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QUALIDADE MICROBIOLOGICA E PESQUISA DE GENES CODIFICADORES DE 

FATORES DE VIRULÊNCIA DO Staphylococcus aureus, Escherichia coli,  

Bacillus cereus E Salmonella, EM SUSHIS 

 

 

RESUMO - A segurança de alimentos de origem animal é uma das preocupações da 
medicina veterinária preventiva e um interesse de saúde pública, como os sushis 
preparados com peixe cru e consumidos sem tratamento térmico. Diante dessa 
preocupação aliada a expansão da culinária japonesa no Brasil, esse estudo 
objetivou avaliar a qualidade microbiológica e pesquisa de genes codificadores de 
fatores de virulência do Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus e 
Salmonella, em sushis. Para tanto, 60 amostras foram coletadas em restaurantes e 
avaliados pela quantificação Staphylococcus spp., S. coagulase positivo  e número 
mais provável de coliformes totais e termotolerantes. Também foram realizadas 
pesquisas da presença do B. cereus, da E. coli,  do S. aureus e da Salmonella spp., 
e estudo da ocorrência de genes codificadores fatores de virulência para B. cereus, 
E. coli,  S. aureus. Das amostras analisadas 80,0% (48/60) apresentaram 
Staphylococcus spp., com populações variando de 1,0 x 102 a 5,3 x 105 UFC.g-1, 
sendo que 31,7 % (19/60) foram caracterizados como S. coagulase positivo e 8,3% 
(5/60) apresentaram valores de populações acima do limite estabelecido. As 
populações de coliformes totais e termotolerantes variaram de ausência (< 3,0) a 
exponenciais de 105 e 104 NMP.g-1, respectivamente, sendo que 60,0% (36/60) das 
amostras apresentaram valores acima de 102 NMP.g-1, limite máximo previsto pela 
legislação brasileira para coliformes termotolerantes. Das amostras analisadas 
75,0% (45/60) apresentaram B. cereus e o  gene bceT foi mais o frequente sendo 
amplificado em 35,6% (16/45), seguido pelos genes nheB 26,7% (12/45), nheC 
22,2% (10/45), hblA 17,8% (8/45) e cytK 15,6% (7/45). Os genes hblC, hblD e entFM 
apresentaram a menor ocorrência, 11,1% (5/45) em cada. Quanto a presença da E. 
coli, foi confirmada em 21,7% (13/60),  e  dessas amostras 23,0% (3/13) 
apresentaram amplificação dos genes de toxinas aea e estB. A presença S. aureus 
foi identificada em 11,7% (7/60) amostras, sendo que todas apresentaram gene 
codificador coa e foram positivas na prova da coagulase. Dentre as 7 amostras de S. 
aureus os genes eta e hlg foram os mais frequentes (4/7), seguidos pelos genes 
sea, sei e tst (2/7),e o gene  seg (1/7). O gene mecA foi identificado em 6 amostras 
das 48, totalizando 12,5%. O gene para detecção da Salmonella sp. não foi 
amplificado neste trabalho. O B. cereus, E. coli,   S. aureus e seus genes 
codificadores de toxinas estão presentes no sushi, oferecendo risco a saúde pública 
e podendo ocasionar surtos de intoxicações alimentar quando os padrões boas 
praticas de fabricação de alimentos não forem corretamente aplicadas. 
 
 
Palavras-chaves: comida japonesa, microbiologia de alimentos, saúde pública, 
segurança de alimentos, toxinas 
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MICROBIOLOGICAL QUALITY AND RESEARCH OF GENES ENCODING 

VIRULENCE FACTORS OF Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus 

cereus and Salmonella, IN SUSHIS. 

 

 

ABSTRACT- The safety of animal origin food is one of the concerns of preventive 
veterinary medicine and a public health interest, such as the sushis prepared with 
raw fish and consumed without heat treatment. Given this concern, added to the 
expansion of Japanese cuisine in Brazil, this study evaluated the microbiological 
quality  and research of genes encoding virulence factors of Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli, Bacillus cereus and Salmonella, in sushis. For that, 60 samples 
were collected from restaurants and evaluated by the quantification of 
Staphylococcus spp., coagulase positive S. and the most probable number of total 
and thermotolerant coliforms. Research of B. cereus, E. coli, S. aureus and 
Salmonella spp. presence, and the study of the occurrence of encoding virulence 
factors genes for B. cereus, E. coli, S. aureus. From the analyzed samples, 80.0% 
(48/60) presented Staphylococcus spp., with populations varying from 1.0 x 102 to 
5.3 x 105 CFU.g-1, 31.7% (19/60) were characterized as coagulase positive S. and 
8.3% (5/60) presented values of populations above the established limit. Total and 
thermotolerant coliform populations ranged from absent (<3.0) to exponentials of 105 
and 104 MPN.g-1, respectively, and 60.0% (36/60) of the samples presented values 
above 102 MPN.g-1, the maximum limit established by Brazilian legislation for 
thermotolerant coliforms. The samples analyzed, 75.0% (45) presented B. cereus 
and the bceT gene was more frequent, being amplified in 35.6% (16/45), followed by 
genes nheB 26.7% (12/45), nheC 22.2% (10/45), hblA 17.8% (8/45) and cytK 15.6% 
(7/45). The hblC, hblD and entFM genes had the lowest occurrence, 11.1% (5/45) in 
each. E. coli presence was confirmed in 21.7% (13/60), and of these samples 23.0% 
(3/13) presented amplification of the aea and estB toxin genes. S. aureus presence 
was identified in 11.7% (7/60) samples, all of which presented coa coding gene and 
were positive in the coagulase test. Among the 7 S. aureus samples, the eta and hlg 
genes were the most frequent (4/7), followed by the sea, sei and tst (2/7) genes, and 
the seg gene (1/7). The mecA gene was identified in 6 samples from 48, totaling 
12.5%. The Salmonella spp. gene was not amplified in this work. B. cereus, E. coli, 
S. aureus and their toxin encoding genes are present in sushi, posing a risk to public 
health and may lead to outbreaks of food poisoning when good food manufacturing 
standards are not correctly applied. 
 
Keywords: Japanese food, food microbiology, public health, food safety, toxins 
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CAPÍTULO 1 - Considerações Gerais 
 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 A culinária japonesa conquistou seu espaço no cenário mundial e representa  

um dos setores mais crescentes na área gastronômica do Brasil. Esse crescimento e 

popularização criaram um mercado competitivo com outros tipos de restaurantes, 

obrigando-os à adaptação e inclusão de receitas japonesas em seu “menu”. 

 Além de agradar o paladar dos consumidores, a comida japonesa recebe o 

“status” de comida saudável e nutritiva. No entanto, os sushis (prato que pode 

apresentar pescado cru como ingrediente), por tradição, são preparados pelas mãos 

nuas dos sushimen, já que a utilização de luvas para seu preparo alteraria o sabor 

final dos mesmos. Sendo assim, surge a preocupação do ponto de vista da saúde 

pública relacionada à veiculação de agentes causadores de doenças de origem 

alimentar. 

 A má higienização das mãos, utensílios e locais de fabricação desse tipo de 

alimento, aliadas a falta de preparo técnico dos manipuladores e a presença do 

pescado in natura em sua composição, tornam o sushi um alimento com alto 

potencial de contaminação microbiológica, podendo ocasionar surtos de doenças 

transmitidas por alimento. 

 Nesse contexto, de popularização e expansão da gastronomia japonesa, 

surge o papel da Medicina Veterinária Preventiva, que deve zelar pela segurança 

dos alimentos oferecidos à sociedade, buscando fiscalizar e orientar os profissionais 

desse setor econômico, objetivando um alimento seguro para o consumo. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. SUSHI 

 

 Historicamente, ligada à necessidade de conservação de peixe cru pelos 

povos antigos do Sudeste da Ásia, a origem do sushi vem de métodos que 

consistiam na retirada da cabeça e vísceras do peixe, sendo depois seus filetes 
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salgados e armazenados em barris de madeira com camadas de arroz cozido entre 

eles. O arroz cozido fermentava naturalmente, liberando ácido láctico, que diminuía 

o pH e garantia a conservação do peixe. Ao longo do processo de conservação 

(entre um a três anos) o arroz se tornava impróprio para o consumo, sendo 

descartado e somente o peixe aproveitado. Não existem registros precisos de 

quando começaram essas técnicas, mas sabe-se que no século V a.C. a 

conservação de peixe cru com arroz já era realizada. Introduzida no Japão no início 

do século VII d.C., essa técnica sofreu uma pequena modificação, com a utilização 

de pedras para prensar o peixe cru e o arroz, sendo assim criado o naresushi que 

apresenta odor e sabor fortes como características (YOSHINO, 1997; BARBER;  

TAKEMURA, 2008). 

 Por volta do século XVII, em Edo (atual Tóquio), o médico Matsumoto 

Yoshiichi introduziu o vinagre na preparação do arroz, reduzindo o tempo de preparo 

do sushi para um dia. Sendo assim, o peixe passou a ser consumido cru e fresco 

junto ao arroz. O vinagre adicionou um sabor especial ao prato, além do ganho de 

tempo no preparo (PATROCINIO, 2009). 

 No início do século XIX, trabalhando em barraca nas ruas de Tóquio, surge 

um chefe chamando Hanaya Yohei (1799 – 1858). Ele foi considerado o primeiro 

sushiman da história e passou a confeccionar um sushi que deixou de ser um 

método de conservação, tornando-se um alimento de consumo imediato. Assim, 

surgiu o sushi parecido com o que  se consome hoje, um bolinho de arroz de sushi 

com uma fatia de peixe cru. Como não havia refrigeradores, os peixes eram 

marinados em molho soja ou vinagre e o tamanho do bolinho era o dobro do atual. A 

partir da década de 1950, a comercialização do sushi passou a ser em 

estabelecimentos fixos com cadeiras e mesas para pessoas se sentarem (BARBER; 

TAKEMURA, 2008).  

 Atualmente, a comida japonesa é difundida mundialmente sendo adaptada ao 

paladar dos consumidores conforme a região. Isso contribuiu para elevar o  

consumo mundial do pescado, aumentado as áreas de produções e movimentações 

comerciais. A média mundial de produção de pescado foi de 146 mil toneladas, entre 

2013 a 2015. No Brasil, o média do consumo por habitante, entre 2013 a 2015, foi 

de 9,6 kg ao ano, sendo estimado uma expectativa de aumento de 32% até 2025 
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(FAO, 2016). O Chile é o principal fornecedor de salmão para o Brasil, sendo que 

em  2016 foram importados cerca de 71,85 mil toneladas englobando peixe vivo, 

produto seco, congelado, salgado ou defumado. Boa parte do peixe vivo é destinada 

a culinária japonesa (SALOMÃO, 2017). Na capital paulista, em 2011, existiam cerca 

de 600 restaurantes especializados em comida japonesa, contra 500 churrascarias 

(SCAFURO, 2016).  

 Sendo assim, neste cenário de expansão da culinária japonesa no Brasil, o 

papel da Saúde Pública em zelar pela segurança dos alimentos oferecidos a 

sociedade torna-se necessário. O sushi é um alimento que apresenta pescado cru 

na sua composição e condições inadequadas de preparo podem comprometer a 

segurança desses alimentos. Herrera et al. (2006) descreveram que alimentos à 

base de pescado cru oferecem riscos à saúde de quem os consomem, visto que 

estes produtos carreiam bactérias nocivas e a ausência de tratamento térmico 

nesses alimentos não eliminariam os agentes patogênicos.  A RDC - 216 

(BRASIL, 2004) associa surtos de doenças de origem alimentar com procedimentos 

inadequados em uma ou mais etapas da produção dos alimentos, por 

descumprimento das normas de Boas Práticas de Fabricação. 

 Uma das vias mais frequentes de transmissão de microrganismos aos 

alimentos é o manipulador (SOUZA et al., 1998), sendo que inúmeros patógenos 

podem contribuir para originar um surto de doenças de origem alimentar. No sushi, 

outro fator relevante, é a contaminação por microrganismos ambientais patogênicos, 

durante a captura, processamento e armazenagem do pescado cru (MARTINS, 

2006).  

 Dentre os microrganismos de maior importância no controle da qualidade de 

pescados destacam-se o Vibrio parahaemolyticus e o V. cholerae, principalmente 

em regiões costeiras, causando no ser humano gastrenterite aguda (MATTÉ et al., 

1994). Entretanto, em estudos recentes na pesquisa do gênero Vibrio em alimentos 

que apresentam o pescado cru, esse microrganismo não vem sendo encontrado, 

sendo isolado apenas de crustáceos (VALLANDRO et al., 2011; SATO, 2013). 

 Destacam-se também as bactérias do gênero Salmonella e Escherichia coli, 

encontradas em águas poluídas por esgotos e fezes. Como consequência direta da 

manipulação inadequada o Staphylococcus aureus de origem humana, encontrado 
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nas mucosas e superfícies de pele, também ganha destaque (FRANCO;  

LANDGRAF, 1996).  

 Outros agentes bacterianos podem, também, contaminar o pescado e causar 

risco à saúde. Cepas psicrotróficas de Bacillus cereus produzem enterotoxinas nos 

preparados de peixe, sobretudo em pH superior a 6,0, acarretando surtos de diarréia 

(MARTINS, 2006). As bactérias pertencentes ao grupo do B. cereus são isoladas a 

partir de produtos crus e processados, como arroz, condimentos, vegetais, 

preparações cárneas e laticínios (KRAMER;  GILBERT, 1989). O sushi como é um 

alimento que apresenta em sua composição o arroz, tornas-se potencialmente capaz 

de veicular esse microrganismo podendo causar surtos de distúrbio alimentar na 

população. 

  

2.2. Bacillus cereus 

 

 O gênero Bacillus apresenta oito espécies, estreitamente relacionadas, 

formam o grupo do Bacillus cereus. As bactérias B. pseudomycoides (NAKAMURA, 

1998), B. mycoides (LECHNER et al., 1998; NAKAMURA, 1998; NAKAMURA;  

JACKSON, 1995), B. weihenstephanensis (LECHNER et al., 1998), B. cereus 

(SMITH et al., 1952; SOMERVILLE;  JONES, 1972), B.thuringiensis (NAKAMURA, 

1994; SMITH et al., 1952; SOMERVILLE;  JONES, 1972), B. anthracis (LOGAN et 

al., 1985; SMITH et al., 1952; SOMERVILLE;  JONES, 1972), B. cytotoxicus 

(GUINEBRETIÈRE et al., 2013) e B. toyonensis (JIMÉNEZ et al.,2013) fazem parte 

desse ramo homogêneo de microrganismos em forma de bacilo e formadores de 

esporos (STADHOUDERS, 1992). 

 O B. cereus é microrganismo Gram positivo, tendo como temperatura ótima 

para seu crescimento de 30 a 37ºC. Seu esporo é elipsoidal ou cilíndrico e centro-

terminal (VARNAM; EVANS, 1991). São amplamente distribuídos na natureza, 

sendo o solo seu reservatório natural. A presença das bactérias ou de seus esporos 

em alimentos é relativamente frequente e podem ser isolados a partir de produtos 

crus e processados, como arroz, condimentos, vegetais, preparações cárneas e 

laticínios (ANDERSSON et al., 1995; KOTIRANTA et al., 2000).  
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 A formação de esporo é importante para microbiologia de alimentos, pois 

estas estruturas são resistentes ao calor, à radiações ionizantes, compostos 

químicos, desidratação e congelamento. A reversão da forma de esporo para forma 

vegetativa pode resultar na multiplicação bacteriana e consequente deterioração do 

alimento ou produção de toxinas (FRANCO; LANDGRAF, 1996). Esse 

microrganismo está associado a duas doenças transmitidas por alimentos, 

denominadas de “síndrome emética” e “síndrome diarréica” (KRAMER; GILBERT, 

1989). 

 Adams et al. (1994) analisando amostras sushis (tipo rockfish, salmão, cavala 

e atum) comercializados na região de restaurantes de Seattle, encontraram em 

31,58% (6) dos 19 restaurantes analisados a presença do B. cereus no arroz cozido 

para o preparo dos sushis. Fang et al. (2003) analisando 164 amostras de comidas 

prontas para o consumo conservadas a 18ºC em supermercados da região central 

de Taiwan, encontraram a presença do B. cereus em 49,8% das amostras 

estudadas. Muscolino et al. (2014) avaliaram 38 amostras de sushis comercializados 

em Messina e Catania, Itália e encontraram esse microrganismo apenas em 3 

(7,9%). 

 Soares et al. (2008) analisaram 90 amostras de ar ambiente e 96 amostras de 

superfícies de bancadas e de equipamentos, em dois restaurantes institucionais, 

detectaram a presença de B. cereus em 84,4% e 44,8% das amostras de ar 

ambiente e de superfícies, respectivamente, evidenciando a presença do 

microrganismo no ambiente culinário. 

 O B. cereus produz várias toxinas incluindo a toxina emética (AGATA et al., 

1995) e pelo menos quatro enterotoxinas. Entre a enterotoxinas estão a hemolisina 

BL ou HBL, as não hemolíticas ou Nhe, citotoxina K ou CytK e enterotoxina FM ou 

EntFM. (BEECHER;  WONG, 1997; LINDBÄCK et al., 2004; LUND et al., 2000; 

ASANO et al.,1997) 

 Estudos demonstram a presença B. cereus na cadeia produtiva do sushi, 

entretanto ainda não existem relatos sobre a ocorrência de genes produtores de 

toxina desse microrganismo nesse tipo de alimento. Hwang e Park (2015) isolaram 

347 (50%) cepas de B. cereus  das 687 amostras de alimentos para bebês e em 

comidas prontas para consumo. Neste mesmo estudo,os autores encontraram os 
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genes Hbl, Nhe e CytK em 50% das amostra de comidas prontas para consumo e 

14% em alimentos para bebes.  

 

2.3. COLIFORMES e Escherichia coli 

 

 As bactérias do grupo coliforme são consideradas os principais indicadores de 

contaminação fecal. O grupo coliforme é formado por vários gêneros bacterianos, 

destacando-se Klebsiella, Escherichia, Serratia, Erwenia, Enterobacter e Citrobacter. 

Todas as bactérias coliformes são Gram-negativas, não esporuladas e estão 

associadas com as fezes de animais endotérmicos e com o solo (PELCZAR et al., 

1981). 

 Escherichia é um gênero pertencente à família Enterobacteriaceae. Diferente 

da Salmonella e da Shigella, muitas Escherichia são capazes de fermentar a lactose 

produzindo ácido e gás. O gênero Escherichia contém seis espécies: E. coli, E. 

adecarboxylata, E. fergusonii, E.hermanii, E. vulneris e E. blattae, sendo a E. coli 

seu principal representante (VARNAM; EVANS, 1991). 

 E. coli está presente no trato gastrointestinal dos seres humanos e outros 

animais, sendo considerada um microrganismo patogênico oportunista, causando 

infecção ou toxinfecção alimentar em casos particulares. Seu principal papel na 

microbiologia alimentar é de indicador de contaminação fecal, contribuindo para 

avaliar a qualidade de alimentos e água (VIEIRA et al., 2004a).  

 No Brasil, em pescados crus, refrigerados ou congelados, é tolerada a 

presença de até 102 NMP.g-1 para coliformes termotolerantes. Caso seja 

determinada a presença de Escherichia coli, deve constar no laudo analítico 

(BRASIL, 2001). 

 Fontes et al. (2007) analisando pescados vendidos numa cidade do interior de 

Portugal, observaram que 30,0% de suas amostras apresentavam número de 

coliformes termotolerantes acima do limite aceitável, no entanto E. coli não foi 

isolada. Resende (2004) ao analisar sushis e sashimis no Município de Brasília – DF 

observou que 25,0% das amostras apresentaram valores acima do permitido em 

relação à população de coliformes termotolerantes. Já, no Município de São Paulo, 

50,0% das 20 amostras de preparações a base de peixe cru (sushi e sashimi) 
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analisadas por Martins (2006) apresentaram-se fora do padrão da legislação para o 

mesmo grupo microbiano. A presença da E. coli foi observada em 45,0% das 

amostras. 

 Farias (2008), analisando 24 amostras de ostras da Baia de Guaratuba - PR 

verificou que 83,0% das amostras apresentavam coliformes totais e que 16,7% 

apresentavam a bactéria E. coli. Nespolo (2009), analisando 31 amostras de salmão 

(15 congeladas e 16 refrigeradas) encontrou em 32,2% e 19,3% delas, coliformes 

totais e coliformes termotolerantes, respectivamente. Não foi encontrada a presença 

de E. coli. 

 Santos (2012), analisando 35 amostras de sushis comercializados em 7 

restaurantes de Aracaju - SE, verificou que 80,0% das amostra  apresentavam 

populações de coliformes termotolerantes acima do limite previsto pela legislação 

brasileira. 

 

2.4. Salmonella spp. 

 

 As salmonelas são microrganismos Gram negativos pertencentes à família 

Enterobacteriaceae. Elas se apresentam em forma de bacilo, são oxidase negativos 

e catalase positivos, não formam esporos, são anaeróbios facultativos, fermentam 

glicose e reduzem o nitrato. A maioria é móvel, por meio de flagelos peritríquios, 

exceção feita à S. Pullorum e à S. Gallinarum, que são imóveis. A temperatura de 

multiplicação varia de 5ºC a 45ºC, sendo a temperatura ótima de 37ºC (VARNAM; 

EVANS, 1991). 

 O gênero Salmonella é dividido em duas espécies, S. bongori e S. enterica. A 

espécie S. enterica esta dividida em seis subespécies: S. enterica subespécie 

enterica, S. enterica subespécie salamae, S. enterica subespécie arizonae, S. 

enterica subespécie diarizonae, S. enterica subespécie houtenae e S. enterica 

subespécie indica (POPOFF et al., 2004). O ser humano parece ser susceptível a 

todos eles e as fontes de infecções importantes são os animais sendo seus 

subprodutos o veículo de transmissão (HIRSH, 2003). 

 Aproximadamente 2000 sorotipos causam doenças em humanos, afetando 

todas as faixas etárias, sendo os grupos de maior risco pessoas que apresentam 
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doenças severas ou crônicas. Estima-se que, nos Estados Unidos, anualmente 

ocorram cerca de 1,4 milhões de casos, sendo 40.000 confirmados por cultura 

microbiológica e, aproximadamente, 400 casos fatais (CDC, 2017). 

 No Brasil, em pescados crus, refrigerados ou congelados não se tolera a 

presença de Salmonella spp. em 25 g de alimento (BRASIL, 2001).  Martins (2006) 

avaliando 20 amostras de preparações a base de peixe cru comercializadas em São 

Paulo, não encontrou a bactéria nas amostras. Nespolo (2009) também não 

encontrou a presença de Salmonella spp. em 31 amostras de salmão (15 

congeladas e 16 refrigeradas). Santos et al. (2012) analisando 35 amostras de 

sushis comercializados em 7 restaurantes de Aracaju, não detectou a presença de 

microrganismos do gênero Salmonella.  Vallandro et al. (2011) avaliaram 108 

amostras de sashimis a base de salmão de restaurantes especializados em comida 

japonesa em Fortaleza - CE, verificando a ausência de Salmonella spp. em todas as 

amostras.  

 Vieira et al. (2004b) analisaram 90 caranguejos comercializados em Fortaleza 

- CE e identificaram sete isolados de Salmonella spp., das quais cinco foram 

identificadas como sorovar S. Senftenberg e duas como S. Pomona. Lourenço et al. 

(2006) analisaram amostras de carne de caranguejo-içá coletadas em São Caetano 

de Odivelas e Belém no Estado do Pará e encontraram Salmonella spp. em 20,0% 

delas. 

 

2.5. Staphylococcus aureus 

 

 O gênero Staphylococcus é pertencente à família Micrococcaceae e formado 

por bactérias Gram positivas, imóveis, de forma esférica, que se agrupam formando 

massas irregulares na forma de “cachos”. São bactérias anaeróbicas facultativas, 

catalase positivas e oxidase negativas. São microrganismos mesófilos, considerados 

maus competidores na presença de outros agentes, se multiplicam em temperaturas 

entre 7ºC a 48ºC, sendo a temperatura ideal entre 30ºC e 37ºC. Para produção de 

enterotoxinas a temperatura varia de 10ºC a 46ºC. Em condições ideais, os valores 

de pH variam de 4,0 a 9,8, sendo o pH ótimo entre 6,0 a 7,0. O gênero 
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Staphylococcus contém mais de 20 espécies que podem causar diversas doenças 

nos seres humanos e animais (VARNAM; EVANS, 1991). 

 Segundo Rodrigues et al. (2004) as intoxicações estafilocócicas têm origem 

pela ingestão de alimentos contendo enterotoxinas de Staphylococcus aureus, os 

quais produzem vários componentes extracelulares incluindo hemolisinas, 

enterotoxinas, coagulases, nucleases e lipases. As enterotoxinas são as 

responsáveis pelos sintomas das intoxicações estafilocócicas e os demais 

componentes apresentam papel importante em outras doenças causadas pelo 

microrganismo. As enterotoxinas estafilocócicas são um grupo globular de proteínas 

de cadeia única, que apresentam peso molecular entre 28.000 e 35.000 Daltons, 

com as seguintes características: termo-estáveis, solúveis em água e não serem 

inativadas pela irradiação em doses aceitáveis nos alimentos. São produzidas 7 

enterotoxinas imunologicamente distintas: A, B, C1, C2, D, E e a toxina do choque 

tóxico (TST). Todas elas, exceto a TST, estão associadas a intoxicações 

alimentares, sendo as enterotoxinas A e D as mais frequentemente envolvidas 

(VARNAM; EVANS, 1991). 

 Segundo a legislação vigente alimentos a base de peixe cru, com valores de 

populações de Staphylococcus coalgulase positivo acima de 5,0 x 103 UFC.g-1 são 

inapropriadas para o consumo  (BRASIL, 2001). Hiluy et al. (1996) avaliaram 

amostras de peixe, lagosta e camarão (resfriadas e congeladas) no Estado do 

Ceará, e verificaram a presença de Staphylococcus aureus com populações acima 

dos valores permitidos pela na legislação, resultando em 20,0% de condenações 

das amostras de peixe e 50,0% das amostras de camarão. Da mesma forma, 

Martins (2006), avaliando 20 amostras de preparações a base de peixe cru 

comercializadas em São Paulo - SP verificou que 15,0% apresentavam população 

de S. aureus acima do limite estabelecido na legislação vigente. 

 Ayulo, Machado e Scussel (1994) avaliaram amostras de carne de peixe, 

caranguejo, camarão e molusco no litoral de Santa Catarina e isolaram em 20,0% 

das amostras Staphylococcus aureus, sendo 60,0% em mexilhões e 20,0% em 

carne de caranguejo. Albuquerque et al. (2006), estudando a ocorrência de 

Staphylococcus coagulase positivos em sushis comercializados em alguns 
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estabelecimentos de Fortaleza - CE, confirmaram que 43,0% das 30 amostras 

analisadas encontravam-se fora do padrão estabelecido pela legislação vigente. 

 Kim et al. (2011) analisando a prevalência de Staphylococcus aureus em 

3293 amostras de comidas refrigeradas prontas para consumo isolaram em 197 

amostras o microrganismo, totalizando 5,8% das amostras. Santos et al. (2012) 

analisando 35 amostras de sushis comercializados em 7 restaurantes de Aracaju - 

SE, conseguiram identificar Staphylococcus aureus em  20 amostras, sendo que 4 

amostras apresentavam populações acima da permitida pela a legislação. 

 

2.5.1 Staphylococcus spp. RESISTENTES À METICILINA (MRS) 

 

 A meticilina é beta - lactâmico sintético, criado para combater bactérias com 

resistência a penicilina na década de 1960. Os beta - lactâmicos se ligam  a 

proteínas chamadas PBPs (proteínas ligadoras de penicilina), que participam da 

sínteses da parede celular bacteriana, impedindo sua formação, ocasionando lise e 

morte do microrganismo. Entretanto, logo após o advento da meticilina, surgiram 

relatos de amostras resistentes também a esse antimicrobiano, relacionado ao 

desenvolvimento de uma PBP adicional, a PBP2a, que é plenamente funcional, mas 

não tem afinidade por antimicrobianos beta-lactâmicos. Sendo assim, a codificação 

dessas novas PBPs, tornaram esses patógenos resistentes, relacionada à aquisição 

do gene mecA (GELATTI et a., 2009). 

 A primeira cepa de Staphylococcus spp resistente à meticilina foi detectada 

na Europa em 1961 e pertencia a espécie Staphylococcus aureus (MRSA) (VIVONE; 

MORREIRA, 2005). A partir da década seguinte, tornou-se uma preocupação para a 

saúde pública mundial, sendo agentes relacionados a episódios de infecções 

hospitalares e comunitárias (SOUSA JUNIOR et al., 2009). 

 Segundo Melo et al. (2004), entre 40 a 60% dos S. aureus isolados de 

pacientes hospitalizados no Brasil são resistentes à meticilina. A resistência nestes 

microrganismos é resultado do gene cromossômico mecA, que produz uma nova 

proteína ligante a penicilina com baixa afinidade aos beta - lactâmicos (VIVONE; 

MORREIRA, 2005). 
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 Não existem muitos estudos sobre a prevalência desse gene em sushis, 

porém a literatura relata a presença desse fator de virulência em alimentos como 

carne suína, leite bovino,  queijos, peixe cru e  ovos. 

 Boer et al. (2009) avaliaram 2217 amostras de carne crua bovina, suína, 

ovina, de veado, frango e  peru e observaram uma prevalência de 11,9% (264/2217) 

para MRSA. Hammad et al. (2012) avaliando peixe cru em alimentos prontos para 

consumo comercializados em Hiroshima, Japão, verificaram que 10 das 200 

amostras coletadas apresentaram MRS e MRSA, totalizando uma prevalência de 

5%. Syed et al. (2017) pesquisanram MRSA em ovos no Paquistão obtiveram uma 

prevalência de 11 % (33) das 300 amostras analisadas. 

 Diferentemente, Crago et al. (2012) estudaram todas as comidas suspeitas de 

intoxicação alimentar envolvidas em surtos enviadas para o Alberta Provincial 

Laboratory for Public Health, Canadá,  entre o período de 1 de Janeiro de 2007 a 31 

de Dezembro de 2010 e não encontraram cepas MRSA, fato este que corrobora a  

variabilidade da presença do genes considerando diferentes regiões e ate tipos de 

comidas, enfatizando a necessidade de estudos. 

  

3. OBJETIVOS  

 

 De acordo com o exposto, o sushi é um alimento com alto potencial de 

contaminação microbiológica, seja pela qualidade da matéria prima, seja pela má 

higienização das mãos dos manipuladores, dos equipamentos e do local de preparo, 

ou ainda pela falta de capacitação do pessoal envolvido na produção desse 

alimento. Desta forma, objetivou-se: 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar a qualidade microbiológica e realizar a pesquisa de genes 

codificadores de fatores de virulência do Stapylococcus aureus, Escherichia coli, 

Bacillus cereus e Salmonella em sushis. 
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3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

 Quantificar Staphylococcus spp. e S. coagulase positivo, e quantificação do 

número mais provável de coliforme totais e termotolerantes. 

 Pesquisar a presença do B. cereus, da E. coli, do S. aureus e da Salmonella 

em amostras de sushi 

 Pesquisar a frequência de genes responsáveis pela codificação das 

enterotoxinas de B. cereus em amostras de sushi. 

 Pesquisar a frequência dos genes responsáveis pela codificação das 

enterotoxinas de E. coli em amostras de sushi. 

 Pesquisar a frequência dos genes responsáveis pela codificação das toxinas 

estafilocócicas de S. aureus em amostras de sushi. 

 Pesquisar a frequência de genes responsáveis pela resistência a meticilina 

em Staphylococcus spp. 
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CAPITULO 2 - Presença Bacillus cereus e frequência de genes codificadores 

de enterotoxinas em sushis 

 

 

RESUMO - O Bacillus cereus é um microrganismo que pode ser encontrado em 
alimentos como o arroz e ocasionar surtos de intoxicações alimentares. O sushi é 
um alimento constituído desse cereal, e hoje, com a popularização da comida 
japonesa surgem questionamentos sobre a qualidade desse alimento e a 
prevalência desse microrganismo nesse produto. Diante do exposto, esse estudo 
objetivou avaliar a presença do Bacillus cereus e a frequência de genes 
codificadores de enterotoxinas desse microrgamismo em sushis. Para tanto, 60 
amostras de sushis foram coletadas em restaurantes especializados e não 
especializados em comida japonesa, e submetidos a análise de PCR para 
verificação da presença do microrganismos e de seus fatores de virulência. Das 60 
amostras analisadas 75,0% (45/60) apresentaram  B. cereus, sendo 76,6% (23/30) 
no grupo de estabelecimentos especializados e 73,3% (22/30) não especializados. O 
gene bceT foi mais frequente sendo amplificado em 35,6% (16) das 45 amostras 
positivas para B. cereus, seguido pelos genes nheB 26,7% (12/45), nheC 22,2% 
(10/45), hblA 17,8% (8/45) e cytK 15,6% (7/45). Cada um dos genes hblC, hblD e 
entFM foram amplificados em 11,1% (5/45) das amostras, já o gene nheA não foi 
amplificado em nenhuma delas. O sushi é alimento veiculador do Bacillus cereus e 
apresenta genes codificadores de toxinas. Consequentemente erros relacionados a 
temperatura inadequada de conservação desse alimento podem ocasionar 
multiplicação desses microrganismo e ocasionar surtos de intoxicação alimentar.  
 
 
Palavras-chave: arroz, comida japonesa, microbiologia de alimentos, saúde pública, 
toxinas 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Atualmente, oito espécies do gênero Bacillus, estreitamente relacionadas, 

formam o grupo do Bacillus cereus. As bactérias B. pseudomycoides (NAKAMURA, 

1998), B. mycoides (LECHNER et al., 1998; NAKAMURA, 1998; NAKAMURA e 

JACKSON, 1995), B. weihenstephanensis (LECHNER et al., 1998), B. cereus 

(SMITH et al., 1952; SOMERVILLE e JONES, 1972), B.thuringiensis (NAKAMURA, 

1994; SMITH et al., 1952; SOMERVILLE e JONES, 1972), B. anthracis (LOGAN et 

al., 1985; SMITH et al., 1952; SOMERVILLE e JONES, 1972), B. cytotoxicus 

(GUINEBRETIÈRE et al., 2013) e B. toyonensis (JIMÉNEZ et al.,2013) fazem parte 

desse ramo homogêneo de microrganismos em forma de bacilo e formadores de 

esporos (STADHOUDERS, 1992). 

 B. cereus é uma bactéria Gram positiva, possui a forma de bastão, aeróbica 

facultativa, móvel e formadora de esporos esféricos em presença de oxigênio, o que 

lhe confere resistência ao aquecimento e a substâncias químicas (SETLOW, 1995). 

São amplamente distribuídos na natureza, sendo o solo seu reservatório natural. A 

presença das bactérias ou de seus esporos em alimentos é relativamente frequente 

e podem ser isolados a partir de produtos crus e processados, como arroz, 

condimentos, vegetais, preparações cárneas e laticínios (ANDERSSON et al., 1995; 

KOTIRANTA et al., 2000).  

 Mundialmente essa bactéria vem sendo relacionada a surtos de doenças de 

origem alimentar podendo multiplicar-se em uma grande variedade de alimentos 

produzindo toxinas como a hemolisina BL (Hbl), enterotoxina não hemolítica (Nhe), 

citoxina K (CytK), enterotoxina FM (entFM) e enterotoxina T (bceT) ocasionando 

episódios de diarreia e vomito (MTENGA et al., 2012). 

 As toxinas Hbl e Nhe são complexos formados por 3 proteínas. As proteínas 

do Hbl são o componente de ligação B e dois componentes líticos L2 e L1 

codificados, respectivamente, pelos genes hblA, hblC e hblD.  As proteínas Nhe 

também apresentam dois componentes líticos codificados pelos genes nheA e nheB, 

respectivamente. Em relação a função da proteína codificadora nheC, ainda não é 

conhecida  (NGAMWONGSATIT et al., 2008). 
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 O sushi é um alimento com alto potencial para se encontrar esporos de B. 

cereus pois apresenta o arroz cozido como um de seus ingredientes (ADAMS et al., 

1994). Sendo assim fatores como temperatura inadequada de conservação podem 

propiciar a multiplicação do microrganismo, resultando na produção de toxinas e 

oferecer risco a saúde pública. Assim, o objetivo desse trabalho foi identificar a 

presença do B. cereus em amostras de sushis comercializados por restaurantes 

especializado e não especializados em comida japonesa, e verificar a frequência de 

genes codificadores de enterotoxinas. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 O estudo foi realizado com 60 amostras de sushis in natura, constituído 

obrigatoriamente de arroz temperado e salmão, podendo apresentar outros 

ingredientes como algas, molhos e legumes. As amostras foram coletadas em 30 

restaurantes especializados em comidas japonesas e em 30 estabelecimentos 

comerciais não especializados nos municípios de Jaboticabal - SP e Ribeirão Preto - 

SP, sendo os estabelecimentos especializados restaurantes que obrigatoriamente 

trabalham somente com a culinária japonesa, normalmente oferecendo para o 

cliente o serviço de rodízio, "a la carte"  ou "self service" por quilo. Já os 

estabelecimentos não especializados são os restaurantes que oferecem a tradicional 

comida brasileira incorporando em seu cardápio outros tipos de culinária, incluindo a 

japonesa ("fast foods", "self services", churrascarias, etc.). 

 As quantidades de sushis adquiridas foram de acordo com o cardápio 

oferecido pelo estabelecimento, sendo que cada porção comprada apresentada 

entre 10 a 14 sushis. Quando o estabelecimento oferecia a opção de venda por 

peso, aproximadamente 300g de sushi foram pesados para compra. Todas as 

amostras adquiridas foram embaladas na forma comum de venda ao consumidor. 

Imediatamente após a compra, as amostras foram acondicionadas em caixas 

isotérmicas contendo blocos de gelo e encaminhadas para o Laboratório de 

Microbiologia de Alimentos de Origem Animal e Água do Departamento de Medicina 

Veterinária Preventiva e Reprodução Animal da FCAV/Unesp/Jaboticabal - SP.  



22 
 

 Para a PCR de cada amostra foram pesados, assepticamente, 25 gramas e 

colocados em frascos contendo 225 mL de caldo BHI esterilizado. A mistura foi 

homogeneizada por um minuto e incubada por 24 horas a 37 ºC em estufa com 

agitação continua. Após o período de incubação alíquotas de 1 mL da cultura foi 

utilizada para realização da extração de DNA por fervura (KESKIMAKI et al., 2001). 

A reação de amplificação foi composta por tampão 1x (20 mM Tris-HCl pH 8,4; 50 

mMKCl), 2 mM MgCl2, 0,2 mMdNTP’s, 1 U de Taq DNA polimerase, 4 pmol de cada 

primer, 3 µL de DNA genômico e água pura estéril para 20 µL. As reações ocorreram 

em um termociclador programado para realizar um ciclo a 94°C por 3 min, seguido 

de 30 ciclos de 94°C por 30s, temperatura de anelamento de cada oligonucleotídeo 

por 30s e 72°C por 30s. O último ciclo foi realizado a 72°C por 10 min para completa 

extensão dos fragmentos. Os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese 

em gel de agarose 1% e tampão TBE1 1X para a  detecção da espécie B. cereus 

com o primer específico gyrB. As amostras positivas para B. cereus, foram testados 

quanto à presença do gene codificador das enterotoxinas (hblD, hblC, hblA, nheA, 

nheB, nheC, cytK, entFM e bceT) (Tabela 1).  

 O gene nheA utilizou a cepa padrão ATCC 11778.  Para  o restante dos 

genes foi utilizada a cepa padrão ATCC 11770.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1
 Ácido bórico 89 mM; Tris 89 mM e EDTA 2,5 mM 
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Tabela 1. Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados para a amplificação dos 
genes codificadores de toxinas dos grupos HBL, NHE, Cytotoxin-K, Enterotxin-T, 
Enterotoxin FM e gene gyrB, tamanho do fragmento obtido, temperatura de 
pareamento e referências. 

Grupo Gene Primer Sequência (5'→3') 
Tamanho 

(pb) 
T 

(ºC) 
Referência 

HBL 

hblA 
FhblA GCAAAATCTATGAATGCCTA 

884 

50 

Ngamwongsatit et 
al., 2008 

RhblA GCATCTGTTCGTAATGTTTT 

hblC 
FhblC CCTATCAATACTCTCGCAA 

695 
RhblC TTTCCTTTGTTATACGCTGC 

hblD 
FHD GAAACAGGGTCTCATATTC 

487 
Thaenthanee et al., 

2005 RHD2 CTTGAAGTTGTGGAATCGTT 

NHE 

nheA 
NA-F1 TAAGGAGGGGCAAACAGAAG 

759 

53 
Ngamwongsatit et 

al., 2008 

NA-R1 TGAATGCGAAGAGCTGCTTC 

nheB 
NB-F1 CAAGCTCCAGTTCATGCGG 

935 
NB-R1 GATCCCATTGTGTACCATTG 

nheC 
NC-F1 ACATCCTTTTGCAGCAGAAC 

618 
NC-R1 CCACCAGCAATGACCATATC 

Cytotoxin-K cytK 
Cyt-F CGACGTCACAAGTTGTAACA 

565 50  
Cyt-R CGTGTGTAAATACCCCAGTT 

Enterotoxin-
T 

bceT 
BTF GACTACATTCACGATTACGCAGAA 

303 56 
Lee et al. 2008; 

Mtenga et al 2012 BTR CTATGCTGACGAGCTACATCCATA 

Enterotoxin entFM 
ENTFMF GTTCGTTCAGGTGCTGGTAC 

486 54 
Ngamwongsatit et 

al., 2008 ENTFMR AGCTGGGCCTGTACGTACTT 

B. cereus gyrB 
BCFW1 GTTTCTGGTGGTTTACATGG 

352 56 
Manzano et al., 

2003a BCRW1 CAACGTATGATTTAATTCCACC 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 A Tabela 2 apresenta os resultados das amostras onde ocorreram 

amplificação dos oligonucleotídeo iniciador gyrB utilizado para identificação da 

espécie B. cereus. 

 

Tabela 2. Amplificação do gyrB, distribuídas pelo tipo de estabelecimento onde foram 
coletas as amostras de sushi. 

Gene gyrB 
Número de amostras (%) 

Total (%) 
Especializado 

Não 
Especializado 

Amplificação 23 (76,6) 22 (73,3)  45 (75,0) 
Sem amplificação 7 (23,3) 8 (26,6) 15 (25,0) 

Total de amostras 30 (100,0) 30 (100,0) 60 (100,0) 

 

 Das 60 amostras analisadas 75,0% (45) apresentaram amplificação dos 

genes de B. cereus, sendo 76,6% (23/30) no grupo de estabelecimentos 

especializados e 73,3% (22/30) no grupo de estabelecimentos não especializados. 

Manzano et al. (2003b) utilizaram a sequência do primer gyrB elaborando um 

protocolo mais rápido capaz de diferenciar o B. cereus do B. thuringiensis e B. 
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mycoides, demonstrando a sensibilidade e especificidade para identificar a presença 

do Bacillus cereus em vários tipos de alimentos.  

 Adams et al. (1994) analisando amostras sushis (tipo rockfish, salmão, cavala 

e atum) comercializados na região de restaurantes de Seattle, encontraram em  seis 

(31,58%) dos 19 restaurantes analisados a presença do B. cereus no arroz cozido 

para o preparo dos sushis. Fang et al. (2003) analisando 164 amostras de comidas 

prontas para o consumo conservadas a 18ºC em supermercados da região central 

de Taiwan, encontraram a presença do B. cereus em 49,8% das amostras 

estudadas. Muscolino et al. (2014) avaliaram 38 amostras de sushis comercializados 

em Messina e Catania, Itália e encontraram esse microrganismo apenas em três 

amostras totalizando 7,9%. Apesar das porcentagens menores encontradas por 

esse autores, esses trabalhos reforçam que o B. cereus está presente no sushi. 

Diferentemente deste trabalho, esses estudos utilizaram somente técnicas de 

isolamento microbiológicos, o que explicaria a menor ocorrência da presença do 

microrganismo. 

 Nas 45 amostras positivas para B. cereus foram realizados PCR pesquisando 

genes codificadores de enterotoxinas, sendo os resultados apresentados na Tabela 

3. 

 

Tabela 3. Genes codificadores de toxinas amplificados, distribuídos pelo tipo de 
estabecimento onde foram coletadas as amostras de sushi. 

Gene 
Amplificação 

Número de amostras 
Total (%) 

Especializado 
Não 

Especializado 
hblA 3 5 8 (17,8) 

18 (40,0) hblC 1 4 5 (11,1) 

hblD 1 4  5 (11,1) 

nheB 5 7 12 (26,7) 
22 (48,9) 

nheC 4 6 10 (22,2) 

cytK 3 4 7 (15,6)  
bceT 8 8 16 (35,6)  

entFM 1 4 5 (11,1)  

 

 O gene bceT foi mais frequente sendo amplificado em 35,6% (16) das 45 

amostras analisadas, seguido pelos genes nheB 26,7% (12), nheC 22,2% (10), hblA 

17,8% (8) e cytK 15,6% (7). Os genes hblC, hblD e entFM apresentaram a menor 
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ocorrência sendo todos de 11,1% (5) do total das 45 amostras positivas para B. 

cereus. Não houve amplificação do gene nheA. 

 Agrupando os complexos de genes hblA, hblC e hblD como hbl e,   nheB e 

nheC como nhe, verifica-se uma porcentagem de 40,0% e 48,9% respectivamente 

para prevalência desses codificadores de enterotoxina.  Hwang e Park (2015) 

realizaram o mesmo agrupamento e verificaram uma porcentagem maior em 

amostras de comidas prontas para consumo e alimentos infantis, sendo que dos 347 

isolados de B. cereus  290 (84,0%) apresentaram o gene hbl e 346 (99,7%) o gene 

nhe.  

  As enterotoxinas são proteinas que causam citotoxicidade e acumulo de 

líquido nas vilosidades do íleo em animais experimentais, podendo ocasionar 

dermonecrose e morte em ratos. (GRANUM, 1997; NOTERMANS e BATT,1998; 

HANSEN e HENDRIKSEN, 2001).  

 Em relação aos genes codificadores das enterotoxinas cytK, bceT e entFM 

Hwang e Park (2015)  no mesmo estudo, encontraram  prevalências maiores, sendo 

de 48% (167) para cytK, 80% (277) para bceT e 93% (323) para entFM, do total de  

347 B. cereus isolados. A proteína cytK é conhecida por induzir uma diarréia similar 

as toxinas codificadas pelo grupo hbl e nhe (LUND e GRANUM, 1997).  As proteínas 

bceT e entFM podem apresentar o mesma atividade biológica dos complexos hbl e 

nhe, mas suas contribuições para intoxicações alimentares ainda são desconhecidas 

(HWANG e PARK 2015). 

 Na Tabela 4 é possível observar que na amostra 26 do grupo de 

estabelecimentos especializados, e na amostra 24 do grupo não especializado, 

apresentaram amplificação para 8 genes sendo eles hblA,  hblC, hblD, nheB, nheC, 

cytK, bceT e entFM. Das 45 amostras que foram confirmadas as presenças do B. 

cereus, 22 apresentaram pelo menos um gene codificador de toxina totalizando 

48,9% das amostras. 
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Tabela 4. Distribuição dos genes codificadores de toxinas por amostra e tipo de 
estabelecimento onde foram adquiridos os sushis 

Nº da Amostras Especializados 

3 nheB + nheC 

6 bceT 

7 hblA + bceT 

9 hblA +becT 

19 nheB + nheC + cytK + bceT 

25 nheB + nheC + cytK + bceT 

26 hblA + hblC + hblD + nheB + nheC + cytK + bceT + entFM 

27 nheB + nheC + cytK + bceT 

28 bceT 

Nº da Amostras Não especializados 

1 nheC 

3 nheB 

4 nheB 

5 nheB + nheC+ bceT 

8 bceT 

10 hblA + bceT 

11 hblA + bceT 

21 hblC 

24 hblA + hblC + hblD + nheB + nheC + cytK + bceT + entFM 

25 hblA + hblD + nheB + nheC + cytK + bceT + entFM 

26 nheB + nheC + cytK + bceT + entFM  

27 hblC + hblD + nheB + nheC + bceT + enTFM 

30 hblA + hblC + hblD+ cytK 

  
  

 Agrupando os complexos hbl e nhe, verifica-se que  6,6% (3) das 45 amostras 

com 5 genes codificadores de enterotoxinas, seguidos 4,4% (1), 6,6% (3), 13,3 (6) e 

17,7% (8) para 4, 3, 2 e 1 genes respectivamente. 

 Diferentemente, Hwang e Park (2015), demonstraram em seu trabalho que 

todos os isolados avaliados apresentaram pelo menos um gene produtor de 

enterotoxina. A porcentagem de isolados do B. cereus, com cinco genes 

codificadores simultaneamente, que esses autores encontraram foi de 43,0% (149) e 

46% (160) desses isolados apresentaram 3 genes, sendo eles hbl, nhe e cytK. 

 É importante ressaltar que diferentemente do trabalho de Hwang e Park 

(2015), esse estudo não utilizou isolados B. cereus para pesquisa dos genes 

produtores de enterotoxina, sendo que a metodologia foi a extração geral do DNA 

enriquecido da amostra. Ou seja, todo microrganismo encontrando na amostra inicial 

multiplicou e contribuiu para os resultados encontrados. Consequentemente não é 
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possível afirmar por exemplo que os genes encontrados em associação sejam de 

apenas um isolado B. cereus na amostra. Esse fator talvez explicaria as diferenças 

encontradas entre as prevalências  

 Com a popularização da comida japonesa, o sushi passou a ser uma refeição 

frequente na alimentação brasileira. Entretanto, não existe uma legislação especifica 

para regulamentar a qualidade microbiológica desses produtos oferecidos ao 

consumidor, tão pouco, estudos sobre a prevalência de microrganismos causadores 

de intoxicação alimentar em sushis. 

 

4. CONCLUSÕES 

 . 

 O sushi é um alimento com alta potencial de veicular o B. cereus, sendo 

provavelmente o arroz a maior fonte de contaminação. As amplificações de genes 

codificadores de toxinas em sushis contendo B. cereus, representam risco de 

ocorrência de doenças transmitidas por alimentos por esse agente, sendo que falhas 

relacionadas a manutenção inadequada da temperatura de conservação desse 

produto após o seu preparo, podem gerar condições favoráveis para produção das 

toxinas e ocasionar surtos de doença alimentares. 

 É importante ressaltar a necessidade de estabelecer normas e parâmetros 

para melhorar a qualidade desse tipo de produto, bem como treinar e ensinar boas 

práticas de manipulação de alimentos aos chefes, cozinheiros e sushimen, visando 

fornecer um sushi mais seguro ao consumidor. 
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CAPITULO 3 - Quantificação de coliformes totais e  termotolerantes,  

identificação de Escherichia coli e Salmonella, e ocorrência 

de genes codificadores de fatores de virulência em amostras 

de sushis 

 

 

RESUMO - O sushi conquistou o seu espaço no setor gastronômico brasileiro e 
consequentemente mais restaurantes passaram a oferecer a culinária japonesa ao 
consumidor. A manipulação desse produto pelo sushiman, somada a presença de 
vários ingredientes que o compõe, levantam questões de saúde publica sobre a 
segurança desse alimento e riscos oferecidos ao consumidores brasileiros. Diante 
do exposto, esse estudo avaliou a qualidade microbiológica de sushis pela 
quantificação de coliformes totais e termotolerates, pesquisa de Escherichia coli e  
também de oito genes codificadores de toxina. Para tanto, 60 amostras de sushis 
foram coletadas em restaurantes especializados e não especializados em comida 
japonesa, e avaliadas as amostras pela metodologia do número mais provável para 
coliformes totais e termotolerantes, identificação da E. coli e  fatores de virulência 
pela análise de PCR. As populações de coliformes totais e termotolerantes variaram 
de ausência (< 3,0) a exponenciais de 105 e 104 NMP.g-1, respectivamente, sendo 
que 60,0% (36/60) das amostras apresentaram valores acima de 102 NMP.g-1, limite 
máximo previsto pela legislação brasileira para coliformes termotolerantes. Das 60 
amostras analisadas 21,7% (13) apresentam E. coli e apenas 3 dessas amostras 
apresentaram amplificação do genes de toxinas eae e estB. A presença da 
Salmonella spp. foi negativa em todas as amostras.  O sushi é um alimento com alto 
risco de contaminação e pode veicular E. coli, bem como genes de fatores de 
virulência, podendo ocasionar surtos de intoxicação alimentar. 
 
 
Palavras-chave: comida japonesa, microbiologia de alimentos, saúde publica, 
segurança de alimentos, toxinas. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Coliformes é um termo geral para bactérias Gram negativas, anaeróbias, 

facultativas em forma de bastonetes e foi considerado historicamente como um 

grupo de  microrganismos indicadores de contaminação fecal, e assim, avaliar a 

presença potencial de patógenos entéricos em água ou alimentos. Entretanto hoje, 

já se sabe que a maioria dos coliformes são encontrados no meio ambiente, sendo 

necessário a diferenciação entre coliformes totais e termotolerantes (FORSYTHE, 

2013). 

Entre os coliformes termotolerantes, a E. coli é a principal espécie do grupo, 

pois ela se multiplica no meio ambiente. Consequentemente é considerada o melhor 

indicador de poluição fecal e possível ameaça de contaminação por patógenos 

entéricos. 

As cepas de E. coli associadas à infecção intestinal e surtos alimentares são 

classificadas em seis classes: E. coli enteropatogênica clássica (EPEC), subdividida 

em EPEC típicas e atípicas (tEPEC e aEPEC), shigatoxigênica (STEC), 

enterotoxigênica (ETEC), enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC) e E. coli 

de aderência difusa (DAEC) (KAPER et al., 2004).  

 O sushi é um alimento constituído de vários ingredientes e confeccionados 

pelas mãos sem luvas do sushiman. Consequentemente a falta de higiene do 

manipulador associada a má qualidade da matéria prima e limpeza do local de 

trabalho, pode criar ambiente propício para multiplicação de bactérias entéricas e 

ocasionar surtos de doença alimentar. Sendo assim, esse estudo teve objetivo de 

quantificar coliformes totais e  termotolerantes,  identificar  E. coli e Salmonella spp., 

e avaliar a ocorrência de genes codificadores de enterotoxinas desse microrganismo 

em amostras de sushis comercializados em restaurantes. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODO 

 

 O estudo foi realizado com 60 amostras de sushis in natura, constituído 

obrigatoriamente de arroz temperado e salmão, podendo apresentar outros 
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ingredientes como algas, molhos e legumes. As amostras foram coletadas em 30 

restaurantes especializados em comidas japonesas e em 30 estabelecimentos 

comerciais não especializados nos municípios de Jaboticabal - SP e Ribeirão Preto - 

SP, sendo os estabelecimentos especializados restaurantes que obrigatoriamente 

trabalham somente com a culinária japonesa, normalmente oferecendo para o 

cliente o serviço de rodízio, "a la carte"  ou "self service" por quilo. Já os 

estabelecimentos não especializados são os restaurantes que oferecem a tradicional 

comida brasileira incorporando em seu cardápio outros tipos de culinária, incluindo a 

japonesa ("fast foods", "self services", churrascarias, etc.). 

 As quantidades de sushis adquiridas foram de acordo com o cardápio 

oferecido pelo estabelecimento, sendo que cada porção comprada apresentada 

entre 10 a 14 sushis. Quando o estabelecimento oferecia a opção de venda por 

peso, aproximadamente 300g de sushi foram pesados para compra. Todas as 

amostras adquiridas foram embaladas na forma comum de venda ao consumidor. 

Imediatamente após a compra, as amostras foram acondicionadas em caixas 

isotérmicas contendo blocos de gelo e encaminhadas para o Laboratório de 

Microbiologia de Alimentos de Origem Animal e Água do Departamento de Medicina 

Veterinária Preventiva e Reprodução Animal da FCAV/Unesp/Jaboticabal - SP. 

 Para a determinação do número mais provável (NMP) de coliformes totais e 

termotolerantes de cada amostra foram pesadas, assepticamente, 25 gramas, as 

quais foram colocadas em frascos contendo 225 mL de água peptonada a 0,1%, 

esterilizada. A mistura foi homogeneizada em aparelho Stomacher por um minuto, 

obtendo a diluição inicial de 10-1. Após esse processo foram realizadas diluições 

decimais até 10-7 utilizando-se o mesmo diluente (APHA, 2001). 

 

2.1 DETERMINAÇÃO DO NÚMERO MAIS PROVÁVEL (NMP) DE COLIFORMES 

TOTAIS POR GRAMA  

 

 Teste presuntivo: três séries de tubos de caldo lauril sulfato triptose, com 

tubo de Durhan invertido, foram inoculados com 1 mL a partir das diluições de 10-1 a 

10-7. Após serem incubados a 35ºC por 24 a 48 horas, as culturas que produziram 

gás foram consideradas positivas (APHA, 2001). 
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 Teste confirmativo: de cada tubo com resultado positivo no teste presuntivo 

foi transferida uma alçada da cultura (alça de níquel-cromo de 3 mm de diâmetro) 

para tubos correspondentes contendo caldo lactose-verde brilhante-bile a 2,0% e 

tubo de Durhan invertido. Após o processo foi realizada a incubação a 35ºC por 24 a 

48 horas e considerados positivas as culturas que produziram gás neste período. De 

acordo com o número de tubos com culturas positivas e, empregando a Tabela de 

Hoskins, foi determinado o NMP de coliformes totais por grama de sushi(APHA, 

2001). 

 

2.2 DETERMINAÇÃO DO NMP DE COLIFORMES TERMOTOLERANTES POR 

GRAMA 

 

 Coliformes termotolerantes: a partir de cada tubo de caldo lauril sulfato 

triptose com resultado positivo no teste presuntivo para coliformes totais, foram 

inoculados com alça, tubos correspondentes contendo caldo EC e tubo de Durhan 

invertido. A incubação foi realizada em banho-maria a 44,5 ±0,2ºC por 24 ±2 horas e 

considerados positivas as culturas com multiplicação bacteriana e produção de gás. 

De acordo com o número de tubos com culturas positivas e, empregando a Tabela 

de Hoskins, foi determinado o NMP de coliformes termotolerantes por grama de 

sushi (APHA, 2001). 

 

2.3 PCR 

 

 Para a PCR de cada amostra foram pesados, assepticamente, 25 gramas e 

colocados em frascos contendo 225 mL de caldo BHI esterilizado. A mistura foi 

homogeneizada por um minuto, e incubada por 24 horas a 37 ºC em  estufa com 

agitação continua. Após o período de incubação alíquotas de 1 mL da cultura foi 

utilizada para realização da extração de DNA por fervura (KESKIMAKI et al., 2001). 

A reação de amplificação foi composta por tampão 1x (20 mM Tris-HCl pH 8,4; 50 

mMKCl), 2 mM MgCl2, 0,2 mMdNTP’s, 1 U de Taq DNA polimerase, 4 pmol de cada 

primer, 3 µL de DNA genômico e água pura estéril para 20 µL. As reações ocorreram 

em um termociclador programado para realizar um ciclo a 94°C por 3 min, seguido 
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de 30 ciclos de 94°C por 30s, temperatura de anelamento de cada oligonucleotídeo 

por 30s e 72°C por 30s. O último ciclo foi realizado a 72°C por 10 min para completa 

extensão dos fragmentos. Os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese 

em gel de agarose 1% e tampão TBE2 1X, para detecção da espécie Escherichia coli 

com os primers específicos 16 E1/16 E2/16 E3. As amostras positivas para E. coli 

foram testados quanto à presença dos genes codificador de fatores de virulência 

(Stx1, Stx2, eae, eltB, estA, estB, aatA e aggR) (Tabela 1). Para pesquisa de 

Salmonella sp. foi utilizado os primers INVAF e INVAR (5´- 

CGGTGGTTTTAAGCGTACTCTT- 3´ e 5´- CGAATATGCTCCACAAGGTTA - 3´, 

respectivamente). 

 

Tabela 1. Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados para detecção da E. coli (16 
rRNA) e amplificação dos genes dos grupos STEC, EPEC, ETEC e EAEC, tamanho 
do fragmento obtido, temperatura de pareamento, amostras controles e referências. 

Grupo Gene 
Nome 

do 
gene 

Sequência 
Tamanho 

(pb) 

Temperatura 
de pareamento 

(ºC) 

Controle 
positivo 

Referência 

16S 
rRNA 
gene 

16 E1  for 5´GGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTC 

583 55 EcL 6611 
Tsen et al., 

1998. 
16 E2  rev 5' TTCCCGAAGGCACATTCT 

16 E3  rev 5' TTCCCGAAGGCACCAATC 

STEC 

Stx1 stxA 

for 5' TTAGACTTCTCGACTGCAAAG 

530 

60 

EcL 6611 
 

Woodward et 
al.,1992. 

 

rev 5' TGTTGTACGAAATCCCCTCTG 

Stx2all  
* 

Stx2A 

for 5' TTATATCTGCGCCGGGTCTG 

326 

rev 5' AGACGAAGATGGTCAAAACG 

EPEC 
EAE 

(intimin)  
 

eae 

for 5' CATTATGGAACGGCAGAGGT 

790 60 
Beaudry et 
al.,1996. 

 rev 5' ATCTTCTGCGTACTGCGTTCA 

ETEC 
 

STa estA 

for 5' TCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG 

163 

60 
EcL7805 

 

Ngeleka et 
al.,2003. 

 rev 5' GCACAGGCAGGATTACAACAAAGT 

STb estB 

for 5' GCAATAAGGTTGAGGTGAT 

368 
Lortie et 
al.,1991. 

 rev 5' GCCTGCAGTGAGAAATGGAC 

LT eltB 

for 5' TTACGGCGTTACTATCCTCTCTA 

275 
Furrer et 
al.,1990. 

 rev 5' GGTCTCGGTCAGATATGTGATTC 

EAEC 
 

 aatA 

for 5' CTG GCG AAA GAC TGT ATC AT 

629 

60 
17.2 

 

Schmidt et al., 
1995 

 

rev 5' CAA TGT ATA GAA ATC CGC TGT T 

 aagR 

for 5' CTA ATT GTA CAA TCG ATG TA 

457 

rev 5' AGA GTC CAT CTC TTT GAT AAG 

 *Stx2all Shiga-like toxin typell subunit  A and B 
 

                                                           
2
 Ácido bórico 89 mM; Tris 89 mM e EDTA 2,5 mM 



35 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A Tabela 2 refere-se à distribuição das amostras de sushi in natura segundo o 

exponencial do NMP de coliformes totais (NMP.g-1). 

 

Tabela 2. Distribuição das amostras de sushi in natura coletadas em estabelecimentos que 
comercializam comida japonesa, segundo o exponencial NMP de coliformes totais 
(NMP.g-1). (Jaboticabal e Ribeirão Preto – SP, 2016 e 2017) 

Exponencial de 
coliformes totais 

(NMP.g-1) 

Número de amostras (%) 
Total (%) 

Especializados Não especializados 

Ausência (< 3,0) 1 (3,3) 2 (6,7) 3 (5,0) 

10 1 (3,3) 2 (6,7) 3 (5,0) 

102 6 (20,0) 7 (23,3) 13 (21,7) 

103 15 (50,0) 12 (40,0) 27 (45,0) 

104 6 (20,0) 5 (16,7) 11 (18,3) 

105 1 (3,3) 2 (6,7) 3 (5,0) 

Total de amostras 30 (100,0) 30 (100,0) 60 (100,0) 

 

 As populações de coliformes totais variaram de ausência (< 3,0) a 

exponencial de 105 NMP.g-1, sendo a maior porcentagem na casa de 103, totalizando 

45,0% (27) do total das 60 amostras analisadas. A ausência de coliformes totais foi 

verificada em 3 amostras totalizando 5,0%.  

 A Tabela 3 refere-se à distribuição das amostras de sushi in natura segundo o 

exponencial do NMP de coliformes termotolerantes (NMP.g-1). 

 

Tabela 3. Distribuição das amostras de sushi in natura coletadas em estabelecimentos que 
comercializam comida japonesa, segundo o exponencial do NMP de coliformes 
termotolerantes (NMP.g-1). (Jaboticabal e Ribeirão e Preto – SP, 2016 e 2017) 

Exponencial de 
coliformes 

termotolerantes 
(NMP.g-1) 

Número de amostras (%) 

Total (%) 
Especializados Não especializados 

Ausência (< 3,0) 5 (16,7) 7 (23,3) 12 (20,0) 

10 6 (20,0) 6 (20,0) 12 (20,0) 

102 14 (46,7) 11 (36,7) 25 (41,7)* 

103 3 (10,0) 5 (16,7) 8 (13,3)* 

104 2 (6,7) 1 (3,3) 3 (5,0)* 

Total de amostras 30 (100,0) 30 (100,0) 60 (100,0) 

* Amostras fora do padrão para Coliformes termotolerantes. Valor acima de 102 (NMP.g-1) 
segundo RDC - nº12, de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001). 
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 As populações de coliformes termotolerantes variaram de ausência (< 3,0) a 

exponencial de 104 NMP.g-1, sendo a maior porcentagem na casa de 102, totalizando 

41,7% (25) das 60 amostras analisadas. A ausência dos microrganismos indicadores 

foi verificada em 12 amostras totalizando 20,0%. 

 Também é possível verificar que 60,0% (36) das amostras em que esses 

microrganismos foram quantificados apresentaram-se com valores acima de 102 

NMP.g-1, limite máximo previsto pela legislação vigente para alimentos similares 

(BRASIL, 2001). De acordo com a Resolução - RDC nº 12, de 2 de janeiro de 2001, 

essas amostras seriam consideradas inaceitáveis para o consumo. Santos et al. 

(2012) avaliaram a qualidade microbiológica de sushis comercializados em 

restaurantes de Aracaju - SE e verificaram que 80% (28) das 35 amostras 

analisadas estavam com valores do NMP de coliformes termotolerantes acima do 

permitido pela legislação. Esses resultados somados a dados de pesquisas 

anteriores (RESENDE, 2004; MARTINS, 2006) refletem a real sanidade da cadeia 

produtiva de comida japonesa, demonstrando que falhas estão ocorrendo no 

processo de produção desse alimento. 

 A Tabela 4 apresenta os resultados das amostras nas quais ocorreram 

amplificação dos oligonucleotídeos iniciadores 16 E1/16 E2/16 E3 utilizados para 

identificação da espécie E. coli. 

 

 Tabela 4. Amplificação dos genes 16 E1/16 E2/16 E3 para identificação da E. coli, 
distribuídas pelo tipo de estabelecimento onde foram coletas as amostras de 
sushi. 

Gene 16 E1/16 

E2/16 E3 

Número de amostras (%) 
Total (%) 

Especializado 
Não 

Especializado 

Amplificação 5 (16,7) 8 (26,7) 13 (21,7) 
Sem amplificação 25 (83,3) 22 (73,3) 47 (78,3) 

Total de amostras 30 (100,0) 30 (100,0) 60 (100,0) 

 

 Das 60 amostras analisadas 21,7% (13) apresentam E. coli, sendo 5 

amostras no grupo de estabelecimentos especializados e 8 amostras no grupo de 

não especializado. Não existe na legislação brasileira um limite para a população de 

E. coli. De acordo coma legislação a presença desse microrganismo deverá ser 

relatada em laudo analítico quando constatada em um alimento. 
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 Atanassova et al. (2008) encontraram resultados semelhantes avaliando a 

qualidade microbiológica de sushis comercializados em "sushi bar" e varejos no 

norte da Alemanha, verificando que 19,2% (24) das 125 amostras apresentavam E. 

coli. A presença desse microrganismo no sushi podem levar a surtos de intoxicação 

alimentar como relatados por Jain et al. (2004), onde 34 clientes de dois 

restaurantes de Nevada tiveram sintomas de diarreia com duração de 2 a 9 dias. 

 Na Tabela 5 é possível observar que das 13 amostras onde foram 

confirmadas a presença do E. coli, apenas 3 amostras apresentaram amplificação 

para genes codificadores de toxinas sendo esses genes eae e estB. 

 

Tabela 5. Distribuição dos genes codificadores de fatores de virulência por amostra e 
tipo de estabelecimento onde foram adquiridos os sushis 

Amostras Especializados 

1 eae 

 Não especializados 

4 eae 

7 estB 

 

 As amostras 1 do grupo especializado e 4 do grupo não especializado 

apresentaram amplificação para o gene eae totalizando 15,4% (2/13) das amostras 

onde foram confirmadas a presença de E. coli. A eae codifica uma proteína externa 

a membrana chamada intimina, que media a ligação da EPEC às células epiteliais. A 

intimina também estimula resposta imune dos linfócitos Th1 e a hiperplasia das 

criptas intestinais (HIGGINS et al., 1999). As bactérias pertencentes ao grupo das 

EPEC estão relacionado a casos de diarreia infantil em países em desenvolvimento 

e pode ser definida pela produção de lesões do tipo “attaching and effacing” (A/E) e 

pela ausência de toxina Shiga (Stx) (TRABULSI et al., 2002; KAPER et al., 2004). 

 Apenas a amostra 7 do grupo não especializado apresentou amplificação 

para gene estB totalizando 7,7% (1/13) das amostras onde foram confirmadas a 

presença E. coli. A estB codifica uma proteína enterotóxica termoestável (ST) 

produzidos pelas ETEC e esta associada com a quadros de diarréias em animais e 

crianças (KAPER et al., 2004; GYLES e FAIRBROTHER, 2009). 

 Não existem muitas publicações sobre a prevalência de genes codificadores 

de enterotoxinas e fatores de virulência da E. coli em isolados de sushis. Wang et al. 
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(2017) avaliaram a prevalência de E. coli diarreiogênica em diferentes comidas no 

varejo (carne bovina, suina, frango, peixe, vegetais e frutas, e comidas prontas) em 

Osaka, Japão, e verificaram que 6,0% (20) das 333 amostras apresentaram-se 

positivas para E. coli patogênica, sendo que das 82 cepas isoladas no trabalho, 16 

apresentaram fatores de virulência para EPEC e 2 isolados para ETEC. 

 Em relação a pesquisa de Salmonella spp., todas as amostras apresentaram-

se negativas, estando todas de acordo com a RDC nº 12 que determina a ausência 

de de Salmonella sp. em 25 g de alimento crus, refrigerados ou congelados. 

(BRASIL, 2001). 

 

4. CONCLUSÕES 

 

 O sushi apresenta risco potencial à saúde pública, já que a E. coli e seus 

genes codificadores de fatores de virulência foram encontrados nesse trabalho. A 

maioria das amostras apresentaram valores de NMP acima do permitido pela 

legislação para coliformes termotolerantes, demonstrando que esse alimento não é 

seguro segundo os padrões estabelecidos, não sendo recomendado ao consumo. 

Isso é reflexo de falhas nas boas práticas de fabricação de alimento, erros de 

armazenamento e obtenção da matéria prima, demonstrando a necessidade desse 

setor reformular sua estrutura de produção, orientar seus funcionários, objetivando 

um alimento seguro. 
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CAPITULO 4 - Populações de Staphylococcus spp. e S. coagulase positivos, 

pesquisa de S. aureus e pesquisa de genes codificadores de 

fatores de virulência em sushis 

 

 

RESUMO  -  As doenças de origem alimentar são uma preocupação frequente para 
a saúde pública. Diante dessa realidade, esse trabalho avaliou a contaminação de 
sushis por bactérias do gênero Staphylococcus spp. e a presença de genes 
codificadores de toxinas nesses microrganismos. As amostras foram adquiridas em 
30 restaurantes especializados em comida japonesa e 30 restaurantes não 
especializados da região de Ribeirão Preto - SP. Foram realizadas as contagens de 
Staphylococcus sp., e Staphylococcus coagulase positivos, pesquisa de S. aureus e 
pesquisa de genes codificadores de toxinas. Das amostras analisadas, 80,0% 
(48/60) apresentaram Staphylococcus spp., com populações variando de 1,0 x 102 a 
5,3 x 105 UFC.g-1, sendo que em 31,7 % (19/60) foram caracterizados como 
Staphylococcus coagulase positivo e em 8,3% (5/60) apresentaram valores de 
populações acima do limite estabelecido. A presença S. aureus foi identificada em 
11,7% (7/60) das amostras e estas apresentaram o gene codificador coa sendo 
todas positivas na prova da coagulase. Dentre as 7 amostras de S. aureus os genes 
eta e hlg foram os mais frequentes (4/7), seguidos pelos genes sea, sei e tst (2/7), e 
o gene  seg (1/7). O sushi é um alimento veiculador de S. aureus com a presença de 
genes codificadores de fatores de virulência ressaltando a importância de 
estabelecer normas e parâmetros para melhorar a qualidade desse tipo de produto, 
bem como capacitar os chefes, cozinheiros e sushimen, ensinando-lhes boas 
práticas de manipulação de alimentos, visando fornecer um sushi mais seguro ao 
consumidor. 
 
 
Palavras-chaves: comida japonesa, doenças transmitidas por alimento, 
manipuladores de alimentos, segurança alimentar, saúde pública,  toxinas  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A culinária japonesa conquistou seu espaço no cenário mundial e no Brasil 

representa, um dos setores mais crescente na área gastronômica do país. Esse 

crescimento e popularização criou um mercado competitivo com outros tipos de 

restaurantes, obrigando-os à adaptação e inclusão de receitas japonesas em seu 

cardapio. 

O sushi, prato que apresenta pescado cru como ingrediente, por tradição é 

preparados pelas mãos nuas dos “sushimen”, já que a utilização de luvas para sua 

confecção alteraria o seu sabor final da comida. Sendo assim, surge a preocupação 

do ponto de vista da saúde pública relacionada à veiculação de doenças de origem 

alimentar. 

 A intoxicação alimentar estafilocócica (IAE) é uma doença extremamente 

comum que resulta do consumo de alimentos que contêm enterotoxinas 

estafilocócicas (SEs), que são produzidas por estirpes enterotoxigênicas de 

Staphylococcus spp. Cinco SEs clássicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) são as 

causas mais comuns de intoxicação alimentar estafilocócica (Balaban; Rasooly 

2000, Loir et al., 2003). Os sintomas típicos da IAE incluem náuseas, vômitos, 

cólicas abdominais e diarreia dentro de 2 a 4 h após a ingestão (Argudin et al., 2010; 

Hennekinne et al., 2012). Até o momento a literatura descreve 23 SEs e SE-like 

toxins (SEls). 

Nesse contexto, de popularização e expansão da gastronomia japonesa, 

surge o papel da Medicina Veterinária Preventiva, em zelar pela qualidade dos 

alimentos oferecidos à sociedade, buscando orientar e fiscalizar os profissionais 

desse setor econômico, objetivando um alimento seguro para o consumo. Sendo 

assim, objetivou-se avaliar a qualidade microbiológica do sushi pela quantificação de  

Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase positivo, bem como pesquisar a 

presença de Staphylococcus aureus e genes codificadores de toxinas em S. aureus. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 O estudo foi realizado com 60 amostras de sushis in natura, constituído 

obrigatoriamente de arroz temperado e salmão, podendo apresentar outros 

ingredientes como algas, molhos e legumes. As amostras foram coletadas em 30 

restaurantes especializados em comidas japonesas e em 30 estabelecimentos 

comerciais não especializados nos municípios de Jaboticabal - SP e Ribeirão Preto - 

SP, sendo os estabelecimentos especializados restaurantes que obrigatoriamente 

trabalham somente com a culinária japonesa, normalmente oferecendo para o 

cliente o serviço de rodízio, "a la carte"  ou "self service" por quilo. Já os 

estabelecimentos não especializados são os restaurantes que oferecem a tradicional 

comida brasileira incorporando em seu cardápio outros tipos de culinária, incluindo a 

japonesa ("fast foods", "self services", churrascarias, etc.). 

 As quantidades de sushis adquiridas foram de acordo com o cardápio 

oferecido pelo estabelecimento, sendo que cada porção comprada apresentada 

entre 10 a 14 sushis. Quando o estabelecimento oferecia a opção de venda por 

peso, aproximadamente 300g de sushi foram pesados para compra. Todas as 

amostras adquiridas foram embaladas na forma comum de venda ao consumidor. 

Imediatamente após a compra, as amostras foram acondicionadas em caixas 

isotérmicas contendo blocos de gelo e encaminhadas para o Laboratório de 

Microbiologia de Alimentos de Origem Animal e Água do Departamento de Medicina 

Veterinária Preventiva e Reprodução Animal da FCAV/Unesp/Jaboticabal - SP. 

 As amostras foram submetidas às contagens de Staphylococcus spp. e 

Staphylococcus  coagulase positivo. Também foi realizada a pesquisa  

Staphylococcus aureus e de genes codificadores de toxinas. Para a caracterização 

microbiológica foram utilizadas as metodologias descritas no American Public Health 

Association (APHA, 2001) e a técnica de PCR comum para pesquisa de 

Staphylococcus aureus e genes de codificadores de toxina. 

 Para a contagem de Staphylococcus sp. e Staphylococcus coagulase positivo, 

de cada amostra foram pesados, assepticamente, 25 gramas e colocados em 

frascos contendo 225 mL de água peptonada a 0,1%, esterilizada. A mistura foi 

homogeneizada em aparelho Stomacher por um minuto, obtendo a diluição inicial de 
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10-1. Após esse processo foram realizadas diluições decimais até 10-4 utilizando-se o 

mesmo diluente. Das diluições de 10-1 a 10-4 foram retirados 0,1 mL e depositados 

em placas de Petri contendo Ágar de Baird-Parker. A seguir, com um auxilio de um 

bastão em forma de “L” esterilizado, foi realizada a distribuição do inóculo por toda a 

superfície do meio e as placas incubadas a 37ºC por 24 a 48 horas. Após a 

incubação, foram contadas as colônias em placas que apresentavam 1 a 200 

colônias,  com as seguintes características: colônias negras, brilhantes, com zona de 

precipitação ao redor e circundadas ou não por halo claro. Também foram 

consideradas as que se apresentavam somente negras e brilhantes. Os resultados 

encontrados foram multiplicados por 10 e pelo fator de diluição para obter os valores 

de UFC.g-1. A seguir 5 colônias sugestivas foram semeadas em tubos com 4 mL de 

caldo BHI esterilizado e incubados a 37 ºC por 24 horas. Após incubação, 

esfregaços foram preparados e corados pelo método de Gram e as culturas que se 

apresentarem na forma de cocos Gram positivos, formando massas irregulares em 

forma de cachos de uva, foram submetidas às provas da catalase (MAC FADDIN, 

1976). Cepas com resultados positivos foram submetidas à prova da coagulase livre. 

A confirmação do gênero e pesquisa  S. aureus foram feitas pela técnica de PCR. 

Para a PCR de cada amostra foram pesados, assepticamente, 25 gramas e 

colocados em frascos contendo 225 mL de caldo BHI esterilizado. A mistura foi 

homogeneizada por um minuto, e incubada por 24 horas a 37ºC em estufa com 

agitação continua. Após o período de incubação alíquotas de 1 mL da cultura foi 

utilizada para a extração de DNA por fervura (KESKIMAKI et al., 2001). A reação de 

amplificação foi composta por tampão 1x (20 mM Tris-HCl pH 8,4; 50 mMKCl), 2 mM 

MgCl2, 0,2 mMdNTP’s, 1 U de Taq DNA polimerase, 4 pmol de cada primer, 3 µL de 

DNA genômico e água pura estéril para 20 µL. As reações ocorreram em um 

termociclador programado para realizar um ciclo a 94°C por 3 min, seguido de 30 

ciclos de 94°C por 30s, temperatura de anelamento de cada oligonucleotídeo por 

30s e 72°C por 30s. O último ciclo foi realizado a 72°C por 10 min para completa 

extensão dos fragmentos. Os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese 

em gel de agarose 1% e tampão TBE3 1X para confirmação do gênero e detecção 

da espécie S. aureus. As amostras positivas para S. aureus, foram testadas quanto 

                                                           
3
 Ácido bórico 89 mM; Tris 89 mM e EDTA 2,5 mM 
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à presença do gene coa, para coagulase-positivo, e quanto à presença de genes 

codificadores de toxinas (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, tst, eta, pvl e hlg) 

(Tabela 1). 
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Tabela 1. Sequência de oligonucleotídeos iniciadores para a identificação do gênero 
Staphylococcus spp., espécie S. aureus,gene codificador da coagulase coa 
e para os genes codificadores de toxina de S. aureus sea, seb, sec, sed, 
see, seg, seh, sei, sej tst, eta, etb, pvl e hlg, tamanho do produto de 
amplificação, temperatura de pareamento, controle positivo e sua respectiva 
referência. 

 
 

Oligonucleotídeos 
iniciadores 

Sequência 
Tamanho 

(pb) 

Temperatura 
de 

pareamento 
(°C) 

Controle 
positivo 

Referência 

Staphylococcus 
spp 

16sRNA 

GTA GGT GGC AAG CGTTAT CC 

228 

55 

ATCC25923 
Pereira et al., 

2009 
CGC ACA TCA GCG TCA G 

S. aureus Sa442 

AATCTTTGTCGGTACACGATATTCTTCACG 

102 ATCC6538 
Morot-Bizot et 

al., 2004 
CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAACA 

Gene que 
codifica 

coagulase de 
S. aureus 

coa 

AGAAGGTCTTGAAGGTAGC 

250 ATCC6538 
Blickwede et 

al., 2005 
GAATCTTGGTCTCGCTTC 

Genes que 
codificam 

proteínas de 
toxinas de S. 

aureus 
 

sea 

TTGCAGGGAACAGCTTTAGGCAATC 

252 60 ATCC23235 

Paniagua-
Contreras et 

al., 2012 
 

TGGTGTACCACCCGCACATTGA 
 

seb 

GACATGATGCCTGCACCAGGAGA 

355 60 ATCC14458 
AACAAATCGTTAAAAACGGCGACACAG 

 

sec 

CCCTACGCCAGATGAGTTGCACA 

602 60 ATCC19095 
CGCCTGGTGCAGGCATCATATC 

 

sed 

GAAAGTGAGCAAGTTGGATAGATTGCGGCTAG 

830 60 ATCC23235 
CCGCGCTGTATTTTTCCTCCGAGAG 

 

see 

TGCCCTAACGTTGACAACAAGTCCA 

532 60 ATCC27664 
TCCGTGTAAATAATGCCTTGCCTGAA 

 

seg 

TGCTCAACCCGATCCTAAATTAGACGA 

117 60 ATCC25923 

CCTCTTCCTTCAACAGGTGGAGACG 

seh 

CATTCACATCATATGCGAAAGCAGAAG 

358 60 ATCC19095 

GCACCAATCACCCTTTCCTGTGC 

sei 

TGGAGGGGCCACTTTATCAGGA 

220 60 ATCC19095 

TCCATATTCTTTGCCTTTACCAGTG 

tst 

AGCCCTGCTTTTACAAAAGGGGAAAA 

306 60 ATCC25923 

CCAATAACCACCCGTTTTATCGCTTG 

eta 

CGCTGCGGACATTCCTACATGG 

676 60 TC-142 

TACATGCCCGCCACTTGCTTGT 

pvl 

TGCCAGACAATGAATTACCCCCATT 

894 60 ATCC25923 

TCTGCCATATGGTCCCCAACCA 

hlg 

TTGGCTGGGGAGTTGAAGCACA 

306 60 ATCC19095 
CGCCTGCCCAGTAGAAGCCATT 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Dentre as 60 amostras analisadas, conforme pode ser observado na Tab. 2, 

80,0% (48/60) apresentaram Staphylococcus spp., com populações que variaram de 

1,0 x 102 a 5,3 x 105UFC.g-1. Aplicado o teste t de student aos valores dessas 

populações, as diferenças entras médias não foram significativas do ponto de vista 

estatístico (p>0,05). Isso significa que não houve diferença entre as populações de 

Staphylococcus sp. encontradas nos produtos adquiridos nos restaurantes 

especializados e não especializados. 

 

Tabela 2. População de Staphylococcus sp. em cada uma das amostras de sushi in natura 
coletadas em estabelecimentos que comercializam comida japonesa, com as 
médias aritméticas e desvio padrão dos resultados obtidos. (Jaboticabal e 
Ribeirão Preto – SP, 2015 e 2016) 

Número da amostra 

Tipos de Estabelecimentos 

Especializados  
(Pop. UFC.g

-1
) 

Não especializados  
(Pop. UFC.g

-1
) 

1 1,7 x 10
3 

1,9 x 10
3 

2 9,0 x 10
2 

1,0 x 10
2 

3 6,2 x 10
4 

2,1 x 10
4 

4 8,0 x 10 3,6 x 10
4 

5 < 100 < 100 

6 1,3 x 10
3 

5,3 x 10
5 

7 8,9 x 10
3
 2,0 x 10

3 

8 4,5 x 10
4 

1,3 x 10
3 

9 1,1 x 10
3 

4,0 x 10
2 

10 < 100 3,1 x 10
3 

11 1,54 x 10
5 

4,8 x 10
2 

12 3,7 x 10
4 

4,60 x 10
3 

13 <100 < 100 

14 < 100 7,0 x 10
2 

15 < 100 7,0 x 10
2 

16 < 100 2,6 x 10
3 

17 < 100 1,13 x 10
3
 

18 1,0 x 10
2 

5,3 x 10
3 

19 3,2 x 10
3 

1,3 x 10
3 

20 1,5 x 10
3 

< 100 

21 < 100 1,11 x 10
4 

22 1,3 x 10
3 

9,3 x 10
3 

23 3,3 x 10
3 

1,9 x 10
3 

24 1,66 x 10
4 

5,0 x 10
2 

25 1,6 x 10
3 

5,7 x 10
3 

26 6,0 x 10
2 

2,4 x 10
3 

27 5,8 x 10
3 

6,0 x 10
3 

28 2,10 x 10
3 

7,1 x 10
3 

29 < 100 1,1 x 10
3 

30 1,4 x 10
3 

5,0 x 10
2 

Médias aritméticas e 
desvio padrão 1,2 x 10

4 
±3,1 x 10

4 
 

2,2 x 10
4 
±9,6 x 10

4 
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 Santos et al. (2012), analisando 32 amostras de sushis comercializados em 

restaurantes de Aracaju - SE, identificaram Staphylococcus sp. em 20 amostras, 

totalizando 62,5%.  

 Na Tabela 3, estão os resultados da presença de Staphylococcus coagulase 

positivos em 19 amostras das 60 analisadas, totalizando 31,7% das amostras. Na 

legislação brasileira o Staphylococcus coagulase positivo é um parâmetro 

qualificador da qualidade microbiológica de alimentos fornecendo um limite divisor 

entre o  alimento aceitável e o não recomendado para consumo. Entretanto, não 

existe uma norma especifica para o sushi, sendo  utilizada nesse trabalho um 

padrão limitante para um alimento similar cru. 

 Os estafilococos estão presentes nas vias nasais,  gargantas, cabelo e na 

pele de 50% ou mais dos indivíduos saudáveis. Isso contribui para que os 

manipuladores de alimentos tornem-se a principal fonte de contaminação desse 

microrganismo (FORSYTHE, 2013). O sushi é um alimento preparado manualmente 

sem a utilização de luvas. Consequentemente é um alimento com alto potencial para 

se encontrar esse microrganismo, sendo que a má higienização das mãos e 

utensílios durante o preparo aumentam o risco de ocorrência de surtos de 

intoxicação alimentar estafilocócica. 
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Tabela 3. Populações de Staphylococcus coagulase positivos nas amostras de sushi in 
natura, distribuídos segundo o tipo de estabelecimentos em que foram 
adquiridos e as amostras em que foi confirmada a presença de Staphylococcus 
aureus. (Jaboticabal, Ribeirão Preto) 

Número da amostra 
Estabelecimentos 

especializados 
(Pop. UFC.g

-1
) 

Staphylococcus 
aureus 

confirmado 

3 *1,24 x 10
4
  

8 *1,80 x 10
4 

 

9 4,40 x 10
2 

X 

11 *6,16 x10
4 

 

19 1,28 x 10
3 

 

25 6,40 x 10
2 

 

27 1,20 x 10
3 

 

28 1,26 x 10
3 

X 

 
Estabelecimentos 

não especializados 
(Pop. UFC.g

-1
) 

 

1 1,14 x 10
3 

 

6 *4,24 x 10
5 

 

7 1,60 x 10
3 

 

9 3,2 x 10
2 

X 

10 1,86 x 10
3 

X 

11 2,88 x 10
2 

X 

12 1,84 x 10
3 

X 

17 *9,04 x 10
3 

 

18 3,18 x 10
3 

 

21 4,44 x 10
3 

 

29 1,10 x 10
3 

X 

* Amostras fora do padrão para Staphylococcus coagulase positivo. Valor acima de 5,0 x 10
3
 UFC.g

-1
 

segundo RDC nº12, de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001). 

 

 Dessas 19 amostras, apenas 5 apresentaram valores de populações acima 

de 5,0 x 103 UFC.g-1, limite máximo estabelecido pela legislação vigente, para 

alimentos similares (BRASIL, 2001). Consequentemente, 8,3% do total das amostras 

analisadas estavam impróprias para o consumo. Já, Albuquerque et al. (2006), 

estudando a ocorrência de Staphylococcus coagulase positivos em sushis 

comercializados em alguns estabelecimentos de Fortaleza - CE, confirmaram que 

43,0% (13 amostras) das 30  amostras analisadas encontravam-se fora do padrão 

estabelecido, concluindo que esses resultados eram decorrentes da higiene 

inadequada dos manipuladores ou contaminação cruzada. Apesar dos sushis de 

apenas cinco estabelecimentos estarem fora do padrão, as populações de 

Staphylococcus coagulase positivos encontradas nos 19 locais é preocupante, tendo 
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em vista que o microrganismo já esta presente no ambiente de produção e qualquer 

falhas pode favorecer a multiplicação dessas bactérias podendo ultrapassar o limite 

estabelecido e até ocasionar IAE. 

 A presença de S. aureus, Tabela 3, foi confirmada pela técnica de PCR em 

11,7% (7/60) do total de amostras analisadas, sendo elas duas do grupo de 

estabelecimentos especializados e cinco no grupo de estabelecimentos não 

especializados. Uma porcentagem menor foi encontrada por Kim et al. (2011) ao 

analisarem a prevalência de S. aureus em 1882  amostras de "alimentos 

refrigerados prontos para consumo" (todas variedades de sushi), que isolaram o 

microrganismo em 110 delas, totalizando 5,8% das amostras. A identificação do S. 

aureus é importante para a etapa de pesquisa de genes codificadores de toxina, pois 

a maioria dos primers utilizados nesse trabalho são específicos para a espécie. 

 Na Tabela 4 é possível verificar que o gene coa está presente nas 7 amostras 

nas quais foi detectado o S. aureus, sendo que essas amostras também foram 

positivas na prova da coagulase. A estafilocoagulase é uma proteína extracelular 

produzida pelo S. aureus que causa a coagulação do plasma de várias espécies 

como coelho, bovinos, humanos, etc. A produção de estafilocoagulase tem sido 

considerada como uma caracteristica importante para a identificação de S. aureus, 

que é a espécie mais virulenta e clinicamente relevante (SAKAI et al., 2008). Antes 

da biologia molecular ser empregada na pesquisa, o fator de coagulase 

representava um ponto chave para identificação de possiveis estafilococus 

patogênicos, o que fez com que as legilações determinassem um limite somente 

para o S. coagulase positivos. 
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Tabela 4  Genes codificadores de fatores de virulência encontrados nas amostras nas quais 
foram confirmadas a presença do  Staphylococcus aureus. 

Genes 
codificadores 
da coagulase 
e de toxinas 

Amostras positivas para S. aureus  por tipos 
de estabelecimentos Nº de amostras 

positivas para os 
genes (%) Especializados Não especializados 

coa 9, 28 9, 10, 11, 12, 29 7 (100%) 

sea 9 29 2 (28,6%) 

seg 9  1 (14,3%) 

sei  9, 11 2 (28,6%) 

eta 9 9, 11, 12 4 (57,1%) 

tst 9 29 2 (28,6%) 

hlg 9 9, 10, 11 4 (57,1%) 

 

 Dos 12 primers para genes codificadores de toxinas para S. aureus testados, 

apenas 6 foram replicados, sendo eles: duas amostras sea , uma seg, duas sei, 

quatro eta , duas tst e quatro hlg (Tabela 4). Das sete amostras com S. aureus 

detectado, 85,7% (6/7) apresentaram pelo menos um  gene codificação de toxina. 

Kim et al. (2011)  encontraram genes codificadores de toxinas em 98 amostras 

(49,75%) dos 197 isolados de S. aureus em alimentos refrigerados prontos para 

consumo. Esses resultados mostram que as populações S. aureus isoladas de sushi 

oferecem risco à saúde pública alimentar e sob condições ideais de temperaturas, 

esses  microrganismos podem multiplicar e produzir toxinas ocasionando surtos.  

 Os genes eta e hlg foram os mais frequentes sendo encontrados em 4 (57,1%) 

amostras cada, seguidos dos genes sea , sei e tst  identificados em 2 (28,6%) 

amostras cada. O gene seg apresentou-se em apenas 1 (14,3%) amostra.  

 A eta e etb são classificadas como toxinas exfoliativa e foram associadas a 

um série de doenças estafilocócicas impeticosas referidas como síndrome da pele 

escaldada estafilocócica (LEE et al., 1987). Kim et al. (2011) analisando 197 

isolados de S. aureus em "alimentos refrigerados prontos para consumo" acharam 

apenas 6 isolados (3,0%) com o gene codificador eta. Já o gene  da enterotoxina hlg 

é codificador da gama-hemolisina, a qual possui ação pró -inflamatória, sendo capaz 

de lisar leucócitos e eritrócitos (CUNHA; CALSOLARI, 2008). Guanghui et al. (2015) 

pesquisaram genes codificadores de toxinas em 7 isolados de S. aureus  de surtos 

alimentares em Xi'an, província de Shaanxi, China, durante 2006-2013 e 

encontraram uma frequencia de 85,7% (6 isolados) para gene hlg.  
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 Em relação aos genes codificadores de enterotoxinas SEs, as frequencias 

foram de 28,6% (2/7) para sea e sei, e 14,3% (1/7) para seg (Tabela 4). Kim et al. 

(2011) analisando 197 isolados de S. aureus em "comidas refrigeradas prontas para 

consumo" encontraram uma frequência de 23,9% (47 isolados) com os genes seg e 

sei e 18,3% (36 isolados) para o gene sea. Do ponto de vista em saúde publica, sob 

o aspecto de segurança alimentar, essas são as toxinas mais importantes, já estão 

relacionada diretamente a IAE. Segundo a literatura a sea é a toxina mais comum 

associada a intoxicações alimentares por S. aureus atingindo a frequência de 77% 

dos surtos (FORSYTHE, 2013). Porém na atualidade, pesquisas demonstram que 

IAE tem sido ocasionadas por S. aureus que não produzem as toxinas clássicas, 

sendo os genes seh, ses, set, seg, sei, sem, sen,  seo e selu frequentemente 

detectados em estudos (UMEDA et al., 2017).  

 Em relação ao gene (codificador) tst, em 28,6% (2/7) das amostras  foram 

detectadas. Kim et al. (2011) analisando 197 isolados de S. aureus em alimentos 

refrigerados prontos para consumo encontraram uma frequência de 12,2 % (24 

isolados) com os genes tst-1. Clinicamente, a síndrome do choque tóxico está 

intimamente associada com cepas de S. aureus que carregam o gene tst que 

codifica a toxina de síndrome de choque 1 (TSST-1) (SEE; CHOW, 1989). 

 Dos genes produtores de toxinas encontrados nesse trabalho apenas sea , 

seg, sei são relacionados com a produção de enterotoxinas e IAE. Os genes eta , tst 

e hlg envolvidos com outros tipos de doenças estafilococica mostram, que apesar do 

S. aureus ser encontrado em um alimento, a frequência de genes produtores de 

toxinas é bem variavel e que nas populações desses microrganimos em alimentos 

não prevalecem somente gentes envolvidos em surtos alimentares. 

 Na Tabela 5 é possível observar que a amostragem da coleta 9 do grupo de 

estabelecimentos especializados apresentou replicação de 6 genes produtores de 

toxina sendo eles sea, seg, sei, eta, tst e hlg. 

 

 

 

 

 



53 
 

 

Tabela  5.    Amostras e genes codificadores de toxinas encontrados, distribuidos pelo tipo 
de estabelecimentos onde foram coletadas 

(Coletas) Amostras Especializados 

9 sea + seg + sei +eta + tst +hlg  

 Não especializados 

9 sei + eta + hlg  

10 hlg  

11 sei + eta + hlg 

12 eta 

29 tst 

  
  

 No grupo de estabelecimentos não especializados o maior número de genes 

encontrados foram três, sendo as amostras 9 e 11 positivas para os genes sei, eta e 

hlg. Já as amostras 10, 12, e 29 do grupo não especializados apresentaram apenas 

um gene codificador de fator de virulência, sendo eles respectivamente  hlg, eta e 

tst. Kim et al. (2011) analisando 197 isolados de S. aureus em alimentos refrigerados 

prontos para consumo verificaram inócuos com até 4 associações de genes sendo 

eles seg, sei, etb e tst-1 em amostras de sushis e  sea,  seg, sei e tst-1 em amostras 

de "Kimbab" (um tipo de sushi koreano). É importante ressaltar que diferentemente 

do trabalho de Kim et al. (2011), esse estudo não utilizou isolados S. aureus para 

pesquisa dos genes relacionados à produção de toxina, sendo que a metodologia foi 

a extração geral do DNA da amostra enriquecida. Sendo assim, os microrganismos 

presentes na amostra inicial multiplicaram e contribuíram para os resultados finais 

encontrados. Consequentemente não é possível afirmar por exemplo que os genes 

encontrados em associação sejam de apenas um isolado S. aureus na amostra. 

 Com a popularização da comida japonesa, o sushi passou a ser uma refeição 

frequente na alimentação brasileira. Entretanto, não existe uma legislação especifica 

para regulamentar a qualidade microbiológica desses produtos oferecidos ao 

consumidor, sendo muitos estudos comparados com produtos "similares" na 

legislação. 
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4. CONCLUSÕES 

 O sushi é um veiculador de S. aureus e genes codificadores de fatores de 

virulência estão presentes nesse alimento. Sendo assim, é importante ressaltar a 

necessidade de estabelecer normas e parâmetros para melhorar a qualidade desse 

tipo de produto, bem como capacitar os chefes, cozinheiros e sushimen, ensinando-

lhes boas práticas de manipulação de alimentos, visando fornecer um sushi mais 

seguro ao consumidor. 

 As falhas na preservação dos ingredientes ou má higienização das mãos 

durante o preparo do produto, associados a condições de temperaturas que 

favoreçam a multiplicação bacteriana podem resultar em surtos de intoxicações 

alimentares. 
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CAPITULO 5 - Pesquisa de gene codificador de resistência a meticilina (MRS) 

em Staphylococcus spp. em sushis 

 

 

RESUMO - O Staphylococcus spp. resistentes à meticilina (MRS) representam risco 
à saúde pública, pois o uso indiscriminado da meticilina proporcionou o surgimento 
de estirpes resistentes penicilina beta-lactamase precursora do grupo da meticilina e 
oxacilina. Diante do exposto, esse estudo objetivou avaliar a prevalência do gene 
mecA em Staphylococcus spp. em amostra de sushi. Para tanto,  60 amostras foram 
coletadas em restaurantes especializado e não especializados em comida japonesa 
e submetidas a quantificação de Staphylococcus spp. e pesquisa gene de 
resistência a meticilina em Staphylococcus spp. pela técnica de PCR . Das 60 
amostras analisada 48 apresentaram Staphylococcus spp., totalizando 80%. A 
presença do gene mecA foi confirmada em 6 amostras das 48, totalizando 12,5%. O 
Staphylococcus spp, bem como o gene mecA que codifica a de resistência a 
meticilina estão presentes na cadeia produtiva do sushi.  
 
 
Palavras chaves - antibiótico, beta-lactâmicos, comida japonesa, saúde pública, 
segurança alimentar 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A primeira cepa de Staphylococcus spp. resistente à meticilina foi detectada 

na Europa em 1961 e pertencia a espécie Staphylococcus aureus (MRSA) (VIVONE 

e MORREIRA, 2005). A partir da década seguinte, tornou-se uma preocupação na 

saúde pública mundial, sendo agentes relacionados a episódios de infecções 

hospitalares e comunitárias (SOUSA JUNIOR et al., 2009)  

 O Staphylococcus spp. resistentes à meticilina (MRS) representam risco à 

saúde pública, pois o uso indiscriminado da meticilina proporcionou o surgimento de 

estirpes resistentes penicilina beta-lactamase precursora do grupo da meticilina e 

oxacilina. A resistência nestes microrganismos é resultado do gene cromossômico 

mecA, que produz uma nova proteína ligante a penicilina com baixa afinidade aos 

beta - lactâmicos (VIVONE e MORREIRA, 2005).  

 Atualmente não existem estudos sobre a prevalência de MRS em comida 

japonesa, sendo apenas encontrados trabalhos com carne suína, bem como no leite  

e queijo (NORMANNO et al., 2007; PEREIRA et al., 2009.; PU et al., 2009). Syed et 

al. (2017) pesquisando MRSA em ovos no Paquistão observaram uma prevalência 

de 11 % (33) das 300 amostras analisadas. 

 Sendo assim, este estudo buscou pesquisar a prevalências do gene mecA em 

sushis comercializados na região de Ribeirão Preto e Jaboticabal - SP.  

 

2. MATERIAIS E MÉTODO 

 

 O estudo foi realizado com 60 amostras de sushis in natura, constituído 

obrigatoriamente de arroz temperado e salmão, podendo apresentar outros 

ingredientes como algas, molhos e legumes. As amostras foram coletadas em 30 

restaurantes especializados em comidas japonesas e em 30 estabelecimentos 

comerciais não especializados nos municípios de Jaboticabal - SP e Ribeirão Preto - 

SP, sendo os estabelecimentos especializados restaurantes que obrigatoriamente 

trabalham somente com a culinária japonesa, normalmente oferecendo para o 

cliente o serviço de rodízio, "a la carte"  ou "self service" por quilo. Já os 
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estabelecimentos não especializados são os restaurantes que oferecem a tradicional 

comida brasileira incorporando em seu cardápio outros tipos de culinária, incluindo a 

japonesa ("fast foods", "self services", churrascarias, etc.). 

 As quantidades de sushis adquiridas foram de acordo com o cardápio 

oferecido pelo estabelecimento, sendo que cada porção comprada apresentada 

entre 10 a 14 sushis. Quando o estabelecimento oferecia a opção de venda por 

peso, aproximadamente 300g de sushi foram pesados para compra. Todas as 

amostras adquiridas foram embaladas na forma comum de venda ao consumidor. 

Imediatamente após a compra, as amostras foram acondicionadas em caixas 

isotérmicas contendo blocos de gelo e encaminhadas para o Laboratório de 

Microbiologia de Alimentos de Origem Animal e Água do Departamento de Medicina. 

 Para a contagem de Staphylococcus spp., de cada amostra foram pesados, 

assepticamente, 25 gramas e colocados em frascos contendo 225 mL de água 

peptonada a 0,1%, esterilizada. A mistura foi homogeneizada em aparelho 

Stomacher por um minuto, obtendo a diluição inicial de 10-1. Após esse processo 

foram realizadas diluições decimais até 10-4 utilizando-se o mesmo diluente. Das 

diluições de 10-1 a 10-4 foram retirados 0,1 mL e depositados em placas de Petri 

contendo Ágar de Baird-Parker. A seguir, com um auxilio de um bastão em forma de 

“L” esterilizado, foi realizada a distribuição do inóculo por toda a superfície do meio e 

as placas incubadas a 37ºC por 24 a 48 horas. Após a incubação, foram contadas as 

colônias em placas que apresentavam 1 a 200 colônias,  com as seguintes 

características: colônias negras, brilhantes, com zona de precipitação ao redor e 

circundadas ou não por halo claro. Também foram consideradas as que se 

apresentavam somente negras e brilhantes. Os resultados encontrados foram 

multiplicados por 10 e pelo fator de diluição para obter os valores de UFC.g-1. 

 Para a PCR de cada amostra foram pesados, assepticamente, 25 gramas e 

colocados em frascos contendo 225 mL de caldo BHI esterilizado. A mistura foi 

homogeneizada por um minuto, e incubada por 24 horas a 37 ºC em estufa com 

agitação continua. Após o período de incubação alíquotas de 1 mL da cultura foi 

utilizada para realização da extração de DNA por fervura (KESKIMAKI et al., 2001). 

A cada reação de amplificação foi composta por tampão 1x (20 mM Tris-HCl pH 8,4; 

50 mMKCl), 2 mM MgCl2, 0,2 mMdNTP’s, 1 U de Taq DNA polimerase, 4 pmol de 
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cada primer, 3 µL de DNA genômico e água pura estéril para 20 µL. As reações 

ocorreram em um termociclador programado para realizar um ciclo a 94°C por 3 min, 

seguido de 30 ciclos de 94°C por 30s, temperatura de anelamento de cada 

oligonucleotídeo por 30s e 72°C por 30s. O último ciclo foi realizado a 72°C por 10 

min para completa extensão dos fragmentos. Os produtos de PCR foram 

visualizados por eletroforese em gel de agarose 1% e tampão TBE4 1X, para 

confirmação do gênero Staphylococcus spp. As amostras as quais foram 

identificados o Staphylococcus spp. foram testadas quanto à presença do gene 

mecA, responsável pela resistência à meticilina, utilizando os oligonucleotídeos 

iniciadores MEC-F (5’- AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C - 3’) e MEC-R (5’ - 

AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C - 3’), desenvolvidos por Gortel et al. (1999), 

que amplifica uma banda de 533 pb sob temperatura de pareamento de 55°C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
4
 Ácido bórico 89 mM; Tris 89 mM e EDTA 2,5 mM 



61 
 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Dentre as 60 amostras analisadas, conforme pode ser observado na Tabela 

1, 80,0% (48/60) apresentaram Staphylococcus sp., com populações que variaram 

de 1,0 x 10 a 5,3 x 104UFC.g-1. 

 

Tabela 1. População de Staphylococcus sp. em cada uma das amostras de sushi in natura 
coletadas em estabelecimentos que comercializam comida japonesa, com as 
médias aritméticas e desvio padrão dos resultados obtidos. (Jaboticabal e 
Ribeirão Preto – SP, 2015 e 2016) 

Número da amostra 

Tipos de Estabelecimentos 

Especializados  
(Pop. UFC.g

-1
) 

Não especializados  
(Pop. UFC.g

-1
) 

1 1,7 x 10
3 

1,9 x 10
3 

2 9,0 x 10
2 

1,0 x 10
2 

3 6,2 x 10
4 

2,1 x 10
4 

4 8,0 x 10 3,6 x 10
4 

5 < 100 < 100 

6 1,3 x 10
3 

5,3 x 10
5 

7 8,9 x 10
3
 2,0 x 10

3 

8 4,5 x 10
4 

1,3 x 10
3 

9 1,1 x 10
3 

4,0 x 10
2 

10 < 100 3,1 x 10
3 

11 1,54 x 10
5 

4,8 x 10
2 

12 3,7 x 10
4 

4,60 x 10
3 

13 <100 < 100 

14 < 100 7,0 x 10
2 

15 < 100 7,0 x 10
2 

16 < 100 2,6 x 10
3 

17 < 100 1,13 x 10
3
 

18 1,0 x 10
2 

5,3 x 10
3 

19 3,2 x 10
3 

1,3 x 10
3 

20 1,5 x 10
3 

< 100 

21 < 100 1,11 x 10
4 

22 1,3 x 10
3 

9,3 x 10
3 

23 3,3 x 10
3 

1,9 x 10
3 

24 1,66 x 10
4 

5,0 x 10
2 

25 1,6 x 10
3 

5,7 x 10
3 

26 6,0 x 10
2 

2,4 x 10
3 

27 5,8 x 10
3 

6,0 x 10
3 

28 2,10 x 10
3 

7,1 x 10
3 

29 < 100 1,1 x 10
3 

30 1,4 x 10
3 

5,0 x 10
2 

Médias aritméticas e 
desvio padrão 1,2 x 10

4 
±3,1 x 10

4 
 

2,2 x 10
4 
±9,6 x 10

4 

  

 Das 48 amostras onde foram identificados a presença do Staphylococcus sp 

21 pertencem ao grupo de estabelecimento especializado e 27 ao grupo dos não 

especializado. Santos et al. (2012), analisando 32 amostras de sushis 
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comercializados em restaurantes de Aracaju - SE, identificaram Staphylococcus sp. 

em apenas 20 amostras, totalizando 57,1% delas. Os estafilococos estão presentes 

nas vias nasais,  gargantas, cabelo e na pele de 50% ou mais dos indivíduos 

saudáveis. Isso contribui para que os manipuladores de alimentos torne-se a 

principal fonte de contaminação desse microrganismo (FORSYTHE, 2013). O sushi 

é um alimento preparado manualmente sem a utilização de luvas. 

Consequentemente é um alimento com alto potencial para encontrarmos esse 

microrganismo, sendo que a má higienização das mãos e utensílios durante o 

preparo aumentam o risco de ocorrência de surtos alimentares. 

 A Tabela 2 apresenta os resultados das amostras onde ocorreram 

amplificação dos do oligonucleotídeo iniciador mecA utilizado para identificação da 

do gene de resistência a meticilina nas amostras onde foram confirmadas o gênero 

Staphylococcus sp. 

 

Tabela 2. Amplificação do mecA, distribuídas pelo tipo de estabelecimento onde foram 
coletas as amostras de sushi. 

Gene mecA 
Número de amostras (%) 

Total (%) 
Especializado 

Não 
Especializado 

Amplificação 3 3  6 (12,5) 
Sem amplificação  18 24  42 (87,5) 

Total de amostras 21 27 48 (100,0) 

 

 Das 48 amostras onde foram identificada o Staphylococcus sp., a presença 

do gene mecA foi confirmada em 6 amostras, totalizando uma prevalência 12,5%. 

Como já citado, não existem pesquisas sobre a ocorrência desse gene no sushi 

inviabilizando uma análise comparativa de resultados. Por outro, a literatura 

descreve a presença do MRSA em alimentos como carne suína, leite,  queijos, peixe 

cru e  ovos. 

 Hammad et al. (2012) avaliando peixe cru para alimentos prontos para comer 

comercializados em Hiroshima, Japão, verificaram que das 200 amostras coletadas 

10 apresentaram MRS e MRSA, totalizando uma prevalência de 5%. Syed et al. 

(2017) pesquisando MRSA em ovos no Paquistão observaram uma prevalência de 

11 % (33) das 300 amostras analisadas. O peixe cru e o ovo são ingredientes bases 

para a produção do sushi. Portanto, esses trabalhos demonstram a possibilidade de 
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ocorrer contaminação cruzada entre alimentos, bem como justificam a presença de 

MRS no sushi. 

 

4. CONCLUSÕES 

 

 Altas populações de Staphylococcus spp. estão presentes no sushi, 

mostrando que esse setor produtivo precisa ser reestruturado, objetivando fornecer 

um alimento seguro aos consumidores. Já, a presença do  gene codificador da 

resistência a meticilina, mecA, nos sushis,  reflete as consequências  do uso 

inadequados de antimicrobianos atingiram indiretamente o setor de produção desse 

alimento.  Assim, surge o papel do Médico Veterinário em orientar o setor 

agropecuário, bem como atuar na segurança e higiene alimentícia, buscando um 

alimento seguro e zelando pela saúde publica. 
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CAPITULO 6 - Considerações finais 

 

 

 Esta pesquisa confirmou a presença de B. cereus, E. coli e S. aureus em 

sushis comercializados em restaurantes especializados e não especializados nos 

Municípios de Ribeirão Preto e Jaboticabal. De acordo com os resultados desse 

trabalho, 60% das amostras analisadas apresentaram-se em condições inaceitáveis 

para consumo. A baixa segurança desse alimento, somadas a falsa propaganda de 

que o sushi é um alimento saudável, geram risco a população, podendo ocasionar 

surtos de intoxicação ou toxinfecção alimentar, e ocorrência de morte em grupos de 

riscos, como idosos,  pacientes em tratamentos de câncer, imunossuprimidos e 

soros positivos para o vírus HIV. 

 Esta contaminação microbiológica pode ser consequência da baixa qualidade 

da matéria prima ou da falta de capacitação dos colaboradores envolvidos, pela má 

higienização das mão dos manipuladores, dos equipamentos, do local de preparo, 

ou ainda conservação inadequada da matéria prima e produto final. Sendo assim, 

todos esses fatores somados a expansão da culinária japonesa e falta de 

fiscalização, é possível afirmar que a probabilidade do consumidor brasileiro estar 

comprando um produto de baixa segurança microbiológica é alta. 

  A contaminação pelo B. cereus é justificada pela presença do arroz no sushi, 

somada a sua capacidade de formar esporo e resistir ao tratamento térmico. 

Dificilmente esse microrgamismo pode ser eliminado dessa cadeia produtiva. 

Portanto, o fator mais relevante na prevenção de surtos de intoxicações alimentares 

pelo  B. cereus é a manutenção adequada da temperatura de conservação dos 

ingredientes, bem como a temperatura de conservação do sushi pronto para venda.  

 Já a presença da E. coli e S. aureus são consequências da higiene precária 

no processo de produção do alimento e do manipulador. Como o sushi é um produto 

constituído de vários ingredientes, qualquer falha na obtenção, transporte e 

armazenamento das matérias primas refletem na qualidade final do produto. Outro 

ponto importante, é a higiene pessoal dos sushismen, já que trabalham diretamente 

com o alimento sem a utilização de luvas. 
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 Sobre a ocorrência de genes codificadores de toxina, essa pesquisa 

demonstra que existem genes codificadores de fatores de virulência nas populações 

de microrganismos presentes no sushi, e que falhas podem ocasionar a 

multiplicação de cepas patogênicas, ocasionando surtos de intoxicação alimentar. 

Outro ponto importante é a presença do gene codificador da resistência a meticilina, 

que preocupa a saúde pública mundial, levando a reflexão e busca de soluções para 

o uso errado e descontrolado de antibióticos nas cadeias de produções animal. 

 No começo desse estudo, as amostras foram coletadas em grupo de 

estabelecimentos especializado e não especializado, especulando-se se haveria 

alguma diferença na qualidade dos dois grupos, supondo que o grupo de 

restaurantes especializados apresentariam uma melhor segurança, já que os 

sushimen são conhecidos popularmente por serem profissionais treinados na arte da 

culinária japonesa. Entretanto de acordo com os resultados, não ficou evidente essa 

diferença. Durante as coletas, notou-se que os restaurantes estavam na maioria das 

vezes lotados, buscando atender o consumidor de forma rápida. Essa necessidade 

de produzir o alimento rápido, associadas aos fatores críticos citados anteriormente 

provavelmente contribuam para a queda da qualidade e segurança do sushi. 

 Diante dessa problemática, o ideal seria que todos os restaurantes 

implantassem padrões para descontaminação e higienização dos locais de preparo 

do sushi, bem como instruir os seus funcionários a realizarem as boas práticas de 

manipulação e conservação de alimentos. Os sushis são alimentos muito 

manipulados e na maioria das vezes apresentam ingredientes crus. A capacitação 

dos manipuladores é um dos pontos chaves para melhorar a segurança desses 

alimentos, visando instruir esses trabalhadores aos conceitos de segurança 

alimentar, noções de microbiologia e multiplicação microbiana, possíveis 

contaminantes dos sushis, zoonoses e potenciais patógenos que podem ocasionar 

surtos. Assim criar estabelecimentos certificados, que seguem um manual de 

práticas e formar funcionários conscientes da produção segura de alimentos e com 

responsabilidade social. 

 Entretanto, essa realidade ainda encontra obstáculos, como elevação dos 

custos com o preparo desses colaboradores, convencer os proprietários desse 
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seguimento sobre a importância de investir  em segurança alimentar e elaborar 

programas de treinamentos específicos para produzir o sushi. 

 Portanto, diante dessa dinâmica cadeia produtiva, é evidente a necessidade 

do Médico Veterinário, buscando identificar e corrigir os erros críticos nesse 

processo, bem como instruir e elaborar formas de melhorar a segurança do sushi 

oferecido ao consumidor brasileiro.  

 


