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RESUMO

Nos ultimos anos ocorreram mudancas no perfil alimentar da populacdo brasileira
que associada a oferta de pescado de qualidade no mercado interno aumentou o
seu consumo. Ha um destaque especial para as novas formas de apresentacido do
pescado, como por exemplo, sushis e sashimis. Desta forma, este trabalho teve
como objetivo realizar as analises microbiolégicas de amostras de sashimis a base
de anchova, atum e tilapia comercializados em diferentes restaurantes
especializados em culinaria japonesa na cidade de Brasilia- DF. Os resultados
mostraram que as amostras de sashimis 6 e 7 apresentaram contagens elevadas de
bactérias psicrotréficas de 5,76x10° e 4,46x10° UFC/g, respectivamente,
demonstrando que a qualidade desses produtos podiam estar comprometidas. As
amostras 2 e 3 tiveram elevada enumeracdo de coliformes totais (1,10x10° NMP/g).
Todas as amostras apresentaram resultados positivos para a enumeragcdo de
coliformes termotolerantes, mas somente a amostra 7 (1,18x10?> NMP/g) teve
enumeragdo de coliformes termotolerantes acima do permitido pela legislagcéo
brasileira (1,0x102 NMP/g), estando imprépria para o consumo. Foi possivel observar
nesse estudo que cinco das sete amostras analisadas apresentaram cepas de S.
aureus, mas as amostras de sashimis 5 e 7 apresentaram contagem de S. aureus
acima dos valores permitidos na legislagcéo brasileira e portanto estavam impréprias
para o consumo. Por meio da analise molecular foram confirmadas as colbnias
suspeitas de S. aureus e E. coli em algumas das amostras analisadas. Conclui-se
com os resultados desta pesquisa que as amostras de sashimis 5 e 7 estavam
impréprias para o consumo.

Palavras chave: sashimis, qualidade microbioldgica, analise molecular.



ABSTRACT

In recent years there have been changes in the food profile of the Brazilian
population, which associated with the supply of quality fish in the domestic market
increased its consumption. There is a special highlight for new ways of presenting
the fish, such as sushis and sashimis. The objective of this work was to carry out the
microbiological analysis of sashimis samples made from anchovy, tuna and tilapia
and marketed in different restaurants specializing in Japanese cuisine in the city of
Brasilia - DF. The results showed that sashimi samples 6 and 7 presented elevated
counts of psychotropic bacteria of 5.76x10” and 4.46x10° CFU/g, respectively; thus,
demonstrating that the quality of these products could be compromised. Samples 2
and 3 presented high counts of total coliforms (1.10x10° MPN/g). All samples
presented positive results for the enumeration of thermotolerant coliforms, but only
sample 7 (1 17x10? MPN/g) presented thermotolerant coliform counts above the limit
allowed by Brazilian legislation (1.Ox102 MPN/g), being unfit for the consumption. It
was possible to observe in this study that five of the seven samples analyzed showed
strains of S. aureus, but the samples of sashimis 5 and 7 showed a S. aureus count
above the values allowed by Brazilian legislation and therefore were unfit for
consumption. By means of the molecular analysis the suspicious colonies of S.
aureus and E. coli were confirmed in some of the analyzed samples. It is concluded
from the results of this research that the samples of sashimis 5 and 7 were unfit for
consumption.

Key words: sashimi, microbiological quality, molecular analysis.
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1. INTRODUGAO

1.1 Culinaria japonesa e consumo de peixe cru

Diversos acontecimentos contribuiram para a chegada da cultura japonesa no
Brasil. Um dos primeiros fatos aconteceu em 1908, com a chegada dos primeiros
imigrantes japoneses ao porto de Santos, em Sao Paulo. Segundo o IBGE (2014), o
numero de japoneses residentes no Brasil cresceu cerca de 82,3% entre 1920 e
1970. A globalizagdo gerou a propagacédo do consumo de peixe cru através da
culinaria japonesa (EDWARDS, 2013).

A gastronomia japonesa é a que melhor representa a nacédo nipénica no
territorio brasileiro. No total, os japoneses trouxeram mais de 50 tipos de alimentos
ao Brasil. Essa influéncia se reflete ainda mais nos dias de hoje, por meio
principalmente dos restaurantes de comida japonesa. Segundo a Associagao
Brasileira de Culinaria Japonesa — ABCJ (2014) o numero de restaurantes
japoneses tem sido crescente nos ultimos 10 anos.

A culinaria japonesa é constituida por alimentos frescos e naturais
principalmente peixes e vegetais (EDWARDS, 2013). Popularmente, os pratos da
culinaria japonesa séo os sushis, compostos de arroz cozido temperado e enrolados
com recheio e os sashimis, que sao constituidos de pedacos de peixes in natura
cortados em filés finos (CARROLL, 2009).

No Brasil, o consumo do pescado “in natura” cresce a cada ano, sendo o
peixe cru um produto cada vez mais consumido em estabelecimentos
especializados. Nesse contexto, a culinaria japonesa pode ser destacada como uma
das principais responsaveis pelo maior consumo de pescado, inovando a forma de
apresentacao desse alimento, em regides onde habitualmente ndo existia (SANTOS,
2006).

Segundo o RIISPOA (BRASIL, 1997), a denominacdo "PESCADO"
compreende os peixes, crustaceos, moluscos, anfibios, queldnios e mamiferos de
agua doce ou salgada, usados na alimentagdo humana. O documento também
classifica o grupo em relagdo a sua natureza como: fresco; resfriado; congelado. Por
pescado fresco entende-se: o pescado sem ter sofrido qualquer processo de

conservagao, a nao ser a agao do gelo. Entende-se por resfriado o pescado
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devidamente acondicionado em gelo e mantido em temperatura entre -0,5 a -2°C.
Por pescado congelado, entende-se aquele tratado por processos adequados de
congelamento, em temperatura nao superior a -25°C.

Segundo Fritsch (2004), o Brasil, atualmente, € o 25° maior produtor de
pescado e sua produgédo vem crescendo, apresentando um grande potencial para se
tornar o maior produtor de pescado cultivado no mundo. No caso da producgéao,
dados do IBGE apontam que, em 2015, foram 483 mil toneladas de peixe, com

incremento de 1,5% em relagédo a 2014.

1.2 Consumo de pescado no Brasil e no Distrito Federal

Nos ultimos anos, tem-se observado uma mudanca no perfil alimentar da
populagao brasileira, que associada a oferta de pescado de qualidade no mercado
interno, aumentou o seu consumo, com destaque para a oferta de novas formas de
apresentacao desses alimentos (GERMANO & GERMANO, 2008). Houve uma
rapida difusdo do consumo de sushi e sashimi, alimentos anteriormente pouco
disponiveis. Locais especializados nesse tipo de culinaria sdo cada vez mais
frequentados, levando a preocupagao crescente dos o6rgdos ligados a Saude
Publica, principalmente pelo fato desses alimentos serem altamente pereciveis,
consumidos sem processamento térmico ou fermentativo, demandando condicbes
higiénico-sanitarias adequadas para sua preparagao e conservagao (VIEIRA et al.,
2007).

Segundo o boletim Estatistico de Pesca e Aquicultura de 2011, elaborado
pelo Ministério de Pesca e Aquicultura (MPA, 2011), a média do consumo de
pescados por habitantes/ano no Brasil alcangou 11,17 quilos em 2011, o que
representa um aumento de 14,5% com relagdo ao ano anterior. Em dois anos (2010
e 2011) o crescimento da demanda de peixes e frutos do mar aumentou cerca de
23,7% em média.

O Distrito Federal € um importante mercado consumidor de pescados. A
demanda atinge 11.231 t/ano e o consumo per capita € 12,80kg. Resende et al.
(2009) relatou que o consumo de pratos tipicos da culinaria japonesa cresceu 20%,
em Brasilia, entre 2001 e 2002. O pescado possui alta perecibilidade e o Distrito

Federal dista geograficamente dos principais centros produtores. Devido a isso é
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fundamental avaliar continuamente a qualidade desses produtos sob os aspectos de
desperdicio e de saude publica (ALVES et al., 2002).

Realmente, a busca por um padrao alimentar saudavel favorece o consumo
de pratos japoneses, pois 0s mesmos sao coloridos, com grande variedade de
vegetais e pouca ou nenhuma cocgao, o que ajuda na preservagéo do valor nutritivo
dos alimentos (TORRES et al., 2005). A comida japonesa passou a ter uma
conotacao desde exotica, representando um estilo de alimentacao, até a de fast food
consciente de saude, uma vez que sado pratos cujo tempo de preparo é
relativamente curto, atendendo as necessidades do mundo moderno e ao mesmo
tempo configurando uma alternativa aos fast foods convencionais, ricos em calorias,
gorduras e colesterol (CWIERTKA, 2005).

1.3 Sashimis de atum, anchova e tilapia

A palavra sashimi significa simplesmente “carne cortada” (HOLZMANN,
2006). O sashimi € uma iguaria da culinaria do Japao primariamente consistindo de
peixes e frutos do mar frescos, cortados em fatias finas. O pescado destinado a
elaboragao do sashimi deve ser fresco e ndo pode ser submetido ao congelamento,
podendo apenas ser resfriado visando ao retardo do desenvolvimento microbiano
(HAMADA-SATO et al. 2005; YANO et al. 2004).

No Brasil os peixes mais utilizados para a elaboragdo de sashimi sao: salméao,
atum e anchova (pescado de agua salgada), além da tilapia (pescado de agua
doce). O atum (Thunnus spp) € um peixe pelagico (do latim pelagos significa "mar
aberto", sd0 0s peixes que vivem em aguas oceanicas abertas), da familia
Scombridae, tendo grande velocidade migratoria, tanto para ir a busca de alimentos
como para a desova. Sdo peixes oportunistas, alimentando-se de peixes,
cefalépodes e crustaceos. Devido a sua capacidade de formar cardumes, os atuns
tém grande importancia industrial, pois podem ser capturados em grandes
quantidades e em menor tempo. Os atuns sao considerados "nédmades do mar"
pelas grandes migragdes anuais e pela ampla distribuigdo por quase todos os mares
e oceanos; em aguas tropicais, subtropicais, temperadas e frias, podendo habitar

regides costeiras e oceanicas do mundo, razdo pela qual os cardumes podem ser
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explorados em varios paises distribuidos pelos oceanos Pacifico, indico e Atlantico
(FAO, 2000, RAMIREZ, 2015).

A anchova (Pomatomus saltatrix), da familia Pomatomidae, também & um
peixe oceanico pelagico migratério. Trata-se de uma espécie cosmopolita, que vive
ao redor de quase todo o planeta, habitando principalmente aguas tropicais e
subtropicais, exceto o leste do Pacifico. Os adultos sdo observados em cardumes,
sendo considerados grandes predadores, com caracteristica voraz e agressiva.
Alimentam-se de peixes, crustaceos e cefaldopodes, podendo associar-se a tubardes
e grande peixes migradores. Além de ser alvo dos segmentos de pesca industrial e
artesanal, também é muito apreciado pela pesca amadora, por tratar-se de um peixe
agressivo e guerreiro (CEPSUL 2009; FAO, 2017).

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é pertencente a familia Cichlidae,
sub-familia Pseudocrenilabrinae. A tilapia do Nilo, originaria dos rios e lagos
africanos, representa uma das espécies de agua doce mais cultivadas em todo o
mundo (FAO, 2007; SOARES & GONCALVES, 2012). No Brasil, a expansao da
tilapia tem sido impulsionada pela demanda do mercado consumidor e por sua boa
aceitagdo quanto ao sabor, valor nutritivo e pregco baixo. A tilapia apresenta
requisitos tipicos dos peixes preferidos do consumidor, tais como carne branca de
textura firme, sabor delicado, ndo tendo espinhos e nem odor desagradavel. E um
peixe de facil filetagem, com alto rendimento de filé (35 a 40%) em exemplares com
peso médio de 450 a 500 g, o que a torna apropriado para industrializagdo
(SIMOES et al., 2007; SOARES & GONCALVES, 2012).

Além de conter quantidade significativa de proteinas, minerais e vitaminas, os
peixes sao excelentes fontes de acidos graxos essenciais polinsaturados como
démega-3 (ORDONEZ, 2005). A figura 1 apresenta as fotos dos sashimis de

anchova, tilapia e atum.

Figura 1. Fotos dos sashimis de anchova, tilapia e atum.
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1.4 Fatores determinantes para a qualidade do pescado

Segundo JAY (2005), a microbiota do pescado reflete a 4gua onde esses
animais vivem, visto que os tecidos internos de um peixe sadio sdo estéreis. A
microbiota dos peixes normalmente é encontrada em trés lugares: na superficie
externa, nas guelras e nos intestinos. Os peixes de agua morna tendem a ter a
microbiota mais rica em bactérias mesodfilas Gram-positivas do que peixes de agua
fria, os quais tém mais bactérias Gram-negativas. A microbiota de peixes vindos de
agua doce €& também influenciada pela temperatura e sera maior do que a de
ambientes marinhos. Em documentos da FAO (1997) ha relatos sobre a qualidade
sanitaria da dgua onde os animais habitam como sendo um dos principais fatores
para a obtencédo de um produto final com uma boa qualidade microbiolégica.

Além do local da pesca, outros fatores sdo responsaveis pela microbiota do
peixe, como, por exemplo, os métodos e condicbes de pesca, cuidados com o
pescado a bordo, proximidade da costa, época do ano, manipulacao, processamento
e qualidade da agua do gelo utilizado (BASTI et al. 2006; HAMADA-SATO et al.
2005; HUSS et al. 2000; REIJ e DEN AANTREKKER 2004; VIEIRA et al., 2004).

Para manter a microbiota natural do pescado cru em niveis convenientemente
baixos e livres da contaminagdo por patdogenos é necessario que todo o seu
processamento seja efetuado sob condigdes sanitarias rigorosas. Durante a sua
distribuicdo e comercializagdo € de extrema importancia que o pescado seja mantido
resfriado no gelo. A quantidade de gelo deve ser suficiente para manter a
temperatura do pescado por volta de 0 a 2°C. (GIAMPIETRO & REZENDE-LAGO,
2009; SOARES & GERMANO, 2004).

A importancia da qualidade microbiolégica do gelo é enfatizada quando sua
finalidade € de conservar alimentos, especialmente os peixes. GERMANO E
GERMANO (2008) afirmam que o contato dos peixes com o gelo produzido com
agua de ma qualidade é um dos meios mais frequentes de contaminagcédo destes
produtos. A importancia do uso de gelo de qualidade é citada por PIMENTEL et al.
(2004) e PANETTA (2003), salientando que a deterioracdo do pescado na auséncia
de gelo é acelerada. Estes autores verificaram que na auséncia de gelo para a
manutencdo do pescado, o pH, histamina, trimetilamina, bases volateis totais e

principalmente a multiplicagdo microbiana aumentam significativamente. Na
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presenca de gelo a proliferacdo bacteriana € reduzida. Portanto, a qualidade e a
quantidade de gelo sado imprescindiveis para a manutengao do frescor do pescado
(GERMANO e GERMANO, 2008; PANETTA, 2003; PIMENTEL et al., 2004;
SOULTOS et al., 2006).

Segundo SILVA JUNIOR (2001), o binbémio: tempo x temperatura forma, junto
com o fator higiene, o sucesso da produgdo comercial de peixes, visto que deles
dependem a seguranga e qualidade do produto final. Conforme descricdo da FAO
(1997), o tempo esta intimamente relacionado com a rapidez com que se
desencadeiam as reagdes autoliticas e bacterianas no pescado. A higiene do barco
e dos manipuladores, somado as baixas temperaturas, evita ou, pelo menos, retarda
essas reacgoes que levam a deterioracao do pescado.

A qualidade do peixe fresco pode ser influenciada por habitos ndo higiénicos
dos manipuladores, podendo comprometer a qualidade higiénico-sanitaria do
alimento (PACHECO et al., 2004). Na producdo do sashimi, a higiene do
manipulador e de tudo o que entra em contato com o alimento deve ser muito rigida
e é de extrema importancia para a produgédo segura e inocuidade do produto final
(TEDESCO et al, 2005). O consumo do pescado in natura sem condigdes higiénicas
sanitarias adequadas representa um grande risco a saude coletiva, por ndo haver as
barreiras térmicas (cocgéo) para eliminar as bactérias do alimento e assim garantir
sua inocuidade (CORREIA, 2002).

1.5 O pescado como veiculo transmissor de doengas ao homem

O numero de casos de doengas transmitidas por alimentos (DTAs)
relacionados ao consumo dos pescados é geralmente baixo quando comparado aos
causados por aves, lacticinios e outras carnes. Entretanto, a importancia do pescado
como veiculador de patdégenos depende de fatores como a dieta e a forma de
preparo. No Japao, onde o peixe € importante parte da dieta, sendo muitas vezes
consumido cru, a propor¢cao de DTAs oriunda de pescados € maior (HUSS et al.
2000).

Os pescados sédo reconhecidos como o6timas fontes de proteinas e acidos
graxos essenciais, porém comer peixes crus pode representar risco a saude,

principalmente, para determinados grupos de riscos como 0s imunodeprimidos,
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idosos, criancas e gravidas (SENAC, 2004). Segundo SILVA JR. (2001),
preparagcdes muito manipuladas sao consideradas de alto risco, especialmente
quando elaboradas por pessoas que ndo possuam treinamento adequado. Além
disso, preparagdes a base de pescados crus ja oferecem risco maior a saude pelo
fato de ndo serem submetidos a tratamentos bactericidas, como coc¢do (HAMADA-
SATO et al. 2005; HUSS et al. 2000).

A ICMSF (2005) alerta para os problemas com o consumo de pescado,
quanto ao fato deste alimento poder ser veiculador de micro-organismos
patogénicos para o ser humano. Algumas bactérias patogénicas para os seres
humanos sao parte da microflora normal do ambiente marinho. Estas incluem varias
especies de Vibrio.

Peixes contaminados com bactérias do género Salmonella, tanto de origem
humana (S. typhi e S. paratyphi), quanto as de origem animal, bem como o género
Shigella, refletem o resultado de aguas poluidas por esgotos ou excretas de animais.
Dentre as consequéncias diretas da manipulacdo inadequada, sao apontados
contaminagdo do pescado por Streptococcus sp. e Staphylococcus aureus, ambos
de origem humana, encontrados nas mucosas e superficie da pele e que encontram
no pescado ambiente favoravel para sua multiplicagdo. Outros agentes bacterianos
podem contaminar o pescado e causar risco a saude, como as cepas psicrotroficas
de Bacillus cereus que podem produzir enterotoxinas nos alimentos elaborados a
base de peixe, sobretudo os com pH superior a 6,0, acarretando surtos
caracterizados por diarréia (ICMSF, 2005).

A difilobotriase € uma parasitose intestinal, conhecida como ténia dos peixes,
que causa prejuizos a saude humana. O parasita dos peixes € um verme
cientificamente chamado de Diphyllobothrium latum e representa uma das espécies
de helmintos (vermes) achatados (platelmintos) que adquirem o maior tamanho
entre os helmintos. Os humanos tornam-se infectados quando ingerem peixe cru, ou
mal cozido, contendo as larvas do verme na forma infectante (BALBANI &
BUTUGAN, 2001; CAPUANO et al., 2007).

Prevenir a contaminagdo do pescado na pré-captura € muito dificil ou
impossivel. O ambiente natural ndo pode ser modificado facilmente e os agentes
causadores de doengas que ocorrem naturalmente (algumas bactérias patogénicas,

parasitas, biotoxinas) estardo sempre presentes. J& a contaminagdo quimica e
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poluicdo fecal podem ser prevenidas, com o monitoramento das areas de pesca,
pela verificagdo de presenca de algas téxicas e de coliformes fecais e Escherichia
coli (HUSS et al. 2000; REIJ; DEN AANTREKKER, 2004).

1.6 Avaliagao microbiolégica do sashimi

A avaliacdo microbioldgica é considerada um dos melhores métodos de
controle da qualidade do pescado (TAVARES e GONCALVES, 2011). De acordo
com FRANCO e LANDGRAF (2008), os micro-organismos indicadores, quando
presentes em alimentos, fornecem informacgdes sobre provaveis contaminagdes de
origem fecal, presencga de patdgenos ou ainda sobre o potencial de deterioragdo do
produto, além de indicarem se as condi¢cdes sanitarias foram adequadas durante o
processamento, produg¢ao ou armazenamento de um alimento.

A legislagdo brasileira, através da RDC n°® 12 de 02 de janeiro de 2001,
estabelece os padrbes microbiolégicos para alimentos destinados ao consumo
humano e define no item 22b do anexo | (Pratos Prontos para Consumo a base de
carnes, pescados e similares crus como quibe cru, carpaccio, sushi e sashimi), as
seguintes analises: coliformes termotolerantes; estafilococos coagulase positiva (S.
aureus); Salmonella spp. e Vibrio parahaemolyticus (BRASIL, 2001).

A contaminacao de origem fecal no pescado esta relacionada a presenca de
Escherichia coli, principal representante dos coliformes termotolerantes. Essa
bactéria é considerada a indicadora mais especifica de contaminagao fecal recente e
de eventual presengca de organismos patogénicos entéricos. De acordo com
MARTINS (2006), os micro-organismos Escherichia coli e Aeromonas spp. podem
ser encontrados em peixes frescos ou congelados, frutos do mar e produtos
industrializados. Muitos destes micro-organismos estdo relacionados com a
qualidade da agua, do gelo utilizado na conservagéo e/ou procedimento pos-captura
(HUSS et al. 2000; SCHLUNDT, 2002; MATTE, 2003; FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Germano e Germano (2008), descrevem bactérias meséfilas como micro-
organismos cujo crescimento atinge uma temperatura 6tima de 30°C a 45°C, sendo
a minima 5°C e a maxima, 47°C. Neste grupo de bactérias, estdo inseridos os
principais patégenos envolvidos em doengas de origem alimentar. Por este motivo, é

importante, na maioria das pesquisas, mesmo quando especificas para um
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patdgeno, quantificar as bactérias mesdfilas para se fazer uma avaliagado geral dos
alimentos (HUTTEN, 2000). As bactérias mesdfilas sdo consideradas como indice de
sanidade e indicam se a manipulacdo e as condicdes de conservacdo foram
adequadas (JAY, 2005).

Dessa forma, é importante pesquisar a qualidade microbiolégica em pratos
preparados de sashimis, pois 0s mesmos podem transmitir micro-organismos
patogénicos, os quais quando em alta quantidade e associados a produgdo de
toxinas, podem desencadear doencgas gastrointestinais. Através da avaliagao
microbiolégica é possivel obter informagdes importantes sobre a qualidade da
matéria-prima utilizada, higiene e sanificagdo da manipulagdo, adequacdo das
técnicas utilizadas na preservagao do produto ao longo do processamento e
eficiéncia das operagdes de transporte e armazenamento do produto final. Nestas
condigdes, em fungao da avaliagdo microbiologica do produto, sera possivel ter uma
estimativa da sua vida util ou de sua vida de prateleira, bem como, pela pesquisa de
micro-organismos patogénicos ou indicadores de contaminagdo fecal, sera

confirmada ou nao a existéncia de risco a saude publica advindo de seu consumo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Este trabalho teve como objetivo realizar as analises microbiolégicas de

sashimis a base de atum, anchova e tilapia comercializados em restaurantes

especializados em culinaria japonesa na cidade de Brasilia- DF.

2.2 Objetivos especificos:

Realizar as analises bacteriolégicas: contagem total dos micro-organismos
mesdfilos e psicrotréficos, determinagdo do Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes totais e de coliformes termotolerantes, contagem de
Staphylococcus aureus, pesquisa de Escherichia coli e pesquisa de
Salmonella spp.

Realizar genotipagem através da técnica de PCR para confirmacdo dos

micro-organismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella spp.
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3. JUSTIFICATIVA

Atualmente a culinaria japonesa tem agradado cada dia mais o paladar do
brasileiro, sendo caracterizada pelos alimentos preparados a base de peixe cru,
tendo como destaque os diferentes tipos de sushis e sashimis. Alimentos elaborados
com peixe cru necessitam de um cuidado especial, pois dentre os produtos de
origem animal, o peixe € um dos mais susceptiveis ao processo de deterioragéo,
podendo ter um elevado crescimento de bactérias que causam alteracdes e levam a
deterioragdo. O sashimi esta sujeito a contaminagdo por varios micro-organismos
patogénicos, sendo um alimento com potencial risco de transmissdo de doengas
para o homem, devido ao fato de ser bastante manipulado na sua preparacao, de
ser consumido cru e de exigir armazenamento com temperatura de refrigeracéo
correta. As analises microbiolégicas das amostras de sashimis coletadas na cidade
de Brasilia poderao determinar se os restaurantes especializados em culinaria
japonesa atendem os padrbes de qualidade e se esses alimentos prontos para

consumo estdo sendo comercializados com seguranga alimentar para o consumidor.
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4. METODOLOGIA
4.1 Coleta e preparo das amostras

As sete amostras de sashimis de atum, anchova e tilapia foram coletadas em
sete diferentes restaurantes especializados em culinaria japonesa na cidade de
Brasilia — DF. As coletas foram realizadas por um periodo de trés meses (outubro a
dezembro de 2016).

As amostras refrigeradas (acondicionadas em embalagens fechadas e
térmicas) foram levadas imediatamente apds a coleta nos restaurantes para o
laboratério de Controle de Qualidade da Faculdade de Ceilandia- UnB e na
sequéncia iniciou-se 0 processo de preparo das amostras e analises
microbioldgicas.

Para o preparo das amostras, pesou-se 25g da amostra em 225 mL de agua
peptonada 0,1% (p/v) estéril e apdés homogeneizagao, obteve-se a primeira diluigao
(10™"). A partir desta foram realizadas as demais diluigdes decimais seriadas em
agua peptonada 0,1% (p/v) até a diluigao 107

As analises microbiolégicas realizadas foram: contagem total dos micro-
organismos mesofilos e psicrotroficos, determinagdo do Numero Mais Provavel
(NMP) de coliformes totais e de coliformes termotolerantes, contagem de
Staphylococcus aureus e pesquisa de Salmonella spp. e Escherichia coli. As
analises foram realizadas em triplicata e os resultados apresentados como média e

desvio padrao.
4.2 Contagem total de bactérias mesofilas e psicrotréficas

Para contagem total de bactérias mesdfilas e psicrotroficas, inoculou-se 0,1
mL de cada diluicdo na superficie das placas contendo o meio de cultivo Agar
Padrao para Contagem. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas para
bactérias mesdfilas e a 7°C + 1°C por 7 dias para bactérias psicrotroficas. Para a
contagem de colbnias, selecionaram-se as placas contendo entre 25 a 250 colbnias,

multiplicando-se o valor encontrado pelo fator de diluicdo correspondente e

20



expressando o resultado em Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) por grama de
amostra (UFC/g).

4.3 Determinagao do numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e de

coliformes termotolerantes

Para a determinacdo do NMP de coliformes, inoculou-se 1 mL de cada
diluicdo em uma série tubos de ensaio contendo caldo lactosado (lactose 0,5% (p/v),
peptona bacteriolégica 0,5% (p/v) e extrato de carne 0,3% (p/v) e tubos de Durham
invertidos e a incubou-se a 37°C durante 24 horas. Apds a incubacgao foi verificado
os tubos positivos (com turvagao e producado de gas nos tubos de Durham) e estes
foram considerados prova presuntiva positiva para coliformes totais.

Aliqguotas dos tubos positivos no caldo lactosado foram transferidas,
simultaneamente, para caldo verde brilhante bile lactose 2% (para a confirmagéo de
coliformes totais) e para caldo Escherichia coli (para a confirmagao de coliformes
termotolerantes). Os tubos contendo caldo verde brilhante bile lactose 2% e tubos de
Durham invertidos foram incubados a 37°C por 24 horas. A presenga de gas indicou
prova confirmatéria positiva para coliformes totais. Os tubos contendo caldo
Escherichia coli e tubos de Durham invertidos foram incubados em banho-maria a
45°C por 24 horas. A presenga de gas indicou prova confirmatéria positiva para
coliformes termotolerantes.

A técnica de Numero Mais Provavel (NMP) é um meétodo que estima a
densidade de micro-organismos viaveis presentes em uma amostra. A determinagéo
do NMP de micro-organismos € baseada no principio de que, numa amostra liquida
as bactérias podem ser separadas por agitagdo, resultando numa suspensdo em
que as células estejam uniformemente distribuidas. A comparagdo de tubos com
crescimento positivo ou negativo, apos a incubagao, permite estimar, por calculo de
probabilidade, a densidade original dos micro-organismos na amostra (FENG et al.,
2002). Através da Tabela 1 foi obtido o NMP de coliformes totais e de coliformes

termotolerantes por grama da amostra (NMP/g).
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Tabela 1. Numero mais provavel por grama (NMP/g) para 3 tubos com os
inéculos de 0.1, 0.01 e 0.001 mL e os respectivos intervalos de confiangca a
95%.

Tabela para 3 tubos, cada um com inéculo de 0.1, 0.01 e 0.001 mL, os
NMPs por grama e os intervalos de confianca a 95%.

Tubos Limite de Tubos Limite de
positivos NMP/g confianga positivos NMP/g confianga
0.10/0.01 0.001 Baixo Alto 0.10 0.01 0.001 Baixo | Alto
0 O 0 <3.0 - 95 2 | 2 0 21 45 | 42
0O O 1 30 015 96 2 | 2 1 28 8.7 | 94
0 1 0 30 015 11 2 | 2 2 35 8.7 | 94
0 1 1 6.1 12 18 2 3 0 29 8.7 | 94
0 2 0 6.2 12 18 2 | 3 1 36 8.7 | %4
0 3 0 94 | 36 38 3 |0 0 23 46 | 94
10 0 36 017 18 3 | O 1 38 8.7 | 110
110 1 7.2 13 18 3 | 0 2 64 17 | 180
10 2 11 36 38 3 1 0 43 9 | 180
1 1 0 7.4 13 120 3 | 1 1 75 17 | 200
1 1 1 11 36 38 3 |1 2 120 | 37 | 420
1 | 2 0 11 36 42 3 |1 3 160 | 40 @ 420
1 2 1 15 45 42 3 | 2 0 93 18 | 420
1 3 0 16 45 42 3 | 2 1 150 | 37 420
2 0 0 9.2 14 38 3 | 2 2 210 | 40 | 430
2 0 1 14 36 (42 3 | 2 3 290 | 90 (1,000
2 0 2 20 45 42 3 | 3 0 240 | 42 1,000
2 1 0 15 37 42 3 3 1 460 = 90 2,000
2 1 1 20 45 42 3 | 3 2 | 1100 | 180 4,100
2 1 2 27 87 94 3 3 3 |>1100 420 @ -

FONTE: http://www.fda.gov/IFood/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods

22



4.4 Pesquisa de Salmonella spp.

Para a pesquisa de Salmonella spp., a diluicdo 10”" das amostras foi incubada
a 37°C por 24 horas, esta fase € caracterizada como pré-enriquecimento geral. Apos
a incubacao, aliquotas de 1 mL foram transferidas para caldo selenito-cistina e
incubadas a 37°C por 24 horas, esta fase € caracterizada como enriquecimento
seletivo. Apds a incubacgao, procedeu-se a técnica de isolamento, onde a partir de
cada tubo, semeou-se em estrias para isolamento, placas de Petri contendo o meio
Agar Salmonella Shigella (Agar SS). As colbnias nado fermentadoras de lactose e/ou
com pigmento negro foram isoladas novamente em Agar Salmonella Shigella para
obtencdo de coldnias puras e entdo estas foram transferidas para meio de cultivo
contendo Agar TSI (trés agucares e ferro).

O cultivo Agar TSI meio contém trés agucares: glicose (0,1%), lactose (1%) e
sacarose (1%), além do indicador vermelho de fenol para detec¢do da fermentagéo
de carboidratos. As enterobactérias como E. coli, Enterobacter e Klebsiella
fermentam a glicose e a lactose e/ou sacarose (2 ou 3 agucares do meio) tornando a
base e a superficie do tubo da cor vermelha para a cor amarela e geralmente é
possivel detectar a presenga de gas (CO;) pela formacdo de bolhas e/ou
fragmentacdo do meio. Quando a superficie do meio estda vermelha e a base
amarela significa que ocorreu fermentagdo apenas da glicose (ficando a lactose e a
sacarose sem fermentagéo). Se o micro-organismo em estudo for capaz de produzir
sulfeto de hidrogénio (H.S), este se conjuga com um composto de ferro existente no
meio, dando origem a sulfeto de ferro que, sendo insoluvel, precipita e tem cor negra
(indicado pela cor preta na base do tubo) (ANVISA, 2010). Essa reagdo é
caracteristica de enterobactérias ndo fermentadoras de lactose como Shigella e
também produtoras de H,S como Salmonella (ANVISA, 2010). A figura 2 apresenta
as reacgdes bioquimicas das diferentes espécies de bactérias no Agar TSI.
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Figura 2. Reagdes bioquimicas das diferentes espécies de bactérias no Agar
TSI (Fonte: ASM microbelibrary.org).

4.5 Contagem de Staphylococcus aureus

Para a contagem de Staphylococcus aureus, as amostras foram semeadas
em meio de cultivo Agar PCA suplementado com cloreto de sédio 7,5% (p/v) e
incubadas a 37°C por 48 h. Apds incubacgao, as colbnias isoladas foram semeadas
em Agar Sal Manitol e incubadas em 37°C por 48h. As coldnias fermentadoras de
manitol foram contadas e posteriormente coradas pelo método de Gram. As colbnias
suspeitas de serem S. aureus foram submetidas a identificagcdo molecular através da
técnica de PCR.

4.6 Analises moleculares e extracao de DNA bacteriano

Antes de iniciar a extracdo de DNA bacteriano foi feito o preparo das solucdes
reagentes (o tampao AW foi colocado em banho-maria a 50°C), materiais e
amostras. As amostras foram representadas pelas colénias de bactérias isoladas
das amostras de sashimis suspeitas de serem patogénicas e cultivadas por 12 h em
caldo LB.
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A extracdo de DNA bacteriano foi realizada utilizando o kit Nucleo
Spin Food Kit (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha), com adaptac¢des, descritas a
sequir:

Adicionou-se 9,0 mL da amostra (suspensao de células bacterianas em caldo
LB) no tubo cénico tipo falcon de 15 mL, centrifugou-se por 7 minutos a 5000 rpm e
descartou-se o sobrenadante (com cuidado para ndo descartar o sedimento). Foram
adicionados 25 uL de proteinase K e 200 uL do tampao CF (tampao de lise celular
pré-aquecido a 65°C), encostando a ponteira no Pellet e misturando (este tampao
tem como fungéo impedir a formagdo de grumos celulares). Apés isso, os tubos
foram homogeneizados em “vortex”, até a completa homogeneizagéo da solugéo. As
amostras foram incubadas em banho-maria a 65°C, por 30 minutos.

Em seguida, foram adicionados 300 pyL do tamp&o C4 (contém isotiocianato
de guanidina), 300 pyL de etanol 96%, homogeneizou-se e deixou descansar por 5
minutos (esta etapa € importante para a lise das paredes e das membranas
celulares, com liberagao do conteudo da célula).

Na etapa seguinte, enumeraram-se os tubos contendo filtros com silica
(fornecidos pelo kit), transferiu-se o sobrenadante para o filtro e apos filtragao
centrifugou-se por 1 minuto a 15.000 rpm. Descartou-se o que foi filtrado, adicionou-
se 400 pL do tampdo CQW e centrifugou-se por 1 minuto a 15.000 rpm. Novamente,
foi descartado o filtrado. Adicionou-se 700 uL do tampao C5, centrifugou-se por 1
minuto a 15.000 rpm e descartou-se o filtrado (os tampdes CQW e C5 contém
isotiocianato de guanidina, em concentragdes decrescentes, para facilitar a adsorgao
do DNA na silica e a retirada das outras biomoléculas da amostra. Também contém
etanol, para facilitar a precipitacéo). Por fim, foi feita outra centrifugagcdo com o tubo
vazio, por 1 minuto a 15.000 rpm.

Apoés isto, o filtro contendo DNA foi trocado para um eppendorf de 1,5 mL,
onde foi adicionado 100 yL do tampé&o Elution Buffer CE pré-aquecido a 70°C (este
tampao favorece a eluicdo do DNA). Apdés uma pré-incubagdo de 5 minutos a
temperatura ambiente, centrifugou-se por 1 minuto a 15.000 rpm e descartou-se o
filtro. As amostras foram armazenadas em freezer a -20°C. A qualidade e a
quantidade de DNA extraido foram determinadas por eletroforese em gel de
agarose, em comparagao com o padrdao de massa molecular DNAI/Hindlll marcador
de 100 pb (JENA®).
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4.7 Desenho dos oligonucleotideos para a PCR

A selecgéo das regibes génicas a serem analisadas para E. coli, S. aureus e
Salmonella spp. foi realizada conforme busca na literatura e optou-se por trés
regides génicas especificas, para os quais os oligonucleotideos foram redesenhados
no presente estudo:

e EutC: anotagéo descrita para o gene codante da Etanolamina amdnia
liase em E.coli

e entC: anotagao descrita para o gene que codifica enterotoxina C do S.
aureus

e invA: anotagao descrita para o gene que codifica proteinas de invasao
celular da Salmonella entérica.

A partir da descrigdo das sequéncias referentes as regides especificas para
uma  dada regido genbmica  recuperadas no  programa BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), foram desenhados oligonucleotideos usando
o} programa Primer 3 Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Os paréametros utilizados para a construgdo dos

primers estao listados na Tabela 2.

Tabela 2. Distribuicao dos limites minimos e maximos para a construgao dos

oligonucleotideos

Parametro Limite minimo Limite maximo
Temperatura de anelamento 58°C 62°C

Conteudo de GC no oligonucleotideo 20% 80%

Tamanho do Oligonucleotideo 18 bases 27 bases

Tm do amplicon 75°C 85°C

Tamanho do amplicon 80 bases 600 bases

Apds selecionar os pares de oligonucleotideos que atendiam a essas
condigdes, foi utilizado o programa OligoAnalyzer da Integrated DNA Technologies
(IDT) (http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/) para verificar a
formacao de dimeros, dobramento (hairpin) e [Simbolo]G de formagéo de hibridos.

Os primers especificos obtidos para este estudo estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3. Caracteristicas dos oligonucleotideos utilizados no estudo

Produto

Oligonucleotideo Sequéncia (5" 3") - Espécie
estimado
TTTTACACCCAACGTATTAGCAGA

entC_F

TCCCATTATCAAAGTGGTTTCC ~ 401PD S. aureus
entC_R
EutC_F TCTATGGGCTGTGACTGCTG 113 pb E cof
EutC_R GGCATCCCCATGATGTAGTT
invA_F GCTGATGCCGGTGAAATTAT 445 ob SZﬂggce;’a
invA_R CGACAAGACCATCACCAATG P

4.8 PCR qualitativo

Apoés a extracdo do DNA, a amplificacdo de fragmentos de genes foi realizada
utilizando o termocicladorTechne® modelo TC-512. As condigdes de termociclagem
foram 95°C por 2 minutos e 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 1 minuto, seguida
de 60°C por 1 minuto, para o anelamento dos oligonucleotideos e 72°C por 1 minuto
para a extensao dos fragmentos.

Foram utilizados, para cada reagdo de PCR: 2,5 yL de tamp&o 10x (10mM de
Tris e 50mM de KCI), 0,7 uL de MgCI2, 1,5 yL de dNTPs (2,5 mM), 0,5 pyL de Tag-
Polimerase (Cenbiot, 5U/uL), 1,5 uL de oligonunleotideos foward e reverse (10 uM),
completando com agua Milli-Q para um volume final de 25 pL por reagdo com a
amplificagdo de 10 ng de DNA extraido da amostra bacteriana.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose,
contendo brometo de etideo e visualizados sob iluminagdo ultra-violeta. Os
marcadores de massa molecular utilizados foram o de 100pb ou de
50pb DNAI/Hindlll (JENA®).

4.9 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de extracdo do DNA e PCR foram analisados em gel de agarose
2%. O tempo de corrida do gel € de aproximadamente 1 hora e 30 minutos, sendo

que no inicio foi usado a voltagem de 50 V e apdés comecgar a correr o gel,
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aumentou-se a voltagem para 100 V. Utilizou-se o marcador de 100 pB (pares de
bases). Foi adicionado 3uL de corante Bromophenol (que tem a funcédo de fazer
uma ligagdo na amostra de DNA e permitir a visualizagédo da corrida no gel de
agarose) em 7uL de amostra. Para o preparo do gel foi utilizado TBE (Tris- Acido
Borico), agarose e brometo de etidio (que tem fungdo de corar o gel e permitir a
visualizagdo do DNA, quando colocado a luz ultravioleta).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Contagem total de bactérias mesoéfilas e psicrotroficas nas amostras de

sashimis

A analise microbiolégica para se verificar a quantidade de micro-organismos
presentes nos alimentos é fundamental para se conhecer as condigdes de higiene
em que o alimento foi preparado, os riscos que o alimento pode oferecer a saude do
consumidor e se o alimento tera ou n&o a vida util pretendida. O método contagem
de micro-organismos em placas é um método geral, que pode ser utilizado para
contagem de grandes grupos microbianos, como mesdfilos, psicrotréficos, termofilos,
bolores e leveduras, variando-se o tipo de meio, a temperatura e o tempo de
incubagédo (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

Segundo a ICMSF (Comisséo Internacional de Especificagbes Microbiologicas
para Alimentos, 2002), o numero de micro-organismos mesofilos encontrado em um
alimento tem sido um dos indicadores microbiolégicos da qualidade mais
comumente utilizados. Apesar de a legislacdo brasileira (BRASIL, 2001) n&o
estabelecer limites para a contagem total de micro-organismos nos alimentos, a
especificacdo para essa contagem dada pela ICMSF (ICMSF, 2002), permite uma
contagem maxima de 1,0x10” UFC/g.

A tabela 4 apresenta as contagens totais de bactérias mesdfilas e
psicrotroficas das sete amostras de sashimis analisadas neste estudo. Os resultados
foram expressos como meédia de unidades formadoras de colénias por grama de
sashimi (UFC/g) e log de UFC/g com o desvio padréo.

Tabela 4. Contagem total de bactérias mesoéfilas e psicrotréficas nas amostras

de sashimis

Amostras de Bactérias mesofilas Bactérias psicrotréficas

sashimis UFC/g Log UFC/g + UFC/g Log UFC/g +
DP DP
Amostra 1 2,93x 10° 5,44 + 0,17 3,47 x 10° 6,48 + 0,28
Amostra 2 9,60 x 10° 3,93+ 0,27 5,53 x 10° 5,74 + 0,05
Amostra 3 4,71 x 10* 4,58 +0,35 6,46 x 10* 4,78+ 0,19
Amostra 4 1,73 x 10* 3,91+ 0,67 1,13 x10° 5,04 +0,12
Amostra 5 1,46 x 10* 4,07 + 0,34 1,96 x 10° 528 + 0,08
Amostra 6 6,50 x 10° 3,80+ 0,10 5,76 x 107 474+0,13
Amostra 7 6,33 x 10° 5,69 + 0,42 4,46 x 10° 6,64 + 0,02
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Os resultados foram expressos como média de analises em triplicata; DP = desvio padrao

Neste estudo, as amostras de sashimis mostraram contagens de bactérias
mesdfilas entre 6,50x10° e 6,33x10°UFC/g e contagens de bactérias psicrotréficas
entre 6,46x10* e 4,46x10° UFC/g. As amostras de sashimis 6 e 7 apresentaram
contagens de bactérias psicrotréficas de 5,76x10° e 4,46x10° UFC/g,
respectivamente, podendo ser consideradas produtos com a qualidade
comprometida.

A elevada contagem de micro-organismos psicrotroficos indica possivel
deterioragdo dos alimentos refrigerados (JAY, 2005; FORSYTHE, 2002; FRANCO e
LANDGRAF, 2008). As bactérias que crescem nos alimentos refrigerados sao
chamadas de psicrotroficas e tem a capacidade de multiplicar-se em temperaturas
baixas. A presengca de um grande numero de espécies de micro-organismos
psicrotroficos pode estar relacionada com deterioracdo e perda da qualidade
organoléptica dos alimentos (GRAM & DALGAARD, 2002).

5.2 Determinagao do numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e de

coliformes termotolerantes nas amostras de sashimis

A técnica do Numero mais provavel (NMP), também chamada técnica dos
tubos multiplos é bastante utilizada pelos laboratérios de microbiologia de alimentos
para estimar a contagem de alguns grupos de micro-organismos, como coliformes
totais e coliformes termotolerantes (FRANCO & LANDGRAF, 2008).

O grupo de coliformes totais é composto por bactérias da familia
Enterobacteriaceae, predominando os géneros Escherichia, Enterobacter e
Klebsiella. Como a maioria destes € encontrada no ambiente, onde permanecem por
tempo superior ao das bactérias patogénicas de origem intestinal, a presenca de
coliformes totais num alimento ndo indica necessariamente a contaminacéo fecal
recente. Portanto, a contagem de coliformes fecais fornece informagdes sobre as
condigdes higiénicas do produto (JAY, 2005; FORSYTHE, 2002; MARTINS, 2006).

Os coliformes termotolerantes, também denominados coliformes fecais, séo
um subgrupo dos coliformes totais, definidos como aqueles capazes de fermentar a
lactose com producédo de gas, no periodo de 24-48 horas a 45°C (FORSYTHE,
2002; MARTINS, 2006; SILVA JR, 2001). E. coli é a principal espécie de bactéria

representante do grupo dos coliformes fecais. E considerada a indicadora mais
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especifica de contaminacado fecal recente e de eventual presenga de micro-
organismos patogénicos entéricos (BRASIL, 2004).

A tabela 5 apresenta os resultados deste estudo para a determinagdo do
numero mais provavel (NMP/g) de coliformes totais e de coliformes termotolerantes

nas amostras de sashimis.

Tabela 5. Determinagao do numero mais provavel (NMP/g) de coliformes totais

e de coliformes termotolerantes nas amostras de sashimis.

Amostras de Coliformes totais Coliformes termotolerantes

sashimis NMP/g Log NMP/g £DP NMP/g Log NMP/g +tDP
Amostra 1 2,50 x 10" 1,38+ 0,19 0,69 x 10’ 0,79+0,24
Amostra 2 1,10 x 10° 3,04 + 0,00 1,06 x 10 1,00 + 0,20
Amostra 3 1,10 x 10° 3,04 + 0,00 3,46 x 10" 1,39 + 0,41
Amostra 4 2,10 x 10 2,31+0,12 1,66 x 10" 1,21 + 0,09
Amostra 5 1,47 x 10" 1,10 + 0,29 0,70 x 10’ 0,71+ 0,40
Amostra 6 0,30 x 10" 0,48 + 0,00 0,30 x 10’ 0,48 + 0,00
Amostra 7 1,18 x 102 1,82 +0,55 1,18 x 10° 1,82+ 0,55

Os resultados foram expressos como média de analises em triplicata; DP = desvio padrao

A legislacdo brasileira (BRASIL, 2001) n&o estabelece limites de tolerancia
para o grupo dos coliformes totais nos sashimis. Para coliformes termotolerantes &
permitida a presenca de até 1,0x10? NMP/g. Caso seja determinada a presencga de
E. coli, deve constar no laudo analitico.

A enumeracao elevada de coliformes totais indica falhas higiénicas na cadeia
produtiva (FRANCO e LANDGRAF, 2008). Neste estudo, as amostras 2 e 3 tiveram
elevada enumeracdo de coliformes totais (1,10x10° NMP/g). Todas as amostras
apresentaram resultados positivos para a enumeragcdo de coliformes
termotolerantes, mas somente a amostra 7 teve enumeracdo de coliformes
termotolerantes acima do permitido (1,18x102 NMP/g) e portanto estava impropria
para o consumo.

Resultados parecidos foram obtidos por Moura Filho et al. (2007), que
analisaram sashimis de atum comercializados na regido metropolitana de Recife e
relataram que, apesar de verificar a presenca de coliformes termotolerantes em
todas as amostras, nenhuma das amostras excedeu o limite maximo estabelecido
pela legislagao brasileira, porém em duas das 30 amostras foi detectada a presenca
de E. coli.
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Outros estudos relataram contagens mais elevadas de coliformes
termotolerantes em amostras de sashimis. Resende et al. (2009) ao analisarem
amostras de sushis e sashimis na cidade de Brasilia, observaram que 25% das
amostras apresentaram valores acima do permitido em relacdo a populagao
coliformes termotolerantes. No estudo de VALANDRO et al. (2011), 25% das
amostras de sashimis (27 amostras de 108) coletadas em seis diferentes
estabelecimentos apresentaram niveis de coliformes termotolerantes acima do

permitido, sendo consideradas improprias para consumo.

5.3 Pesquisa de Salmonella spp. nas amostras de sashimis

O género Salmonella, pertencente a familia Enterobacteriaceae, é constituido
por bactérias Gram-negativas, geralmente moveis, ndo formadoras de esporos,
anaerdbias facultativas, ndo fermentadoras de lactose e produtoras de gas sulfidrico.
Crescem no intervalo de temperatura entre 5°C e 47 C, sendo a 6tima entre 35C e
37TC e pH entre 4,0 e 9,0, sendo ideal 7,0. O género Salmonella possui duas
espécies: S. entérica, com seis subespécies e S. bongori. Amplamente distribuidas
na natureza, seus principais reservatorios naturais sdo o trato intestinal de
mamiferos, aves e répteis. Podem alcancar o ambiente aquatico através da
contaminacao fecal e, desta forma serem detectadas em peixes e produtos
pesqueiros (FORSYTHE, 2002; FRANCO & LANDGRAF, 2008; OPAS/INPPAZ,
2005; VIEIRA et al., 2004).

A bactéria é sensivel ao calor, ndo sobrevivendo a temperatura superior a
70°C, no entanto a termo-resisténcia pode incrementar-se com menor coeficiente de
agua. A inativagdo ocorre rapidamente em temperatura de pasteurizagdo em
alimentos com atividade de agua superior a 0,95. Atividades de agua inferiores
aumentam a termo-resisténcia (RODRIGUES, 2005). Como o calor é eficiente na
destruicdo desta bactéria, alimentos submetidos a altas temperaturas ndo costumam
oferecer risco. A transmissédo de Salmonella entérica ao homem ocorre pela ingestéo
de alimentos, sobretudo de origem animal, insuficientemente cozidos ou crus
(carnes, ovos, leite). Aliado a esta condigdo, a falta de higiene dos locais de
armazenamento e processamento, de utensilios e de equipamentos, bem como a

falta de treinamento dos manipuladores em boas praticas de fabricacdo, constituem
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fatores determinantes em surtos de salmonelose (FRANCO & LANDGRAF, 2008;
GERMANO & GERMANO, 2008; SILVA JR, 2001).
A tabela 6 apresenta os resultados da pesquisa de Salmonella spp. nas

amostras de sashimis.

Tabela 6. Pesquisa de Salmonella spp. nas amostras de sashimis

Amostras de Agar SS* Agar TSI**
sashimis (Suspeita de (Suspeita de
Salmonella spp.) Salmonella spp.)

Amostra 1 Negativo -
Amostra 2 Suspeito Negativo
Amostra 3 Negativo -
Amostra 4 Suspeito Negativo
Amostra 5 Suspeito Negativo
Amostra 6 Suspeito Negativo
Amostra 7 Negativo ---

* Amostras suspeitas de serem Salmonella spp. no Agar SS: colénias ndo fermentadoras de lactose
e/ou com pigmento negro
** Amostras suspeitas de serem Salmonella spp. no Agar TSI: superficie do meio vermelha e a base

negra

A legislagdo brasileira (BRASIL, 2001) estabelece auséncia de Salmonella
spp. em 25 g de amostras de sashimis. Neste estudo, ndo houve detecgdo de
Salmonella spp. nas amostras de sashimis. As amostras 2, 4, 5 e 6 tiveram apenas
suspeita de Salmonella spp. e apés transferir para o meio Agar TSI a suspeita nédo
foi confirmada, assim em nenhuma amostra teve a necessidade de se realizar a
analise molecular.

Resultados similares foram obtidos nos estudos de LIMA et al. (2009) e
MARTINS (2006), sendo que nao houve isolamento de bactérias do género
Salmonella spp. nas amostras analisadas de sashimis. No estudo de VALLANDRO
et al. (2011), apesar do risco demonstrado pela presenga desses micro-organismos,
também nao foram encontradas bactérias do género Salmonella spp. nas amostras
de sashimis analisadas.

KUMAR et al. (2003) evidenciaram a presenga de Salmonella spp., em
peixes, mas acreditam que a incidéncia de bactérias deste género em pescados seja

oriunda de contaminagao durante o processamento e manipulagdo, como também
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relatado por ZHAO et al. (2003). BASTI et al. (2006), em estudo com peixes, nao
identificaram micro-organismos do género Salmonella na microbiota. Estes estudos
indicam que a presenga de Salmonella spp. em pescados seja devido a falta de

controle e higiene no processo de manipulagao.

5.4 Contagem de Staphylococcus aureus nas amostras de sashimis

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos, imoveis,
agrupados de forma irregular ou semelhante a cachos de uva, pertencentes a familia
Micrococcaceae. Anaerdbios facultativos, essas bactérias fermentam a glicose com
producao de acido, tanto em aerobiose como em anaerobiose, 0 que os diferencia
dos micro-organismos do género Micrococcus, que sO a fermentam a glicose em
aerobiose. Tradicionalmente, os estafilococos s&o divididos em duas categorias:
coagulase positivos e coagulase negativos. Essa divisdo esta baseada na
capacidade de coagular o plasma, considerada uma importante propriedade
associada com a patogenicidade. Algumas cepas produzem enterotoxina
termoestavel, responsavel no homem, pelos quadros de intoxicacdo alimentar
(ICMSF, 2002; FORSYTHE, 2002; SANTOS, 2006; VIEIRA et al., 2004).

As bactérias desse género sao mesodfilas, apresentando temperatura de
crescimento na faixa de 7'C a 47,8 C, com o 6timo na faixa de 30C e 37T,
enquanto suas enterotoxinas sdo produzidas preferentemente entre 40-45T.
Enterotoxinas termorresistentes sao produzidas em alimentos que permanecem
neste intervalo de temperatura por periodo superior a quatro horas. O
Staphylococcus aureus apresenta grande importdncia em saude publica, em
particular na area de vigilancia sanitaria de alimentos. Além de ser um dos mais
frequentes causadores de surtos de toxinfecgao alimentar, pode muitas vezes dar
origem a infec¢cdes assintomaticas devido ao seu alto poder colonizador em
diferentes regides do organismo (GERMANO & GERMANO, 2008; FDA, 2005;
MARTINS, 2006; VIEIRA et al., 2004).

A Tabela 7 apresenta os resultados das contagens de bactérias Staphylococcus

aureus nas amostras de sashimis deste estudo.
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Tabela 7. Contagem de bactérias Staphylococcus aureus nas amostras de

sashimis

Amostras de

Agar sal manitol e coloragao de gram

sashimis (Staphylococcus aureus)
UFC/g Log UFC/g + DP

Amostra 1 9,66 x 10° 2,95+ 0,22
Amostra 2 ND ND
Amostra 3 1,33 x 102 2,10 £ 0,17
Amostra 4 5,33 x 107 2,72 +0,10
Amostra 5 6,00 x 10° 3,73+0,26
Amostra 6 ND ND
Amostra 7 6,33 x10° 3,80+ 0,04

Os resultados foram expressos como média de analises em ftriplicata;
DP = desvio padréao; ND = nao detectado

Os valores maximos permitidos para contagem de Staphylococcus aureus em
amostras de sashimis na legislagdo brasileira (BRASIL, 2001) sdo de 5,0x10° UFC/g.
Foi possivel observar nesse estudo que cinco das sete amostras analisadas
apresentaram cepas de S. aureus, com contagens de 1,33x10? a 6,33x10°UFC/g. As
amostras de sashimis 5 e 7 apresentaram contagem de Staphylococcus aureus
acima dos valores permitidos na legislagcéo brasileira e portanto estavam impréprias
para 0 consumo.

Somente duas amostras de sashimis analisadas neste estudo né&o
apresentaram cepas de S. aureus, indicando para a maioria das amostras
mostraram condi¢gbes higiénicas inapropriadas, pois o sashimi sofre intensa
manipulacdo durante seu preparo, assim, a manipulagcdo € o principal fator que
determina a presenca de S. aureus nesse tipo de alimento, uma vez que esta
bactéria pode estar presente nas maos e mucosas oro-nasal dos manipuladores
(SIMON e SANJEEV, 2007;VALANDRO et al., 2011).

No estudo de MALAVOTA et al. (2009) as contagens de S. aureus variaram
de 0 a 5,04 log UFC/g nas amostras de sashimis, tendo sido isoladas cepas de S.

aureus em 26% das amostras, sendo que 3,1% dessas estavam com valores acima
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do permitido pela legislagdo. Martins (2006), avaliando 20 amostras de sashimis,
oriundos de estabelecimentos no municipio de S&o Paulo, obteve resultados
positivos para S. aureus em nove amostras, sendo que trés amostras (15%) estavam
com contagem acima do permitido. Resultado semelhante foi encontrado por Vieira
et al. (2007) em 32 amostras de sushi e sashimis analisadas em dois restaurantes
da cidade de Fortaleza, Ceara. Os resultados detectaram que 15,6% das amostras
de sashimi estavam com contagens de S. aureus acima do permitido. Ao contrario,
Resende et al. (2009), relatam que das 87 amostras a analisadas de sushis e
sashimis comercializados em restaurantes de Brasilia, apenas uma apresentou
contagens de S. aureus acima do limite permitido.

Segundo Martins (2006), a ocorréncia de S. aureus é esperada em alimentos
que nao sofreram tratamento térmico suficiente para sua destruicdo ou que foram
manipulados e/ou refrigerados inadequadamente. Habitos de higiene pessoal
durante a manipulagdo e comercializagédo, tais coma lavagem das maos, uso de
mascaras e auséncia de objetos de adorno sdo medidas que podem contribuir para
a obtengdo de produtos de melhor qualidade microbiologica (GERMANO e
GERMANO, 2008). De acordo com VALANDRO et al. (2011), o treinamento dos
manipuladores observado em seu estudo corroborou com a baixa contagem de
estafilococos encontrada nos sashimis, provavelmente por reflexo de uma higiene

pessoal apropriada.
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5.5 Analises moleculares

A analise molecular para detecgcdo de E. coli revelou que duas colbnias
isoladas da amostra 7, ja classificada anteriormente como imprépria pelo excesso do

coliformes termotolerantes, foram positivas para a presenga do gene EutC (figura 3).

AP44 AP45

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para
a presencga do gene EutC de E. coli. 100pb = marcador de 100 pb; AP44 e AP45
= amostras deste estudo com amplicons de EutC(113 pb); CN = Controle
Negativo; CP= Controle positivo ATCC 29213; MA51 = controle interno do

laboratoério.

Quanto a analise molecular das colénias suspeitas de S. aureus, foi
observado todas as onze colbnias isoladas das amostras 1, 3, 4, 5 e 7 foram
confirmadas na analise de PCR para a presenca do gene entC, ou seja, sao

potenciais produtoras de enterotoxina C, conforme descrito na tabela 8 e figura 4.
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Tabela 8. ldentificagdo por meio de PCR de bactérias de Staphylococcus

aureus isoladas das amostras de sashimis

Numero da colbnia Amostra Resultado Molecular
AP15 5 S. aureus +
AP16 5 S. aureus +
AP17 5 S. aureus +
AP18 1 S. aureus +
AP19 1 S. aureus +
AP20 3 S. aureus +
AP21 3 S. aureus +
AP22 4 S. aureus +
AP23 4 S. aureus +
AP48 7 S. aureus +
AP49 7 S. aureus +

Controle Positivo  S.

CcP aureus ATCC 33862 S. aureus +
SA26 Controle Positivo S. aureus +
SA27 Controle Positivo S. aureus +
SA28 Controle Positivo S. aureus +
SA30 Controle Positivo S. aureus +
SA31 Controle Positivo S. aureus +
SA32 Controle Positivo S. aureus +
SA33 Controle Positivo S. aureus +
SA34 Controle Positivo S. aureus +

CN S. aureus - S. aureus -

100ph APIS AP16 AP17 API3 AP19 AP20 AP AP22 AP23 APA3 APA9 (P SAZ6 SA27 SA28 SA30 SA3L SA32 SAM (N

L |

EF R0 0 0t 0t ot o
L]

‘“F-lH. Vo

Figura 4.Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para
a presenga do gene entC de S. aureus. 100pb = marcador de 100 pb; PA1 a
PA24 = amostras deste estudo com amplicons de entC(401 pb); CP= controle
positivo ATCC 33862; BEL11 a BEL74 = controles internos do laboratério; CN=

Controle Negativo.
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6. CONCLUSAO

7

O consumo de comida japonesa é crescente e notavel pela populagdo
brasileira, através dos inumeros restaurantes que oferecem esse tipo de servico.
Com isso é necessario que a fiscalizagao seja feita regularmente para garantir a
qualidade e segurancga desses alimentos oferecidos ao consumidor. O pescado cru
que é a base da comida japonesa pode ser veiculador de uma grande variedade de
micro-organismos, que podem oferecer riscos a saude do consumidor.

Neste estudo, foram realizadas as analises microbiolégicas de sete amostras
de sashimis a base de atum, anchova e tilapia comercializados em restaurantes
especializados em culinaria japonesa na cidade de Brasilia- DF. As amostras 2 e 3
tiveram elevada enumeracgao de coliformes totais e a amostra 7 teve enumeracéo de
coliformes termotolerantes acima do permitido pela legislagédo brasileira. Através da
analise molecular foi confirmada a presenga do gene EutC de E. coli na amostra 7
que, portanto,estava imprépria para o consumo. Quanto a contagem de S. aureus,
cinco das sete amostras analisadas apresentaram cepas de S. aureus, sendo
confirmadas nas analises de PCR a presenca do gene entC, indicando que as cepas
eram potenciais produtoras de enterotoxina C. As amostras de sashimis 5 e 7
apresentaram contagem de S. aureus acima dos valores permitidos na legislagcéo
brasileira e portanto estavam improprias para o consumo.

Embora a maioria das amostras de sashimis deste estudo estivesse propria
para o consumo, a realizagao de pesquisas como essa permite uma melhor analise
da qualidade higiénica sanitaria desses alimentos prontos para o consumo. Os
restaurantes que comercializam esse tipo de alimento devem treinar os
manipuladores, colocar avisos da forma correta de higienizagdo das maos,
equipamentos e superficies, fazer o controle de qualidade da agua do gelo e
bancadas de manipulagdo e exigir que as autoridades sanitarias reforcem o

monitoramento e controle desses itens para evitar riscos a saude do consumidor.
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