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RESUMO

A busca por um estilo de vida saudavel vem aumentando e atingindo cada vez
mais individuos que procuram alimentos que se adequem a esse quesito, como o0s da
culinaria japonesa. Apesar dos pratos serem considerados benéficos a salde, a
caracteristica altamente perecivel, pela presenca do peixe cru, aliado a um preparo com
elevada manipulagdo, aumenta os riscos de contaminagao. Assim, considerando o0s riscos
de contaminacdo e a escassez de informacdes sobre a qualidade higiénico-sanitaria de
alimentos da culinaria japonesa na cidade de Botucatu, o objetivo foi verificar a qualidade
microbioldgica de alimentos da culinaria japonesa, de acordo com os padrdes
estabelecidos pela RDC N° 12/2001 (ANVISA), com a pesquisa de Bacillus cereus,
Staphylococcus coagulase positiva (ECP), Salmonella sp e Vibrio parahaemolyticus,
além da determinacdo de coliformes termotolerantes (CTo). Apesar de ndo fazer parte
dessa legislacéo, os estafilococos coagulase negativa (ECN) também foram pesquisados.
Os isolados de ECP foram identificados até a espécie S. aureus por PCR, além da pesquisa
da presenca dos genes que codificam para a producdo de biofilme e de algumas
enterotoxinas (SEA- SEI). Além disso, foram testadas a producéo in vitro de biofilme e
das enterotoxinas classicas (SEA-SED). Entre as 70 amostras analisadas, de 14
restaurantes de Botucatu/SP, 50 (71,4%) apresentaram CTo, mas somente 27 (38,6%)
estavam acima dos limites estabelecidos. Salmonella sp, V. parahaemolyticus e B. cereus
ndo foram detectados. S. aureus foi observado em 5 (7,1%) amostras. Em relacdo aos
genes que codificam as enterotoxinas, o gene seg e sei foram os mais frequentes, estando
presentes simultaneamente em 2 (40%) isolados, o seh foi observado também em 2 (40%)
isolados e 0s genes das enterotoxinas classicas ndo foram detectados. Todos as cepas de
S. aureus foram produtores moderados de biofilme. O gene icaD esteve presente em todos
os isolados e o icaA em 40%. Mesmo com a auséncia de bactérias causadoras de diarreias
como Salmonella sp, V. parahaemolyticus e B. cereus, os alimentos da culinaria japonesa
comercializados em Botucatu/SP ndo podem ser considerados seguros para 0 consumo,
devido a presenca de CTo, que indicam contaminacdo de origem fecal. Além disso,
ocorreu a presenca de S. aureus, bactéria com potencial enterotoxigénico, e de ECN que,
por fazerem parte da microbiota da pele de humanos, demonstram falta de higiene por

parte dos manipuladores.

Palavras-chave: culinaria japonesa, S. aureus, Salmonella, V. parahaemolyticus,

biofilme, enterotoxinas, RPLA.



ABSTRACT

The search for a healthy lifestyle has been increasing and reaching more and more
individuals looking for foods that suit this aspect, such as Japanese cuisine. Although the
dishes are considered beneficial to health, the highly perishable characteristic, due to the
presence of raw fish, combined with a preparation with high handling, increases the risks
of contamination. Thus, considering the risks of contamination and the scarcity of
information on the hygienic-sanitary quality of Japanese cuisine foods in the city of
Botucatu, the objective was to verify the microbiological quality of Japanese cuisine
foods, according to the standards established by RDC No. 12/2001 (ANVISA), with the
investigation of Bacillus cereus, coagulase-positive Staphylococcus (CPS), Salmonella
sp and Vibrio parahaemolyticus, in addition to the determination of thermotolerant
coliforms (CTo). Despite not being part of this legislation, coagulas-negative
staphylococci (CNS) were also investigated. The CPS isolates were identified up to the
species S. aureus by PCR, in addition to the investigation of the presence of genes coding
for the production of biofilm and some enterotoxins (SEA-SEI). In addition, the in vitro
production of biofilm and classical enterotoxins (SEA-SED) were tested. Among the 70
samples analyzed, from 14 restaurants in Botucatu/SP, 50 (71.4%) presented CTo, but
only 27 (38.6%) were above the established limits. Salmonella sp, V. parahaemolyticus
and B. cereus were not detected. S. aureus was observed in 5 (7.1%) samples. Regarding
the genes encoding enterotoxins, the seg and sei gene were the most frequent, being
present simultaneously in 2 (40%) isolates, seh was also observed in 2 (40%) isolates and
the classical enterotoxin genes were not detected. All S. aureus strains were moderate
biofilm producers. The icaD gene was present in all isolates and icaA in 40%. Even with
the absence of diarrhea-causing bacteria such as Salmonella sp, V. parahaemolyticus and
B. cereus, Japanese food sold in Botucatu/SP cannot be considered safe for consumption,
due to the presence of CTo, which indicates contamination of faecal origin. In addition,
there was the presence of S. aureus, a bacterium with enterotoxigenic potential, and of
CNS which, as they are part of the human skin microbiota, demonstrate a lack of hygiene

on the part of the handlers.

Keywords: Japanese cuisine, S. aureus, Salmonella, V. parahaemolyticus, biofilm,

enterotoxins, RPLA.
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1. INTRODUCAO

A diversidade cultural existente no Brasil é notoria, pela chegada de muitos
imigrantes no pais desde o século passado. Os japoneses comegaram a imigracdo em
1908, com um aumento de 82,3% no periodo de 1920 a 1970, (IBGE, 2014), levando a
expansdo da cultura japonesa no pais, com influéncia direta na gastronomia (SILVA,
2015).

Atualmente, é grande a procura por alimentos considerados saudaveis e a culinaria
japonesa esta incluida nessa categoria (SANTOS et al., 2012). Consequentemente, a
abertura desse tipo de restaurante cresceu 700% nos ultimos 10 anos, de acordo com a
Associacado Brasileira de Culinaria Japonesa — ABCJ (2014) (SILVA, 2015). Esse fato se
da pelo alto valor nutritivo que a carne de peixe oferece, pois além de ser uma formidavel
fonte de proteina animal, contém baixo teor de gordura e &cidos graxos poli-insaturados,
importantes para o funcionamento do organismo humano (SANTOS; QUADROS, 2017).
Ademais, esse tipo de carne possui também vitaminas lipossoltveis A e D em abundancia,
assim como minerais, calcio, cobre, ferro, selénio, fosforo, e iodo, no caso de peixes de
agua salgada (MONTANARI et al., 2015).

Ainda que os benéficos consigam atrair cada vez mais consumidores que apreciam
esses alimentos, o fato de varios pratos tipicos terem o peixe cru como base, sendo
produtos demasiadamente pereciveis, provoca um alerta na satude publica (SANTOS et
al., 2012). Muitos pratos também ndo contam com um tratamento térmico prévio visando
a reducdo de micro-organismos, 0 que aumenta os riscos para o consumidor (LIANG et
al., 2016).

A ingestdo de alimentos contaminados é crescente em diversos paises na atualidade,
sendo responsavel por até 70% dos casos de doencas diarreicas em paises em
desenvolvimento (MENGIST; MENGISTU; RETA, 2018). O transporte e
armazenamento da matéria prima desses produtos sdo pontos de perigo de contaminagéo
e, mesmo que sejam adequados, a manipulacdo durante o preparo pode ser uma fonte
significativa de contaminacdo (SANTOS et al., 2012). Por isso, a higiene basica dos
manipuladores é imprescindivel para prevenir possiveis transmissdes de patégenos via
fecal-oral para o consumidor (MENGIST; MENGISTU; RETA, 2018). E valido também
ressaltar que até mesmo micro-organismos presentes naturalmente na microbiota dos

peixes podem provocar distarbios no homem (SANTOS et al., 2012). O risco de
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contaminagdo cruzada a partir dos vegetais utilizados nos pratos é também existente
(MONTANARI et al., 2015).

Ao ingerir alimentos contaminados, os individuos sdo expostos as doencas
transmitidas por alimentos (DTA), uma sindrome que pode apresentar, principalmente,
nauseas, diarreias, vémitos, podendo ou ndo causar febre. De acordo com o patdgeno que
contamina o alimento (bactérias, virus, toxinas, parasitas), pode haver infecdo e sintomas
que abrangem outros 6rgaos e sistemas como meninges, rins, figado, sistema nervoso
central e outros. (SANTOS; QUADROS, 2017).

As bactérias patogénicas mais comumente encontradas em pesquisas referentes a
comida tradicional japonesa s&o Staphylococcus aureus, Salmonella, Vibrio
parahaemolyticus e Escherichia coli. A presenca do arroz cozido em muitos dos pratos

inclusos nessa cultura explica a possivel presenca também de Bacillus cereus.

A Salmonella spp. é um bacilo Gram negativo, pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Essa bactéria ndo forma esporos, é oxidase negativa e catalase
positiva, alem de anaerobia facultativa, fermenta glicose e reduz o nitrato (SATO, 2013).
O auxilio de flagelos peritriquios proporciona a mobilidade daquelas que o possuem,
ressaltando a existéncia de dois sorovares imoveis (SATO, 2013). E considerada como
uma das bactérias patogénicas mais importantes que afetam a sadde do homem,
provocando diarreia, febre e célicas abdominais ap6s 12 a 72 horas do consumo do
alimento contaminado (HUANG et al., 2018a). Anualmente, a populacdo mundial
apresenta 93,8 milhGes de casos, alcancando cerca de 155 mil mortes pela infeccdo que
ocorre, principalmente, pelo consumo de ovos crus e carne crua de aves (ZENG et al.,
2018). Além desses, foram comprovadas outras matrizes, como vegetais, frutas, cereais,
frutos do mar, produtos lacteos e de carne (HUANG et al., 2018), os quais podem ter tido
contato com fezes animal (esterco) para que ocorresse a contaminacdo (DOS SANTOS
etal., 2019).

O Staphylococcus aureus € caracterizado como cocos em dispostos em “cachos”,
Gram positivo, imdvel, anaerdbio facultativo, de catalase positiva e oxidase negativa.
Além de produzir hemolisinas, coagulases, nucleases e lipases, produz enterotoxinas
(SATO, 2013). Cerca de 23 enterotoxinas estafilococicas (SE’s) foram identificadas e
essas sao habitualmente relacionadas a intoxicacdo alimentar, que ocorre pela ingestao de
alimentos contaminados com a toxina, como leite, queijo, sucos, presunto, refei¢coes
cozidas e outras (SOSPEDRA; SORIANO; MANES, 2013). A principal enterotoxina
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relacionada com os casos de doenca estafilococica é a do tipo A (SEA), causando 80%dos

casos relatados,

As SE’s apresentam alta resisténcia ao calor, a acidez e a inativagdo por enzimas e
proteases; sendo consideradas superantigenos, estimulando grande quantidade de células
T (SOSPEDRA; SORIANO; MANES, 2013). Essa resisténcia (100°C/30 minutos)
permite que permanecam estaveis mesmo apos processos de cocgcao capazes de eliminar
as bactérias vegetativas, e quando ingeridas, mesmo em baixas doses, provocam a
intoxicacdo alimentar estafilocdcica (SFP, Staphylococcal Food Poisoning)
(SOSPEDRA; SORIANO; MANES, 2013). Os alimentos mais comumente envolvidos
nos casos de intoxicacbes sdo o leite e seus derivados, carnes, produtos crus e
manipulados e saladas (FETSCH et al., 2014; NORMANNO et al., 2007). Os sintomas,
como nauseas, vomitos, diarreias, colicas abdominais e prostracdo aguda, afetam o
individuo ap6s 2 a 6 horas do consumo (NORMANNO et al., 2007; SOSPEDRA,;
SORIANO; MANES, 2013) e costumam desaparecer entre 24 a 48 horas, sendo casos de
morte considerados raros (NORMANNO et al., 2007).

E essencial detectar a fonte de contaminacdo para que a mesma seja solucionada,
tendo em vista que em muitos casos, a higiene na manipulacgéo esta envolvida. Isso ocorre
devido a caracteristica do S. aureus ter relagdo comensal com o ser humano, habitando a
pele e as mucosas de cerca de 20-30% da populagdo (FETSCH et al., 2014). Assim, a

insercdo dessa bactéria nos alimentos é simples e derivada de maus héabitos higiénicos.

O biofilme produzido por S. aureus representa um importante fator de
permanéncia da bactéria no ambiente (Otto, 2008). E constituido por bactérias aderidas
as superficies e envolvidas por uma matriz polimérica chamada de adesinapolissacaridica
intercelular (PIA) ou N-acetilglicosamina polimérica (PNAG) (Mack et al., 2007). Uma
vez estabelecido, os micro-organismos que compde o biofilme podem se tornar mais
tolerantes a fatores ambientais e a desinfetantes (Mahmoud e O’toole, 2001). Foi
comprovada a capacidade do biofilme de atuar como fonte de contaminacdo microbiana,
podendo reduzir a qualidade do alimento e colocando em risco a satde dos consumidores
(Donlan, 2002).

A bactéria Vibrio parahaemolyticus tem a forma de bastdo ou virgula, sendo Gram
negativa, oxidase positiva, anaerobia facultativa e fermentadora de glicose sem a
producéo de gas. A presenca de um flagelo polar simples confere sua mobilidade (SATO,

2013). Tendo como habitat frequente os ambientes marinho e estuarino de regides
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tropicais e temperadas, contamina peixes e frutos do mar (CHEN et al., 2019; HUANG
et al., 2018b; PARK et al., 2018; SHEN et al., 2019). Esses alimentos, quando
consumidos crus ou mal cozidos, podem provocar diarreia, ocasionalmente
sanguinolenta, cefaleia, nauseas, febre, vomitos e outros (CHEN et al., 2019; HUANG et
al., 2018b; PARK et al., 2018; SHEN et al., 2019). Apenas 1% dos casos de gastrenterite
resulta em morte, sendo imunodeprimidos susceptiveis a septicemia ou outras doencas
graves por V. parahaemolyticus (CHEN et al., 2019; HUANG et al., 2018b; PARK et al.,
2018; SHEN et al., 2019).

A Escherichia coli, pertencente a familia Enterobacteriaceae, faz parte do grupo
dos coliformes, que ainda inclui Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella (BATT, 2014).
Os coliformes sdo bastonetes Gram negativos, oxidase negativa, anaerébios facultativos,
ndo formadores de esporos (EDEN, 2014). Esse conjunto de bactérias € comumente
utilizado como indicadores higiénicos e higiénico-sanitarios, , tendo em vista que
compdem cerca de 10% da microbiota intestinal (EDEN, 2014; PATEL et al., 2014).
Considerado um patdgeno oportunista, a E. coli pode estar presente em vegetais crus, leite
cru, queijos e frutos do mar (EDEN, 2014).

Bacillus cereus, € um bastonete Gram positivo, formador de esporos, encontrado
com facilidade no solo e, consequentemente, em lavouras (JUNEJA et al., 2019;
NGUYEN; TALLENT, 2019). O alimento em maior foco de isolamento desse patdgeno
€ 0 arroz, seguido de vegetais crus, puré, laticinios, temperos e alimentos cozidos prontos
para consumo (JUNEJA et al., 2019). Casos de consumo de arroz cozido contaminado
sdo comuns. Segundo a revisdo bibliografica realizada por Juneja et al.(2019), Jang et al.
(2006) isolaram B. cereus em 39,7% de 136 amostras de arroz, na Coreia do Sul.
Porcentagem um pouco maior foi observada por Ankolekar et al. (2009), que encontraram
esse micro-organismo em 52,8% de 178 amostras de alimentos crus vendidos no varejo,
nos EUA. Mesmo que o0 cozimento seja capaz de eliminar as células vegetativas, 0s
esporos sdo resistentes e quando germinam, as células vivas podem produzir uma toxina
termoestavel no alimento (100°/90 minutos) (JUNEJA et al., 2019).

B. cereus pode produzir dois tipos de DTA: a sindrome diarreica, que é uma
infeccdo e causa uma diarreia aquosa com célicas abdominais, iniciada apds 6 a 15h do
consumo, pela producdo de toxina no intestino e a sindrome emética, uma intoxicacao,
pela ingestdo da toxina pré formada no ambiente, com nauseas, vomitos e colicas
abdominais, iniciadas de 30 minutos a 6 horas (NGUYEN; TALLENT, 2019).
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O potencial de producéo de biofilmes, aderindo as superficies, como tubula¢es em
plantas de processamento de alimentos, pelo B. cereus € um forte ponto para dificultar
sua eliminacdo, afetando a seguranga higiénica da industria (KUMARI; SARKAR, 2016).
A resisténcia dos biofilmes resistindo aos processos de limpeza e desinfeccdo desses
ambientes pode provocar contaminagdes recorrentes na linha de producéo alimentar, fato
esse que pode ser altamente prejudicial financeiramente para as empresas e ainda um risco
ao consumidor (KUMARI; SARKAR, 2016).

Mundialmente sdo relatados casos de doencas transmitidas por bactérias
proveniente de sushis e sashimis, pratos da cultura japonesa com peixe cru. Entre 1997 e
1999, V. parahaemolyticus, B. cereus, S. aureus e Salmonella estiveram envolvidos com
3% desses surtos segundo o Departamento de Alimentos e Meio Ambiente de Hong Kong
(MIGUEIS et al., 2015). Ainda, 87 pessoas foram contaminadas em cerca de 10 surtos na
Australia entre 2001 e 2007 com 0 mesmo tipo de alimento; assim como locais como
Cingapura, Quennsland-Australia e Nevada-EUA sofreram a mesma situacdo (MIGUEIS
et al., 2015)

O Regulamento Técnico Sobre Os Padrdes Microbioldgicos Para Alimentos
decretado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) — Resolugéo
ANVISA - RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, item 22 estabeleceu como padrbes
microbiologicos para pratos prontos para 0 consumo a base de carnes, pescados e
similares crus (quibe cru, carpaccio, sushi, sashimi, etc.), a auséncia de Salmonella em 25
g de alimento e a tolerdncia de até¢ 10> NMP/g de coliformes termotolerantes (CTo) ou a
45°C/g de; até 5,0 x 10° UFC/g; de Staphylococcus coagulase positiva e até 102 NMP/g de
V. parahaemolyticus. Embora nédo faca parte dessa resolucéo, foi realizada a pesquisa de
B. cereus, devido a sua presenca no arroz cozido de muitos desses alimentos. A mesma
resolucéo apresenta o padrdo de até 10° UFC/g para alimentos a base de cereais, farinhas,
grdos e similares; saladas mistas, temperadas ou ndo, com ou sem molho, excecao das
adicionadas de molho de maionese e similares, valor que iremos usar como base, para

classificar essa contaminacdo.

2. OBJETIVOS

O objetivo do trabalho foi verificar a qualidade microbiol6gica de alimentos
advindos da culinaria japonesa, comercializados nos restaurantes da cidade de Botucatu,
SP, de acordo com os padrdes estabelecidos pela ANVISA (RDC N° 12, 2001). Os
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isolados de ECP foram identificados até a espécie S. aureus por PCR, além da pesquisa
da presenca dos genes que codificam para a producéo de biofilme (bap, icaA e icaD) e de
algumas enterotoxinas (SEA- SEI). Além disso, foram testadas a producéo in vitro de
biofilme e o antibiograma para identificar MRSA (S. aureus resistente & meticilina).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aquisicgao e coleta das amostras

Foram analisadas 70 amostras variadas de comida japonesa, comercializadas na
cidade de Botucatu-SP, no periodo de 2019-2020. As amostras foram transportadas em
sacos plasticos esterilizados (114x229mme-Inlab), sob refrigeracdo, em caixa isotérmica
contendo gelo reciclavel, até 0 momento do processamento no laboratorio, que ocorreu

no mesmo dia.

3.2. Analises microbioldgicas

3.2.1. Identificacdo de Staphylococcus aureus

Para a identificacdo e enumeracdo do S. aureus foi utilizada a metodologia de
Bennett et al. (2015a), onde placas de Petri contendo agar Baird-Parker (BP)
suplementado com telurito de potassio e solucdo de gema de ovo receberam as amostras
adequadamente homogeneizadas e diluidas (225 ml de dgua tamponada esterilizada em
25 g da amostra). A partir de cada diluicdo, um volume de 0,1 ml foi colocado sobre o
agar e espalhado com auxilio de uma alca em L. Em seguida, as placas foram incubadas
a 35°C por 48 horas. Apdés a incubacdo, foi realizada a contagem das col6nias
caracteristicas, que apresentaram cor negra e halo (Figura 1). Destas, até trés col6nias
foram repicadas para tubos inclinados com agar tripticase soja (TSA), e incubadas por 24
horas a 35°C.
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Figura 1: Placa de Baird-Parker (BP)

No teste da producdo de catalase, uma por¢do do crescimento foi transferida para
uma lamina de vidro, com a adi¢do de uma gota de agua oxigenada 30%. Como controle
positivo, foi utilizada uma cepa de S. aureus e como controle negativo, uma de
Streptococcus sp. O teste positivo foi revelado pela liberacdo de bolhas. A seguir, foi
realizado o teste da coagulase em tubo, onde 0,5ml de plasma de coelho foi acrescido de
um volume igual de uma cultura da cepa teste em caldo de infuséo de cérebro e coracao
(BHI) crescida por 24 horas a 35°C. Os tubos foram incubados a 35°C por até 24 horas.
O teste foi considerado positivo quando ocorrer a coagulacdo da mistura.

As cepas identificadas como estafilococos coagulase positiva foram submetidas
ao kit "Staphytect Test Dry Spot™ (Oxoid), onde particulas azuis de latex foram recobertas
com fibrinogénio humano e imunoglobulinas tipo G contra a proteina A de S. aureus, 0
fator clumping e a capsula de S. aureus meticilina-resistente. O kit é acompanhado por
um controle negativo, com globulos vermelhos ndo sensibilizados. A cepa a ser testada
foi cultivada em TSA inclinado. Apos incubacdo por 24 horas, a 35°C, uma alcada do
crescimento foi colocada sobre uma gota de agua tamponada esterilizada, previamente
depositada em um papeldo de fundo branco, que acompanha o kit. Com o auxilio da alca
de niquel-cromo, foi realizada a homogeneizacéo. As cepas positivas formaram granulos
devido a aglutinacdo, em até 6 segundos. Deve ser lembrado que procedimento igual foi
repetido, usando-se o reagente ndo sensibilizado, que nunca aglutina, como controle
negativo.

A seqguir, a identificacdo foi confirmada pelo teste de PCR, utilizando-se um

primer especifico para essa espécie, do gene nuc (CRL, 2009). (Figura 2).

Para tal, ocorreram as seguintes etapas da PCR
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a) Extracdo e Purificacdo de DNA

Para extracdo e purificacdo do DNA, as cepas isoladas foram cultivadas em caldo
BHI, a 35°C/24 horas e 1 mL de cada crescimento foi transferido para tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL (Axygen) e submetidos a extracdo e purificagio do DNA
empregando-se o kit comercial “Minispin” (GE Healtcare), conforme instru¢oes do
fabricante. A seguir, a amostra foi congelada a - 20°C até 0 momento do uso para a reacao
em cadeia pela polimerase (PCR).

b) Amplificacdo do acido nucléico (PCR)

Para as reacdes de PCR foram utilizados tubos de microcentrifuga de 0,5 mL
(Axygen) num volume total de 25 pL, composto por 2,5 pL de PCR Buffer 10x
(Invitrogen), 2,0 UM de Cloreto de Magnésio (Invitrogen), 200 uM de cada dNTP
(Invitrogen), 1 U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen), 10 picomoles de cada primer
(Tabelal), agua ultrapura autoclavada (gsp) (Milli-Q Plus, Millipore) e 3 uL da amostra
de DNA. A incubacdo foi realizada em termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.)
empregando-se os parametros de um ciclo inicial a 94°C durante 5 minutos para
desnaturacéo inicial, 94°C durante 2 minutos para desnaturacéo e 72°C durante 1 minuto

para extensao.

¢) Visualizacdo dos produtos amplificados

Os produtos das reacbes de PCR foram submetidos a eletroforese
(Electrophoresis Power SupplyModel EPD 600 — Amersham-Pharmacia Biotech Inc.) em
gel de agarose 1,5% (Sigma Aldrich) em tampé&o de acido bérico-Tris-EDTA (TBE) e
revelados com brometo de etidio (0,5 mg/ml - Invitrogen). Os fragmentos de DNA foram
analisados comparativamente com marcadores de DNA de 100 bp (100 Base Pair Ladder
— Amersham — Pharmacia Biotech Inc.), sendo analisados e fotografados em analisador

de imagens (Alphaimager — Alpha Easy FC Software — Alphalnotech Corporation).



Figura 2: Gel de eletroforese da PCR para
deteccdo do gene nuc em S. aureus: Poco 1:
marcador de peso molecular (100 pb); poco 2:
ATCC 29213 (287 pb); Poco 3: controle
negativo; Pogos 4 - 7: cepas positivas.
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Tabela 1. Oligonucleotideos e caracteristicas das reaces de PCR para a deteccdo de

Staphylococcus aureus e de suas enterotoxinas.

Tamanho  Temperatura Referéncias
Gene Primer Sequéncia produto anelamento
(pb)

nucEU Nuc-1  tcagcaaatgcatcacaaacag

Nuc- 2  cgtaaatgcacttgcttcagg 287 55°C CRL (2009)
sea SEA-1  ttggaaacggttaaaacgaa

SEA-2  gaaccttcccatcaaaaaca 120 50°C Johnson et al. (1991)
seb SEB-1  tcgcatcaaactgacaaacg

SEB-2  gcaggtactctataagtgcc 478 50°C Johnson et al. (1991)
sec SEC-1  gacataaaagctaggaattt

SEC-2  aaatcggattaacattatcc 257 50°C Johnson et al. (1991)
sed SED-1  ctagtttggtaatatctcct

SED-2 taatgctatatcttataggg 317 50°C Johnson et al. (1991)
see SEE-1  : aggttttttcacaggtcatcc

SEE-2 cttttttttcttcggtcaatc 209 50°C Johnson et al. (1991)
seg SEG-1  aagtagacatttttggcgttcc

SEG-2  agaaccatcaaactcgtatagc 287 Omoe et al. (2002)
seh SEH-1  gtctatatggaggtacaacact

SEH-2  gacctttacttatttcgctgtc 213 Omoe et al. (2002)
sei SEI-1 ggtgatattggtgtaggtaac

SE-2 atccatattctttgcctttaccag 454 Omoe et al. (2002)

Legenda. Pb: pares de bases
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3.2.2. Detecgao da presenca de Salmonella

Para a deteccdo da presenca de Salmonella foi utilizada a metodologia da
American Public Health Association (Cox et al., 2015). Para tanto, 259 da amostra foram
obtidas de maneira asséptica e colocadas em saco de polietileno estéril contendo 225mL
de &gua peptonada tamponada. Em seguida, a mesma foi colocada em Stomacher por 30
segundos para completa homogeneizacdo da amostra. O volume obtido foi transferido a
um Erlenmeyer e incubado a 35°C/24 horas. Apos este periodo, 1mL foi semeado em
10mL de caldo Tetrationato (TT) ao qual se adicionou um volume de 0,1mL de iodeto de
potéssio imediatamente antes do uso, seguindo-se de incubagdo a 35°C/24 horas. Outra
aliquota de 0,1mL da amostra foi transferida para 10mL de caldo Rapapport-Vassiliadis
(RV) e, a sequir, incubada a 43°C/24 horas. Ap0s este periodo, uma algada de cada tubo
foi semeada em placas contendo agar Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD) e de éagar
Salmonella-Shigella (SS). Apos o periodo de incubacdo a 35°C por 24 horas, as colénias
caracteristicas de Salmonella foram repicadas para tubos inclinados de agar Tripticase
Soja (TSA). A partir destes, foram realizados testes bioquimicos de triagem em tubos
inclinados de agar Triplice Actcar Ferro (TSI) e 4gar Fenil (Agar Fenilalanina) (Figuras
3 e 4). As col6nias que apresentaram reacdes tipicas foram submetidas a identificacdo
pelo sistema API-20E (Biomérieux) (Figura 5). As cepas que apresentaram confirmacao
positiva no API foram testadas frente aos soros polivalentes somatico e flagelar.

Figura 3: TSI, respectivamente, caracteristico e negativo para Salmonella
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Figura 4: Fenilalanina, respectivamente, caracteristica e negativa para Salmonella.

Figura 5: Cepas suspeitas de Salmonella, submetidas ao kit API 20E.

3.2.3. Determinacao do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes
termotolerantes

Esta determinacdo foi realizada empregando-se a técnica dos tubos multiplos
(Kornacki et al., 2015). Assim, na prova presuntiva, foram inoculadas dilui¢des
adequadas da amostra homogeneizada em volumes de 1mL, em uma série de trés tubos
por diluicdo, contendo 10mL de caldo Lauril Sulfato (LST) e um tubo de Durham
invertido. Os tubos foram incubados a 35°C por 24-48 horas. Apos este periodo, foi
procedida a prova de confirmacédo para CTo por meio da transferéncia de trés algadas de
cada tubo positivo (com crescimento e producgdo de gas) para tubos contendo 5mL de
caldo EC, os quais foram incubados em estufa BOD a 45°C por 24 horas. Ap6s 0 periodo
de incubagcdo, foi realizada a leitura, considerando-se positivos os tubos de caldo EC que
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apresentaram producédo de gas no tubo de Durham. A seguir, juntamente com a tabela do

NMP, foi determinado o NMP de CTo por grama de amostra.

3.2.4. Enumeracao de bactérias do grupo Bacillus cereus

Na técnica da semeadura em superficie, 0,1 mL das dilui¢cBes seriadas decimais
de uma amostra foram depositadas na superficie do agar gema de ovo-polimixina-
vermelho de fenol e espraiadas com o auxilio de um bastdo de vidro em L. As placas
foram incubadas a 35°C por 24 horas e ao final deste periodo, ndo se observou o
crescimento de col6nias caracteristicas. As cepas seriam submetidas a producdo de

biofilme, caso houvesse crescimento. (Bennett et al., 2015b)

3.2.5. Numero Mais Provavel de Vibrio parahaemolyticus

Esta determinacdo foi realizada empregando-se a técnica dos tubos maultiplos
(DePaola e Jones, 2015). Assim, na prova presuntiva, foram inoculadas as diluicdes 101
a 10" da amostra homogeneizada em volumes de 1mL, em uma série de trés tubos por
diluicdo, contendo 10mL de agua peptonada alcalina (APA). Os tubos foram incubados a
35°C por 18- 24 horas. Apos este periodo, uma alcada de cada tubo foi semeada em agar
tiossulfato-citrato e sais biliares (TCBS), incubados sob as mesmas condic¢des dos tubos.

Ap0s o periodo de incubagéo, ndo se observou o crescimento de coldnias caracteristicas.

3.3. Pesquisa de fatores de viruléncia (producéo de biofilme e de enterotoxinas) nos
isolados de estafilococos coagulase negativa e de S. aureus

a) Extracdo e Purificacdo de DNA

A extracdo de DNA de todos os isolados envolvidos ocorreu como previamente

descrito no item 2.3.1.

b) Amplificacdo do acido nucléico (PCR)

Enterotoxinas: Para as reacdes de PCR foram utilizados tubos de
microcentrifuga de 0,5 mL (Axygen) num volume total de 25 pL, composto por 2,5 puL
de PCR Buffer 10x (Invitrogen), 2,0 uM de Cloreto de Magnésio (Invitrogen), 200 uM
de cada dNTP (Invitrogen), 1 U de Taqg DNA Polimerase (Invitrogen), 10 picomoles de
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cada primer (Tabelal), &gua ultrapura esterilizada (qsp) (Milli-Q Plus, Millipore) e 3 pL
da amostra de DNA. A incubacdo foi realizada em termociclador PTC-100 (MJ Research,
Inc.) empregando-se os pardmetros de um ciclo inicial a 94°C durante 5 minutos para
desnaturacéo inicial, 94°C durante 2 minutos para desnaturacéo e 72°C durante 1 minuto
para extensdo. Em relacdo a temperatura de anelamento dos “primers”, para as toxinas A,
B, C e D, foi utilizada a temperatura inicial de 50°C, com reducdo de 1°C por ciclo, nos
4 ciclos seguintes. No sexto ciclo, a temperatura de anelamento se encontrou a 45°C,
sendo mantida para os proximos 25 ciclos. Ao final dos 30 ciclos a temperatura de
extensdo final foi de 72°C por 5 minutos e resfriamento a 4°C. Em todas as reagdes
realizadas foi utilizado um controle negativo, através da substituicdo do acido nucléico
por agua ultrapura. Os controles positivos usados foram S. aureus ATCC 13565 (sea),
ATCC 14458 (seb), ATCC 19095 (sec), FRI 361 (sed).

Biofilme: Os genes bap, icaA e icaD foram pesquisados nos isolados de S.
aureus, utilizando os parametros segundo Cucarella et al. (2001) e Vasudevan et al.
(2003), respectivamente (Tabela 2). Em todas as reacOes realizadas foi utilizado um
controle negativo, através da substituicdo do acido nucléico por agua ultrapura. Os
controles positivos usados na reacdo foram S. aureus ATCC 35983 (ica cluster) e um

isolado bap-positivo sequenciado (Castilho et al., 2017).

¢) Visualizacdo dos produtos amplificados

A visualizacdo dos produtos da PCR ocorreu como previamente descrito no item
2.3.1,
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Tabela 2. Oligonucleotideos e caracteristicas das reaces de PCR para a deteccdo de genes
produtores de biofilme.

Tamanho  Temperatura Referéncias

produto anelamento

Gene Primer Sequéncia
(pb)

bap F ccctatatcgaaggtgtagaattg

R gctgttgaagttaatactgtacctge 97 58°C Cucarella et al. (2001)
icaA F cctaactaacgaaggtag

R aagatatagcgataagtgc 1315 49°C Vasudevan et al. (2003)
icaD F aaacgtaagagaggtgg

R ggcaatatgatcaagatac 381 55.5°C Vasudevan et al. (2003)

Legenda. Pb: pares de bases

3.4. Pesquisa de enterotoxinas classicas de S. aureus

Esse item ndo foi realizado, pois nenhum dos isolados de S. aureus

apresentou genes que codificam para as enzimas classicas (sea -see).

3.5. Producdo de biofilme por S. aureus, em microplaca de poliestireno

A verificacdo e quantificacdo de biofilme em microplaca de poliestireno foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Vasudevan et al. (2003), para S.
aureus. Cada cepa de S. aureus foi incubada em caldo triptona de soja (TSB, tryptic soy
broth) a 35°C/24h. A seguir, cada cultura foi diluida a, aproximadamente, 1,5x10® UFC
(0,5 escala de MacFarland), com o auxilio do Densicheck (Biomeriéux), utilizando-se o
caldo especifico acrescido de 0,5% de glicose. Uma aliquota de 200 pL foi semeada em
quadruplicata, em microplaca de 96 pocos. Apds incubacdo a 35°C/48 horas (S. aureus),
cada placa foi lavada trés vezes, com PBS (pH 7,4), seca a temperatura ambiente e corada
com violeta cristal 1%, por 15 minutos. Apds trés lavagens com agua destilada, para a
remocdo do corante, a placa foi seca em temperatura ambiente e colocada em um leitor

de ELISA (Babsystems, MultiSkan EX) (570 nm). As cepas que apresentaram valores
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maiores que 0,1 foram consideradas produtoras de biofilme. Os testes foram realizados

em triplicata.

3.6. Teste de disco-difusdo

O teste de sensibilidade de disco-difusdo sera realizado de acordo com Bauer et al.
(1966), com interpretacdo conforme recomendagdes do CLSI (2012), utilizando discos

impregnados com oxacilina (1ug) e cefoxitina (30ug).

Uma suspensdo de aproximadamente 108 UFC/ml, correspondente a escala 0,5 de
McFarland, serd semeada com uma zaragatoa na superficie da placa de Mueller-Hinton
Agar (Oxoid). Apos absorcdo do indculo pelo meio de cultura, os discos impregnados
com os antimicrobianos serdo dispostos na superficie da placa, incubada 35°C/24h. De
acordo com o didmetro do halo formado pelo antimicrobiano, a amostra sera classificada

em sensivel, intermediaria ou resistente. (REINOSO et al., 2008)

4. RESULTADOS

Foram processadas 70 amostras de alimentos variados da culinaria japonesa,
comercializados em 14 restaurantes de Botucatu/SP, até o més de dezembro de 2019.Ap0s
esse periodo foram realizadas as identificacfes definitivas por PCR, a pesquisa dos genes
produtores de enterotoxinas, a producdo de biofilme pelas cepas de S. aureus e o

antibiograma dos mesmos.

Na RDC N°12 (2001) existia o item 22 (Pratos prontos para o consumo (alimentos
prontos de cozinhas, restaurantes e similares) e o subitem (b) se relacionava a “alimentos
da cozinha japonesa a base de carnes, pescados e similares crus” (Quibe cru, carpaccio,
sushi, sashimi, etc.), sendo que parametros microbiologicos especificos eram a pesquisa
da presenca de Salmonella, enumeracao de estafilococos coagulase positiva e de Vibrio
parahaemolyticus, além da enumeracdo (UFC) ou determinacdo (NMP) de CTo, como
foi pesquisado nesse projeto. Todas as amostras foram analisadas até final de dezembro
de 20109.

No retorno as atividades, na segunda semana de janeiro, ocorreu a identificacéo
definitiva dos isolados (dependentes de reacfes de PCR), além da pesquisa dos genes

propostos e da producdo de biofilme. Foi quando também o grupo de pesquisa tomou
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conhecimento dos novos parametros estabelecidos pela Instrucdo Normativa (IN) N° 60,
de 23 de dezembro de 2019. Nessa IN, alimentos t&o especificos como o descrito no item
22b da RDC N°12 (2001) desapareceram e esses pratos da culinaria japonesa se
encaixariam, genericamente no item 21 (Alimentos preparados prontos para 0 consumo),
item (b) (Alimentos preparados prontos para o consumo contendo produtos de origem
animal, elaborados sem emprego de calor, consumidos crus). Entretanto, 0s novos
parametros sdo a pesquisa da presenca de Salmonella, enumeracdo de estafilococos
coagulase positiva e a enumeracdo (UFC) ou determinacdo (NMP) de E. coli. Nas analises
realizadas até dezembro de 2019, foram pesquisados somente os coliformes
termotolerantes, ndo ocorrendo a confirmacdo até E. coli. Por isso, optou-se pela
apresentacgao dos resultados e sua discusséo, conforme RDC N°12 (2001), pela auséncia
dos dados referentes a pesquisa de E. coli.

A Tabela 3 contém a descricéo do tipo de alimento e seu respectivo resultado para
estafilococos coagulase positiva (ECP), Bacillus cereus (BC), Salmonella sp., nUmero
mais provavel de Vibrio parahaemolyticus (VP) e de CTo e o CTo maximo permitido
pela RDC N°12.

Tabela 3. Pesquisa dos parametros microbiologicos para pratos prontos para 0 consumo
a base de pescados e similares crus, segundo a RDC N°12 (2001), na cidade de
Botucatu/SP (2019) (continua).

ECP/g BC Salmonella  NMP/g NMP/g NMP/g

Amostra (UFCl/g) (UFCl/g) sp (259) VP CTo CTo

maximo

permitido
Hossomaki 1x10? <100 Auséncia <3 2,4 x 10? 10?
Gunkan <100 <100 Auséncia <3 9,3x 10 10?
Hossomaki <100 <100 Auséncia <3 2,4 x 10? 10?
Hossomaki <100 < 100 Auséncia <3 <3 102
Uramaki <100 < 100 Auséncia <3 <3 102
Gunkan <100 <100 Auséncia <3 >2. 4 x 10° 10?
Uramaki <100 < 100 Auséncia <3 <3 102
Hossomaki < 100 <100 Auséncia <3 7.3 10?

ECP: estafilococos coagulase positiva; BC: Bacillus cereus; VP: Vibrio parahaemolyticus; CTo: coliformes
termotolerantes, UFC: Unidades Formadoras de Coldnias; MNP: NUimero Mais Provavel; NE: Andlise Nao Exigida
pela RDC N° 12 (2001).



26

Tabela 3. Pesquisa dos parametros microbioldgicos para pratos prontos para 0 consumo
a base de pescados e similares crus, segundo a RDC N°12 (2001), na cidade de
Botucatu/SP (2019) (continuacao).

ECP/g BC Salmonella NMP NMP/g NMP/g
Amostra (UFC/g) (UFC/g) sp (259) /g CTo CTo
VP maximo
permitido

Hossomaki <100 <100 Auséncia <3 3,6 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia <3 3,6 10?
Hossomaki <100 <100 Auséncia <3 3,6 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia <3 7.3 10?
Uramaki 1,5x10° <100 Auséncia <3 <3 10?
Hossomaki 4x10? <100 Auséncia <3 3,6 10?
Niguiri <100 <100 Auséncia <3 4,3x10 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia <3 <3 10?
Uramaki 2x10? <100 Auséncia <3 <3 10?
Hossomaki <100 <100 Auséncia <3 <3 10?
Gunkan <100 <100 Auséncia <3 <3 10?
Temaki <100 <100 Auséncia <3 <3 10?
Temaki <100 <100 Auséncia <3 <3 10?
Niguiri <100 <100 Auséncia <3 1,5x10 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia <3 2,3x10 10?
Hossomaki <100 <100 Auséncia <3 <3 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia <3 3,6 10?
Joy Pepino <100 <100 Auséncia <3 <3 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia <3 <3 10?
Joy Pepino 1x10° <100 Auséncia <3 <3 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia <3 9,3x 10 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia <3 3,6 10?
Hossomaki <100 <100 Auséncia <3 <3 10?
Hossomaki <100 <100 Auséncia <3 <3 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia <3 4,6 x 102 10?
Niguiri <100 <100 Auséncia <3 9,3x10 10?
Gunkan <100 <100 Auséncia <3 >2 4 x10° 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia <3 >2 4x10° 10?
Hossomaki <100 <100 Auséncia <3 >2 4 x10° 10?
Niguiri <100 <100 Auséncia <3 >2 4x10° 10?
Hot Roll <100 <100 Auséncia NE 9,3x10 10?

ECP: estafilococos coagulase positiva; BC: Bacillus cereus; VP: Vibrio parahaemolyticus; CTo: coliformes
termotolerantes, UFC: Unidades Formadoras de Coldnias; MNP: NUmero Mais Provavel; NE: Andlise Nao Exigida
pela RDC N° 12 (2001).
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Tabela 3. Pesquisa dos parametros microbioldgicos para pratos prontos para o0 consumo
a base de pescados e similares crus, segundo a RDC N°12 (2001), na cidade de
Botucatu/SP (2019) (continuacao).

ECP/g BC Salmonella NMP NMP/g NMP/g
Amostra (UFC/g) (UFClg) sp (259) /g CTo CTo
VP maximo
permitido

Hossomaki <100 <100 Auséncia <3  >24x10° 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia <3 4,6 x 10° 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia NE 1,1 x 10° 10?
Hossomaki <100 <100 Auséncia NE 1,1 x 10° 10?
Hossomaki <100 <100 Auséncia <3 2,4 x 102 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia <3 4,3x10 10?
Hossomaki <100 <100 Auséncia <3 >24x10° 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia S >2,4 x 10° 10?
Gunkan <100 <100 Auséncia <3 2,4 x 102 10?
Hossomaki <100 <100 Auséncia NE  >24x10° 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia <3 >2.4x 10° 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia NE  >24x10° 10?
Hossomaki <100 <100 Auséncia <3 1,1 x 10° 10?
Hot Roll <100 <100 Auséncia NE 4,6 x 10? 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia <3 2,3x10 10?
Gunkan <100 <100 Auséncia <3 <3 10?
Hossomaki <100 <100 Auséncia <3 <3 10?
Temaki <100 <100 Auséncia <3 <3 10?
Hot Roll <100 <100 Auséncia NE 4,3x10 10?
Hossomaki <100 <100 Auséncia <3 1,1 x 10° 10?
Temaki <100 <100 Auséncia <3 >2.4x 10° 10?
Hossomaki <100 <100 Auséncia <3 9,1 10?
Gunkan <100 <100 Auséncia <3 1,5 x 10? 10?
Niguiri <100 <100 Auséncia <3 4,6 x 102 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia <3 <3 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia <3 9,3x10 10?
Temaki <100 <100 Auséncia <3 4.6 x 10? 10?
Hossomaki <100 <100 Auséncia <3 3,6 10?
Gunkan <100 <100 Auséncia <3 43x10 10?
Uramaki <100 <100 Auséncia <3 2,3x10 10?
Niguiri <100 <100 Auséncia <3 1,5 x 10° 10?

ECP: estafilococos coagulase positiva; BC: Bacillus cereus; VP: Vibrio parahaemolyticus; CTo: coliformes
termotolerantes, UFC: Unidades Formadoras de Coldnias; MNP: NUmero Mais Provavel; NE: Andlise Nao Exigida
pela RDC N° 12 (2001).
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Entre as 70 amostras analisadas, 50 (71,4%) apresentaram CTo, sendo que somente
27 (38,6%) estavam acima dos limites estabelecidos pela RDC N°12 (2001). N&o foram
observadas col6nias caracteristicas de V. parahaemolyticus e B. cereus. Em relagdo a
Salmonella sp, apesar de varias amostras apresentarem coldnias caracteristicas os testes

confirmatdrios descartaram a presenca dessa bactéria nos alimentos.

S. aureus foi observado em 5 (7,1%) amostras. Em relacéo aos genes que codificam
as enterotoxinas, 0 gene seg e sei foram o0s mais encontrados, estando presentes
concomitantemente em 2 (40%) isolados, o seh foi observado em outros 2 (40%) isolados
e 0s genes das enterotoxinas classicas ndo foram detectados (Figuras 6, 7 e 8; Tabela 4).
Todos os S. aureus foram considerados produtores de biofilme, embora nenhum tenha
sido classificado como forte produtor. O gene bap, um dos principais envolvidos no
desenvolvimento do biofilme ndo foi encontrado, em contrapartida, o icaD esteve
presente em todos os isolados e o icaA em 40% (2/5) dos isolados (Tabela 4). Todos os

S. aureus apresentaram sensibilidade a oxacilina (1ug) e cefoxitina (30ug) (Tabela 5).

Figura 6: Gel de eletroforese da PCR para detec¢éo do
gene seg em S. aureus: Pogo 1: marcador de peso
molecular (100 pb); Pogos 2-6: amostras; Pogo 7:
controle negativo; Pogo 8: FRI 361 (287 pb).

Figura 7: Gel de eletroforese da PCR para detec¢éo do
gene seh em S. aureus: Pogo 1: marcador de peso
molecular (100 pb); pogo 2: FRI 137 (213 pb); Pogo 3:
controle negativo; Pogos 4-8: amostras.



Figura 8: Gel de eletroforese da PCR para detec¢do do
gene sei em S. aureus: Po¢o 1: marcador de peso
molecular (100 pb); poco 2: FRI 361 (454 pb); Poco 3:
controle negativo; Pogos 4-8: amostras.
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Embora ndo fizessem parte dos objetivos, por ndo serem parametros a serem

pesquisados pela RDC N°12 (2001), os isolados de estafilococos coagulase negativa

(ECN), obtidos de 31 (44,3%) amostras, foram analisados quanto as mesmas

enterotoxinas e nenhum deles apresentaram os genes pesquisados.

Tabela 4. Pesquisa dos genes responsaveis pela producéo de enterotoxinas e biofilme em
cepas de Staphylococcus aureus, isolados de alimentos prontos para 0 consumo, a a base
de pescados e similares crus, na cidade de Botucatu/SP (2019).

Enterotoxinas

Biofilme

R sea seb sec sed see seg seh sei bap icaA icaD Classificagéo
1 A - - - - - - + - - - + Moderado
13 B - - - - - + - + - + + Moderado
14 B - - - - - + - + - + + Moderado
17 C - - - - - - - - - - + Moderado
28 A - - - - - - + - - - + Moderado

N: nimero da amostra; R: restaurante.

Tabela 5. Antibiograma em cepas de Staphylococcus aureus, isolados de alimentos
prontos para 0 consumo, a a base de pescados e similares crus, na cidade de Botucatu/SP

(2019).

N R Oxacilina (1ug) Ce(gc())xdg)na
1 1 Sensivel Sensivel
13 2 Sensivel Sensivel
14 2 Sensivel Sensivel
17 3 Sensivel Sensivel
28 1 Sensivel Sensivel

N: nimero da amostra; R: nimero do restaurante.
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5. DISCUSSAO

Os alimentos da culinaria japonesa sdo considerados importantes fontes de DTAS,
visto que tém como base pescados crus, 0s quais ndo sdo previamente tratados
termicamente para o controle microbiano. Ainda, o contato com as mé&os durante o
preparo do alimento eleva o risco de contaminac&o por S. aureus e CTo (ALCANTARA,
2009). Os CTo sdo utilizados como indicadores higiénico-sanitarios, e sua presenca
indica a manipulacio inadequada dos alimentos (ALCANTARA, 2009). No presente
estudo, a pesquisa desse indicador demonstrou que 38,57% dos alimentos analisados
estavam acima dos valores permitidos pela RDC N°12 (2001), resultado similar ao de
Perassoli e Frigo (2019), no qual 30% das suas amostras de sushi e sashimi apresentaram
CTo acima do permitido, na cidade de Maringa—PR. Sato (2013) verificou 30 restaurantes
na regido de Ribeirdo Preto —SP e também obteve resultados semelhantes, no qual 33,3%
das amostras ultrapassaram os parametros estabelecidos. Moraes et al (2019), por sua vez,
encontraram maior porcentagem ao analisar 20 amostras em Pelotas - RS, onde 50%

apresentaram valores superiores ao permitido.

Em nenhuma das amostras analisadas foi encontrada Salmonella spp., assim como
no trabalho de Alcantara (2009), numa pesquisa em restaurantes de Fortaleza — CE e de
Geiss et al. (2005) que avaliaram 6 amostras em Toledo —PR. Lucena (2015) ao testar
amostras de duas cidades diferentes, Jodo Pessoa e Campina Grande - PB, confirmou a
presenca da bactéria em 13,3% de 30 amostras verificadas. J& Perassoli e Frigo (2019),
ao analisarem 30 amostras de pratos da culinaria japonesa, encontraram contaminagédo

por Salmonella spp em 10%.

Em relacdo ao V. parahaemolyticus, ndo houve o isolamento dessa bactéria em
nenhuma amostra, resultado coerente a de outras pesquisas realizadas no Brasil
(VALLANDRO, 2010; SATO, 2013; MORAES, 2019), indicando que o patdégeno nao é
comumente encontrado no pais. Vallandro (2010) relacionou a criacdo do salméo
consumido no Brasil, em aguas frias e transporte congelado com a baixa ocorréncia desse

micro-organismo nessa matéria prima e, consequentemente, nos alimentos analisados.

A acidificacdo do arroz do sushi, etapa do preparo que intensifica seu sabor, é
realizada a fim de reduzir o possivel crescimento de patdgenos. O estudo de Mohammad
et al. (2020) demonstrou que essa acidificacdo, atrelada a temperatura adequada, é eficaz
para inibir o crescimento de B. cereus, o que pode justificar sua auséncia nas amostras

analisadas no presente estudo. Ainda que a legislagdo brasileira ndo exija a analise desse
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patdgeno para sushis e sashimis, pesquisas realizadas, como no estudo de Batista et al
(2017), ja evidenciaram a importancia da mesma, uma vez que encontraram 22,2% das

amostras com B. cereus.

S. aureus foi encontrado em 7,14% das amostras analisadas nesse trabalho, sendo
que todas estavam dentro do parametro permitido pela RDC N° 12 (2001), de até 5x10°
UFC/g. Braghini et al (2015) ndo isolaram estafilococos coagulase positiva em amostras
de sashimi comercializados em Maringd — PR. Valores superiores foram apresentados por
Santos et al (2012), que identificaram S. aureus em 57,1% das amostras analisadas em

Aracaju — SE, entretanto, apenas 11,4% ultrapassaram o limite permitido pela legislacéo.

Em relacdo aos S. aureus isolados neste estudo, nenhum apresentou o gene bap.
Considerando que esse gene ainda nédo foi encontrado em isolados de origem humana,
somente em bovinos, o resultado é coerente com a hipotese de que a contaminagdo advém
da manipulagdo (CASTILHO, 2016). Por outro lado, foi observada a presenca do icaD
em todos os isolados e do icaA em 40%. Castilho (2016), realizando analise de 7 cepas
de S. aureus, verificou a presenca dos genes icaA e icaD em 57,1%. Ja, Andre (2015)
observou a presenca do icaA em todos os S. aureus avaliados, enquanto icaD foi
identificado em 66,7%.

Considerando a relacdo desses genes a producéo de biofilme (CASTILHO, 2016),
é coerente o potencial de formacdo observado em todos os isolados desse estudo. O
trabalho de Soares et al. (2017) fez observacdo similar ao confirmar o potencial de
formacdo de biofilme nos 8 isolados verificados obtidos de sushis em Pelotas-SP.
Semelhantemente, Puah et al. (2018) observaram essa capacidade em todos os 52 isolados
analisados. A formacéo de biofilme permite a adesdo das bactérias as superficies de
manipulacdo, como por exemplo tabuas de corte, assim aumentando a ocorréncia de

contaminacdo cruzada dos alimentos (DANTAS, 2014).

Apesar de todos os isolados terem resultado como negativo para a presenca dos
genes das SE classicas, 0s genes seg e sei foram detectados com maior frequéncia, em 2
das 5 cepas testadas (40%). Orwin et al. (2003) observaram que 0s genes que codificam
para as toxinas G, I, M, N e O pertencem ao mesmo cluster e a deteccdo de um desses
genes, geralmente indica a presenca dos outros quatro. Em 2009, Wang et al. observaram
que esse cluster, chamado de egc esta localizado na ilha de patogenicidade Tipo Il vSal
e gue eventualmente pode também albergar o gene selu, além dos outros cinco ja citados.
Ainda, seh foi detectada em dois (40%) dos isolados. Puah et al (2016), identificaram
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11,5% de S. aureus positivos para o gene seg, 7,7% para sei e 1,9% para seh ao estudar
52 isolados obtidos em pesquisa com 200 amostras de Klang Valley. O trabalho de Sato
(2017), por sua vez, além da identificacdo de seg e sei em 14,3% e 28,6% de amostras,
respectivamente, detectou 28,6% de positivos para o gene sea. A presenca dos genes de
viruléncia demonstra o potencial patogénico e dos isolados de S. aureus. (PUAH et al.,
2016)

A sensibilidade apresentada pelos isolados a oxacilina (1ug) e cefoxitina (30ug) é
coerente, tendo em vista que 0 MRSA é reconhecido como um pat6geno principalmente
de origem hospitalar (COLLI et al, 2009). Entretanto, ha um aumento de infeccdes por
MRSA adquiridas na comunidade sendo observado em publica¢fes ao longo dos anos
(COLLI et al, 2009). Almeida et al (2019) constataram 45% de resisténcia para oxacilina

em antibiograma de cepas de S. aureus isolados de sushi em Teresina-Pl.

E valido ressaltar as limitacbes para a identificacio de S. aureus, ja que houve o
crescimento de colbnias caracteristicas da espécie no meio Baird-Parker, as quais
posteriormente foram confirmadas como Staphylococcus spp e Micrococcus. Falhas na
seletividade do meio foram anteriormente relatadas por Pereira (2006), em pesquisa
utilizando amostras de salame, no qual revelou a dificuldade de diferenciacdo de
Staphylococcus e Micrococcus apenas por meio da morfologia das colénias no meio,
coloracdo de Gram e tese de catalase. Nascimento et al (2001) relataram o crescimento
de leveduras apresentando a morfologia tipica de coldnias de S. aureus, em analise de

queijo Minas.

6. CONCLUSAO

A preparacdo de alimentos de origem japonesa € caracterizada por alta
manipulacdo, além de muitos pratos tipicos ndo passarem pelo processo de cozimento,
assim demandando altos padrdes de higiene. A presenca de bactérias patogénicas com
potencial enterotoxigénico e de indicadores de qualidade higiénico sanitarias
demonstraram um risco a satde publica indicando a necessidade de novas estratégias na

fabricacdo desses alimentos, visando a satde do consumidor.
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