticase Soja”

TSI: Meio Triplice Acucar Ferro, do Inglés “Triple Sugar Iron”

pL: Microlitro

pum: Micrémetro

ufc: Unidades formadoras de coldnias

ufc/g: Unidades formadoras de coldnias por grama

VCA: Agar Cromogeénico para Vibrio, do Inglés “Vibrio Chromogenic Agar”
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VHA: Virus da Hepatite A

VMA: Valor Maximo Admissivel

VMR: Valor M&ximo de Referéncia

VTEC: Grupo Patogénico de Escherichia coli — produtor de toxinas vero
WHO: Organizacdo Mundial de Saude, do inglés “World Health Organization”
XLD: Agar xilose lisina desoxicolato, do Inglés “Xylose-Lysine-Desoxycholate Agar”
%: Por cento

<: Inferior

>: Superior

>: Superior ou igual

<

: Inferior ou igual
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Breve descricdo das atividades desenvolvidas no decorrer deste trabalho

O trabalho préatico que serviu de base a realizacdo da presente dissertacdo de mestrado,
decorreu de 2 de maio a 28 de junho de 2019, no Laboratério de Microbiologia dos Alimentos,
do Departamento de Alimentacéo e Nutricdo do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge
(INSA). Este laboratorio possui a maior parte dos seus ensaios acreditados pelo Instituto
Portugués de Acreditacdo (IPAC), de acordo com o referencial normativo NP EN ISO/IEC
17025:2018 (NP EN ISO/IEC 17025, 2018). Realiza servicos na area de Seguranca Alimentar,
para verificacdo do cumprimento dos pré-requisitos de higienizacdo das superficies e dos
utensilios em contacto com os alimentos por parte dos estabelecimentos, bem como para
verificacdo da qualidade microbioldgica das refeicGes preparadas.

Durante o periodo de estagio no laboratério, foi possivel acompanhar as analises
microbioldgicas realizadas as amostras recolhidas, desde a pesagem e diluicdo da amostra
inicial, a realizacdo dos ensaios microbioldgicos, contagens em placa e ensaios para
confirmagéo/identificagcdo dos microrganismos presentes.

Numa primeira fase, foram realizados ensaios de controlo de qualidade,
nomeadamente ensaios em branco, que consistiram na realizacdo de analises microbioldgicas
com substituicdo da amostra por agua estéril, este ensaio permite averiguar a execucdo e
esterilidade do processo, de modo a detetar contaminacGes externas durante o procedimento.
Foram ainda realizados ensaios aos grupos de alimentos: Grupo | (alimentos totalmente
cozinhados), Grupo Il (cozinhados/crus) e Grupo 11 (alimentos totalmente crus) de maneira a
garantir um bom desempenho na execucdo das analises microbioldgicas para a presente
dissertacéo.

Numa segunda fase, foi desenvolvido o trabalho analitico do estudo de avaliacdo da
qualidade microbioldgica de pecas de sushi prontas para consumo, onde foram realizados
ensaios microbiolégicos pelos sistemas automatizados TEMPO® e VIDAS®, e pesquisa de
Vibrio spp. segundo a norma 1SO 21872-1:2017 (1SO 21872-1, 2017).
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1. Introducéo

As doencas transmitidas pelos alimentos, sdo um grave problema de salde publica,
principalmente as de origem microbiana que aumentam em todo o mundo, ndo sé em paises em
desenvolvimento como também em paises desenvolvidos (de Queiroz et al., 2019). No mundo
morrem anualmente, trés milhdes de pessoas devido a doencas transmitidas por agua e
alimentos contaminados (Food And Agriculture Organization of the United Nations [FAO],
2014).

Sendo o sushi um alimento bastante perecivel, a sua qualidade microbioldgica depende
de varios fatores como, da qualidade microbioldgica inicial de cada ingrediente, do controlo de
temperatura durante todas as etapas de producdo, e das boas préticas de higiene e seguranca
alimentar por parte dos manipuladores durante a sua preparagéo e confecdo (Hoel, Jakobsen &
Vadstein, 2017).

O ndmero de estabelecimentos que oferece este género alimenticio aumentou, e face a
sua procura o0 mercado expandiu-se para pontos mais acessiveis ao consumidor. J& se encontra
disponivel em hipermercados, para além dos restaurantes especializados em cozinha japonesa
como era habitual (de Queiroz et al., 2019). A comercializacdo de sushi por parte dos
estabelecimentos na modalidade de take-away, aumenta 0s riscos para a seguranca alimentar,
pelo facto de o produto permanecer sem controlo de temperatura durante o transporte até ao
momento do seu consumo, 0 que pode favorecer o crescimento de eventuais microrganismos
patogénicos existentes (Vidacek & Janci, 2016).

Sendo um prato confecionado, na sua maioria com pescado cru, e sem qualquer tipo
de tratamento térmico, com o intuito de eliminar ou reduzir a carga microbiana presente até
niveis aceitaveis, o risco de intoxicacdo e infecdo de origem bacteriana aumenta (Dias, 2018;
FAO, 2019). A sua monitorizacdo € de extrema importancia, pelos potenciais riscos que pode
acarretar a satde dos consumidores na transmissdo de varias doencas de origem alimentar
(Liang et al., 2016).
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2. Sushi

O sushi é um prato tradicional japonés confecionado a base de peixes e mariscos crus,
arroz japonés temperado com vinagre, vinho de arroz, aglcar e sal (AJT), e algas marinhas
(nori). E combinado com outros ingredientes como frutos e vegetais, e acompanhado com pasta

de wasabi, gengibre e molho de soja (Hoel, Mehli, Bruheim, Vadstein & Jakobsen, 2015).

2.1. Etapas envolvidas na preparacao de sushi

Para assegurar a higiene de um género alimenticio, devem ser cumpridos 0s principios
gerais de higiene dos alimentos referidos no Codex Alimentarius, em conjunto com cada codigo
especifico de higiene e diretrizes sobre critérios microbiolégicos. E recomendada uma
abordagem baseada num sistema de Analise de Perigos e Controlo de Pontos Criticos (HACCP)
(HACCP do inglés “Hazard Analysis and Critical Control Point”) em todas as etapas de
producdo, de modo a melhorar a segurancga dos alimentos (Codex Alimentarius Commission
[CAC], 2003).

Todas as etapas envolvidas na preparagéo de sushi devem ser realizadas de acordo com
os principios HACCP, devendo os operadores das empresas do setor alimentar cumprir 0s
requisitos gerais de higiene dos géneros alimenticios estabelecidos no Regulamento (CE) n°
852/2004, assim como, as regras especificas de higiene aplicaveis aos géneros alimenticios de
origem animal estabelecidas no Regulamento (CE) n° 853/2004 (CAC, 2003; Regulamento
(CE) n° 852/2004; Regulamento (CE) n° 853/2004). Na figura 1, e paragrafos seguintes,

encontra-se uma breve descri¢do de cada uma das etapas de preparacdo de sushi e sashimi.
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Figura 1 — Fluxograma de producéo de sushi e sashimi (Adaptado de FEHD, 2000 e Prado, Iwatani, Pereira,
Gollucke, & Toledo, 2014).

2.1.1. Compra

Na compra dos ingredientes, é de extrema importancia que os estabelecimentos
adquiram matérias-primas de alta qualidade, a fornecedores de confianca que assegurem a
qualidade do produto a ser consumido cru, e com certificado sanitario emitido pela autoridade
competente do pais (Food and Environmental Hygiene Department [FEHD], 2000). Todos os
produtos, devem ser adquiridos a fornecedores que operem segundo o sistema HACCP.
Relativamente ao pescado, é importante conhecer a identidade do fornecedor, ter acesso a
informacdes como: o local onde foi capturado, a duragéo do transporte, a temperatura a que foi
mantido durante o transporte, e 0 meio de transporte utilizado (Garrido, Mobley, Otwell &
Schneider, 2004). Na rece¢do de produtos estaveis a temperatura ambiente, como o arroz cru,

as folhas de alga, e a wasabi em po, deve verificar-se o estado da embalagem, se esta se encontra
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intacta, e armazenar os produtos em local adequado e livre de contaminacBes (New South
Wales, Food Authority [NSW Food Authority], 2007). No caso do arroz, se for adquirido ja
acidificado e preparado, deverd ser proveniente de um fornecedor certificado, com sistema
HACCP implementado, deverdo ainda ser disponibilizados registos sobre a sua producéo, dados
que documentem a sua correta acidificacdo (pH < 4,6) e ainda a duracdo e temperatura de
armazenamento. O pH deve ser verificado, em caso de ndo conformidade (pH > 4,6 ou producéo
> 8h) devera ser devolvido ao fornecedor. N&o esquecendo os demais ingredientes, como 0s
frutos, os vegetais, as algas (nori), o0 vinagre e as especiarias, que deverdo igualmente ser
provenientes de fornecedores certificados (Garrido et al., 2004; NSW Food Authority, 2007).

2.1.2. Armazenamento

Apobs a compra, 0 armazenamento das matérias-primas deve ser feito o mais rapido
possivel, a temperaturas adequadas, protegidas de possiveis contaminacgdes, e armazenadas de
modo a reduzir ou impedir o crescimento de microrganismos. Eventuais falhas no controlo de
temperatura podem conduzir a surtos de infecdes e intoxicacdes alimentares (Garrido et al.,
2004; Liang et al., 2016).

Os produtos congelados devem ser armazenados a temperatura igual ou inferior a
-18 °C, até ao dia anterior a sua preparacao. Esta temperatura assegura que 0s microrganismos
sejam incapazes de se multiplicarem (FEHD, 2000).

Se refrigerados, os produtos devem ser armazenados entre 0 °C a 4 °C visto que a
maioria dos microrganismos ndo se multiplica a esta temperatura, embora alguns como Listeria
monocytogenes e certos microrganismos de deterioracdo sejam capazes de crescer lentamente,
enquanto a atividade enzimatica pode continuar a -10 °C portanto, a deterioracdo dos produtos
pode ocorrer a temperaturas de refrigeracdo (FEHD, 2000).

As matérias-primas e 0s produtos prontos para consumo, devem ser armazenados e
mantidos separadamente, dentro de recipientes, sobre paletes ou estruturas que ndo absorvam

humidade, e que sejam de facil higienizacdo (Garrido et al., 2004).

2.1.3 Preparacao

Os varios ingredientes sdo cortados manualmente pelo sushiman com auxilio de facas,
tdbuas de corte, ou sobre a propria bancada do sushibar, o risco de contaminagdo cruzada
durante a preparacdo € bastante significativo, principalmente através do contacto direto entre

0s varios produtos crus e a mao do manipulador, que pode levar & contaminacao dos alimentos
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com microrganismos patogénicos como: Staphylococcus aureus, certos patotipos de
Escherichia coli e Salmonella spp. (FEHD, 2000; Liang et al., 2016). E importante que os
utensilios usados sejam de materiais de fécil higienizacdo, que ndo absorvam humidade, nem
apresentem caracteristicas propicias ao desenvolvimento de microrganismos. Devem ser
corretamente higienizados entre a preparacdo dos diferentes ingredientes, de modo a evitar a
contaminacdo cruzada, principalmente quando se trata de alimentos crus, que posteriormente
ndo sejam sujeitos a tratamento térmico ap6s manipulacdo. Os manipuladores deverdo garantir
boas praticas de higiene pessoal, proceder a lavagem das maos entre as diferentes operagdes, e
sempre que necessario. No caso da utilizacdo de luvas descartaveis, estas devem ser descartadas
sempre entre diferentes operacdes. Manipuladores cujo estado de salude se encontre
comprometido, e que apresentem sintomas como, febre, diarreia, e vomitos ndo devem realizar
a preparagéo dos alimentos (NSW Food Authority, 2007).

Os produtos congelados, como o peixe e 0 marisco, devem ser retirados um dia antes
da sua preparacao, e mantidos a < 4 °C durante o processo de descongelacao (FEHD, 2000).

O arroz cozido pode ser um alimento potencialmente perigoso, embora a maioria das
bactérias sejam inativadas através do processo de cozedura, o arroz cozido fornece um ambiente
propicio ao crescimento de microrganismos. Os principais microrganismos associados ao arroz
no sushi sdo Bacillus cereus e Staphylococcus aureus, embora possa ser contaminado com
outros microrganismos patogénicos através do contacto com os demais ingredientes e a mao do
manipulador. Como é geralmente servido a temperatura ambiente, deve ser corretamente
acidificado logo apds a cozedura, a fim de garantir um pH < 4,6 que iniba o crescimento de
microrganismos. O arroz corretamente acidificado pode ser mantido a temperatura ambiente
até 8 horas, ap6s esse periodo devera ser descartado (Lee & Heacock, 2014).

Os frutos e os vegetais, se ndo forem corretamente higienizados, podem ser fonte de
microrganismos, contaminar o peixe cru, e contribuir para a proliferacdo de microrganismos
patogénicos (Hoel et al., 2017). A contaminacdo pode ocorrer na pré- ou pés-colheita, pelo
contacto com fertilizantes a base de estrume, fezes de animais silvestres, aguas de irrigacéo
contaminadas, manipulacdo e contacto com superficies contaminadas. Microrganismos como
Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum e Bacillus cereus podem ser facilmente
encontrados no solo, enquanto E. coli, Campylobacter jejuni, Salmonella spp., Shigella spp.,
Yersinia enterocolitica e Vibrio cholerae sdo exemplos de microrganismos associados a surtos,

derivados do consumo de frutos e vegetais contaminados (Beuchat, 2006).
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2.1.4 Expedicdo/Exposicdo

Com o aumento da procura de sushi e atendendo as necessidades do consumidor, este
produto comegou a ser comercializado embalado e pronto para consumo, como tal, deixou de
ser consumido logo ap6s a sua preparacdo, como ocorria anteriormente, e comegou a ter um
periodo de exposicdo mais alargado, onde medidas de controlo eficazes sdo cruciais para
garantir a seguranca do produto (Vidacek & Janci, 2016).

Produtos prontos para consumo, em exposi¢cdo, devem ser mantidos em expositores
refrigerados que assegurem a manutengdo a temperatura < 5 °C, protegidos da luz solar direta
e de eventuais contaminacfes, de modo a minimizar o crescimento de microrganismos
patogénicos. Os produtos embalados, devem encontrar-se devidamente rotulados, com
informacdes como o0 modo de conservagéo e o prazo de validade. O tempo de exposi¢cdo no
ponto de venda néo deve ultrapassar as 24 horas, caso o produto ndo seja adquirido durante esse
periodo devera ser descartado (Garrido et al., 2004).

De acordo com a NSW Food Authority (2007) se forem seguidas boas praticas de higiene e
seguranca durante todo o processo, o sushi pode ser exibido a temperatura > 5 °C, durante um
periodo méximo de 4 horas.

Relativamente ao transporte, deve encontrar-se bem higienizado, com controlo de
temperatura eficaz, mantendo a temperatura < 4 °C, e protegido de contaminacgdes externas.
Devem existir registos que indiqguem: a hora em que o sushi foi posto em exposicdo, e a hora
de expedicdo (FEHD, 2000; NSW Food Authority, 2007).

Tal como referido, as varias etapas envolvidas na preparacdo de sushi, podem estar
associadas a introducdo de microrganismos patogénicos e/ou favorecer o seu crescimento. A
seguranca dos alimentos é assegurada fundamentalmente, pelo controlo no local de origem da
planificacdo e formulacdo do produto, e pela adocdo de boas praticas de higiene durante a
producdo, processamento (incluindo a etiquetagem), manipulagdo, distribuicao,
armazenamento, venda, preparacdo e consumo, juntamente com a aplicacdo de um plano
HACCP (CAC, 2003). Na tabela 1 encontram-se resumidos 0s principais perigos associados as

varias etapas de preparacédo de sushi e as respetivas medidas de controlo.
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Tabela 1- Analise de perigos associados a produgdo de sushi e medidas de controlo (Adaptado de Lee & Heacock,
2014; Prado et al., 2014 e de Queiroz et al., 2019).

Etapa

Recec¢do

Armazenamento

Manipulagéo

Exposicéo

2.2. Variedades de sushi

Ingrediente

Pescado

Arroz

Alga nori

Frutos e
vegetais

Pescado
Arroz

Alga nori

Frutos e
vegetais

Pescado

Arroz

Alga

Frutos e
vegetais

Sushi

Analise de Perigos

Bioldgicos- microrganismos
patogénicos

Quimicos- toxinas, metais pesados,
residuos de medicamentos veterinarios
Bioldgicos- microrganismos
patogénicos

Fisicos — insetos, pedras

Bioldgicos- microrganismos de origem
Bioldgicos- microrganismos
patogénicos, parasitas

Quimicos- pesticidas

Bioldgicos- proliferacdo de bactérias
Quimicos- toxinas

Fisicos- insetos

Bioldgico- proliferacdo de bactérias e
fungos

Bioldgico- proliferacdo de bactérias e
fungos

Bioldgico- microrganismos
Quimico- toxinas

Biolégico- microrganismos
Quimico- toxinas

Bioldgico- microrganismos
Quimico- toxinas

Bioldgico- microrganismos
Quimico- toxinas

Bioldgico- microrganismos patogenicos
Quimico- toxinas

Medidas de Controlo

Selecdo de fornecedores de confianca;
Tempo e temperatura recomendados;
Correta higienizacdo das méos e
utensilios.

Selecéo de fornecedores;

Inspec¢do visual de contaminantes
fisicos.

Selecéo de fornecedores

Selecéo de fornecedores;

Inspecéo visual de parasitas.

Armazenamento a temperatura
adequada.

Armazenamento em area limpa e
protegida.

Armazenamento em area limpa e
protegida.

Armazenamento a temperatura
adequada.

Controlo de tempo/temperatura;
Boas préticas de higiene.
Controlo de tempo/correta acidificacdo
do arroz ap6s cozedura;

Boas praticas de higiene.

Desinfecdo da embalagem de origem
com alcool a 70%;

Boas préticas de higiene.

Correta higienizacdo com solucéo
desinfetante;

Boas praticas de higiene.

Controlo do tempo/temperatura;
Boas préticas de higiene e de fabrico.

O sushi pode ter diversas apresentagdes, das variedades mais comuns destacam-se: 0

hoso maki, o niguiri, o futo maki, o gunkan maki, o uramaki, o temaki, o sashimi e o chirashi
sushi (Feng, 2012; Barber & Takemura, 2014).

2.2.1. Hoso maki

O hoso maki € o tradicional sushi de rolo, supde-se que tenha sido o primeiro sushi de

rolo a ser confecionado. E composto por arroz, nori e apenas mais um ingrediente, como por

exemplo pepino ou atum (Barber & Takemura, 2014).
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Figura 2 - Aspeto geral do Hoso maki. Fonte: original da autora.

2.2.2. Niguiri

O niguiri é moldado a méo para obter a sua forma oval, e servido com pasta de wasabi
e uma fatia de peixe sobre o arroz. Os ingredientes tradicionais do niguiri sdo o abacate, 0 sargo
e a solha-das-pedras, embora 0s mais comuns nos dias de hoje sejam o atum, a cavala, 0 salméo

e o camardo (Barber & Takemura, 2014).

Figura 3 - Aspeto geral do Niguiri. Fonte: original da autora.

2.2.3. Futo maki

O futo maki também designado por date maki ou “rolo dandy” é de maiores dimensdes
que o hoso maki, por ser composto por diversos ingredientes. E enrolado com o arroz e os
restantes ingredientes a alga nori, e servido com diversas combinacdes e apresentacfes. Os
ingredientes mais utilizados sdo peixes, mariscos, frutos e vegetais. A mescla de ingredientes
atenua a percecao de consumo de peixe in natura, gracas as diversas cores, texturas e mistura

de sabores apresentados num s6 rolo (Feng, 2012; Barber & Takemura, 2014).

Figura 4 - Aspeto geral do Futo maki. Fonte: original da autora.
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2.2.4. Uramaki
O uramaki também conhecido como “rolo california” é enrolado de forma inversa,
colocando a alga no interior do rolo e o arroz no exterior. Os ingredientes originais que o

compde sdo o abacate e a sapateira (Feng, 2012; Barber & Takemura, 2014).

Figura 5 - Aspeto geral do Uramaki. Fonte: original da autora.

2.2.5. Gunkan maki

O gunkan maki recebe esta designacao pelo seu aspeto, que se assemelha a um barco,
pela forma como a tira de nori é colocada para suster a sua cobertura de ovas, peixe ou ostras
(Barber & Takemura, 2014).

Figura 6 -Aspeto geral do Gunkan maki. Fonte: Barber and Takemura, 2014.

2.2.6. Temaki

O temaki é enrolado & mdo em forma de cone, o arroz € colocado sobre a folha de nori
e enrolado com os restantes ingredientes. E normalmente composto por peixe ou frutos do mar,
juntamente com frutos e vegetais, como manga, pepino e abacate (Feng, 2012; Barber &
Takemura, 2014).

Figura 7 - Aspeto geral do Temaki. Fonte: Barber and Takemura, 2014.
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2.2.7. Sashimi
O sashimi é uma iguaria japonesa que se resume a pedacos de peixe ou frutos do mar
fatiados finamente, como atum, salmdo ou lula. Podem ser servidos cozinhados, crus,

marinados e com ou sem condimentos (Barber & Takemura, 2014; Liang et al., 2016).

Figura 8 - Aspeto geral de Sashimi. Fonte: original da autora.

2.2.8. Chirashi sushi
O chirashi sushi é normalmente servido em tigelas individuais como prato unico.
O arroz ¢ espalhado na tigela e decorado com os restantes ingredientes, que normalmente

incluem diferentes variedades de peixe, frutos e vegetais (Barber & Takemura, 2014).

Figura 9 -Aspeto geral do Chirashi sushi. Fonte: Barber and Takemura, 2014.

A wasabi (pasta de rabano-bastardo ou mostarda japonesa) de sabor forte e picante, é
consumida em pequenas quantidades juntamente com as pecas, com o intuito de realcar o sabor
dos ingredientes e o gengibre é servido a parte em forma de pickles cor-de-rosa, com o intuito
de “limpar” o paladar entre os pratos, de forma a permitir uma melhor degustacdo (Barber &
Takemura, 2014).

2.3. O sushi de fusao

Os fluxos de imigracéo originam o contacto entre culturas, e resultam numa influéncia
de ambas as partes a que se da o nome de hibridismo (Kato, Oliveira, Maciel & De Freitas,
2016). Este fenomeno, reflete-se também na gastronomia, resultando na “cozinha de fuséo”,
que sugere novos ingredientes e novas formas na preparacdo de pratos tradicionais,
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adaptando-os aos habitos e costumes dos habitantes locais, contudo mantendo as cores, 0s
sabores, 0s temperos, a historia e a cultura de onde tém origem (Kato et al., 2016).

Uma das razdes para a rapida disseminacdo do sushi em todo o mundo, foi a adaptacédo
e a alteracdo dos ingredientes utilizados na elaboracdo deste prato e a forma como estes sao
apresentados. Os estabelecimentos incluem ingredientes familiares aos consumidores regionais,
atraindo clientes mais recetivos ao consumo de peixe cru e de algas marinhas. Um exemplo de
uma dessas adaptacdes, foi a criacdo do uramaki no inicio dos anos setenta, por um mestre
japonés nascido na Ameérica, que teve como iniciativa a criacdo de um rolo de sushi enrolado
de forma inversa, de maneira a que a alga ndo fosse tdo percetivel ao consumidor, diminuindo
assim as reacdes de aversao ao consumo de algas e peixe cru (Feng, 2012; Barber & Takemura,
2014).

2.4. Sushi e os seus beneficios nutricionais

2.4.1. Pescado

Dos vérios ingredientes que compdem o sushi, fazem parte o peixe e produtos
derivados da pesca. O consumo regular de pescado esta associado a melhorias na saude, o que
fez aumentar a sua procura e inclusdo, como base de uma alimentacdo saudavel.

O pescado € considerado uma excelente fonte de proteina de alto valor bioldgico, tanto
pela quantidade de proteina presente, com um teor total que na sua composicao varia entre 15%
e 25%, dependendo das espécies, como qualitativamente pois sdo fonte de aminoacidos
essenciais como a lisina, a metionina e a cisteina. E de facil digestibilidade e o seu teor em
hidratos de carbono € baixo, geralmente sdo detetados valores inferiores a 0,5% (Sartori &
Amancio, 2012). Contém vitaminas hidrossoltveis, como vitamina B6 e B12, e vitaminas
lipossoluveis como vitamina A, D e E. Embora a concentracdo de vitaminas varie consoante as
espécies, época do ano e localizacdo geografica, os peixes gordos, como o0 atum, a cavala, 0
arenque, a sardinha e o salmao, sdo ricos em vitamina A e D e geralmente fonte de minerais
como célcio, ferro, fosforo, cobre, selénio e iodo, no caso dos peixes de agua salgada (Nunes,
Bandarra & Batista, 2011; Girardet, 2012; Sartori & Amancio, 2012). O peixe é também rico
em acidos gordos polinsaturados émega-3, principalmente peixes gordos como o salmao, o
atum, a sardinha, a cavala, o robalo, o arenque, a anchova, a truta e o peixe-carvao-do-pacifico
(Sidhu, 2003). Os &cidos gordos 6mega-3 sdo reconhecidos pelos seus efeitos benéficos na

prevencdo de doencas cardiovasculares, reducdo dos niveis de triglicéridos, reducao do risco de
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doenca coronéria e de certas neoplasias, melhoria no desenvolvimento fetal, manutencéo das
funcBes cognitivas e prevencdo de deméncia, sendo recomendado o consumo de peixes gordos
pelo menos duas vezes por semana (Swanson, Block & Mousa, 2012; Domingo, 2016).

Outro beneficio é o facto deste prato ser servido cru, 0 peixe e 0 marisco Sao
normalmente servidos cozinhados, a excecdo do sushi. Ainda que cozinhar os alimentos
aumente a sua seguranca, melhore o seu sabor, textura e digestibilidade, pode afetar a sua
composicdo e o seu valor nutricional, favorecer a formacdo de compostos nocivos a salde,
resultar na perda parcial ou completa de vitaminas e minerais e contribuir para a alteragéo do
perfil dos acidos gordos (dependendo do modo de confecdo) (Sobral, Cunha, Faria & Ferreira,
2018).

2.4.2. Arroz

O sabor caracteristico do arroz torna-o de facil combinacdo com outros ingredientes,
fornece um 6timo aporte de energia, e juntamente com uma fonte de proteina compdem uma
refeicdo equilibrada e rica em nutrientes. Fornece aminoacidos como os &cidos glutdmico e
aspartico, e vitaminas como a tiamina (vitamina B1), que favorece o bom funcionamento do
sistema nervoso, cardiovascular e a atividade celular na obtencdo de energia, a riboflavina
(vitamina B2), que auxilia o metabolismo na digestdo dos lipidos, glicidos, proteinas, e na
producdo de energia celular, e a niacina (vitamina B3), que apresenta grande relevancia no
metabolismo celular, principalmente na reparacdo do material genético (Sousa, Amaral &
Oliveira, 2012; Rohman, Helmiyati, Hapsari & Setyaningrum, 2014).

2.4.3. Algas marinhas

As algas marinhas sdo ricas em antioxidantes naturais, e a alga nori do género
Porphyra, é a mais utilizada na preparacdo de sushi. Fornece aminoacidos, vitaminas do
complexo A, Bl1, B2, B3, B12 e C, &cido folico, acidos gordos polinsaturados 6mega-3 e
Omega-6. Para além de terem baixo valor caldrico, sdo bastante nutritivas e de facil
digestibilidade (Demetrio et al., 2009; Pimenta, 2010).

2.4.4. Frutos e vegetais
O consumo de frutos e vegetais é recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude
para prevencao de diversas doengas cronicas e manutencdo de uma alimentacéo saudavel. S&o

alimentos pouco caloricos, constituem uma boa fonte de fibra e aumentam o aporte de vitaminas
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e minerais a este prato (World Health Organization [WHQO], 2003).

2.4.5. Outros ingredientes

Em relacdo aos acompanhamentos que sdo servidos juntamente com este prato, a
wasabi possui propriedades antibacterianas e antissépticas, estimula a producéo de saliva
(ajudando na digestao) e € rica em vitamina C. O gengibre fortalece o sistema imunitario, € um
antisséptico natural, acelera 0 metabolismo e auxilia no combate a gripes e constipacfes. O
molho de soja € feito & base de feijoes de soja fermentados que sdo ricos em ferro, magnésio,
potassio e proteinas (Barber & Takemura, 2014).

Embora os beneficios do sushi ndo sejam particularmente mencionados na literatura,
o0s beneficios nutricionais dos principais ingredientes que o compdem sdo bastante referidos
pelos profissionais de satde pelos inimeros beneficios que apresentam.

2.5. Sushi e os seus maleficios nutricionais

Uma das principais desvantagens nutricionais de uma refeicao de sushi € o seu elevado
teor de sddio, o peixe cru é salgado ou marinado para realcar o seu sabor e 0 molho de soja
adiciona ainda mais sodio a esta refeicdo dado que uma colher de cha deste molho apresenta
um teor sodio de 6%. Individuos que sofram de hipertensdo devem ter especial atencdo com o
seu consumo (Yamamoto & Hicks, 2005; Sousa et al., 2012).

O acucar refinado adicionado ao arroz durante a sua preparacdo, pode ser um
problema, além de aumentar o seu indice glicémico, o acucar refinado € um componente
prejudicial a saude, possui propriedades inflamatérias, induz a resisténcia a insulina e diabetes
(Garcia et al., 2019). Devido ao elevado teor de agUcar que é adicionado ao arroz, pessoas com
diabetes Mellitus devem moderar o seu consumo (Sousa et al., 2012).

O “sushi de fusdo” servido atualmente acrescenta um aporte caldrico significativo a
este prato, em relacdo ao tradicional, uma vez que sdo adicionados ingredientes como molho
teryaki, molho agridoce, maionese, queijo creme entre outros ingredientes ricos em gordura e

acucar (Yamamoto & Hicks, 2005; Nascimento, Nobrega, Ventura & Callou, 2019).

3. Doencas de origem alimentar

O aumento da ingestdo de pescado cru, associado ao aumento do consumo de sushi é
uma preocupacdo de saude publica. O consumo de sushi é considerado de alto risco, pelos

perigos que pode albergar colocando em causa a salde dos consumidores, uma vez que sem

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias Faculdade de Medicina Veterinaria

34



Sandy Jane Curado Alegria Avaliacdo da qualidade microbiol6gica de pecas de sushi prontas para consumo

tratamento térmico adequado, pode transmitir doencas com origem bacteriana, parasitaria e
viral (Pinheiro et al., 2006; Feng, 2012).

As doencas de origem alimentar s&o caracterizadas por um conjunto de sintomas sendo
0s gastrointestinais os mais frequentes e normalmente englobam vomitos, diarreia, febre e dores
abdominais, que ocorrem em simultaneo ou individualmente (Pinto, 1996; WHO, 2017). Um
surto é definido pelo aparecimento da mesma sintomatologia, geralmente gastrointestinal, em
dois ou mais individuos, devido ao consumo do mesmo alimento (Novais, 1998; WHO, 2008).
Entre as causas mais comuns de surtos encontram-se 0s microrganismos patogénicos e as suas
toxinas (Rodrigues, Guiné & Correia, 2015). Existem poucos dados relativamente a doencas de
origem alimentar em Portugal, nem sempre 0s casos que ocorrem sao declarados, a maioria das
vitimas de intoxicacdo ou infecdo alimentar, ndo recorrem a tratamento médico, e por outro
lado, quando o fazem nem sempre sdo realizadas as devidas analises para identificacdo do
agente. Além disso, apenas algumas doengas de origem alimentar sdo de declaracao obrigatoria,
sendo o numero de casos declarados, inferior aos que ocorrem na realidade, ndo existindo um
conhecimento do numero real da sua incidéncia nem dos agentes envolvidos (Veiga et al.,
2009).

A ocorréncia de uma doenca de origem alimentar é dependente de vérios fatores
individuais e da dose infetante ingerida, a qual se traduz pelo nimero de microrganismos
necessarios para causar doenca. Sdo considerados como grupos de risco para doencas
alimentares: criangas, gestantes, idosos e imunodeprimidos, que podem ser mais sensiveis
quando expostos a um menor nimero de microrganismos, do que um individuo adulto saudavel
(Council for Agricultural Science and Technology [CAST], 1994; Ray, 2005).

A maioria dos surtos surgem devido a ingestdo de alimentos contaminados sem
alteracbes organoléticas percetiveis aos consumidores, isto porque a dose infetante de
patogénicos alimentares presentes, geralmente € menor do que a quantidade de microrganismos
necessarios para degradar o alimento, o que dificulta a rastreabilidade dos alimentos que podem
eventualmente causar doenca. Alimentos com aparéncia, cor e odor alterados dificilmente
causam surtos alimentares, uma vez que sdo notados e rejeitados pelos consumidores antes de
serem consumidos. Nestas situacfes normalmente a contaminacdo microbioldgica é elevada,
com valores superiores a 108 ufc/g (unidades formadoras de col6nias por grama de alimento)
(Oliveira, Paula, Capalonga, Cardoso & Tondo, 2010).

As doencas transmitidas pelos alimentos sdo classificadas em dois grandes grupos:

intoxicacOes alimentares e infecdes alimentares (Novais, 1998).
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As intoxicacgdes alimentares, ocorrem quando sdo ingeridas toxinas microbianas ou
fangicas, micotoxinas, presentes no alimento, mesmo quando os microrganismos que lhes
deram origem se encontram inviaveis. As toxinas geralmente ndo causam alteracOes
organoléticas nos alimentos, 0 que aumenta o risco de intoxicagdo. So exemplo as micotoxinas,
como a aflatoxina Bi, a toxina de Clostridium botulinum e a enterotoxina de Staphylococcus
(CAST, 1994; Ray, 2005).

As infecBes alimentares, ocorrem quando a dose infetante de microrganismos
patogénicos presentes no alimento é capaz de se multiplicar e colonizar o intestino, invadir os
tecidos e causar doenca. Como exemplo desses microrganismos temos Salmonella spp.,
Shigella spp. e o virus da hepatite A. Quando as infecdes sdo mediadas por toxinas ocorrem
quando a quantidade de microrganismos patogénicos presentes, sdo capazes de produzir ou
libertar toxinas apds a ingestdo do alimento. Vibrio cholerae e Clostridium perfringens s&o
exemplo de microrganismos que podem dar origem a estas infecbes (CAST, 1994; Ray, 2005).

4. Principais perigos veiculados atraves do consumo de sushi

Segundo a defini¢do da Codex Alimentarius Commission, o conceito de perigo alimentar
é qualquer agente quimico, fisico ou bioldgico, presente num género alimenticio, que possa
causar um efeito adverso a saide do consumidor. Dependendo da sua natureza podem ser

classificados em perigos quimicos, fisicos ou biol6gicos (CAC, 2003).

4.1. Perigos fisicos

Os perigos fisicos sdo descritos como qualquer objeto que surja num género
alimenticio, que ndo faca parte deste, e que possa causar danos a satde do consumidor. Embora
ndo ocorram com muita frequéncia, quando ocorrem, podem causar graves lesdes a salde do
consumidor. A severidade das lesdes depende das caracteristicas do individuo, sobretudo da
sua faixa etéria, e das caracteristicas fisicas do perigo, como a forma, a dimensao e o material,
que definem a capacidade de corte, perfuragéo, asfixia e morte pelo perigo.

Estes perigos podem estar associados as matérias-primas, ou serem introduzidos
acidentalmente em qualquer ponto da cadeia, através dos equipamentos, utensilios ou
manipuladores. Sdo considerados perigos fisicos materiais como vidros, madeiras, metais,
pedras, 0ssos, plasticos, cabelos, objetos pessoais, entre outros (Baptista & Venancio, 2003;
Amaral & Oliveira, 2013).

Nos produtos de pesca podem ocasionalmente surgir materiais derivados da sua
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atividade como fios e anzéis, fragmentos de madeira, vidro, plastico, conchas, pedras, espinhas,
entre outros materiais, que podem causar injdria quando ingeridos, nomeadamente asfixia,
trauma dentério e laceracGes no aparelho digestivo (Pinho, 2015). Além do pescado, os diversos
ingredientes utilizados na confecdo de sushi, como o arroz e as hortofruticolas podem
igualmente conter perigos fisicos (Veiga et al., 2009; Prado et al., 2014). Como prevencao
devem ser cumpridas boas praticas de higiene e de fabrico pelos manipuladores, higienizagdo
das estruturas e equipamentos e inspec¢do periddica dos mesmos, controlo de pragas, planos de
higienizacdo e procedimentos HACCP a fim de minimizar o risco de ocorréncia (Veiga et al.,
2009).

4.2. Perigos quimicos

Os perigos quimicos podem ter diversas origens, ser intrinsecos as matérias-primas ou
resultar de contaminacdo durante alguma fase do processamento. De entre todos os perigos
quimicos existentes tém especial relevancia: as micotoxinas, as toxinas naturais, os pesticidas
quimicos, os metais pesados, os alergénios, os medicamentos de uso veterinario (antibidticos,
promotores de crescimento), os aditivos alimentares (em concentragdes improprias), 0s nitritos
e nitratos, as nitrosaminas e produtos quimicos utilizados na limpeza, desinfecdo e lubrificacédo
(Baptista & Venancio, 2003; Afonso, 2008).

Embora muitos dos perigos quimicos ndao causem efeitos imediatos, é importante
salientar que a exposicéo prolongada dos consumidores a pequenas doses de contaminantes, ao
longo do tempo pode ser um risco para a saude e predispor ao aparecimento de véarias doencas

de caréater agudo ou crénico (Veiga et al., 2009).

4.2.1. Biotoxinas marinhas

As biotoxinas marinhas, exceto a tetrodotoxina, sdo sintetizadas por microalgas, a
maioria das quais sdo dinoflagelados, que contaminam moluscos bivalves e causam
intoxicagdes (Huss, 1997). A tetrodotoxina ou tetrodontoxina, também conhecida por “veneno
fugu” encontra-se nos peixes da familia Tetradontidae (peixe baldo), que acumulam esta toxina
principalmente na pele, ovérios, figado e com menor frequéncia no musculo. E responsavel por
varios envenenamentos letais, e 0s sinais de intoxicagdo durante o seu consumo séo a tumefagéo
dos labios e boca (Veiga et al., 2009; Cruz, Mateus, & Rocha, 2015).

O termo Ciguatera engloba as ciguatoxinas, que sdo toxinas termicamente estaveis, e

cujo mecanismo de acgdo ainda ndo se encontra totalmente conhecido, e as maitotoxinas.
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Acumulam-se em maior quantidade em peixes como a moreia, a barracuda, a sardinha do
Pacifico, a garoupa de Sdo Tomé e a tainha. Os sintomas de intoxicacdo sdo maioritariamente
sintomas gastrointestinais e neuroldgicos, que podem permanecer durante horas a semanas, €
em casos mais graves podem resultar em morte (Veiga et al., 2009; Cruz et al., 2015).

Na Europa séo conhecidas ha vérias décadas, a intoxicacdo paralisante por marisco
(Paralytic Shellfish Poisoning [PSP]) e a intoxicacdo diarreica por marisco, (Diarrhetic
Shellfish Poisoning [DSP]) sendo estas as principais biotoxinas que contaminam os bivalves da
costa continental Portuguesa (Vale, 2011).

De entre todas as intoxicacdes de origem marinha, a intoxicacdo pela PSP é a que
ocorre com maior frequéncia, e a que apresenta repercussdes mais graves, cerca de 6% da taxa
de mortalidade mundial é devida a intoxicag&o por esta toxina (Cruz et al., 2015). Os bivalves
com maior concentragdo desta toxina sdo as conquilhas e os mexilhdes (Veiga et al., 2009)
também se encontra descrita em ostras, améijoas, vieiras, lingueirdo e berbigdo. Os sintomas
desenvolvem-se entre 30 minutos e 2 horas ap0s a ingestdo, e incluem: sensacdo de dorméncia
na boca e ponta dos dedos, formigueiro, sonoléncia, dores de cabeca, nauseas e vomitos. Em
casos mais graves, pode ocorrer discurso incoerente, ataxia, paralisia dos membros e morte
devido a paragem respiratéria (Huss, 1997; Cruz et al., 2015).

A toxina DSP encontra-se em concentracdes mais elevadas em conquilhas, mexilhGes
e berbigdes, acumulam-se no tecido adiposo do pescado e guando ingerida causa vémitos,
diarreia, nauseas e dores abdominais. Os sintomas ocorrem poucas horas ap6s a ingestdo e
geralmente as vitimas recuperam entre 3 a 4 dias (Huss, 1997; Veiga et al., 2009; Cruz et al.,
2015).

A toxina Neurotoxic Shellfish Poisoning (NSP) contamina os bivalves quando se
encontram em contacto com o dinoflagelado Ptychodiscus brevis, estas algas sdo também
conhecidas como “marés vermelhas”. Os sintomas incluem suores frios, vomitos e
descoordenacdo motora, ocorrendo 3 horas apds a ingestao (Huss, 1997; Cruz et al., 2015).

A intoxicagdo pela Amnesic Shellfish Poisoning (ASP) é devida ao &cido domoico,
produzido pela diatomacea Nitzschia pungens. A sintomatologia associada inclui: nauseas,
diarreia, vomitos, perda de equilibrio, amnésia temporaria ou permanente, coma e morte, que

podem ser manifestados até 3 dias apés a ingestdo (Huss, 1997; Cruz et al., 2015).
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4.2.2. Histamina

A intoxicacao quimica por histamina resulta da ingestdo de géneros alimenticios com
elevados teores deste composto, que se forma atraveés da descarboxilacdo bacteriana do
aminoacido histidina durante o periodo post-mortem do pescado. Embora peixes da familia
Scombridae como o atum, a cavala e o robalo, contenham niveis mais elevados de histidina
livre, também peixes ndo-escombroides como o arenque e a sardinha, podem igualmente estar
associados a esta intoxicagdo (Huss, 1994). Os casos de intoxica¢do por atum podem também
estar associados a outras aminas biogénicas (Masson & Pinto, 1998).

As bactérias relacionadas com a producédo deste composto sdo encontradas na maioria
dos peixes ap0s a captura, encontram-se naturalmente presentes nas branquias, no intestino e
na pele, enquanto outras fontes de contaminagdo sdo superficies de contacto e manipuladores
(Mercogliano & Santonicola, 2019). Destacam-se como bactérias produtoras de histamina,
algumas Enterobacteriaceae, certos Vibrio spp., Clostridium e Lactobacillus spp. e como
maiores produtoras, Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae e Hafnia alvei (Huss, 1994;
Mercogliano & Santonicola, 2019).

A producdo de histamina é mais rapida a temperaturas > 21,1 °C do que a temperaturas
moderadas de 7,2 °C, sendo particularmente acentuada a 32,2 °C. A producéo deste composto
pode ocorrer desde 0 momento da captura até ao consumo, a enzima envolvida no processo de
formacdo de histamina (histidina descarboxilase), uma vez presente no peixe pode manter-se
ativa a temperaturas de refrigeracdo e permanecer estavel durante o processo de congelacéo,
até mesmo quando as bactérias se tornam inviaveis. As bactérias e as enzimas podem ser
inativadas por tratamento térmico como a cozedura, no entanto caso a histamina ja se encontre
formada ndo é eliminada, por estas razbes, a formacdo de histamina ocorre com maior
frequéncia em peixe cru e descongelado. A evisceracao e remocao das branquias podem reduzir
0 nimero de bactérias produtoras de histamina, mas ndo elimina-las totalmente (Food and Drug
Administration [FDA], 2019; Mercogliano & Santonicola, 2019).

O perigo da histamina no pescado € intensificado pela capacidade de conferir
toxicidade ao produto, mesmo antes da sua deterioracéo e alteracdo sensorial ser notada pelos
consumidores. O aparecimento de sintomas geralmente ocorre 1 hora apos a ingestéo e inclue:
sintomas gastrointestinais (nauseas, vomitos, colicas abdominais e diarreia), sintomas
neuroldgicos (sensacdo de formigueiro, dores de cabeca, palpitacdes, prurido e ardor), sintomas

cutaneos (urticaria e erupgéo cuténea) e hipotensdo. A histamina possui potencial alergénico,
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podendo causar um quadro de intoxicacdo mais grave em individuos alérgicos a histamina (Ray,
2005; Souza, Calixto, Mesquita, Packness, & Azeredo, 2015).

O controlo deste perigo baseia-se essencialmente na monitorizagdo do tempo e
temperatura a que o produto é exposto durante todo o processo, que se forem inadequados
permitem a formac&o de histamina (Masson & Pinto, 1998). O arrefecimento rapido e imediato
post-mortem do pescado € um dos passos mais importantes para impedir a formacao de
histamina, além disso, varios fatores como as condi¢Ges poOs-captura, 0 processamento, 0
armazenamento e a distribuicdo podem influenciar a sua producgéo (FDA, 2019; Mercogliano
& Santonicola, 2019).

Na Unido Europeia, 0 Regulamento (CE) n° 2073/2005 de 15 de novembro 2005,
estabeleceu limites para os produtos da pesca, de espécies de peixes passiveis de ter um elevado
teor de histidina, principalmente espécies das familias: Scombridae, Clupeidae, Engraulidae,
Coryfenidae, Pomatomidae e Scombresosidae, o intervalo de histamina estabelecido, é
compreendido entre 100 mg/kg e 200 mg/kg. No caso de produtos de pesca submetidos a
tratamento de maturacdo enzimatica em salmoura e fabricados a partir de espécies de peixe
associadas a um elevado teor de histidina, os limites estabelecidos pelo regulamento s&o entre
200 mg/kg e 400 mg/Kkg.

Em ambos os casos, 0 plano de amostragem € de 9 amostras, em que apenas 2/9
amostras podem apresentar valores dentro deste intervalo estabelecido (Regulamento (CE) n°
2073/2005).

4.2.3. Metais pesados

A contaminacdo de géneros alimenticios com metais pesados é uma preocupagado, 0s
alimentos com maior nimero de alertas para estes perigos sdo peixes, crustaceos e moluscos.
Os metais pesados presentes no pescado, que apresentam maiores riscos para 0s seres humanos,
sdo o cadmio, o chumbo e o mercdrio (Hg), sendo este Gltimo o de maior relevancia (Veiga et
al., 2009).

O Hg encontra-se no meio ambiente devido a atividades antropogeénicas, como despejo
de residuos industriais e domésticos, processos naturais, como atividade vulcanica e
decomposicgéo de rochas que contém Hg na sua composi¢do. Quando presente no ambiente, o
Hg é transformado por bactérias em metilmercurio (MeHg), a forma quimica mais téxica do
Hg, que rapidamente entra na cadeia alimentar marinha néo s6 pela absorcdo de MeHg que se

encontra na agua, como através da alimentacdo de outros peixes contaminados. Geralmente 0s
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peixes com niveis mais elevados de metais pesados, sdo 0s que se encontram no topo da cadeia
alimentar, de maiores dimensdes, que vivem mais tempo, que ingerem uma maior quantidade
de alimento, e que consequentemente sofrem uma maior biomagnificagdo, como exemplo
temos o espadarte e 0 atum. Embora 0 MeHg geralmente se acumule através da cadeia alimentar
nos peixes selvagens, o consumo de peixes de aquacultura pode igualmente apresentar riscos,
devido a presenca de MeHg em racdes destinadas ao consumo desses animais. A bioacumulacgéo
de mercurio pelos consumidores, depende da quantidade de mercurio presente no peixe, da
frequéncia do seu consumo e da quantidade que é ingerida. Também o arroz cultivado em &reas
contaminadas com Hg pode apresentar niveis prejudiciais de MeHg (Morgano, Gomes,
Mantovani, Perrone, & Santos, 2005; Costa & Fattori, 2010).

O MeHg quando entra no organismo acumula-se nos rins, figado e no sistema nervoso
central. Em gestantes provoca efeitos tdxicos irreversiveis no feto, embora a progenitora ndo
tenha sintomatologia associada, pode causar atrasos no desenvolvimento fetal, malformagdes
(maioritariamente do canal auditivo), paralesia cerebral, convuls@es, distirbios mentais e
cegueira. Os sintomas de intoxicacdo por Hg podem ser agudos ou cronicos. A intoxicacdo
aguda ocorre pela ingestdo de alimentos contaminados com MeHg, os sintomas podem ser leves
a letais nomeadamente: vomitos, tremores, ataxia, discurso incoerente, paralisia, afonia,
cegueira, coma e morte. No caso de intoxicacao crénica, afeta principalmente o sistema nervoso
central, com manifestacbes de ataxia, parestesia, dificuldades na fala, fraqueza, fadiga,

incapacidade de concentracao, perda de viséo e audi¢do, coma e morte (Costa & Fattori, 2010).

4.2.4. Micotoxinas

As micotoxinas sdo substancias toxicas de dificil controlo, sdo produzidas por algumas
espécies de fungos filamentosos que podem contaminar alimentos destinados ao consumo
humano e animal (lamanaka, Oliveira, & Taniwaki, 2010). Ocorrem naturalmente no meio
ambiente, e desenvolvem-se, em condi¢des ambientais favoraveis, em: cereais, frutos secos,
frutas e legumes. Os fungos mais comuns nos alimentos sé@o Aspergillus, Penicillium e
Fusarium, e as micotoxinas com maior relevancia no setor agroalimentar sdo as aflatoxinas, as
ocratoxinas, as fumonisinas e a patulina (lamanaka et al., 2010; Viegas, 2010).

As micotoxinas podem estar presentes em ingredientes de ragdes destinadas ao
consumo de peixes de aquacultura, nomeadamente no milho e no farelo de algodéo, que séo
frequentemente utilizados em ragdes, e sdo muito propensos a contaminagdo por aflatoxinas

(Manning, 2010). Os frutos, principalmente a maga, podem ser contaminados com a micotoxina

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias Faculdade de Medicina Veterinaria

41



Sandy Jane Curado Alegria Avaliacdo da qualidade microbiol6gica de pecas de sushi prontas para consumo

patulina, produzida por varias espécies de Penicillium, Aspergillus e Byssochlamys que causam
deterioracdo (Puel, Galtier & Oswald, 2010).

As propriedades quimicas do arroz e o seu modo de cultivo, fazem com que seja
suscetivel & contaminagdo fungica e a presenca de micotoxinas, tornando-se impréprio para
consumo (Guimardes, Souza, Cornélio, Pereira & Villela, 2010). Num estudo onde foram
analisadas 90 amostras de arroz, foi detetada a presenca de aflatoxinas em 68 (75,6%) amostras
das quais, 13 (13,5%) encontravam-se acima do limite estabelecido pela Unido Europeia, sendo
a aflatoxina B1 a mais comummente encontrada (Miranda, Moreano & Ocampo, 2018).

As manifestacdes clinicas podem ser bastante variaveis, enquanto as aflatoxinas
podem causar lesbes hepaticas e estdo relacionadas com efeitos carcinogénicos, a patulina, 0s
tricotecenos e as fumonisinas podem interferir com o sistema imunitario, e a ocratoxina A, pode

provocar danos renais (Veiga et al., 2009).

4.2.5. Medicamentos de uso veterinario

Os medicamentos veterinarios sdo muitas vezes utilizados como profilaxia e
tratamento de diversas doengas, com 0 objetivo de aumentar a produgdo e 0s ganhos
econdmicos. Quando ndo sdo respeitadas todas as recomendacdes, e 0s respetivos intervalos de
seguranca, é possivel a presenca de residuos farmacoldgicos em géneros alimenticios. Além
disso, os farmacos administrados sdo libertados no meio ambiente através dos excrementos
animais, podendo contaminar varios recursos hidricos (Hoff, 2017). O uso indiscriminado de
antibidticos em aquacultura pode favorecer o aparecimento de estirpes bacterianas resistentes,
tanto em bactérias comensais presentes no trato intestinal do homem e animais, como bactérias
presentes no meio ambiente. Tém sido reportados varios casos de resisténcias a antibioticos em
aquacultura, principalmente do género Aeromonas e da familia Enterobacteriaceae que séo 0s
mais estudados, tendo em conta o0 seu potencial patogénico. Também ja foi reportada a
transferéncia de genes de resisténcia entre Aeromonas salmonicida a bactérias como Echerichia
coli (Gastalho, Silva & Ramos, 2014). Os peixes podem servir de reservatorio a varios genes
de resisténcia a antibidticos, e com o consumo de peixe cru podem facilmente ser transferidos
aos seres humanos (Silva et al., 2019).

A presenca de residuos farmacoldgicos em géneros alimenticios, além de propiciar o
desenvolvimento de resisténcias a antibidticos, diminuindo a sua eficacia no tratamento de
varias infeces, podem também despoletar reacdes alérgicas graves nos consumidores, e

predispor ao desenvolvimento de doencas cancerigenas (Baptista & VVenancio, 2003).
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4.2.6. Poluentes organicos persistentes

Os poluentes organicos persistentes (POP) sdo compostos volateis, lipofilicos e
ubiquitarios, resultantes de atividades urbanas, industriais e agricolas. O consumidor entra em
contacto com estes compostos, que tém efeito cumulativo no organismo, principalmente através
da alimentacdo. Dos POP destacam-se, os pesticidas organoclorados (OCP), compostos
pertencentes ao grupo das dioxinas, bifenilos policlorados (PCB), hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (PAH) e difeniléteres polibromados (PBDE) (Smith & Gongolli, 2002; Dérea,
2008). Os agrotdxicos apesar de apresentarem beneficios de sustentabilidade na agricultura, se
forem utilizados de forma inadequada, acumulam-se na gua, solo e meio ambiente, podendo
permanecer em frutos e vegetais em valores superiores aos permitidos (Passos & Reis, 2013).
No ambiente marinho a presenca de residuos de pesticidas e substancias toxicas, podem
acumular-se no masculo de peixes, principalmente em peixes gordos como a cavala, e em
moluscos (Masson & Pinto, 1998; Smith & Gongolli, 2002).

Os efeitos adversos destas substancias estdo relacionados com efeitos toxicos no
organismo, disfuncbes no sistema reprodutor, enddcrino, nervoso e imunitario, alteragdes no
desenvolvimento (principalmente no desenvolvimento fetal), danos hepéticos, doencas
dermatoldgicas, oculares e morte (Corsolini, Ademollo, Romeo, Greco & Focardi, 2005).

4.3. Perigos biologicos

Os perigos bioldgicos sdo os que representam maior risco de um género alimenticio se
tornar inseguro, e provocar danos na salde do consumidor, estimando-se que 0S
microrganismos sejam responsaveis por cerca de 90% deste tipo de doencas (Veiga et al.,
2009).

Fazem parte deste grupo: bactérias, parasitas, fungos, virus e toxinas microbianas.
Estdo normalmente associados aos manipuladores de alimentos, ao meio ambiente (ar, dgua e
equipamentos) e as matérias-primas (Afonso, 2008; Satin, 2008).

E de referir que todos os alimentos sdo de origem animal ou vegetal, e por
consequéncia, expostos ao meio ambiente sendo expectavel que contenham microrganismos
incluindo patogénicos. As aguas de rios e mares estdo contaminadas devido a despejos de
esgotos domésticos e industriais e podem contaminar o ingrediente principal do sushi, o
pescado. Outra fonte de contaminagéo € o maneio do pescado desde a captura até ao consumo
final. De igual modo a contaminacdo dos produtos vegetais usados no sushi pode ser

proveniente do solo, da agua de rega, insetos e manipulagdo na colheita e distribui¢do. Acresce
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que o sushi ndo € sujeito a nenhum tratamento térmico que permita a eliminacdo de patogénicos
durante a sua preparacdo, 0 que ndo permite eliminar o risco associado ao seu consumo. A
prevencdo da maior parte destes perigos é essencialmente a adogéo de boas préaticas de higiene
e fabrico durante toda a cadeia de producdo (Huss, Reilly & Embarek, 2000; Baptista &
Venancio, 2003; Basti, Misaghi, Salehi & Kamkar, 2006; Satin, 2008; Santos et al., 2012).

4.3.1. Virus

Os virus sdo microrganismos que necessitam de células vivas para se reproduzirem,
embora mesmo sem a sua presenca consigam sobreviver. Nao se replicam na agua ou no
pescado, e a sua presenca no pescado deve-se a contaminacao por parte dos manipuladores de
alimentos ou agua contaminados, sendo a contaminacdo fecal direta ou indireta a mais comum
nos géneros alimenticios (Huss, 1997).

As viroses entéricas parecem ser as principais doencas associadas ao consumo de
mariscos, talvez pelo facto de os bivalves filtradores concentrarem os virus presentes na agua
onde se desenvolvem. Salvo algumas excecdes, todos os casos reportados de infecdes virais
associadas ao pescado estdo relacionados com o consumo de moluscos crus ou
insuficientemente cozinhados. A dose infetante de virus relacionada com a ingestdo de
alimentos, é possivelmente muito inferior a das bactérias (Huss, 1997). Os principais virus que
podem ser veiculados pelo sushi sdo: o Virus da hepatite tipo A (VHA), Calicivirus, Astrovirus,
Virus ndo-A e ndo-B e Virus de Norwalk (Sousa et al., 2012). Na tabela 2 estdo descritos 0s

principais virus que podem ser veiculados através do pescado e a sintomatologia associada.

Tabela 2- Principais virus presentes no pescado e sintomatologia associada (Adaptado de Huss, 1997).

Hepatite tipo A (VHA) Nauseas, febre, perda de apetite, fadiga, diarreia e ictericia.
Nauseas, vomitos, diarreia, dores abdominais, dores de
Norovirus Gl e Gl (Virus Norwalk) cabeca e febre baixa.
Calicivirus Nauseas, vomitos, dor abdominal, diarreia e cefaleia.
Astrovirus Dor de cabeca, febre e ndusea.
Nao-A e Nao-B Néauseas, febre, perda de apetite, fadiga, diarreia.
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4.3.2. Parasitas

Os peixes e os frutos do mar, sdo hospedeiros naturais de varios parasitas, sendo fonte
de infecéo para o ser humano. Entre os principais produtos crus relacionados com este tipo de
infecdes encontram-se o sushi e o sashimi (Masson & Pinto, 1998).

Os parasitas representam um perigo biolodgico quando sé@o consumidos no seu estado
larval, em peixes e moluscos crus, insuficientemente cozinhados, ou sem processo prévio de
congelagdo adequado (Masson & Pinto, 1998). Sdo inimeras as infecBes parasitarias que
representam sérios riscos a saide humana e que podem ser transmitidas atraves do pescado
(Melo, Holanda, Martins & Rodrigues, 2014). Dos parasitas mais comuns, que podem ser
veiculados através do consumo de pescado cru destacam-se os helmintas, principalmente
nematodes, que causam infecBes intestinais e extra-intestinais, os trematodos que causam
infecOes hepéticas, pulmonares e intestinais (Masson & Pinto, 1998) e os céstodos que causam
infecOes gastrointestinais (Chai, Murrel & Lymberry, 2005). Na tabela 3 estdo descritas

algumas das infecdes parasitarias que podem ser veiculadas através do consumo de pescado

Cru.
Tabela 3- Infecdes parasitérias adquiridas pelo consumo de pescado cru (Masson & Pinto, 1998).
Parasita Periodo de incubagéo
Treméatodos
Paragonimus westermani 3 meses
Clonorchis sinensis 4 semanas
Opisthorchis viverrini 4 semanas
Opisthorchis felineus 4 semanas
Metorchis conjunctus 1-2 semanas
Nanophyetus salmincola 1 semana
Heterophyes heterophyes 7-10 dias
Metagonimus yokogawai 7-10 dias
Echinostoma 10-30 dias
Céstodos
Diphyllobothrium latum 3-5 semanas
Nematodos
Capillaria philippinensis 2 semanas
Anisakis, Phocanema ou
Contracaecum 0-10 dias
Angiostrongylus cantonensis 0-30 dias
Gnathostoma spinigerum 3-4 semanas
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Em paises onde o consumo de peixe cru é uma pratica frequente € comum a infecéo
por céstodos do género Diphyllobothrium (Chai et al., 2005). O salméo é um dos hospedeiros
intermediarios de Diphyllobothrium latum causando difilobotriose, quando a larva infetante é
ingerida, esta adere @ mucosa do intestino delgado, podendo atingir cerca de 5 a 10 metros de
comprimento em adulto. Durante a infecdo pode ocorrer anemia, derivada a niveis reduzidos
de vitamina B12 causada pela presenca do parasita. Estas infe¢fes sdo normalmente observadas
em zonas de clima frio como no Norte da Europa e na América do Norte (Nawa, Hatz & Blum,
2005).

A anisaquidose é causada pela ingestdo de larvas da familia Anisakidae presente em
peixes e frutos do mar crus ou insuficientemente cozinhados. E comum em peixes como o
salmado, o bacalhau, o arenque e a cavala (Hokama et al., 2019). A anisaquidose pode assumir
varias formas, dependendo da localizacdo e das lesdes causadas pelo parasita. Estes podem
permanecer no trato gastrointestinal sem penetrar nos tecidos, sendo a infegdo assintomatica,
ou penetrarem na mucosa gastrica e intestinal. Os sintomas de anisaquidose gastrica
manifestam-se entre 1 a 7 horas ap6s 0 consumo, enquanto a intestinal, geralmente manifesta-
se entre 5 a 7 dias apds o consumo (Chai et al., 2005). Os sintomas incluem dor abdominal,
nausea, diarreia e vomito. O exame histopatologico pode revelar a presenca de granulomas
eosinofilicos causados pelo parasita. Uma reinfecdo pode originar reacdes alérgicas sistémicas,
como urticéria e anafilaxia (Chai et al., 2005; Hokama et al., 2019).

Segundo a FDA (2011), citado por Sousa et al., (2012), a eliminacdo eficaz de
parasitas, depende da temperatura de congelagéo, do tempo que o produto permanece a essa
temperatura, e da espécie de parasita presente. Sdo considerados métodos de congelacédo
eficazes na eliminacao de parasitas: congelacdo durante 7 dias a -20 °C (ou abaixo); congelacédo
durante um minimo de 15 horas a -35 °C; congelacdo a -35 °C até o produto estar totalmente
congelado e de seguida armazenado a -20 °C durante 24 horas.

4.3.3. Bactérias

As bactérias multiplicam-se muito rapidamente em condicdes favoraveis, algumas
possuem mecanismos para resistir a condi¢cdes adversas, como altas temperaturas com a
formacao de esporos e baixas temperaturas, sobrevivendo até ao processo de congelagéo (Feng,
2012). Certas bactérias que contaminam os alimentos sdo patogénicas e causam doenca,
enquanto outras indicam condicGes de higiene precérias, e sdo sugestivas da presenca de

microrganismos patogénicos (Vallandro, Campos, Paim, Cardoso & Kindlein 2011).
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O peixe é o ingrediente principal de um prato de sushi, € considerado altamente
perecivel e muito propicio a contaminacédo e proliferacdo bacteriana, pelas suas propriedades
intrinsecas, como: ser rico em nutrientes, possuir um teor de gorduras facilmente oxidaveis, ter
um pH proximo da neutralidade (6,6 + 6,8) e uma elevada atividade da &gua (aw) (Jay, Loessner
& Golden, 2005).

Existem varios fatores extrinsecos que podem favorecer o crescimento de
microrganismos patogénicos e de deterioracdo, comprometendo a seguranca do produto. O
local de captura influéncia a contaminacdo do pescado, certos microrganismos encontram-se
naturalmente presentes no ambiente marinho, como Escherichia coli, Salmonella spp.,
Clostridium botulinum tipo E, Vibrio spp., Listeria spp. e Aeromonas spp. (Huss et al., 2000;
Sousa et al., 2012). O maneio pos-captura onde a contaminacéo pode ocorrer se a higiene das
embarcacdes e dos operadores for deficiente, a lavagem do pescado com dgua contaminada, 0
contacto com gelo contaminado, e 0 armazenamento do pescado a temperaturas inadequadas,
sdo outras fontes de contaminacdo do pescado por bactérias (Germano, Oliveira & Germano
1993; Miguéis, Santos, Saraiva & Esteves 2014).

Como referido anteriormente, os demais ingredientes utilizados na preparagéo de
sushi, como os frutos, os vegetais e 0 arroz, podem igualmente ser fonte de microrganismos
como: Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Bacillus cereus. E
imprescindivel que os manipuladores mantenham boas praticas de higiene pessoal e de fabrico,
de modo a garantir um produto de qualidade e a seguranca microbioldgica no fim do seu
processo (Garrido et al., 2004; Muscolino et al., 2014).

4.3.3.1. Salmonella spp.

Os microrganismos do genero Salmonella pertencem a familia Enterobacteriaceae, séo
anaerdbios facultativos, bacilos Gram-negativos, ndo esporulados, oxidase negativa e catalase
positiva. Fermentam a glucose e outros hidratos de carbono com producdo de acido e gas,
utilizam o citrato como fonte de carbono, produzem acido sulfidrico, descarboxilam a lisina e
a ornitina e ndo hidrolisam a ureia (D’Aoust & Maurer, 2007; Leyral & Vierling, 2007). S&o
capazes de se adaptar e crescer em condi¢cdes ambientais extremas, com valores minimos de
aw 0,93 e valores de pH entre 4,5 e 9,5, sendo o pH étimo entre 6,5 e 7,5. Tém temperatura
Otima de crescimento a 37 °C, embora algumas estirpes crescam a temperaturas de 54 °C, e
outras em produtos armazenados de 2 °C a 4 °C constituindo um problema de seguranca

alimentar (D’ Aoust & Maurer, 2007). A maioria das estirpes ndo se multiplica a temperaturas
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de refrigeracédo, e podem resistir ao processo de congelacao, mas séo destruidas por tratamentos
como a pasteurizacdo ou a irradiacdo. A salmonelose ocorre por ingestdo de agua e alimentos
contaminados e, atualmente, encontram-se descritos cerca de 2.500 serotipos de Salmonella,
(Autoridade de Seguranga Alimentar e Econdémica [ASAE], 2007a; FDA, 2009; Health
Protection Agency [HPA], 2009). Dependendo dos serovares envolvidos na infecdo, 0s
sintomas diferem, podendo dar origem a diferentes sindromes: Salmonella Typhi e Salmonella
Paratyphi A B C, causam a sindrome da febre entérica ou tiféide, tém um periodo de incubacéo
de 3 a 56 dias, os sintomas associados sdo: febres altas e persistentes, dores de cabeca,
musculares e abdominais, fraqueza muscular e suores. A sintomatologia pode persistir durante
1 a 8 semanas (ASAE, 2007a; Leyral & Vierling, 2007).

A sindrome de enterocolite, pode ser originada pela maioria dos serotipos de Salmonella
(Leyral & Vierling, 2007). O periodo de incubacéo varia entre 8 e 72 horas ap0s a ingestéo, e
0 periodo de convalescenca € de 2 a 5 dias. Os sintomas mais comuns sdo: nauseas, vomitos,
dores abdominais, diarreia e febre (ASAE, 2007a; D’ Aoust & Maurer, 2007).

Algumas estirpes de Salmonella podem dar origem a septicémias e problemas cronicos

como artrite reativa e sindroma de Reiter (ASAE, 2007a).

4.3.3.2. Patotipos de Escherichia coli

As bactérias do género E. coli pertencem a familia Enterobacteriaceae, sao
microrganismos anaerobios facultativos, bacilos Gram-negativos, ndo esporulados, catalase
positiva, oxidase negativa, fermentadores da glucose e da lactose. E. coli faz parte da microbiota
intestinal do homem e de outros animais de sangue quente, no entanto, as estirpes patogénicas
ndo sdo consideradas comensais, a maior parte dos surtos ocorrem devido a ingestao de agua e
alimentos contaminados com material de origem fecal, por mau saneamento e mas praticas de
higiene. S&o microrganismos capazes de crescer entre 0s 7 °C e os 50 °C, sendo a temperatura
Otima de crescimento de 37 °C. Geralmente as estirpes patogénicas conseguem sobreviver a
temperaturas de refrigeracéo e congelacdo por um longo periodo. A aw minima que permite 0
seu crescimento € 0,95, os valores de pH variam, dependendo do alimento, conseguem crescer
a pH de 4,5 ajustado com acido cloridrico, mas ndo quando ajustado com acido latico (ASAE,
2007b; Adams, Moss & McClure, 2016).

As estirpes patogénicas adquiriram fatores de viruléncia, e causam um vasto leque de
doengcas como: doenca diarreica, septicémia e meningite. Podem ser diferenciadas

serologicamente com base nos seus antigénios: somaticos (O), flagelares (H), e capsulares (K).
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As estirpes associadas a doenca diarreica sdo agrupadas por patdtipos com base nos seus fatores
de viruléncia, mecanismos de patogenicidade e sintomatologia clinica. Fazem parte destes
patétipos: E. coli enteropatogénicos (EPEC), E. coli enterotoxigénicos (ETEC), E. coli
enteroinvasivos (EIEC), E. coli enteroagregativos (EAEC), E. coli difusamente aderente
(DAEC) e E. coli verotoxigénico (VTEC) também conhecido como produtor de toxina shiga
(STEC) que inclui E. coli enterohemorragicos (EHEC) (Willshaw, Cheasty & Smith, 2000;
Croxen et al., 2013; European Food Safety Authority [EFSA], 2013; Bundesibstitut fur
Riskobewewertung [BFR], 2020).

4.3.3.3. Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos com diametro
celular que varia entre 0,5 a 1,5 um que se apresentam aos pares, pequenas cadeias ou em
agrupamento com forma de cacho de uva. Pertencem a familia Micrococcaceae, que se divide
nos géneros Micrococcus, Staphylococcus e Planococcus (Montville, Mathews & Kniel, 2012).

Sao microrganismos mesdéfilos com temperaturas 6timas de crescimento entre os 7 °C
e 0s 48 °C, alguns produzem enterotoxinas termorresistentes entre os 10 °C e os 46 °C. As
enterotoxinas produzidas por S. aureus desenvolvem-se com pH minimo de 4 e maximo de 10,
sendo o pH ideal entre 6 e 7.

As enterotoxinas estafilocdcicas conseguem sobreviver a processos térmicos com altas
temperaturas, e permanecer nos alimentos sem microrganismos viaveis. Staphylococcus spp.
pertencem a microbiota normal do homem e de outros animais, estando presentes na pele,
mucosas e fossas nasais.

A maioria dos surtos estdo relacionados com o consumo de alimentos com toxinas pré-
formadas produzidas por S. aureus, embora outras espécies como S. intermedius e S. hyicus
também possam causar doenca de origem alimentar. Os quadros de intoxicacdo por S. aureus
estdo associados a alimentos frios e muito manipulados durante a sua preparacdo. Os principais
sintomas sdo: nauseas, vomitos, colicas abdominais e diarreia. O periodo de incubagéo € em
média de 2 a 4 horas (HPA, 2009; de Santana, Beloti, Aragon-alegro, & de Mendonga, 2010;
Adams, Moss & McClure, 2016).

4.3.3.4. Bacillus cereus
Bacillus cereus é um microrganismo anaerébio facultativo, Gram-positivo, formador

de esporos, possui catalase e lectinase positivas e oxidase variavel consoante as estirpes. Sdo
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ubiquitarios, a temperatura 6tima de crescimento € entre os 30 °C e os 37 °C, embora consigam
crescer a temperaturas extremas entre 5 °C e 55 °C (Leyral & Vierling, 2007). A capacidade de
esporulacdo permite-lhes resistir a condi¢cbes ambientais adversas, como a pasteurizacdo, o
aquecimento e a congelacdo. Os esporos sdo hidrofébicos, conseguem aderir a superficies, e
sdo resistentes a radiacdo gama utilizada para reduzir patogénicos alimentares, causando
obstaculos nas empresas do setor alimentar. Sao encontrados em varios produtos alimentares
como: o arroz e outros alimentos desidratados, carnes, legumes, frutos, gréos e frutos do mar
(Kotiranta, Lounatmaa, & Haapasalo, 2000; Granum, 2007). Causam dois quadros clinicos de
doenca alimentar: sindrome diarreica e sindrome emética. A sintomatologia da sindrome
diarreica € semelhante a intoxicacao alimentar por C. perfringens. A enterotoxina pode ser pré-
formada no alimento ou formada no intestino delgado, os sintomas caracteristicos sdo: diarreia
profusa, dor abdominal e nduseas, geralmente tém inicio 8 a 16 horas ap6s ingestdo. A sindrome
emética esta associada a alimentos como o arroz, a toxina é produzida a temperaturas entre 0s
25 °C e 0s 30 °C, os sintomas sdo semelhantes a intoxicacao por S. aureus, e incluem nauseas e
vomitos, ocasionalmente podem surgir dores abdominais e diarreia, manifestando-se entre 1 a
5 horas ap6s a ingestdo (Drobniewski, 1993; Granum, 1997; Granum, 2007; HPA, 2009).

4.3.3.5. Listeria monocytogenes

As bactérias do género Listeria sdo aerdbias facultativas, Gram-positivas, tém forma
de pequenos bacilos ou cocobacilos, ndo esporuladas, oxidase negativa e catalase positiva
(Leyral & Vierling, 2007).

Listeria monocytogenes € ubiquitaria e muito resistente a condi¢des adversas, cresce
entre 0s 0 °C e 45 °C, sendo o seu crescimento mais lento a baixas temperaturas, € inativada
qguando exposta a temperaturas superiores a 50 °C. Os valores de pH variam entre 4,4 ¢ 9,6. O
valor minimo de aw € 0,93 e 0 6timo a 0,97, certas estirpes conseguem crescer a valores tao
baixos como 0,90 e sobreviver a valores como 0,83 (Swaminatham, Cabanes, Zhang & Cossart,
2007). Certos produtos prontos para consumo sdo considerados de alto risco na transmisséo de
listeriose, encontrando-se entre eles o peixe, 0 marisco e 0s crustaceos. S&o considerados como
grupo de risco: imunodeprimidos, gestantes, neonatos e idosos. Os sintomas de listeriose séo
mais severos neste grupo e podem incluir: septicémias, meningites e meningoencefalite, com
mortalidade compreendida entre os 20 e 30%. Em gestantes, principalmente no terceiro
trimestre de gravidez, a infecdo pode apresentar apenas sintomas gripais leves (febre, e/ou dores

musculares com ou sem diarreia) mas no feto provoca consequéncias graves, podendo resultar
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em aborto ou nado morto (Swaminathan et al., 2007). Os sintomas mais comuns da listeriose
em adultos saudaveis sdo sintomas gripais (McSwane, Rue & Linton 2000) e na listeriose
gastrointestinal normalmente ocorre febre e diarreia, entre as 18 e as 27 horas ap0s ingestao
(Swaminathan et al., 2007).

4.3.3.6. Vibrio spp.

Pertencem a familia Vibrionaceae, sdo anaerdbios facultativos, bacilos Gram-
negativos, frequentemente sdo curvados e maéveis por flagelos. Existem cerca de 35 espécies
do género Vibrio, das quais 12 sdo consideradas patogénicas para 0 homem (ASAE, 2006).
Encontram-se em ambientes estuarinos, sdo mais frequentes em meses quentes, e em pescado
proveniente de dguas quentes. Estdo associadas a uma grande variedade de peixes, mariscos e
moluscos crus, e causam infecGes alimentares quando os alimentos contaminados sao ingeridos
crus ou insuficientemente cozinhados (McSwane et al., 2000). As espécies de Vibrio
patogénicas associadas a alimentos séo: V. cholerae, V. mimicus, V. hollisae, V. fluvialis, V.
alginolyticus, V. parahaemolyticus e V. vulnificus (Oliver & Kapter, 2007), sendo mais
frequentes no pescado as espécies V. parahaemolyticus, V. cholerae, e V. vulnificus (McSwane
et al., 2000). Caracterizam-se como grupo de risco: diabéticos, doentes hepaticos e
imunodeprimidos, nos quais a sintomatologia se apresenta mais severa (ASAE, 2006).

V. parahaemolyticus é a espécie mais comum em infecBes gastrointestinais
relacionadas com o consumo de marisco e peixe cru (Oliver & Kapter, 2007). E uma bactéria
haléfila, que cresce em ambientes com concentracdes de NaCl entre os 0,5% e 0,8%, com
crescimento maximo a 3%. Consegue crescer num intervalo de temperatura entre 5 °C e 43 °C,
sendo a temperatura 6tima a 37 °C com um tempo de geragdo muito curto entre 8 e 9 minutos.
N&o é resistente a temperaturas elevadas, é destruido quando exposto a temperaturas superiores
a 63 °C e por desidratacdo. Quando exposto a temperaturas de refrigeracdo € sensivel,
diminuindo o nimero de microrganismos viaveis, embora a congelacdo néo seja tdo sensivel.
Os valores 6timos de pH sé@o compreendidos entre 5 e 11 apresentando uma taxa maxima de
crescimento entre 7,5 e 8,5. Em relacdo a aw consegue crescer em ambientes com aw minima de
0,94. Os sintomas aparecem 4 a 96 horas apds o consumo, 0s mais comuns sao diarreia e dores
abdominais, podendo ser seguidos de nduseas, vomitos, dores de cabega e febre. Os sintomas
duram normalmente entre 3 a 5 dias (ASAE, 2006; Oliver & Kapter, 2007; FAO/WHO, 2011).

V. cholerae cresce em ambientes com temperaturas entre os 10 °C e os 43 °C, com

temperatura 6tima entre 30 °C e 37 °C. E destruido por pasteurizacdo, radiacio ionizante e
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guando exposto a temperaturas superiores a 70 °C. O pH 6timo é de 7,6 e cresce num intervalo
de 5 a 9,6. O valor minimo de aw que permite o crescimento é de 0,97 sendo o 6timo a 0,98.
Tolera concentragdes de NaCl méaximas de 4%, mas o seu crescimento é favorecido a baixas
concentragdes de NaCl. Os sintomas iniciais sdo diarreia ligeira, dores abdominais e anorexia,
que podem ser seguidos de diarreia profusa e aquosa, surgem 6 horas a 5 dias apés a ingestéo,
e a recuperacao pode levar entre 1 e 6 dias dependendo do nivel de desidratacdo (ASAE, 2006).

V. vulnificus cresce entre 8 °C e 43 °C, com temperatura 6tima de crescimento 37 °C,
é sensivel a baixas e elevadas temperaturas e a radia¢ao ionizante. Os valores de crescimento
de pH estdo compreendidos entre 5 e 10, com maximo de crescimento a pH 7,8. O valor minimo
de aw € 0,96 e 0 6timo a 0,98. E haldfilo, crescendo em ambientes com concentracdes de NaCl
entre 0s 0,5 e 5%, apresentando crescimento maximo a concentra¢fes de 2,5%. Os sintomas
mais severos desta infecdo sdo septicémias e lesfes cutaneas, e 0s mais comuns séo febre e
arrepios, ocasionalmente nduseas, dores abdominais, diarreia, vomitos e hipotensdo. A
sintomatologia aparece cerca de 16 a 38 horas ap0s a ingestdo. A taxa de mortalidade varia
entre 40 e 60% para o grupo de risco (McSwane et al., 2000; ASAE, 2006).

V. parahaemolyticus e V. vulnificus estdo naturalmente associados a certas espécies de
pescado provenientes de dguas com elevadas concentracdes de sal. V. parahaemolyticus pode
ser transmitido através de manipuladores assintomaticos apds varias semanas do
desaparecimento dos sintomas, através de contaminacdo fecal, enquanto V. cholerae é
associado a pescado proveniente de aguas poluidas contaminadas com material de origem fecal
e higiene deficiente, podendo ocorrer contaminagéo cruzada no contacto com manipuladores
infetados (McSwane et al., 2000; ASAE, 2006).

5. Microrganismos indicadores

5.1. Microrganismos aerobios mesofilos totais

Com a contagem de microrganismos aerobios mesofilos totais é determinada a carga
microbiana total presente no alimento e avaliada a sua qualidade geral, mas n&o a sua seguranca.
Alimentos com valores de contagens superiores ao espectavel, podem indicar possiveis falhas
de higiene e no controlo de temperatura. Nesses casos devem ser efetuadas analises adicionais
para identificacdo dos agentes que possam ter dado origem a esses valores. Produtos alimentares
prontos para consumo crus como o sushi, provavelmente apresentam valores elevados, devido

a inexisténcia de tratamento térmico (HPA, 2009).
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5.2. Enterobacteriaceae

Os microrganismos pertencentes a familia Enterobacteriaceae sdo bastonetes Gram-
negativos, encontram-se na microbiota intestinal do homem e animais, solo, gua e plantas,
pelo que facilmente se compreende que bactérias pertencentes a esta familia entrem na cadeia
alimentar. Alguns géneros sdo responsaveis por causar doencas transmitidas por alimentos e
outros também causam deterioracdo e contribuem para perdas econdmicas substanciais e
desperdicio de alimentos (Baylis, Uyttendaele, Joosten & Davies, 2011).

Fazem parte desta familia bacterias como E. coli, Salmonella spp., Shigella spp.,
Enterobacter spp. e Klebsiela spp. A presenca destes microrganismos em alimentos tratados
termicamente pode indicar tratamento térmico insuficiente ou contaminacdo ap0s o
processamento. Em alguns produtos alimentares crus, como saladas e vegetais normalmente
sdo encontrados altos niveis destas bactérias, a higienizacdo pode reduzir o nimero de bactérias,
mas ndo as elimina completamente. Produtos crus com elevadas contagens podem indicar mas

praticas de higiene e controlos de temperatura inadequados (Sousa, 2006; HPA, 2009).

5.3. Escherichia coli

O agente Escherichia coli, pertence a familia Enterobacteriaceae e é um habitante
normal do trato gastrointestinal de humanos e animais de sangue quente (Gonzalez-Escalona,
Meg & Doyle, 2019). Deste modo, é considerado o melhor indicador de contaminag&o fecal e
do cumprimento das boas praticas de higiene (Jay et al., 2005; Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge [INSA], 2019).

6. O sushi como fonte de infecdo ou intoxicacdo alimentar

O consumo de sushi tem sido associado a varios surtos de toxinfecdes alimentares em
varios paises.

Em Hong Kong entre 1997 e 1999, 3% dos surtos de toxinfegdes alimentares foram
associados ao consumo de sushi e sashimi, no total 142 pessoas foram afetadas. Os
microrganismos identificados foram: Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus e
Salmonella spp. (FEHD, 2000).

Em 2004 no Reno, Nevada, Estados Unidos da América (EUA), foi identificado um
surto de infecdo alimentar por Escherichia coli enterotoxigénica, e outro surto por Salmonella
em 20 estados, ambos devido ao consumo de sushi (Liang et al., 2016). Entre 2001 e 2007 na

Australia, foram relatados 10 surtos, 84 pessoas foram afetadas, das quais 7 foram
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hospitalizadas, tendo sido identificados como agentes causais E. coli e Salmonella, sendo os
surtos por consumo de sushi 1,4% do total de surtos notificados (NSW Food Authority, 2008).

Ainda nos EUA, em 2012, foi declarado um surto por consumo de fatias de atum
contaminadas com Salmonella, 28 estados foram afetados e no distrito de Columbia, foram
notificadas 425 pessoas como infetadas, das quais 55 foram hospitalizadas. Em 2015, foi
declarado outro surto nos EUA, que atingiu 9 estados americanos devido ao consumo de
sashimi de atum, contaminado com uma estirpe de Salmonella, 53 pessoas foram afetadas, das
quais 10 receberam tratamento hospitalar (Centers for Disease Control and Prevention [CDC],
2012).
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7. Objetivos
Foram objetivos gerais deste trabalho:

e Auvaliar a qualidade microbiolégica de pecas de sushi prontas para consumo,
comercializadas em duas superficies comerciais distintas: um hipermercado e um
restaurante especializado em cozinha japonesa, na area de Lisboa.

e Comparar duas marcas de sushi, pronto para consumo, designadas por hipermercado e
restaurante, de acordo com o perfil microbiano previamente determinado.

e Comparar a qualidade microbiologica das pecas de sushi analisadas relativamente a

variedade de peixe presente.

Foram objetivos especificos deste trabalho:

Analisar a qualidade microbiologica de pecas de sushi, prontas para consumo,
comercializadas em duas superficies comerciais distintas, através da andlise dos seguintes
parametros:

Contagem de microrganismos aerdbios mesofilos
Contagem de Enterobacteriaceae

Contagem de Escherichia coli

Contagem de Estafilococos coagulase positiva
Contagem de Bacillus cereus

Pesquisa de Salmonella spp.

Pesquisa de Listeria monocytogenes

V V V V V V VYV V

Pesquisa de Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio alginolyticus e

Vibrio vulnificus
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8. Materiais

8.1. Amostragem

Foram recolhidas no total, 62 amostras de sushi em duas superficies
comerciais distintas na &rea de Lisboa, 31 amostras foram provenientes de um
hipermercado e 31 amostras de um restaurante, ambas no conceito de take-away. Os
ingredientes que compunham as amostras, assim como o0 numero de amostras de cada
variedade de pescado (A- 25 amostras de atum; B- 31 amostras de salmdo e C- 6

amostras de camarao) encontram-se descritos na tabela 4.

Tabela 4- NUmero de amostras de cada variedade de pescado analisadas e restantes ingredientes que compunham

as amostras.

N° de amostras

Superficie comercial Variedade de analisadas Ingredientes
pescado
AJT; atum,; alface; pepino; alga nori, sementes de sésamo.
11
A 2 AJT; atum; alga nori.
Hipermercado 1 AJT; salmdo; alga nori.
B 2 AJT; salmdo; pepino; manga; alga nori.
AJT; salmdo; pepino; manga; alga nori; sementes de sésamo.
11
C 4 AJT; camardo; pepino; alface; abacate; alga nori; sementes de
sésamo
9 AJT; atum; rlcula; alga nori; sementes de sésamo.
A 3 AJT; atum; alga nori.
Restaurante 5 AJT; salméo; manga; ovas; alga nori; sementes de sésamo.
B 10 AJT; salmdo; camardo; abacate; alga nori.
2 AJT; salmdo; alga nori.
C 2 AJT; camardo; alga nori.

AJT- Arroz japonés temperado com vinagre e vinho de arroz, agucar e sal; A-atum; B-salméo; C-camar&o.

A recolha das amostras foi realizada durante dois meses, entre maio e junho de 2019,
as segundas e quartas-feiras, entre as 12 e as 14 horas. As recolhas foram realizadas pela autora,
de forma incognita comportando-se como consumidora, para ndo incitar qualquer alteracéo dos

métodos de higiene e seguranca alimentar por parte dos manipuladores durante a preparacao.
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Em ambas as superficies comerciais as amostras foram preparadas na hora da recolha por parte
dos manipuladores.

As amostras foram transportadas dentro das embalagens de origem, fornecidas pelos
estabelecimentos, destinadas ao take-away. O transporte para o laboratério foi efetuado em
refrigeracdo, recorrendo a malas isotérmicas, com temperatura controlada entre 1 °C e 8 °C,
durante um periodo maximo de 30 minutos apds a colheita.

No laboratdrio foram identificadas com: nimero de amostra, nome do estabelecimento
de onde eram provenientes, ingredientes que compunham a amostra, hora e data da colheita,
assegurando assim a sua rastreabilidade ao longo de todo o processo. Posteriormente foram
conservadas em frigorifico a temperatura controlada, de 3 °C + 2 °C, até a realizacdo das
respetivas analises microbioldgicas, que ocorreram cerca de 18 a 20 horas ap6s a recolha.

As analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia dos
Alimentos do Departamento de Alimentacdo e Nutricdo do Instituto Nacional de Saude Dr.
Ricardo Jorge, todo o processo foi efetuado respeitando as regras descritas na norma ISO
7218:2007/Amd 1:2013 (ISO 7218, 2007/ Amd 1 2013).

8.2 Analises microbioldgicas realizadas:

Em cada amostra de sushi analisada foi realizada a contagem e a pesquisa de
microrganismos patogénicos e indicadores, com um total de oito pardmetros por amostra:
contagem de microrganismos aerdbios totais a 30 °C, Enterobacteriaceae, Escherichia coli,
Estafilococos coagulase positiva, Bacillus cereus, e pesquisa de Listeria monocytogenes,
Salmonella spp., e Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio alginolyticus e Vibrio

vulnificus.

8.3. Meios de cultura e reagentes utilizados

8.3.1. Meios utilizados como diluentes e pré-enriquecimento

8.3.1.1. Agua Peptonada Tamponada

Para preparacdo da diluicio-mée (107), e como meio de pré-enriquecimento néo
seletivo para pesquisa de Salmonella spp., foi utilizado o caldo Buffered Peptone Water (BPW)
(bioMerieux®). Este ¢ um meio ndo seletivo, rico em nutrientes, constituido por: peptona,
cloreto de sodio, fosfato de sddio, fosfato de potassio e com pH de 7.0 + 0.2 a 25 °C, que permite

a regeneracao e a multiplicacdo de celulas lesadas, expostas a condi¢des adversas, ou que se
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encontrem presentes em baixo numero, antes de passarem para um meio seletivo. Fornece um
meio ideal ao crescimento da maioria dos microrganismos que se encontram nos alimentos,

principalmente o crescimento de Salmonela spp. (Merck, 2010; bioMérieux, 2016a).

8.3.1.2. Caldo Half-Fraser

Na diluicdo da amostra para pesquisa de Listeria monocytogenes foi utilizado o caldo
Half-Fraser, um meio de pré-enriquecimento seletivo, rico em nutrientes, composto por uma
mistura de peptonas, cloreto de litio, acido nalidixico e acriflavina, que o tornam um meio
seletivo, inibindo a microbiota acompanhante, e um tampéo que mantém o pH proximo da
neutralidade, permitindo assim a regeneracéo e o crescimento de bactérias expostas a condi¢des

de stress, antes de passar para 0 meio seletivo Fraser (bioMérieux, 2014a).

8.3.1.3. Agua Peptonada Alcalina

Na pesquisa de Vibrio spp. a Agua Peptonada Alcalina (APA) (Oxoid™) foi utilizada
para diluicdo da amostra, como meio de pré-enriquecimento, e de enriquecimento secundario.
E composto por peptonas, cloreto de s6dio numa concentracdo de 10 g por litro, que Ihe
proporciona um elevado pH (8,5) e uma elevada concentracdo de sddio, condi¢des favoraveis

ao crescimento de Vibrio spp. (Merck, 2010).

8.3.1.4. Triptona Sal

Para a realizacdo das dilui¢bes decimais, foi utilizada a Triptona Sal (TS) (Biokar
Diagnostics™). Este é um diluente composto por triptona que assegura a viabilidade e a
reparacdo de microrganismos expostos a condi¢cdes ambientais adversas, e por cloreto de sodio
gue o torna numa solucéo isoténica mantendo o equilibrio osmético do meio. Possui pH de
7,0 £ 0.2 a 25 °C (BIOKAR Diagnostics, 2018).

8.3.2. Meios de enriquecimento seletivo

8.3.2.1. Caldo SX2
O caldo SX2 (bioMérieux®) foi utilizado como enriquecimento seletivo na pesquisa de
Salmonella spp., a composicdo deste caldo favorece o seu crescimento e inibe a microbiota

competitiva, aumentando assim as hipoteses de detecdo (bioMérieux, 2014b).
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8.3.2.2. Caldo Fraser

O caldo Fraser foi utilizado como enriquecimento seletivo na pesquisa de Listeria
monocytogenes, este caldo contém o dobro da composicdo de antibi6ticos e de acriflavina
relativamente ao caldo Half-Fraser (bioMérieux, 2014c).

8.3.3. Meios de cultura utilizados no equipamento TEMPO®

Para a contagem de microrganismos aerobios mesdfilos totais (AC), foi utilizado o
meio TEMPO® AC, desenvolvido para obter resultados analogos aos da norma EN 1SO 4833-
1, é composto por elementos nutritivos, suplementos de crescimento de origem porcina/bovina,
substrato, componente anti-espuma e com pH de 7,2 (bioMérieux, 2014d).

Na contagem de Enterobacteriaceae (EB) foi utilizado o meio TEMPO® EB sendo
que, este meio foi desenvolvido para obter resultados analogos aos da norma ISO 21528-2, é
composto por: peptonas vegetais, acUcares, cloreto de sédio, suplementos de crescimento,
desoxicolato de sddio (bovino e ovino), sistema tampdo, indicador de pH fluorescente,
componente anti espuma e com pH de 7,4 (bioMérieux, 2019a).

Para a contagem de Escherichia coli (EC) foi utilizado o meio TEMPO® EC, o qual
foi desenvolvido para obter resultados analogos aos da norma EN 1SO 16649-2. E composto
por: Bio-Soiase e elementos nutritivos, suplemento de crescimento, 3-(N-morfolino)
propanesulfonico (MOPS) sal de s6dio, MOPS acido, Desoxicolato de sddio (bovino e ovino),
substrato e reguladores enzimaticos, sistema anti espuma e com pH de 7,4 (bioMérieux, 2018a).

Na contagem de Estafilococos coagulase positiva (STA) foi utilizado o meio
TEMPO® STA desenvolvido para obter resultados analogos aos da norma EN 1SO 6888-2, é
composto por: peptonas animais (bovinas e porcinas), peptonas vegetais, agicares, suplementos
de crescimento, sistema tampdo, agentes seletivos para estafilococos, indicador de pH
fluorescente, componente anti espuma e com pH de 7,2 (bioMérieux, 2019b).

E por fim, na contagem de Bacillus cereus (BC) foi utilizado o meio TEMPO® BC,
desenvolvido para obter resultados analogos aos da norma EN 1SO 7932, é composto por:
elementos nutritivos, suplementos de crescimento, sistema tampdo, agentes seletivos,

substratos, substancia anti espuma e com pH de 7,7 (bioMérieux, 2019c).
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8.3.4. Meios solidos

8.3.4.1. Xylose-Lysine-Desoxycholate

O meio Xylose-Lysine-Desoxycholate (XLD) é um meio seletivo e diferencial,
utilizado para isolar e diferenciar Salmonella e Shigella. O desoxicolato presente no meio, age
como agente inibidor de coliformes, sem interferir com o crescimento de Salmonella e Shigella.
A fermentacdo da xilose, a descarboxilacdo da lisina e a producéo de acido sulfidrico (H.S),
sdo reacOes que permitem uma diferenciagdo priméria entre Shigellae e Salmonellae, de outras
bactérias patogénicas. Formam coldnias de cor avermelhada. As estirpes de Salmonella
produtoras de acido sulfidrico podem dar origem a coldnias com centro preto e brilhante ou

totalmente pretas (bioMérieux, 2016b).

8.3.4.2. IBISA® Agar

O IBISA® Agar é um meio seletivo utilizado para detecdo e confirmacdo de
Salmonella spp., a mistura de substratos cromogénicos presentes no meio permite a
diferenciacdo entre Salmonella e outras Enterobactereaceas. As colonias adquirem uma
coloracio verde. E 0 meio de isolamento secundario escolhido pelo laboratorio para a

confirmacéo de resultados positivos no sistema VIDAS® (bioMérieux, 2015a).

8.3.4.3. Triple Sugar Iron

O meio Triple Sugar Iron (TSI) permite a diferenciacdo de Enterobacteriaceas, de
acordo com a capacidade de fermentacdo da lactose, sacarose e glucose, e com a producao de
gas e acido sulfidrico. A reacdo de Salmonella em meio TSI caracteriza-se por adquirir
rampa/inclinacdo vermelha e fundo amarelo, com ou sem producdo de gas. No caso de estirpes
produtoras de acido sulfidrico, ocorre escurecimento do meio (Oxoid, 2011a).

8.3.4.4. Agar Listeria segundo Ottaviani & Agosti

O Agar Listeria segundo Ottaviani & Agosti (ALOA) é um meio seletivo, que permite
isolar e diferenciar Listeria spp de Listeria monocytogenes. Foi utilizado como meio de
isolamento seletivo na confirmacdo de resultados positivos do sistema VIDAS®, possui um
substrato cromogeénico, que permite a detecdo da enzima f-glucosidase dando origem a colonias
azuis caracteristicas de Listeria spp. No caso da Listeria monocytogenes, as colénias formam

um halo branco opaco devido a atividade de uma fosfolipase. A presenca de cloreto de litio e
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antibidticos (acido nalidixico, ceftazidima e polimixina B), sdéo componentes que conferem

seletividade ao meio (Condalab, 2019).

8.3.4.5. Oxford Agar

O Oxford Agar foi o meio de enriquecimento secundario utilizado na pesquisa de
Listeria monocytogenes. E um meio de isolamento seletivo, composto por esculina, citrato
férrico amoniacal e cloreto de litio. A esculina € hidrolisada por Listeria spp. dando origem a
coldnias com halo negro em volta. Tem como agentes inibidores, cloreto de litio, acriflavina,

cefotetan, anfotericina B, sulfato de colistina, cicloheximida e fosfomicina (Oxoid, 2011b).

8.3.4.6. Triptone Soya Agar

O meio Triptone Soya Agar (TSA) é um meio de isolamento ndo seletivo, constituido
por triptona, peptona, lipidos, hidratos de carbono e cloreto de sddio. E um meio utilizado para
o0 isolamento de coldnias suspeitas, na confirmacao de resultados positivos de Salmonella spp.

e Listeria monocytogenes (bioMérieux, 2015b).

8.3.4.7. Thiosulfate-Citrate-Bile-Sucrose Agar

O meio Thiosulfate-Citrate-Bile-Sucrose Agar (TCBS) (Oxoid™) foi utilizado como
meio de isolamento seletivo na pesquisa de Vibrio spp., € um meio de cultura seletivo para V.
parahaemolyticus, V. cholerae, e a maioria das espécies de Vibrio spp.

Na sua composi¢do contém uma elevada concentracéo de cloreto de sédio, citrato de
sodio e tiossulfato de sddio, e um pH de 8,6 + 0,2. Este meio contém uma composicao ideal,
para o crescimento de bactérias que necessitam de concentracdes salinas elevadas, como € o
caso de Vibrio spp. A presenca de sais biliares, a alcalinidade do meio, e as altas concentracdes
de s6dio inibem o crescimento da maior parte da flora acompanhante. As espécies V. cholerae
e V. alginolyticus, por fermentarem a sacarose dao origem a coldnias amarelas, enquanto o V.

parahaemolyticos e o V. vulnificus, originam colénias azuis ou verdes (Oxoid, 2012).

8.3.4.8. Vibrio Chromogenic Agar
O meio Vibrio Chromogenic Agar (VCA) (CHROMagar™) foi o meio utilizado como
isolamento secundario na pesquisa de Vibrio spp. E um meio cromogénico, que permite a

detecdo e diferenciacdo das espécies: V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. cholerae e V.
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alginolyticus. E constituido por peptona, extrato de levedura, elevada concentracio de sodio,
51,4 g/L,eopH9.0+0,2 ¢ ideal para o crescimento destas bacteérias.

Os substratos cromogeénicos presentes no meio, permitem a clara diferenciagéo entre
as espécies V. parahaemolyticus e V. vulnificus, ambos ndo fermentadores da sacarose, e
adquirem coloracdes distintas neste meio, ao contrario do que acontece no meio TCBS. Assim,
V. parahaemolyticus forma col6nias cor malva (rosa-vermelho), V. vulnificus e V. cholerae
colonias verde-azuis e azuis-turquesa, V. alginolyticus coldnias brancas a creme, evitando assim

a interferéncia de detecdo entre as espécies (Chromagar, 2019).

8.4. Descricdo dos sistemas automatizados

8.4.1. Equipamentos do sistema TEMPO®

O sistema TEMPO® é composto pelo programa informatico TEMPO® Prep, onde os
codigos de barras dos frascos de meio e as cartas sdo introduzidos, e associados a amostra a
testar, assegurando assim a sua rastreabilidade até ao fim do processo. Na figura 10 estdo
representados os equipamentos do sistema TEMPO®,

Para a realizagdo das analises microbiol6gicas no sistema TEMPO®, foram necessarios
0s meios de cultura desidratados e as respetivas cartas (figura 10). Ap6s a devida preparagédo
das amostras, os frascos sé@o colocados juntamente com as cartas dentro do equipamento
TEMPO® Filler (figura 10) onde o liquido é transferido por vacuo para a respetiva carta que é
selada no fim do processo.

Cada carta é composta por 48 pocos no total, com trés volumes diferentes, 3 séries de
16 pocos pequenos, médios e grandes, com uma diferenga de volume de um log entre cada série
de pocos. As cartas sdo seladas hermeticamente no final da transferéncia, a fim de evitar
qualquer contaminacdo posterior da amostra. De seguida, sdo incubadas as temperaturas e
tempos recomendados pelo fabricante, que dependem do microrganismo em pesquisa.

No decorrer da incubacdo, os microrganismos presentes nas cartas degradam o0s
substratos presentes nos meios de cultura, e permitem o aparecimento de um sinal fluorescente.
Quando introduzidas no equipamento TEMPO® Reader (figura 10), que se encontra ligado a
um computador, 0 TEMPO® Reader realiza um calculo segundo o método do Numero Mais
Provavel (NMP), em funcdo do nimero e do tipo de pocos positivos presentes e apresenta 0s

resultados dos testes efetuados (bioMérieux, 2014d).
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Programa informatico Leitor de

TFMPO Prep  codigo de Equipamento Equipamento
‘:\ Batras TEMPO® Filler TEMPO® Reader

Meios de cultura Respetivas
desidratados cartas

Figura 10 - Representacéo dos equipamentos do sistema TEMPO®. Fonte: original da autora.

8.4.2. Sistema VIDAS®

O sistema VIDAS® foi utilizado na pesquisa de Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes. Para utilizagdo deste sistema foram necessarios os respetivos “kit’s” VIDAS®
SLM e VIDAS® LMO2, compostos por uma barrete e um cone (SPR®) utilizados para cada uma
das amostras em estudo.

O método imunoenzimatico VIDAS® permite a detecdo de antigénios de
Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, caso se encontrem presentes na amostra, pela técnica
ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay).

O equipamento é composto por 5 sec¢des independentes, cada sec¢do com 6 divisorias
para colocacdo de barretes. O equipamento encontra-se ligado a um computador, onde as
amostras sdo identificadas, e assinalado o teste que se pretende efetuar no equipamento, neste
caso, teste Salmonellae ou Listeria monocytogenes, 0s resultados sdo impressos
automaticamente no fim do processo.

O cone (SPR®), esta coberto no seu interior por anticorpos de Salmonella spp. (kit
VIDAS® SLM) e anticorpos de Listeria monocytogenes (kit VIDAS® LMO2), adsorvidos na sua
superficie, é descartavel e serve tanto de fase sélida como para suporte da pipetagem. Os
restantes reagentes necessarios ao teste, estdo prontos para serem utilizados, e encontram-se
pré-repartidos nas barretes seladas dos respetivos kit’s, 0 meio de reacdo é aspirado e
dispensado vérias vezes pelo cone. Todas as etapas do teste sdo efetuadas automaticamente pelo
equipamento.

Uma aliquota do caldo de enriquecimento seletivo é colocada dentro do Unico orificio
aberto e proprio da barrete, os antigénios presentes, irdo fixar-se aos anticorpos, no interior do
cone, as etapas de lavagem eliminam os elementos ndo fixados. Em seguida, os anticorpos

conjugados com a fosfatase alcalina sdo aspirados e dispensados no cone, e fixam-se a
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quaisquer antigénios que ja se encontrem fixados aos anticorpos da parede do cone. Novas
etapas de lavagem eliminam o conjugado néo fixado.

Na etapa final de dete¢&o, o substrato, 4-metilumbeliferil fosfato, é submetido a ciclos
de aspiracdo e dispensacao do cone. A enzima do conjugado catalisa a reacdo de hidrolise desse
substrato num produto final fluorescente (fosfato de 4-metil-umbeliferona), cuja fluorescéncia
¢ medida a 450 nm. Terminado o teste, os resultados sdo analisados automaticamente pelo
sistema que fornece um valor de teste para cada amostra. Este valor é comparado com as
referéncias internas (limiares) e cada resultado é interpretado como positivo ou negativo
(bioMérieux, 2018b; bioMérieux, 2018c).

8.4.3. Equipamento VITEK® MS

O equipamento VITEK® MS ¢é um sistema automatizado, utilizado em conjunto com
outros equipamentos para identificacdo de microrganismos, através da tecnologia MALDI-TOF
(Dessorc¢do lonizacdo Assistida por Matriz - Tempo de Voo). A tecnologia de espectrometria
de massa permite uma identificacéo clara do microrganismo a nivel da espécie, género e familia
através de uma base de dados alargada de espécies clinicamente relevantes.

O slide é preparado com a amostra e introduzido num ambiente de véacuo elevado, de
seguida um disparo de laser preciso ioniza a amostra, e uma ‘nuvem’ de proteinas é libertada e
acelerada por meio de uma carga elétrica. Apds passar através de um elétrodo de anel, o tempo
de voo das proteinas é registado por um detetor, e medido por meio de uma férmula através do
tempo registado. As proteinas sdo detetadas por um sensor que cria um espectro que representa
a composicdo proteica de cada amostra, e sdo identificados 0s microrganismos em questdo
(bioMérieux, 2016c).

8.5. Materiais utilizados em cada pesquisa:

8.5.1. Meios de cultura, reagentes e materiais utilizados na contagem de microrganismos
aerdbios mesofilos, Enterobacteriaceae, Estafilococos, Escherichia coli e Bacillus cereus:

e Caldo BPW

e Sacos TEMPO® (bioMerieux®)

e Material esterilizado (pinga, colher e tesoura)

e Balanca digital PM2000 (Mettler Instruments, Zurique, Suica)

e Homogeneizador peristaltico (Stomacher 400 Circulator, Seward®)

e Triptona sal
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Pipetador automatico (accu-jet pro, BrandTecH®)

Pipetas

Meios de cultura desidratados e respetivas cartas do sistema TEMPO® (bioMerieux®)
Agua destilada estéril

Vortex (RX3 Vortex Mixer, VELP Scientifica®)

Equipamentos do sistema TEMPO® (bioMerieux®)

8.5.2. Meios de cultura, reagentes e materiais utilizados na pesquisa de Salmonella spp.:

Caldo BPW

Sacos TEMPQO®

Material esterilizado (pinca, colher e tesoura)
Balanca digital

Homogeneizador peristaltico

Pipeta

Caldo SX2 (bioMerieux®)

Vortex

Equipamento “Heat and Go” (sistema analogo ao banho maria) modelo DB-3D,
(Techne Dri-Block® heater)

“kit” VIDAS® SLM (bioMerieux®)
Micropipeta

Equipamento VIDAS® (bioMerieux®)

8.5.3. Meios de cultura, reagentes e materiais utilizados na pesquisa de Listeria

monocytogenes:

Caldo Half-Fraser

Sacos TEMPQO®

Material esterilizado (pinca, colher e tesoura)
Balanca digital

Homogeneizador peristaltico

Pipeta

Caldo Fraser

Vortex
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e “kit” VIDAS® LMO2 (bioMerieux®)
e Micropipeta
e Equipamento VIDAS®

8.5.4. Reagentes e meios de cultura utilizados na pesquisa de Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio cholerae, Vibrio alginolyticus e Vibrio vulnificus:

e APA

e Sacos TEMPO®

e Material esterilizado (pinga, colher e tesoura)

e Balanca digital

e Homogeneizador peristaltico

e Pipetador automatico

e Pipeta

o \Vortex

e Meios de cultura: VCA e TCBS

e Ansas

e Teste Oxidase (BD BBL™)

e Equipamento VITEK® MS (bioMerieux®)

9. Metodologia

9.1. Metodologia realizada na preparacdo das amostras para analise

A preparacdo das amostras para analise teve como finalidade torna-las aptas para a
detecdo, identificacdo e/ou quantificacdo da carga microbiana presente por unidade de massa
ou de volume.

Foram identificados sacos esterilizados, proprios para recolha de alimentos com o
namero de amostra e a data de analise.

O exterior das embalagens de origem, foi desinfetado com o auxilio de papel
absorvente embebido em alcool a 70%, em ambiente de assepsia recorrendo ao bico de Bunsen.
Apbs a desinfecdo das embalagens procedeu-se a sua abertura, e transferéncia das amostras para
0s respetivos sacos de recolha, com o auxilio de uma pinga esterilizada, por amostra. Em
seguida, com material esterilizado, foram homogeneizadas e transferidas 25 g de amostra dos

sacos de recolha, novamente com auxilio de material esterilizado, para cada saco TEMPQO®,
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devidamente identificados com: numero de amostra, hora e data de anélise e respetiva pesquisa
(Salmonella spp., Listeria monocytogenes ou Vibrio spp.). Apos a pesagem, foram adicionados
os diluentes destinados a cada pesquisa, e os sacos foram devidamente homogeneizados, em
homogeneizador peristaltico durante 60 segundos a velocidade de 230 rotagdes por minuto
(rpm).

Na pesagem para pesquisa de Salmonella spp. foi realizada a diluicdo decimal da
amostra na proporcdo 1/10 com o diluente BPW, obtendo-se assim a diluicdo 10, esta
suspensdo foi utilizada, como meio de pré-enriquecimento na pesquisa de Salmonella spp. e na
contagem de microrganismos no sistema TEMPO®.

Para a pesquisa de Listeria monocytogenes, foi adicionado o diluente Half-Fraser na
proporcao 1/10, apos a pesagem da amostra, como meio de pré-enriquecimento.

Na pesquisa de Vibrio spp. foi adicionada APA na proporcao 1/10 apds a pesagem da
amostra, para diluicdo e como meio de pré-enriquecimento para a pesquisa. Na tabela 5

encontram-se descritos os diluentes, respetivos volumes e peso da amostra para cada ensaio.

Tabela 5 — Diluentes, volumes e peso da amostra utilizado em cada ensaio.

Anélise Microbioldgica Peso da Meio utilizado como diluente e
amostra volume
Pesquisa de Salmonella spp. 25¢ BPW 225 mL
Contagem de: AC, EB, EC, STAe BC
Pesquisa de Listeria monocytogenes 25¢ Half-Fraser 225 mL
Pesquisa de Vibrio spp. 25¢ APA 225 mL

AC- microrganismos aer6bios mesoéfilos; EB- Enterobacteriaceae; EC- Escherichia coli; STA-
Estafilococos coagulase positiva; BC- Bacillus cereus.

9.2. Metodologia realizada na preparacao das dilui¢cdes decimais:

As dilui¢des decimais tém como finalidade, reduzir o nimero de microrganismos
presentes por unidade de volume semeado e permitir a contagem de ufc apds o tempo de
incubacéo.

Este método baseia-se na adi¢do de 1 mL da suspensdo-mée (10) a um tubo com
9 mL de TS, obtendo-se assim a diluicio 102, esta serve de base para a preparacio da diluicdo
1073, sendo transferido 1 mL do tubo com a diluicio 10 para outro tubo com 9 mL de TS,
resultando na diluigdo 103, e da 107 é transferido 1 mL para 9 mL de TS obtendo-se a dilui¢io

10 e assim sucessivamente. As diluicBes decimais sucessivas foram realizadas até a diluigio
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10* de acordo com o grau de contaminacdo esperado. A representacdo esquematica desta

metodologia encontra-se presente na figura 11.

>

Amostra diluida e
homogeneizada de——
1:10 (Diluigao-mae).

Figura 11 - llustracéo esquematica das dilui¢bes decimais sucessivas. Fonte: original da autora.

9.3. Metodologia realizada na contagem de microrganismos aerobios mesoéfilos
totais (AC), Enterobacteriaceae (EB), Escherichia coli (EC), Estafilococos (STA) e

Bacillus cereus (BC):

Para a contagem dos microrganismos acima mencionados pelo método TEMPO®
procedeu-se a hidratacdo dos meios de cultura presentes nos frascos, com agua destilada estéril.
Todos os frascos foram hidratados com 3 mL de agua destilada estéril, exceto o frasco para
contagem de AC, hidratado com 3,9 mL. A representacdo esquematica desta metodologia
encontra-se presente na figura 12.

Apo6s a hidratacdo e homogeneizagcdo dos meios, foi realizada a transferéncia de
0,1 mL da suspensdo-mae para o frasco de AC e 1 mL para os restantes frascos, e foram
novamente convenientemente homogeneizados (figura 12).

Posteriormente, os frascos foram colocados juntamente com as respetivas cartas dentro do
equipamento TEMPO® Filler (figura 12). Apds o procedimento, foram incubadas a temperatura
e durante o nimero de horas recomendadas pelo fabricante, que se encontram descritos abaixo
na tabela 6. Apos incubacio, as cartas foram colocadas dentro do equipamento TEMPO®
Reader (figura 12) onde foram lidas, e os resultados interpretados automaticamente. Na
contagem de AC foi ainda utilizada a diluicdo decimal 10, e na contagem de EB a diluicéo

decimal 1073,
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&® 2 m

Pesar 25g de amostra +
225 mL do diluente BPW

Dilui¢iio 10!

Homogeneiza¢ao dos meios
recorrendo a0 vortex

Diluicoes decimais
sucessivas até 10-*

Hﬂi

-

Hidrata¢iao dos meios
com agua destilada estéril

i‘ ‘ 'i \ b.‘
L —

AC-3,9mL
EB ;EC; STA; BC —3mL)

Colocagao dos frascos com as
respetivas cartas

Homogeneizacao

_— —_—
Transferéncia de 0,1mL da dilui¢ao 10!

para o frasco de (AC) e ImL para os restantes
frascos

. Colocagao no aparelho
leiturs cas caveas mo Incubar as cartas as temperaturas  TEMPO® Filler
aparelhoTEMPO” Reader recomendadas pelo fabricante

Figura 12 - llustracdo esquematica do procedimento para a pesquisa de AC, EB, EC, STA e BC através do método

automatizado TEMPO®. Fonte: original da autora.

Tabela 6 - Temperatura e periodo de incubacdo de cada carta segundo o microrganismo em anélise.

Microrganismo Temperatura de Tempo de

incubacéo incubacéo
AC 30°C 40-48h
EB 35°C 22-24h
EC 37°C 22-27h
STA 37°C 24-27h
BC 30°C 24-27h

AC- microrganismos aerébios mesofilos; EB- Enterobacteriaceae; EC- Escherichia coli; STA-
Estafilococos coagulase positiva; BC- Bacillus cereus.
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9.4. Metodologia realizada na pesquisa de Salmonella spp.

Na primeira fase para pesquisa de Salmonella spp. 0 meio de pré-enriquecimento BPW
foi incubado a 37 °C + 1 °C durante 16-22 horas. Posteriormente, foi feita a transferéncia de
0,1 mL para o caldo de enriquecimento seletivo SX2, que ap6s homogeneizacao, foi a incubar
durante 22-26 horas a 41,5°C + 1 °C.

Cumprido o tempo de incubacdo, o tubo foi novamente homogeneizado, e foi realizada
a transferéncia de 500 pl para o orificio préprio da barrete, que de seguida foi introduzida no
equipamento “Heat and Go” a 131 °C durante 15 minutos, seguidos de 10 minutos de
arrefecimento, antes de ser colocada no equipamento VIDAS®.

As amostras com resultado positivo sdo sujeitas a testes de confirmacéo e identificacao
segundo a norma 1SO 6579-1:2017 (ISO 6579-1, 2017). Assim, recorre-se aos meios XLD e
IBISA Agar®, com auxilio de uma ansa descartavel, retira-se uma aliquota do caldo SX2, e
inocula-se nos meios de cultura seletivos, que vdo a incubar durante 24 + 3 horas a
37 °C £ 1 °C. Posteriormente, passam-se coldnias suspeitas (meio XLD: col6nias pretas ou
vermelhas com centro negro, IBISA: col6nias de cor verde) para 0 meio TSI que incuba 18 a
24 horas a 37 °C + 1 °C e culturas com aspeto caracteristico (TSI: fundo amarelo; rampa
vermelha ou inalterada; formacéo de sulfureto de hidrogénio * fundo negro; formacao de gas
+) para 0 meio TSA, que vdo a incubar durante 18-24 horas a 37 °C + 1 °C. Posteriormente
realiza-se identificacdo bioquimica no sistema VITEK® MS e identificagdo seroldgica, no
Departamento de Doengas Infeciosas do INSA. A representacdo esquematica desta metodologia

encontra-se presente na figura 13.
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+ 1°C durante 18-24h

l Se positivo serologia — Salmonella spp.
Presente em 25g

/
VITEK
“~a Negativo — Salmonella spp.

Ausente em 25¢g

Figura 13 - llustracdo esquematica do procedimento para a pesquisa de Salmonella spp. através do método
imunoenzimatico VIDAS®. Fonte: original da autora.

9.5. Metodologia realizada na pesquisa de Listeria monocytogenes:

Para a pesquisa de Listeria monocytogenes, o caldo de pré-enriquecimento seletivo
Half-Fraser foi a incubar durante 24-26 horas a 30 °C + 1 °C. Posteriormente, transferiu-se
0,1 mL para o caldo de enriquecimento seletivo Fraser, que apds homogeneizagéo, foi a incubar
24 horas a 37 °C £ 1 °C. Ap0s o tempo de incubacgéo o tubo foi novamente homogeneizado, e
foram transferidos 500 pl do caldo para o orificio proprio da barrete, que de seguida foi
introduzida no sistema VIDAS®.

Em caso de resultados positivos, os testes sdo sujeitos a confirmacdo e identificacdo
segundo a norma ISO 11290-1:2017 (ISO 11290-1, 2017). Com auxilio de uma ansa
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descartavel, retira-se uma aliquota, e inocula-se nos meios de cultura seletivos, ALOA e Oxford
que véo a incubar durante 24-48 horas a 37 °C + 1 °C. Posteriormente, passam-se colonias
suspeitas (colonias azuis com halo de precipitacdo, no caso de ALOA e col6nias negras de
centro concavo no meio de Oxford), para 0 meio TSA que vado a incubar durante
18 horas a 37 °C = 1 °C. A representacdo esquematica desta metodologia encontra-se presente

abaixo na figura 14.

( = {\ Diluigdo 10!

%‘ & [ - ,“"'l Homogeneizagio

Pesar 25g de amostra + 225 mL /‘

do diluente Half-Fraser
———

Incubar durante 24h a 37°C Incubar durante 24-26h a 30°C+1°C

Transferéncia de 500ul do caldo para a =g Transferéncia de 0,1mL

-
. 1
respetiva barrete — da diluigdo 10" parao | s
o =% caldo Fraser
- — <
\ g
‘,‘
7 B ° o hd

Negativo - L. monocytogenes
Ausente em 25g

A —beis W\ Se positivo, confirmagao: Inocular colonias suspeitas em meio ohemolise
i) Agar Listeria + Oxford 37°C > TSA 2 37°C  1°C durante 18h » N
Introducio da barrete e do +1°C durante 24 a 48h VITEK

cone no sistema VIDAS® /

A

Negativo - L. monocytogenes
Ausente em 25g

Positivo — L. monocytogenes
presente em 25¢g

Figura 14- llustracdo esquematica do procedimento para a pesquisa de Listeria monocytogenes através do método
imunoenzimatico VIDAS®. Fonte: original da autora.

9.6. Metodologia realizada na pesquisa de Vibrio spp.:

Na pesquisa de Vibrio spp. foi seguida a norma ISO 21872-1:2017. Numa primeira
fase 0 meio de pré-enriquecimento APA foi a incubar durante 6 horas + 1 horaa 37 °C + 1 °C.
Cumprido o tempo de incubag&o, foi realizada a transferéncia de 1 mL para dois tubos, cada
um com 10 mL de APA. Ambos os tubos foram a incubar durante 18 horas + 1 hora, mas a
temperaturas distintas, a 41,5 °C + 1 °C, e a 37 °C + 1 °C. De seguida com 0 auxilio de ansas
descartaveis, retirou-se de ambos o0s tubos, duas aliquotas. Das duas aliquotas de cada tubo,

uma foi inoculada no meio TCBS, e outra no meio VCA. As placas foram a incubar durante
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24 horas + 3 horas a 37 °C £ 1 °C (I1SO 21872-1, 2017). A representacdo esquematica desta

metodologia encontra-se presente abaixo na figura 15.

Homogencizagio
Pesar: 25g de amostra + 225 mL —
de Agua Peptonada Alcalina

(APA)

Incubar durante 6h = 1h
a37°C = 1°C

41,5°C  37°C Transferéncia de 1 mL para
¢ tubos com 10 mL de APA

Incubar a 41,5°C £ 1°C
durante 18h &+ 1h

Incubar a 37°C £ 1°C
durante 18h + 1h <

Inocula¢io pelo método de estrias

TCBS VCA TCBS VCA

Tncubar meio TCBC e meio VCA a
37°C = 1°C durante 24h £+ 3h

Confirmacao
bioquimica

Contirmac¢ao por PCR

Confirmacao em tempo
real por PCR

Figura 15 - llustracdo esquematica do procedimento para a pesquisa de Vibrio spp. Fonte: original da autora.

Ap0s o tempo de incubacdo, foi realizada a interpretacdo dos resultados, com base na
morfologia das col6nias cuja interpretacdo no meio TCBS se encontra na tabela 7 e no meio
VCA natabela 8. As colénias com morfologia suspeita de espécies de Vibrio, foram sujeitas ao
teste da oxidase, quando oxidase positivas, foi realizada a confirmagdo no equipamento
VITEK® MS.

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias Faculdade de Medicina Veterinaria

73



Sandy Jane Curado Alegria Avaliacdo da qualidade microbiol6gica de pecas de sushi prontas para consumo

Tabela 7 - Interpretacéo dos resultados no meio TCBS com base na morfologia das colénias

Microrganismo Coloracao e morfologia das colénias
V. parahaemolyticus Azuis a verdes, 3-5 mm de didmetro
V. cholerae Amarelas, planas, 2-3 mm de didmetro
V. vulnificus Azuis a verdes, 2-3 mm de didametro
V. alginolyticus Amarelas, 3-5 mm de didametro

Fonte: www.oxoid.com

Tabela 8 - Interpretacdo dos resultados no meio VCA com base na morfologia das col6nias

Microrganismo Coloracao das colonias
V. parahaemolyticus Rosa — vermelho
V. cholerae Azuis - azuis turquesa
V. vulnificus Azuis - azuis turquesa
V. alginolyticus Brancas - creme

Fonte: Www.chromagar.com

9.7. Metodologia para classificagdo das amostras segundo o0s critérios
microbioldgicos:

A qualidade microbiolégica das amostras foi interpretada tendo como base os Valores-
guia INSA de setembro de 2019, apresentados nas tabelas 9 e 10. Sendo os Valores-guia para
sushi, especificados no subgrupo 2D, que inclui queijos (fabricados com leite cru), carne,
peixes, mariscos (crus, marinados, fumados ou salgados), acompanhados ou ndo de alimentos
totalmente cozinhados, frutos, horticolas e algas crus (INSA, 2019).

A interpretacdo dos resultados obtidos, depende do nimero de unidades formadoras
de colodnias presentes por grama ou mililitro na amostra analisada, da detecdo ou ndo de
microrganismos patogénicos, e das suas toxinas. De acordo com a sua qualidade

microbioldgica, os produtos prontos para consumo classificam-se em:

» Satisfatério — o resultado analitico encontra-se dentro dos valores previstos, ou

seja, inferior ou igual ao Valor Maximo de Referéncia (VMR).

» Questionavel — o resultado analitico € superior ao VMR e inferior ou igual ao
Valor Maximo Admissivel (VMA) e indica que existe probabilidade de falhas nos
processos. Deve ser efetuada uma andlise de causas, de forma a esclarecer a causa
provavel.

» Nao satisfatorio e Né&o satisfatério/potencialmente perigoso — o resultado

analitico é superior ao VMA e indica que existem falhas nos processos. Deve ser
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efetuada uma analise de causas, de forma a esclarecer a causa provavel (INSA,
2019).

Tabela 9 — “Valores-guia INSA” - microrganismos indicadores de higiene e alteracdo em alimentos prontos para
consumo. Resultados interpretados segundo a contagem de ufc/g.

Microrganismos indicadores de Satisfatorio Questionavel Néo satisfatorio

higiene e alteragéo

Microrganismos a 30 °C < 10° 108 - <107 > 107
Enterobacteriaceae <10 10%-<10° >10°
Escherichia coli < 10 (Né&o detetado) 10-<102 > 102

Fonte: (INSA, 2019).

Tabela 10 — “Valores-guia INSA” - microrganismos patogénicos e toxinas em alimentos prontos para consumo.
Resultados interpretados segundo a contagem de ufc/g ou a pesquisa em 25 g de amostra.
Microrganismos Satisfatorio Néo satisfatorio

toén - Nao satisfatorio/potencialmente perigoso
patogénicos e toxinas

Estafilococos coagulase

o <102 102-<10* > 10*
positiva
Bacillus cereus <10® 103-<10° >10°
Salmonella spp. Nao detetado Né&o aplicavel Detetado
Listeria monocytogenes N&o detetado Detetado > 102
Vibrio spp. Né&o detetado N&o aplicavel Detetado

Fonte: (INSA, 2019).

9.8. Metodologia utilizada na analise dos resultados obtidos

A andlise dos dados foi realizada atraves de estatistica descritiva e inferencial,
utilizando-se o software SPSS-24.0 (Statistical Package for the Social Sciences).

A discussdo dos resultados obtidos neste estudo, incide na comparacao de resultados
obtidos e publicados noutros estudos, sendo apenas indicativa, visto que existem diferengas
relativamente as condicGes de ensaio, variedades analisadas, nimero de amostras e superficies

comerciais onde foram recolhidas as amostras.
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10. Apresentacao e discussado dos resultados

10.1. Resultados obtidos nas analises microbiolégicas por parametro
microbioldgico analisado

A tabela 11 mostra as médias de contagem, desvio padrdo e os valores minimos e
maximos obtidos, para cada parametro microbiologico analisado, no total de amostras e em
cada superficie comercial.

A média do total de amostras analisadas relativamente a AC foi 6,67 log ufc/g e os
valores variaram entre 4,57 e 8,69 log ufc/g. Relativamente as médias de AC, e valores minimos
e maximos, por superficie comercial foram de 6,62 log ufc/g (4,83 — 8,08) no hipermercado e
de 6,73 log ufc/g (4,57 — 8,69) no restaurante. Enquanto que, a média global de EB foi 4,16 log
ufc/g e os valores variaram entre 1,00 e 6,83 log ufc/g [4,50 log ufc/g (2,72 — 6,83) e 3,81 log
ufc/g (1,00 — 6,23) em hipermercado e restaurante, respetivamente]. Em STA a média global
foi 1,44 log ufc/g e os valores variaram entre 1,00 e 2,18 [com 1,59 log ufc/g (1,00 - 2,18) e
1,42 log ufc/g (1,00 - 2,11) em hipermercado e restaurante respetivamente]. No que se refere a
BC, a média global foi 1,74 variando entre 1,00 e 3,43 [com 1,91 log ufc/g (1,00 - 3,43) em
hipermercado e 1,60 log ufc/g (1,00 - 2,72) em restaurante] (tabela 11).

Relativamente a contagem de EC, apenas foi detetada a sua presenca em uma amostra
com valor de 1,00 log ufc/g. Na pesquisa de Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Vibrio
spp. todas as amostras foram consideradas com nivel microbiolégico Satisfatério para estes
parametros, ndo tendo sido detetada a presenca desses microrganismos em 25 g de amostra, de
acordo com os valores-guia INSA 2019 (tabela 9 e 10).

Tabela 11 — Médias de contagem expressos em log ufc/g, desvio padrdo, e valores minimos e maximos obtidos,
por pardmetro microbiolégico analisado, no total de amostras e por superficie comercial.

TOTAL Hipermercado Restaurante
nMédia Dp Min Max nMédia Dp Min Max n Média Dp Min Max
log AC 62 6,67 1,06 4,57 8,69 31 6,62 1,02 4.83 8,08 31 6,73 1,12 4,57 8,69
log EB 62 4,16 1,22 1,00 6,83 31 4,50 1,09 2.72 6,83 31 3.81 1,26 1,00 6,23
log STA 15 1,44 0,44 1,00 2,18 2 1,59 0,83 1,00 2.18 13 1,42 0,41 1,00 2,11
log BC 26 1,74 0,72 1,00 3.43 12 1,91 0,79 1,00 3.43 14 1,60 0,66 1,00 2,72

AC- microrganismos aerobios mesofilos; EB- Enterobacteriaceae; STA- Estafilococos coagulase positiva; BC-

Bacillus cereus; n- nimero de amostras; Dp- desvio padrdo; Min- minimo; Max- maximo.
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10.2. Avaliacdo da qualidade microbioldgica por parametro microbioldgico
analisado

10.2.1. Microrganismos aerdbios mesofilos

O gréfico 1 representa a distribuicdo das amostras de sushi, por superficie comercial,
quanto a qualidade microbioldgica, relativamente a contagem de microrganismos a 30 °C.
Relativamente a contagem de AC, 40,3% (25/62) das amostras foram classificadas com um
nivel microbiologico Nao Satisfatorio, das quais, 22,6% (14/62) eram provenientes do
hipermercado e 17,7% (11/62) do restaurante. Como Questionavel foram consideradas 32,3%
(20/62) das amostras [11,3% (7/62) em hipermercado e 21% (13/62) em restaurante] e apenas
27,4% (17/62) foram consideradas com nivel microbiolégico Satisfatério, das quais, 16,1%

(10/62) e 11,3% (7/62) em hipermercado e restaurante, respetivamente (grafico 1).

0,
21% (21%1’/%?)
6.19 (13/62) 17,7%
(11 0’/1620) (11/62)
11,3% 11, 3%
(7/62) (7162
Satisfatério  Questionanel Né&o
27,4% (17/62) 32,3% (20/62)  Satisfatorio
40,3% (25/62)

® Hipermercado = Restaurante

Gréfico 1- Distribuigdo das amostras de sushi quanto ao nivel de qualidade microbioldgica, relativamente a

contagem de microrganismos aerébios mesoéfilos, por superficie comercial.

Leisner et al. (2014), efetuaram um estudo em 2012 na Dinamarca, a 20
estabelecimentos de sushi, tendo encontrado valores de microrganismos aerébios mesofilos
entre 4,1 e 7,5 log ufc/g, mas a percentagem de amostras com resultado > 108 foi inferior ao do
presente trabalho. Posteriormente, Li, Stegger, Dalsgaard & Leisner (2019) em outro estudo
realizado no mesmo pais em 2017, encontraram contagens de microrganismos aerobios
mesofilos que se situaram entre 4,8 e 5,5 log, valores mais satisfatorios comparativamente com
0s do nosso estudo como se pode observar na tabela 11.

Hoel, Mehli, Bruheim, Valdstein & Jakobsen (2015) avaliaram a qualidade
microbiologica de amostras de sushi, com 2-3 dias de vida util, provenientes de hipermercados

na Noruega. As amostras eram provenientes de trés produtores diferentes, codificados no estudo
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como produtor A, B e C. Relativamente as amostras do hipermercado, no nosso estudo a média
global de contagem foi 6,62 log ufc/g (de 4,83-8,08), média muito semelhante a encontrada por
estes autores a qual foi de 6,1 ufc/g (de 5,1-7,3) no produtor A, 6,6 ufc/g (de 5,8-7,4) no produtor
C e ligeiramente inferior, 5,8 ufc/g (4,4-7,2) no produtor B. No mesmo estudo, foram recolhidas
amostras diretamente das instalacdes de producdo de um dos produtores, antes da expedicao
dos produtos para os hipermercados, os resultados revelaram uma diminuicdo significativa
(p < 0,01) nas contagens de microrganismos aerobios mesoéfilos, comparativamente com as
amostras recolhidas nos hipermercados. Os autores sugerem, com base nos resultados, que
existiu um controlo inadequado da temperatura durante a distribui¢cdo, o que levou a uma
diminuicdo da qualidade microbioldgica das amostras. Referem ainda que 91% das amostras,
foram analisadas pelo menos um dia antes, do Gltimo dia de vida Util, indicado no rotulo do
produto, sugerindo que a contagem provavelmente seria ainda mais elevada, caso as amostras
fossem analisadas no ultimo dia de vida util indicado (Hoel et al., 2015).

No presente estudo, as amostras foram preparadas pelos estabelecimentos na hora da
recolha, transportadas a temperatura controlada, e as analises microbiolégicas realizadas no
prazo maximo de 20 horas apds a recolha. Os resultados obtidos por Hoel et al. (2015) sugerem
gue provavelmente a percentagem de amostras com nivel microbioldgico Néo Satisfatério seria
mais elevada, caso as amostras fossem transportadas sem controlo de temperatura, e/ou
analisadas apds um periodo mais longo ap6s a sua recolha, condi¢des idénticas quando o
produto € adquirido pelo consumidor final, em que o transporte é feito sem controlo de
temperatura até o produto ser consumido ou novamente refrigerado.

Liang et al. (2016) analisaram 120 amostras de sushi provenientes de restaurantes em
Hong Kong, também na modalidade de take-away, tendo obtido, como média global de
contagem 5,5 log ufc/g, e os valores variaram entre 2,4 - 6,8 log ufc/g, enquanto no nosso
estudo, os valores obtidos nas amostras provenientes do restaurante foram comparativamente
mais elevados (tabela 11).

O nivel de contaminacdo microbiolégico do produto final é influenciado pela
gualidade microbiolédgica das matérias-primas, pelo cumprimento de préaticas rigorosas de
higiene pessoais, dos equipamentos, utensilios, e pelo armazenamento das matérias-primas a
temperaturas adequadas sendo que, contagens elevadas de microrganismos aerobios mesofilos,
podem indicar falhas durante o processo (FEHD, 2000; HPA, 2009). Contagens com valores
> 10° ufc/g estdo normalmente associados a uma flora mista, acima desse valor, geralmente

existe um microrganismo predominante, logo, a seguranca e qualidade organolética do produto,
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sdo dependentes do microrganismo em questdo. Para produtos alimentares crus, prontos para
consumo, como legumes e salada (frequentemente utilizados na preparacdo de sushi), séo
esperados valores entre os 10° - 108 ufc/g, e em peixe cru valores entre 10° - 107 ufc/g (HPA,
2009) e por consequéncia, 0s nossos resultados encontram-se dentro do esperado.

E importante identificar os microrganismos predominantes em contagens elevadas, de
modo a detetar as possiveis falhas existentes que podem ter dado origem a esses valores, e em
que fase do processo ocorreram (HPA, 2009).

Os resultados obtidos no presente estudo, revelam falhas em alguma fase do processo,
a baixa percentagem de amostras com qualidade microbioldgica satisfatoria pode estar
associada a matérias-primas de baixa qualidade, falhas de temperatura durante o transporte,

armazenamento a temperaturas inadequadas e praticas de higiene e manipulacgao incorretas.

10.2.2. Enterobacteriaceae

O grafico 2 corresponde a classificacdo e distribuicdo das amostras, de acordo com 0s
resultados obtidos nas analises microbiologicas, referentes a contagem microbioldgica de
Enterobacteriaceae por superficie comercial.

Na contagem de Enterobacteriaceae 17,7% (11/62) das amostras foram classificadas
com nivel microbioldgico Nao Satisfatério, das quais 9,7% (6/62) foram provenientes do
hipermercado e 8% (5/62) do restaurante. Foram consideradas com nivel microbioldgico
Questionavel 42% (26/62) das amostras [27,4% (17/62) e 14,6% (9/62) em hipermercado e
restaurante, respetivamente], e com nivel microbioldgico Satisfatério 40,3% (25/62) das
amostras, das quais, 12,9% (8/62) em hipermercado e 27,4% (17/62) em restaurante.

274%  274%
(17/62)

14,6%
9/62) 9,7% gop

(6/62) ?5,62)

Satisfatério  Questionavel Né&o
40,3% (25/62) 42% (26/62)  satisfatorio
17,7% (11/62)

= Hipermercado Restaurante

Gréfico 2- Distribuicdo das amostras de sushi quanto ao nivel de qualidade microbiol6gica, relativamente a

contagem de Enterobacteriaceae, por superficie comercial.
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Miguéis et al. (2014) analisaram 61 amostras de sashimi provenientes de 23
restaurantes no Norte de Portugal, obtiveram uma média global de 3,27 log ufc/g, muito
semelhante a média encontrada no presente estudo de 3,81 ufc/g em restaurante (tabela 11).
Hoel et al. (2015) detetaram Enterobacteriaceae em todas as 58 amostras que analisaram, com
média de 3,3 log ufc/g, no presente estudo também foi detetada em todas as amostras analisadas,
no entanto, a média global foi superior [4,16 log ufc/g (tabela 11)]. Os mesmos autores, ao
realizarem ensaios microbioldgicos aos ingredientes em separado, detetaram a presenca de
Enterobacteriaceae em salméo, alabote, wakame (alga) e cebolinha, com um intervalo
compreendido entre 1,3 - 2,9 log ufc/g e, de acordo com os resultados, afirmam que bactérias
pertencentes a familia das Enterobacteriaceae podem ser introduzidas através de vegetais e
peixe cru.

Num estudo realizado por Tirloni, Bernardi, Gandolfi, Cattaneo & Stella (2017) foram
colhidas 36 amostras de sushi, diretamente de uma fabrica de produgdo em Italia, com o
objetivo de simular um abuso térmico, como provavelmente ocorre no verao, as amostras foram
armazenadas a 12 °C durante 2 horas simulando o transporte, e posteriormente foram
armazenadas a 8 °C durante 4 dias, simulando o armazenamento doméstico, sendo 0s ensaios
microbioldgicos realizados todos os dias. A contagem inicial de Enterobacteriaceae foi 3,18
log ufc/g, e apos os 4 dias de armazenamento foi de 4,87 log ufc/g, os autores referem que o
aumento observado foi gradual, e que a contagem de 4,0 log ufc/g foi ultrapassada ap6s dois
dias de armazenamento. Referem ainda que a contaminacdo inicial encontrada pode dever-se a
presenca de microrganismos em vegetais e contaminacao por parte de manipuladores, refletindo
praticas de higiene e de fabrico inadequadas.

Moura (2015) ao analisar 60 refeicbes de sashimi provenientes de restaurantes no
Norte de Portugal, obteve como média global de contagem de Enterobacteriaceae 3,42 log
ufc/g, [em estabelecimentos especializados (2,51 log ufc/g) e em estabelecimentos nédo
especializados (4,54 log ufc/g)]. Comparativamente, no nosso estudo, a média global (4,16 log
ufc/g) e a média relativa a estabelecimentos especializados [restaurante, 3,81 log ufc/g
(tabelall)], foi um pouco mais elevada. No entanto, os nossos resultados foram idénticos aos
de Moura (2015) relativamente as contagens de Enterobacteriaceae em estabelecimentos ndo
especializados [hipermercado, 4,50 log ufc/g (tabela 11)].

E de referir que a maioria dos produtos usados na preparacio das amostras avaliadas
apresenta naturalmente microrganismos, nomeadamente Enterobacteriaceae, visto que muitos

dos seus generos fazem parte da microbiota de vegetais e peixes crus, sendo expectavel que
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apresentem contagens elevadas. No entanto, a contagem de Enterobacteriaceae € utilizada para
avaliar o estado de higiene geral de um produto alimentar, a sua presenca em alimentos pode
ser sugestiva de contaminacdo ambiental e méas praticas de higiene, como por exemplo,
incorreta higienizacdo de produtos hortofruticolas (Hoel et al., 2015). Na produgdo alimentar,
as Enterobacteriaceae sdo inativadas através dos processos térmicos utilizados (HPA, 2009),
no sushi devido a inexisténcia de processos térmicos destinados a eliminacdo de
microrganismos, 0 mesmo ndo acontece, sendo de extrema importancia matérias-primas de alta

qualidade e medidas rigorosas de higiene e de fabrico em todas as etapas.

10.2.3. Escherichia coli

A presenga de E. coli foi detetada em apenas uma amostra, proveniente do restaurante,
esta foi classificada com um nivel microbioldgico Questionavel, com valor de 1,00 log ufc/g
segundo os valores-guia INSA 2019 (tabela 9).

Resultados diferentes obtiveram Santos et al. (2012) que realizaram a contagem para
coliformes termotolerantes a 45 °C e em que, 80% (28/35) das amostras de sushi analisadas,
apresentaram valores > 10% ufc/g e foi identificada E. coli nessas amostras. Posteriormente,
Liang et al. (2016), obtiveram como média global 1,0 log ufc/g em 120 amostras que
analisaram.

Leisner et al. (2014) relativamente as contagens de E. coli, encontraram valores superiores aos
deste trabalho, com valores que variaram entre 1,4 e 2,3 log ufc/g.

Por outro lado, Atanassova, Reich & Klein (2008) analisaram 250 amostras
provenientes de supermercados e bares de sushi na Alemanha, e estabeleceram a comparacao
entre sushi fresco preparado na hora e congelado. Em relacdo ao sushi congelado, E. coli foi
isolada em 6/125 amostras, com contagens entre 2,0 - 3,1 log ufc/g, enquanto, no sushi
preparado na hora, E. coli foi isolada em 24/125 amostras com contagens de 2,0 - 3,3 log ufc/g.

No estudo de Martins (2006), foram analisadas 20 amostras de sushi e sashimi,
provenientes de estabelecimentos especializados, e ndo especializados, em cozinha japonesa,
E. coli foi isolada em 4 das 8 amostras provenientes de estabelecimentos especializados, e em
5 das 12 amostras de estabelecimentos ndo especializados, resultados menos satisfatorios
comparativamente aos do nosso estudo, em que apenas foi detetada em uma amostra
proveniente do restaurante.

Em termos seguranga alimentar, E. coli, € o indicador mais comummente utilizado

para avaliar o estado de higiene de um produto, reflete uma contaminacao fecal, e a possivel
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presenca de microrganismos patogénicos em alimentos. A presenca de E. coli em sushi, pode
dever-se a matérias-primas contaminadas e mal higienizadas, como frutos e vegetais, mas
praticas de higiene pessoais, durante a manipulacdo e temperaturas de armazenamento
inadequadas (FEHD, 2000; Beuchat, 2006; HPA, 2009). O Regulamento (CE) n° 2073/2005,
relativo a critérios microbiologicos aplicaveis aos géneros alimenticios, estabeleceu limites para
produtos da pesca, descascados e sem concha a base de crustaceos e moluscos cozidos, cujo
intervalo de E. coli é compreendido entre 1 ufc/g e 10 ufc/g, em que apenas 2/5 amostras podem
apresentar valores dentro deste intervalo estabelecido. O critério aplica-se no fim do processo
de fabrico, em caso de resultados ndo satisfatorios, as medidas sdo a melhoria da higiene na
producdo (Regulamento (CE) n° 2073/2005).

10.2.4. Estafilococos coagulase positiva

O gréfico 3 representa a distribuicdo das amostras de sushi, por superficie comercial,
guanto a qualidade microbioldgica, relativamente a contagem de Estafilococos coagulase
positiva. Foram classificadas com um nivel microbioldgico Nao Satisfatério, 6,4% (4/62) das
amostras, das quais, 1,6% (1/62) eram provenientes do hipermercado e 4,8% (3/62) do
restaurante. Com nivel microbiolégico Satisfatério foram consideradas 93,6% (58/62) das
amostras [48,4% (30/62) em hipermercado e 45,2% (28/62) em restaurante].

Nenhuma amostra foi classificada com nivel microbioldgico  N&o

Satisfatdrio/potencialmente perigoso [> 10* (tabela 10)].

48,4%

(30/62) 12.2%

28/62)

4,8%
1.6% (3762
(1/62
Satisfatorio 93,6% Nao satisfatério 6,4%

(58/62) (4/62)
® Hipermercado Restaurante

Gréfico 3- Distribuicdo das amostras de sushi quanto ao nivel de qualidade microbiol6gica, relativamente a

contagem de Estafilococos coagulase positiva, por superficie comercial.
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Liang et al. (2016) obtiveram como média global na contagem de Staphylococcus
aureus 2,3 log ufc/g, no presente estudo, a média global de Estafilococos coagulase positiva
das amostras analisadas foi menor, com 1,44 log ufc/g (tabela 11).

No estudo realizado por Leisner et al. (2014) os valores de Staphylococcus spp.,
variaram entre 2,5 e 3,0 log ufc/g, no nosso estudo os valores variaram entre 1,00 e 2,18 log
ufc/g, também Li et al. (2019) obtiveram valores de contagem superiores aos do presente
estudo, com contagens entre 3,3 e 3,8 log ufc/g.

Num outro estudo, realizado por Hoel et al. (2015) foram analisados os ingredientes
destinados a preparacdo de sushi antes do seu processamento em fabrica, ndo tendo sido
detetada a presenca de S. aureus em nenhuma das matérias-primas analisadas. De igual modo,
Basti et al. (2006) ao analisarem pescado recém-capturado, também ndo isolaram S. aureus,
indicando que este microrganismo nao faz parte da microbiota destes produtos.

Como referido anteriormente, Staphylococcus spp. faz parte da microbiota normal do
homem, aproximadamente 30% dos individuos saudaveis sdo portadores assintomaticos de
estafilococos enterotoxigénicos, assim sendo, a contaminagdo dos alimentos pode ocorrer por
contaminacgdo cruzada, quando as préticas de higiene e de fabrico sdo deficientes (Kim, Yun &
Rhee, 2011). O Regulamento (CE) n° 2073/2005, relativo a critérios microbioldgicos aplicaveis
aos géneros alimenticios, estabeleceu limites para produtos da pesca, descascados e sem concha
a base de crustaceos e moluscos cozidos, cujo intervalo de Estafilococos coagulase positiva €
compreendido entre 100 ufc/g e 1000 ufc/g, em que apenas 2/5 amostras podem apresentar
valores dentro deste intervalo estabelecido. O critério aplica-se no fim do processo de fabrico,
em caso de ndo conformidade, as medidas sdo a melhoria da higiene na producéo (Regulamento
(CE) n°2073/2005).

10.2.5. Bacillus cereus

A média de contagem global foi 1,74 log ufc/g com valores a variarem entre 1,00 e
3,43 log ufc/g (tabela 11). A presenca de Bacillus cereus foi detetada em 26 amostras, das quais
25 foram classificadas com nivel microbioldgico Satisfatorio com valores < 3 log ufc/g segundo
os valores-guia INSA 2019 (tabela 10), apenas uma amostra proveniente de hipermercado foi
classificada com nivel microbioldgico Ndo Satisfatorio, com valor de 3,43 log ufc/g para este
parametro.

No estudo realizado por Eglezos, Huang, Dykes & Fegan (2010), analisaram 1263

amostras de diversos produtos alimentares e, Bacillus cereus, ndo foi detetado em nenhuma das
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70 amostras de sushi analisadas. Embora tenha sido isolada noutros alimentos como: base de
pizzas crua, pizzas cozinhadas, empadas de carne congeladas, salsichas congeladas, carnes
processadas e frango cortado em cubos.

Muscolino et al. (2014) analisaram 38 amostras de sushi e 12 de sashimi,
comercializadas no sul de Italia, tendo detetado a presenca de Bacillus cereus em 3/38 das
amostras de sushi analisadas, com valores compreendidos entre 1,70 - 4,00 log ufc/g.

De um modo geral, a presenca de Bacillus cereus ndo é muito frequente em sushi,
outros estudos obtiveram resultados similares. Martins (2006) detetou a presenga de Bacillus
cereus em 1/8 amostras adquiridas em estabelecimento especializado e em 2/12 amostras
adquiridas em estabelecimentos ndo especializados com valores < 3 log ufc/g. Enquanto,
Tirloni et al. (2017), n&o observaram crescimento de Bacillus cereus na maioria das amostras
analisadas, tendo sido detetado em apenas uma amostra com valor de 2,0 log ufc/g.

Por norma, a presenca de Bacillus cereus em alimentos indica processamento
inadequado, e falhas no controlo de temperatura. O controlo inadequado da temperatura, pode
permitir a sobrevivéncia de esporos e o crescimento a niveis ndo satisfatorios (HPA, 2009). No
sushi a presenca de Bacillus cereus reflete uma incorreta acidificagdo do arroz, ou contaminagéo

cruzada por outros alimentos como vegetais e peixe (Lee & Heacock, 2014).

10.2.6. Correlagéo entre os microrganismos em estudo
Com o objetivo de verificar se existe alguma relacdo entre as contagens de
microrganismos presentes nas amostras de sushi analisadas, e dado que a amostra neste caso
apresentou uma distribuicdo normal, segundo o teste da normalidade de Kolmogorov Smirnov
cujo p-value foi (p > 0,05), foi utilizado o coeficiente de correlacdo de Pearson, que mede a
intensidade e a direcdo da associacgdo de tipo linear entre duas variaveis quantitativas (Mardco,
2014).
A tabela 12 é referente a correlacdo entre os microrganismos AC, EB, BC e STA. As
analises estatisticas indicam que existe uma correlacdo positiva moderada entre o0s
microrganismos AC e EB (r=0,477**), o que significa que h4 uma tendéncia para que quando

os valores de AC sobem, sobem também os valores de EB.
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Tabela 12- Correlacéo entre 0s microrganismos

logAC logEB logBC

log EB A77
log BC -0,064 -0,341
log STA -0,274 0,064 -0,350

**_A correlagdo é significativa no nivel 0,01 (bilateral).

10.2.7. Salmonella spp.

A presenca do género Salmonella ndo se verificou em nenhuma das 62 amostras
analisadas, todas as amostras encontravam-se com um nivel microbiologico Satisfatorio para
este parametro, de acordo com os Valores-guia do INSA (tabela 10), sendo que a sua presenca
detetada em 25 g de amostra é considerada N&o satisfatorio/potencialmente perigoso
(Regulamento (CE) n°® 2073/2005; INSA, 2019).

O resultado obtido no nosso estudo, é idéntico ao de outros autores que durante as suas
pesquisas em sushi ou sashimi ndo detetaram a presenca deste microrganismo, (Martins, 2006;
Mendes, 2010; Vallandro et al., 2011; Santos et al., 2012; Sato, 2013; Miguéis et al., 2014;
Moura, 2015; Liang et al., 2016; Eliseu, 2018).

Resultados diferentes foram obtidos no estudo de Atanassova et al. (2008) que
detetaram Salmonella em 3 amostras de sushi congelado, e em 1 amostra de sushi fresco
preparado na hora. De igual modo, em amostras de sushi e sashimi provenientes de 5
estabelecimentos diferentes em Fortaleza, no Brasil, foram detetadas Salmonella spp. e
Salmonella Newport em 4/30 amostras analisadas (Pinheiro et al., 2006). Enquanto, no estudo
realizado em Hong Kong, entre 1997-1999, a 1020 amostras de sushi e 906 amostras de sashimi,
Salmonella spp. foi isolada em apenas uma amostra de sashimi (FEHD, 2000).

Salmonella spp. pode ser encontrada no trato intestinal de humanos e animais, e
alimentos que tenham contacto com material de origem fecal séo facilmente contaminados. Esta
bactéria multiplica-se rapidamente em alimentos de origem animal devido as caracteristicas
inerentes destes produtos. A dose infetante pode variar de 10 a milhGes de células. A prevencéo
da presenca deste microrganismo em alimentos, consiste sobretudo no tratamento térmico dos
alimentos a temperaturas entre 0s 64 e 74 °C, armazenamento dos alimentos a temperaturas
< 5°C e a aplicagdo de boas préticas de higiene e de fabrico (Amson, Haracemiv & Masson,
2006).

No caso do sushi, uma vez que é servido sem tratamento térmico, o cumprimento de

rigorosas praticas de higiene, manipulacao e controlo de temperatura durante todo o processo,
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sdo pontos cruciais para evitar a contaminacgdo e multiplicacdo deste microrganismo (Amson et
al., 2006; HPA, 2009).

10.2.8. Listeria monocytogenes

N&o se verificou a presenca de Listeria monocytogenes em nenhuma das 62 amostras
analisadas, sendo que todas as amostras se encontravam dentro dos valores exigidos para este
parametro, de acordo com os Valores-guia do INSA (tabela 10), a sua presenca detetada em
niveis > 102 ufc/g é considerada No satisfatorio/potencialmente perigoso (Regulamento (CE)
n®2073/2005; INSA, 2019).

Resultado idéntico foi obtido por Muscolino et al. (2014) ou por Eliseu (2018), este
apos analisar 39 amostras de sushi, de 3 variedades diferentes, em 3 condicdes distintas
(embaladas em atmosfera protetora, sushi congelado e sushi proveniente de restaurante) nao
detetou a presenca de Listeria monocytogenes em nenhuma amostra que analisou. De igual
modo, Tirloni et al. (2017), também n&do detetaram a presenca de Listeria monocytogenes.

Por outro lado, Mendes (2010), apesar de ndo isolar Listeria monocytogenes em 90
amostras de sushi, detetou a presenca de Listeria seeligeri em uma das amostras, no entanto no
nosso estudo ndo seria possivel, uma vez que a pesquisa foi dirigida unicamente a Listeria
monocytogenes. Num outro estudo, Listeria spp foi detetada em 3 das amostras de sushi
congelado, identificada como Listeria welshimeri, e em sushi preparado na hora, Listeria spp.
foi detetada em 4 amostras, 3 das quais foram identificadas como Listeria monocytogenes
(Atanassova et al., 2008). Num estudo realizado em Hong Kong, das 906 amostras de sashimi
analisadas, Listeria monocytogenes foi isolada em apenas uma amostra de sashimi (FEHD,
2000). Enquanto, no estudo de Moura (2015), foi detetada a presenca de Listeria
monocytogenes em amostras de estabelecimentos néo tipicos com média de 0,41 log ufc/g e,
93,3% das amostras encontravam-se em niveis Satisfatorios, e em 6,7% das refei¢fes de sashimi
encontravam-se em niveis Nao satisfatorios/potencialmente perigosos.

Listeria monocytogenes é normalmente encontrada em produtos lacteos, vegetais, aves
e carne. No sushi, pode ser introduzida através de contaminacdo cruzada, por outros
ingredientes, como vegetais, peixe e marisco. E crucial a aplicacio de praticas de higiene e de
fabrico adequadas, a fim de evitar a contaminagdo dos alimentos por este microrganismo. O
grupo de risco (criancas, idosos, gestantes, imunodeprimidos) devem ter especial atengdo com
0 consumo de sushi, por serem mais suscetiveis ao desenvolvimento dos sintomas (FEHD,
2000).
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10.2.9. Vibrio spp.

No nosso estudo, ndo foram isoladas espécies de Vibrio spp. em nenhuma das 62
amostras analisadas, sendo que todas as amostras se encontravam com nivel microbiolégico
Satisfatorio para este parametro de acordo com os Valores-guia do INSA (tabela 10), sendo que
a sua presenca detetada em 25 g de amostra é considerada Nao satisfatorio/potencialmente
perigoso (INSA, 2019).

Tal como ocorreu neste estudo, Vallandro et al. (2011), apds analisarem 108 amostras
de sashimi de salmé&o, recolhidas em 6 restaurantes na cidade de Porto Alegre, Brasil, ndo
isolaram V. parahaemolyticus.

Resultados diferentes obteve Martins (2006), que apds analisar 20 amostras detetou a
presenca de espécies de Vibrio em 35% (7/20) das amostras, sendo que 3 das 7 amostras
positivas apresentavam contaminacgao por mais do que uma espécie, e haviam sido colhidas em
estabelecimentos ndo especializados. No mesmo estudo, em estabelecimentos especializados,
foi detetada a presenca de Vibrio em 37,5% (3/8) amostras, e em nédo especializados em 33,3%
(4/12), as espécies isoladas foram: V. metschnikovii, V. fluvialis, V. anguillarum, V.
iliopiscarius e V. ordalli. Enquanto, Muscolino et al. (2014), detetaram a presenca de Vibrio
spp. em 39,5% (15/38) amostras de sushi, com valores compreendidos entre 1,70 - 3,70 log
ufc/g, e em 50% (6/12) amostras de sashimi, com valor médio de 2,00 log ufc/g.

Em Portugal, no estudo de Miguéis et al. (2014), foram isoladas 4 espécies de Vibrio:
V. pelagius | em atum e peixe-manteiga, V. proteolyticus em salmé&o, V. mimicus em robalo
europeu e V. corarilliilyticus em peixe-manteiga. Por outro lado, Moura, (2015) detetou a
presenca de Vibrio spp. em 6 amostras de sashimi provenientes de estabelecimentos tipicos (2
de salmdo, 2 de atum, 2 de robalo) e em uma amostra de robalo proveniente de um
estabelecimento ndo tipico.

Basti et al. (2006), isolaram V. parahaemolyticus em pescado recém-capturado,
indicando que este microrganismo faz parte da microbiota natural do pescado. Os autores
referem que a sua presenga também pode ocorrer devido a contaminagdo cruzada. Dado que
algumas bactérias, como Vibrio spp., encontram-se naturalmente presentes no ambiente
marinho, as medidas de prevencéo, s&o o cumprimento de boas praticas de higiene e de fabrico
durante todo o processo, a fim de evitar a multiplicagdo em matérias-primas contaminadas, e a
contaminac&o cruzada (Huss et al., 2000).

Adicionalmente, no nosso estudo, em duas amostras suspeitas, provenientes de

hipermercado, foram feitos estudos adicionais (identificacio microbioldgica por VITEK® MS),

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias Faculdade de Medicina Veterinaria

87



Sandy Jane Curado Alegria Avaliacdo da qualidade microbiol6gica de pecas de sushi prontas para consumo

e revelaram a presenca de bactérias do género Aeromonas spp., nomeadamente A. caviae e A.
hydrophila. Tal como ocorreu neste estudo, todas as amostras de Atanassova et al., (2008)
foram negativas relativamente a presenca de Vibrio spp., no entanto, durante o decurso da
pesquisa, 0 estudo de colonias suspeitas foram identificadas como Aeromonas spp., sendo que
a prevaléncia destes microrganismos foi mais elevada em amostras de sushi fresco (20%) do
que em amostras de sushi congelado (Atanassova et al., 2008).

As bactérias do género Aeromonas spp. encontram-se naturalmente presentes no
ambiente marinho, pertencem a familia Vibrionaceae, e compreendem bactérias potencialmente
patogénicas, frequentemente isoladas em produtos de origem marinha, e associadas a infegoes
por ingestdo de agua e frutos do mar contaminados, sendo a gastroenterite a infecdo mais
comummente relatada (Hoel, Vadstein & Jakobsen, 2018). S&o associadas a alimentos variados,
pela sua capacidade de crescer em condi¢cbes ambientais distintas, desde temperaturas de
< 0°C a 45 °C com temperatura 6tima de crescimento em volta dos 28 °C, para a maioria das
espécies, e geralmente sdo sensiveis a pH < 6. Representam um risco para a seguranga
alimentar, devido ao potencial de viruléncia de algumas espécies, a sua capacidade de
crescimento a temperaturas de refrigeracao, assim como a sua tolerancia a baixos valores de pH
ja ter sido relatada (Hoel et al., 2018). Assim, a manutencdo dos produtos a temperaturas de
refrigeracdo pode ndo ser suficiente para impedir o crescimento de Aeromonas spp, a correta
acidifica¢do do arroz e a manutengdo dos produtos a < 4 °C sdo medidas preventivas ao

crescimento destes microrganismos (Hoel et al., 2018).

10.3. Avaliacdo da qualidade microbioldgica por variedade de peixe analisada

No gréafico 4 encontra-se a distribuicdo do nimero total de amostras de sushi
analisadas, por variedade de peixe, relativamente a sua qualidade microbioldgica.

Das 62 amostras de sushi analisadas 40,3% (25/62) foram confecionadas com atum
(variedade A), 50% (31/62) foram confecionadas com salmao (variedade B), e 9,7% (6/62)
foram confecionadas com camardo (variedade C) (grafico 4).

Na avaliagdo microbioldgica das 25 amostras da variedade A, confecionada com atum,
64% (16/25) foram classificadas com um nivel de qualidade Néo Satisfatdrio, 24% (6/25) foram
classificadas como Questionavel, e apenas 12% (3/25) das amostras foram classificadas com
nivel microbioldgico Satisfatorio (grafico 4).

A avaliacdo microbioldgica das 31 amostras da variedade B, confecionada com

salmao, revelou 29% (9/31) das amostras com nivel microbioldgico Nao Satisfatorio, 48,4%
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(15/31) com nivel Questionavel e 22,6% (7/31) com nivel microbioldgico Satisfatorio (gréafico
4).

Relativamente a avaliacdo microbiolégica das 6 amostras da variedade C,
confecionada com camaréao, 83,4% (5/6) foram classificadas com um nivel microbiolégico Néo
Satisfatdrio, e 16,6 % (1/6) com nivel microbiologico Questionavel (gréafico 4).

A variedade A confecionada com atum, apresentou maior numero de amostras
classificadas com um nivel de qualidade microbiolégica Nao Satisfatorio [64% (16/25)]
comparativamente com a variedade B [29% (9/31)] confecionada com salmdo, no entanto a
variedade B apresentou maior nimero de amostras Questiondveis [48,4% (15/31)]
comparativamente com a variedade A [24% (6/25)] (gréafico 4). Relativamente a variedade C,
confecionada com camardo, nenhuma das 6 amostras analisadas foi considerada com nivel
microbioldgico Satisfatorio, embora o nimero de amostras seja reduzido nesta variedade, ha

que realcar que 83,4% (5/6) foram consideradas com nivel microbiol6gico Néo Satisfatorio.

35
30
29%
25 (9/31)
20
64%
15 (16/25) 48,4%
10
S 83,4%
5 22,6% A
- ’6 Y (5/6)
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A- atum 40,3% B- salmdo 50%  C-camardo 9,7%
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m Satisfatério  m Questionanel Néo Satisfatorio

Gréfico 4- Distribuicdo das amostras de sushi, quanto ao nivel de qualidade microbioldgica, por variedade de

peixe.

10.4. Resultados obtidos nas andlises microbioldgicas realizadas por variedade de
peixe

A tabela 13 mostra as médias de contagem, desvio padréo e os valores minimos e
maximos obtidos, por parametro microbiolégico analisado, em cada variedade de peixe, e por
superficie comercial.
Entre as diferentes variedades, a variedade de salméo apresentou resultados mais favoraveis,
comparativamente com atum e camardo, relativamente a média de contagem total dos

parametros microbioldgicos analisados (tabela 13).
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Tabela 13- Médias de contagem expressos em log ufc/g, desvio padrdo, e valores minimos e maximos obtidos,

por parametro microbiolégico analisado, por variedade de peixe, e por superficie comercial.

TOTAL Hipermercado Restaurante
Variedade n Média Dp Min Max n Média Dp Min Max n Média Dp Min Max
log AC Atum 25 7.00 098 4.79 8.08 13 693 0.85 523 8.08 12 7.07 1.13 4.79 8.08
Salmao 31 6,36 1.07 4.57 8.69 14  6.15 1.04 483 8.04 17 6.54 1,09 4,57 8.69
Camario 6 692 1.06 532 8.08 4 723 091 6,15 8,08 2 631 140 532 730
logEB Atum 25 427 1,09 252 6,23 13 422 096 2,72 5,96 12 432 126 2,52 6,23
Salmao 31397 1,25 1,00 6,83 14 451 1.11 3.11 6.83 17 3.53 1.20 1.00 532
Camarao 6 4.65 1.54 234 6.40 4 540 1.13 4,18 6.40 2 3,15 1,15 234 396
log STA Atum 7 148 046 1,00 2.11 1 1.00 - 1.00 1.00 6 156 045 1,00 2.11
Salmao 7 133 042 1.00 2.18 1 218 - 218 2.18 6 119 022 1,00 1.51
Camario 1 2.00 2,00 2,00 - - - - - 1 2.00 - 2,00 2.00
logBC Atum 14 2,06 070 1.00 3.43 7 247 047 2,11 343 7 1,65 067 1,00 2,72
Salmao 9 128 0.57 1.00 2,54 4 1.00 0.00 1.00 1.00 5 151 0,71 1.00 2,54
Camarao 3 1.66 0.67 1.00 2.34 1 1.63 - 1.63 1.63 2 167 095 1,00 234

AC- microrganismos aerobios mesofilos; EB- Enterobacteriaceae; STA- Estafilococos coagulase positiva; BC-
Bacillus cereus; n- nimero de amostras; Dp- desvio padrdo; Min- minimo; Max- méaximo.

Moura (2015) analisou 60 amostras de sashimi de diferentes variedades de peixe,
provenientes de 20 estabelecimentos tipicos e ndo tipicos. Relativamente a contagem de
microrganismos aerobios mesofilos obteve como média global de contagem em amostras de
atum 5,93 log ufc/g (estabelecimento ndo tipico) e 5,42 log ufc/g (estabelecimento tipico),
enguanto que no nosso estudo para amostras de sushi com atum as médias foram de 6,93 e 7,07
log ufc/g em hipermercado e restaurante, respetivamente (tabela 13). Em amostras de salméo
detetou 6,02 e 5,02 log ufc/g em estabelecimentos néo tipicos e tipicos, respetivamente, e no
nosso estudo, para a mesma variedade de pescado, foram detetados valores de 6,15 e 6,54 log
ufc/g em hipermercado e restaurante, respetivamente (tabela 13). Relativamente a amostras de
camarao apenas uma amostra, proveniente de estabelecimento tipico com valor de 5,60 log
ufc/g (Moura, 2015), enquanto no nosso estudo a média de contagem em amostras com camarao
na sua composicdo foi 7,23 log ufc/g em hipermercado e 6,31 log ufc/g, em restaurante
(tabela 13). No nosso estudo a contagem de microrganismos aerobios mesofilos foi mais
elevada em todas as variedades analisadas comparativamente a Moura (2015), o que pode
dever-se as nossas amostras serem compostas por mais ingredientes, para além do peixe, e
consequentemente a contagem de microrganismos mesofilos depender da qualidade
microbioldgica de cada ingrediente utilizado na constituicdo das pecas.

A presenca de espécies de Vibrio foi detetada em amostras de salmao, atum e robalo,

e de Listeria monocytogenes em amostras de salmao, atum, robalo e peixe manteiga (Moura,
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2015), no nosso estudo ndo foram detetadas espécies de Vibrio nem Listeria monocytogenes
em nenhuma das variedades analisadas. De igual modo, Moura, (2015) ndo detetou a presenca
de Salmonella spp. em nenhuma variedade de sushi, tal como ocorreu no presente estudo. Em
outro estudo, Atanassova et al. (2008) obtiveram valores de microrganismos aerébios mesofilos
em amostras de niguiri de salmao entre 4,8 - 7,3 log ufc/g, no nosso estudo na variedade de
salmao os valores variaram entre 4,57 e 8,69 log ufc/g (tabela 13). Relativamente mais elevado
que nas amostras de salmdo, nas amostras com atum, os valores de contagem para 0 mesmo
parametro variaram entre 5,7 — 8,0 log ufc/g (Atanassova et al., 2008), no nosso estudo, na
variedade de atum variaram entre 4,79 — 8,08 log ufc/g (tabela 13). Relativamente a presenca
de E. coli os valores foram de 2,2 log ufc/g e 2,0 log ufc/g em amostras de salméo e atum,
respetivamente (Atanassova et al., 2008), enquanto no nosso estudo a presenca de E. coli apenas
foi detetada em uma amostra com valor de 1,00 log ufc/g na variedade de atum.

Em Hong Kong, foram isolados Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Vibrio
parahaemolyticus em amostras de sashimi de salmao, ovas de peixe e camarao respetivamente
(FEHD, 2000), enquanto no nosso estudo nao foram detetados estes microrganismos em
nenhuma das variedades analisadas, contudo, no decorrer da pesquisa de Vibrio spp. foram
identificadas duas espécies de Aeromonas, nomeadamente A. caviae em uma amostra de
salmao, e A. hydrophila em uma amostra de camaréo.

Como referido anteriormente, a contaminacao do pescado é influenciada pelo local de
captura, maneio e acondicionamento p6s-captura. Na contaminacdo das variedades de pescado
do nosso estudo, podem ainda ter influéncia os demais ingredientes que constituem as pecas,
visto serem pecas compostas por varios ingredientes para além do pescado, nunca esquecendo
que além do risco das matérias-primas estarem contaminadas, os resultados podem ser
influenciados pela manipulagéo durante a preparacao.

Com o objetivo de comparar os valores de contagem em fungdo da variedade, foi
aplicado o teste de Kruskall-Wallis, este é um teste ndo-paramétrico apropriado para comparar
as distribuices de duas ou mais varidveis pelo menos ordinais, observadas em duas ou mais
amostras independentes (Maréco, 2014).

As analises estatisticas revelaram que existem diferencas significativas na comparagao
da contagem dos microrganismos, entre as diferentes variedades de peixe, dentro da mesma
superficie comercial. No hipermercado na contagem de AC (p=0.053) (tabela 14), cuja média

foi superior na variedade de camardo, seguindo-se pela variedade de atum, e por fim na
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variedade de salmdo. E na contagem de BC (p=0.012) (tabela 14), cuja média foi superior na

variedade de atum, seguindo-se na variedade de camardo e por fim na variedade de salmao.

Tabela 14 — Resultados estatisticos obtidos ap6s aplicado o teste de Kruscall-Walis, na comparagéo da contagem

dos microrganismos em estudo, entre as variedades de peixe analisadas, dentro de cada superficie comercial.

Hipermercado Restaurante
Variedade n Média Dp Min  Max n  Média Dp Min  Max
log AC  Atum 13 693 085 523 8,08 12 7,07 1,13 479 8,08
Salmio 14 6,15 1,04 4,83 8,04 17  6.54 1,09 4,57 8.69
Camario 4 7,23 0,91 6,15 8,08 2 631 1.40 5.32 7.30
p =0,053 =0203
log EB Atum 13 422 096 2,72 5,96 12 432 1.26 2,52 6,23
Salmio 14 4,51 1,11 3,11 6,83 17 g3 1,20 1,00 532
Camario 4 5.40 1,13 4,18 640 2 315 1.15 234 396
»=0.291 »=0219
logBC  Atum 7 247 047 210 340 7 165 067 100 270
Salmio 4 1,00 0,00 1,00 1,00 5 151 0,71 1,00 2,50
Camario 1 1,63 - 1,60 1,60 2 1,67 095 1,00 230
p =0,012 =0938
log STA Atum 1 1,00 - 1,00 1,00 6 156 045 1.00 211
Salmio 1 2,18 - 2,18 218 60119 022 1,00 1,51
Camario - - - - - 1 200 - 2,00 2,00
p=0317 »=0,170

AC- microrganismos aerébios mesofilos; EB- Enterobacteriaceae; BC- Bacillus cereus; STA- Estafilococos
coagulase positiva; n- nimero de amostras; Dp- desvio padrdo; Min- minimo; Max- maximo; Valores
apresentados a negrito- Diferengas estatisticamente significativas entre as diferentes variedades de peixe, dentro

da mesma superficie comercial.

10.5. Distribuicdo das amostras classificadas com nivel microbiologico N&o
Satisfatdrio por variedade de peixe e por superficie comercial

No gréfico 5 encontra-se a distribuicdo das amostras classificadas com um nivel
microbiolégico Nao Satisfatorio por variedade de peixe, e por superficie comercial. Foram
consideradas com um nivel microbiolégico Ndo Satisfatério: 25,8% (16/62) das amostras da
variedade A, confecionada com atum [das quais, 14,5% (9/62) foram provenientes do
hipermercado e 11,3% (7/62) do restaurante], 14,5% (9/62) das amostras da variedade B,
confecionada com salméo [com 8% (5/62) do hipermercado e 6,5% (4/62) do restaurante] e 8%
(5/62) das amostras da variedade C, confecionadas com camardo [com 4,8% (3/62) e 3,2%

(2/62) em hipermercado e restaurante, respetivamente] (grafico 5).
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Total de amostras com nivel microbiol6gico Ndo

Satisfatorio 25,8% (16/62 14,5% (9/62) 8% (5/62)

Hipermercado [114)5%(9/62) 8% [48%
(5/62) @752)

Restaurante 11}3%/(7/62) 6.5% [312%
(4l62) (2/62)

0 5 10 15 20 25 30 35
mAtum = Salmdo mCamardo

Gréfico 5- Distribuicdo das amostras de sushi classificadas com nivel microbioldgico Ndo Satisfatdrio, por

variedade de peixe e por superficie comercial.

10.5.1. Para@metros envolvidos na classificacdo Nao Satisfatorio das amostras

Na tabela 15 estdo os parametros acima do Valor Maximo Admitido que deram origem
a classificacdo Néo Satisfatdrio das amostras, por variedade de peixe e por superficie comercial.

Todas as variedades de sushi apresentaram contagens N&o Satisfatorias para 0s
parametros AC e EB, sendo que, o hipermercado apresentou maior nimero de amostras com
contagens superiores a0 VMA em ambos os parametros [14,5% (9/62) e 3,2% (2/62) amostras
com AC e EB, respetivamente] comparativamente ao restaurante [9,7% (6/62) e 1,6% (1/62)
amostras com AC e EB, respetivamente] (tabela 15).

Duas amostras foram classificadas com nivel microbioldgico Néo Satisfatério, devido
a contaminagdo com STA acima do VMA (102 - < 10%), tendo sido detetado uma amostra [1,6%
(1/62)] na variedade de salmédo de hipermercado, e a outra [1,6% (1/62)] na variedade de
camarao proveniente de restaurante (tabela 15).

Enquanto todas as variedades de sushi apresentaram contaminagdo com AC e EB em
simultaneo [6,4% (4/62) das amostras no hipermercado e 4,8% (3/62) no restaurante], apenas
uma amostra [1,6% (1/62)], da variedade de atum proveniente de restaurante com AC e STA
acima do VMA, e outra amostra [1,6% (1/62)] também da variedade de atum, mas de
hipermercado, com AC e BC acima do VMA, foram consideradas Nao Satisfatérias (tabela 15).
Por outro lado, apenas uma amostra [1,6% (1/62)] na variedade de atum de restaurante foi
considerada como N&o Satisfatoria com trés parametros (AC, EB e STA) acima do VMA
(tabela 15).
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Tabela 15 — Distribuicdo das amostras classificadas com nivel microbioldgico Nao Satisfatorio em cada variedade de

peixe, por superficie comercial, e os pardmetros que deram origem a essa classificacao.

% (n°) de Comum parametroacimado Com dois parametros acima do Com trés
amostras Ndo VMA VMA parametros
Satisfatorias acima do
VMA
AC EB STA AC/EB AC/STA AC/BC AC/EB/STA
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
Atum 25,8% 14,5% 1,6% _ 4,8% 1,6% 1,6% 1,6%
(16/62) (9/162)  (1/62) (3/62) (1/62) (1/62) (1/62)
Salméo 14,5% 6,4% 1,6% 1,6% 4,8%
(9/62) (4/62)  (1/62) (1/62)  (3/62) B B B
Camaréo 8% 3.2% 1,6% 1,6% 1,6%
(5/62) (2/162)  (1/62)  (1/62)  (1/62) B B B
Hipermercado 27,4% 14,5% 3,2% 1,6% 6,4% 1,6%
(17/62) (9/62)  (2/62) (1/62)  (4/62) B (1/62) B
Restaurante 21% 9,7% 1,6% 1,6% 4,8% 1,6% 1,6%

(13/62) (6/62)  (1/62) (1/62) (3/62)  (1/62) (1/62)

VMA - Valor Méaximo Admissivel; AC- microrganismos aerébios meséfilos; EB- Enterobacteriaceae; STA-

Estafilococos coagulase positiva; BC- Bacillus cereus; (n) — nimero de amostras.

De um modo geral, as amostras de atum [25,8% (16/62)] encontravam-se com um
nivel de qualidade microbioldgico inferior comparativamente as amostras de salmao [14,5%
(9/62)] (tabela 15). Relativamente a superficie comercial, o hipermercado apresentou maior
namero de amostras com nivel microbiolégico N&o Satisfatorio [27,4% (17/62)]
comparativamente ao restaurante [21% (13/62)]. Por ordem decrescente, 0s parametros que
mais contribuiram para a classificacdo Nao Satisfatorio das amostras foram: AC [24,2%
(15/62)] seguindo-se por AC/EB [11,2% (7/62)], EB [4,8% (3/62)], STA [3,2% (2/62)] e
[1,61% (1/62)] em AC/STA, AC/BC e AC/EB/STA (tabela 15). Os resultados refletem falhas
em alguma etapa da cadeia, nas boas paticas de higiene e de fabrico por parte dos
manipuladores, nomeadamente no controlo de temperatura e qualidade higiénica das materias-
primas.

Com o objetivo de comparar se existem diferencas estatisticamente significativas nas
contagens de microrganismos, entre as duas superficies comerciais, para a mesma variedade de
pescado, foi aplicado o teste de Mann-Withney que € o teste ndo-paramétrico adequado para
comparar as funcdes de distribuicdo de pelo menos uma variavel ordinal, medida em duas

amostras independentes (Maréco, 2014).
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Os resultados indicam que existem diferencas estatisticamente significativas em EB na
variedade de salmao (p=0.054), assim como em BC na variedade atum (p=0.047) cujas médias

foram superiores no hipermercado (tabela 16).

Tabela 16- Resultados estatisticos obtidos apo6s aplicado o teste de Mann-Withney, para comparagdo das

contagens por parametro, entre as superficies comerciais, para a mesma variedade de peixe analisada.

Hipermercado Restaurante
Variedade n Meédia Dp n Meédia Dp Dif P

logAC  Atum 13 6.93 0.9 12707 1,1 0.14 0.605
Salmao 14 6.15 1.0 17 6.54 1.1 0.40 0,197
Camarao 4 7.231 0,9 2 631 14 -092 0,355
logEB  Atum 13 422 1,0 12 432 13 0.10 0,935
Salmao 14 451 1.1 17 3,53 1.2 -0.98 0,054
Camarao + 540 1.1 2I315 1.1 -225 0,064

logBC Atum 7 247 0.5 7 165 07 -0.82 0,047
Salmao 4 1.00 0.0 50 1551 07 051 0.081
Camarao 1 1.63 - 2 167 09 0.04 1.000

log STA Atum 1 1.00 - 6 156 04 0.56 0,203
Salmao 1 2.18 - 6 119 0.2 -0.99 0.116
Camarao - - - 1 2,00 - - -

AC- microrganismos aer6bios mesofilos; EB- Enterobacteriaceae; BC- Bacillus cereus; STA- Estafilococos
coagulase positiva; n- nimero de amostras; Dp- desvio padrdo; Valores apresentados a negrito- Diferencas

estatisticamente significativas entre as superficies comerciais para a mesma variedade de pescado.

Com o objetivo de verificar se existe uma associacdo entre a apreciacdo dos
microrganismos em estudo e a superficie comercial, foi aplicado o teste do Qui-Quadrado (x?)
que serve para testar se duas ou mais populagbes (ou grupos) independentes diferem
relativamente a uma determinada caracteristica, isto &, se a frequéncia com que os elementos
da amostra se repartem pelas classes de uma variavel qualitativa é ou ndo aleatéria (Maréco,
2014). Foi também utilizada a Continuity Correction no caso das tabelas de 2x2, bem como a
correcdo de continuidade, e a significancia do teste de Fisher quando sugerido pelo programa
estatistico.

A tabela 17 é referente ao cruzamento da apreciagdo dos microrganismos em estudo e
da superficie comercial, no total de amostras e em cada uma das variedades analisadas. Os
resultados indicam que a apreciacdo dos microrganismos esta associada a superficie comercial,

isto €, que tém uma relacé@o de dependéncia com a superficie comercial, nos seguintes casos: na
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amostra total para o parametro EB (p=0,055), sendo a qualidade das amostras mais satisfatoria
no restaurante [68% (tabela 17)]; na variedade de salméo, no parametro AC (p=0,037), sendo a
qualidade das amostras mais satisfatoria no hipermercado (67%), e no parametro EB (p=0,044)
sendo a qualidade das amostras mais satisfatdria no restaurante [79% (tabela 17)]; na variedade

de camardo, no parametro EB (p=0,050), sendo que apesar da amostra ser reduzida, a apreciagdo

foi mais insatisfatdria e questionavel no hipermercado (tabelal?).

Tabela 17- Andlises estatisticas referentes ao cruzamento da apreciacdo dos microrganismos e da superficie

comercial, na amostra total e em cada variedade de peixe.

APRECIACAO AMOSTRA TOTAL ATUM SALMAO CAMARAO

Hiper. Rest. Tofal p Hiper. Rest. Total p Hiper. Rest. Tofal p Hiper. Rest. Total p
log AC  Nao satisfatorio n 14 11 25 8 7 15 4 3 7 2 1 3
% 56% 44% 100% 53% 47% 100% 57% 43% 100% 67% 33% 100%
Questionavel n 7 13 20 3 3 6 2 10 12 2 0 2
% 35% 65% 100% 50% 50% 100% 17% 83% 100% 100% 0% 100%
Satisfatorio n 10 7 17 2 2 4 8 4 12 0 1 1
% 59% 41% 100% 50% 50% 100% 67% 33% 100% 0% 100% 100%
Total n 31 31 62 13 12 25 14 17 31 4 2 6

% 50% 50% 100% 0261 52% 48% 100% 0,987 45% 55% 100% 0,037 67% 33% 100% 0223
logEB  Nio satisfatorio n 6 5 11 2 3 5 2 2 4 2 0 2
% 55% 45% 100% 40% 60% 100% 50% 50% 100% 100% 0% 100%
Questionavel n 17 9 26 6 5 11 9 4 13 2 0 2
% 65% 35% 100% 55% 46% 100% 69% 31% 100% 100% 0% 100%
Satisfatorio n 8 17 25 5 4 9 3 11 14 0 2 2
% 32% 68% 100% 56% 44% 100% 21% 79% 100% 0% 100% 100%
Total n 31 31 62 13 12 25 14 17 31 (@ 4 2 6

% 50% 50% 100% 0,055 52% 48% 100% 0,834 45% 55% 100% 0,044 67% 33% 100% 0,050
log BC  Nao satisfatorio n 1 0 1 1 0 1 1 0 1 - - -
% 100% 0% 100% 100% 0% 100% 100% 0% 100% - - -
Questionavel n 1 1 2 - - - - 0 1 1
% 50% 50% 100% - - - - - - 0% 100% 100%
Satisfatorio n 10 13 23 6 7 13 3 5 8 1 1 2
% 43% 57% 100% 46% 54% 100% 38% 63% 100% 50% 50% 100%

Total n 12 14 26 7 7 14 4 3 9 ® 1 2 3

% 46% 54% 100% 0,537 50% 50% 100% 1,000 4% 56% 100% 0444 33% 67% 100% 1,000

AC- microrganismos aer6bios mesofilos; EB- Enterobacteriaceae; BC- Bacillus cereus; STA- Estafilococos
coagulase positiva; n- nimero de amostras; Valores apresentados a negrito- Diferengas estatisticamente
significativas; (a)- Corre¢do de Continuidade; (b)- Teste exato de Fisher.

10.7. Avaliacdo da qualidade microbioldgica do total de amostras analisadas

O gréfico 6 representa a distribuicdo das 62 amostras de sushi colhidas nas duas
superficies comerciais, quanto a sua qualidade microbiol6gica. Das 62 amostras analisadas
48,4% (30/62), foram classificadas com nivel microbiol6gico Nao Satisfatério, das quais 27,4%
(17/62) eram provenientes do hipermercado e 21% (13/62) do restaurante. Enquanto, 35,5%
(22/62) das amostras foram classificadas com nivel Questionavel [16,1% (10/62) e 19,4%
(12/62), em hipermercado e restaurante, respetivamente]. Apenas 16,1% (10/62) das amostras
foram classificadas com nivel microbiolégico Satisfatorio [6,4% (4/62) e 9,7% (6/62), em

hipermercado e restaurante, respetivamente]. Entre as duas superficies comerciais, o restaurante
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apresentou resultados mais favoraveis relativamente ao hipermercado, a nivel de amostras

classificadas como N&o Satisfatorio e amostras classificadas como Satisfatorio (grafico 6).

48,4%
(30/62)

35,5%

22162
27,4% ( )

(17/62) 19.4% 21%
16,1% (12/62) (13/62) 16,1%
. (10/62) 9,7% (10/62)
b

(4162) (6/62) .
[ [ -

Hipermercado Restaurante (31/62) Total (62 amostras)
(31/62)

m Satisfatério = Questionavel Né&o Satisfatorio

Gréfico 6- Distribuicdo amostras de sushi, quanto & sua qualidade microbioldgica no total (62) de amostras

analisadas, e por superficie comercial (31 Hipermercado/31 Restaurante).

A elevada percentagem de amostras classificadas com um nivel de qualidade
microbioldgica “Nao satisfatorio” e “Questiondvel” no nosso estudo, revelam falhas em uma
ou mais etapas da cadeia de producdo destes alimentos prontos para consumo, sugerem baixa
qualidade higiénica das matérias-primas, contaminagdo cruzada, falhas nas boas préticas de
higiene e de fabrico por parte dos manipuladores de alimentos, e revelam a necessidade de
controlo das operacgoes.

Contudo, ndo podemos afirmar que a qualidade do sushi em restaurante seja melhor
que em hipermercado, para tal, deveriamos ter colhido um maior nimero de amostras, alargar
o leque de superficies comerciais, e ainda realizar ensaios microbioldgicos para contagem de

bactérias acido laticas, que devido a limita¢bes orcamentais ndo nos foi possivel.
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Conclusdo

Embora j& existam estudos sobre sushi pronto para consumo em Portugal, acreditamos
que este trabalho permita ter uma percecao geral da qualidade deste produto comercializado no
N0Sso pais.

Das 62 amostras de sushi analisadas, 48,4% (30/62) apresentaram pelo menos um
pardmetro microbiolégico superior ao Valor Maximo Admissivel. Os parametros
microbioldgicos analisados que mais contribuiram para a classifica¢do “Nao satisfatorio” das
amostras foram, os microrganismos aerébios mesoéfilos e Enterobacteriaceae, seguindo-se
Estafilococos coagulase positiva e Bacillus cereus.

Entre as variedades, a variedade de camardo, ndo obstante o reduzido nimero de
amostras, apresentou niveis de contaminacdo mais elevados comparativamente com a variedade
de atum e de salméo.

Comparando as duas superficies, o restaurante apresentou melhores resultados face ao
hipermercado em relagdo ao nimero de amostras classificadas com nivel microbioldgico Nao
Satisfatorio [27,4% (17/62) em hipermercado e 21% (13/62) em restaurante] e Satisfatorio
[6,4% (4/62) em hipermercado e 9,7% (6/62) em restaurante].

Conclui-se com os resultados deste trabalho, que a incidéncia de microrganismos
potencialmente patogénicos em sushi é bastante baixa, uma vez que ndo foram detetadas a
presenca de Salmonella spp, Listeria monocytogenes, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
cholerae e Vibrio vulnificus. Embora a presenca de Bacillus cereus e Estafilococos coagulase
positiva tenha sido detetada em niveis Ndo Satisfatorio em 1,6% (1/62) e 6,4% (4/62) das
amostras, respetivamente, nenhuma das amostras revelou um nivel microbioldgico Né&o
satisfatorio/potencialmente perigoso.

No entanto, e como anteriormente referido, o elevado nimero de amostras
classificadas com um nivel de qualidade microbiologica “Nao satisfatorio” e “Questionavel”
evidéncia a necessidade de rever as boas praticas de higiene, incluindo o controlo de
temperatura e a qualidade das matérias-primas utilizadas, de forma a obter um produto final
com o nivel de qualidade pretendido.

Considerando as caracteristicas particulares desta categoria de género alimenticio, é
ainda de salientar a importancia dos operadores que produzem e comercializam este tipo de
alimentos, implementarem programas de vigilancia microbiologica, que os ajudem a
estabelecer um sistema de gestdo da seguranca alimentar eficaz, como a medic¢do do pH do

arroz, e alertarem os consumidores que o consumo destes produtos devera ser evitado por
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populacdes pertencentes a grupos de risco (ex. individuos cujo sistema imunitario se encontre
comprometido entre os quais gravidas, criancas, idosos).

Embora ndo tenham sido detetados microrganismos potencialmente patogénicos em
niveis Nao satisfatério/potencialmente perigoso no nosso estudo, é importante que o0s
estabelecimentos cumpram os pré-requisitos de higiene de forma a garantir a seguranca do
produto.

Assim, face aos resultados obtidos, seria interessante num estudo futuro, para além do
que ja foi acima mencionado: analisar sushi na condi¢do de atmosfera modificada e estabelecer
a comparacdo com sushi fresco; recolher um maior nimero de amostras com camarao na sua
composicao; estabelecer a comparacao entre sushi e sashimi; realizar a medicdo de pH; analisar
os ingredientes antes da preparagdo das pecas e, se possivel, realizar zaragatoas aos utensilios,

superficies de contacto com os alimentos e maos dos manipuladores.
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