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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbiolégica de sushis e
sashimis comercializados em locais ndo especializados em culinaria japonesa como
supermercados e padarias na cidade de Brasilia e regido. Para as analises
microbiologicas, foram coletadas 7 amostras no total, sendo 3 amostras de sushis e
4 amostras de sashimis. As andlises bacteriolégicas realizadas foram: contagem
total dos microrganismos mesofilos e psicrotroficos, determinacdo do Namero Mais
Provavel de coliformes totais e de coliformes termotolerantes, contagem de
Staphylococcus aureus, pesquisa de Escherichia coli e pesquisa de Salmonella spp.
A genotipagem através da técnica de PCR foi realizada para confirmagdo dos
microrganismos S. aureus e S.enterica. Os resultados mostraram que das 4
amostras de sashimi analisadas 3 amostras apresentaram Salmonella entérica
(confirmada geneticamente através da presenca do gene invA) e, portanto, estavam
improprias para 0o consumo. Todas as amostras estavam contaminadas com
bactérias S. aureus, porém as contagens que variaram de 2,26 a 2,99 log UFC/g
estavam dentro dos limites permitidos pela legislacdo. A presenca desta bactéria
indica principalmente falta de higiene da parte do manipulador, visto que esta é
encontrada na pele e nas fossas nasais de seres humanos. A presenca de
Salmonella entérica nas amostras de sashimi evidencia problemas
higienicossanitarios no processos de producgdo, processamento e comercializacédo
desse alimento, pois a bactéria Salmonella spp. ndo faz parte da microbiota natural
do peixe e sua presenca pode ser justificada pela manipulacdo inadequada nas
etapas da cadeia produtiva ou pelo contato do pescado com aguas contaminadas
com esgoto e material fecal, representando uma via de transmissdo dessas

bactérias.

Palavras-chave: sushi, sashimi, qualidade higiénicossanitaria, Salmonella enterica



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the microbiological quality of sushis and sashimis
marketed in establishments not specialized in Japanese cuisine such as
supermarkets and bakeries in the city of Brasilia and region. For the microbiological
analyzes, 7 samples were collected in total, being 3 samples of sushis and 4
samples of sashimis. The bacteriological analyzes were: total counting of mesophilic
and psychrotrophic microorganisms, determination of the most probable number of
total coliforms and thermotolerant coliforms, Staphylococcus aureus count,
Escherichia coli and Salmonella spp. research. Genotyping using the PCR technique
was performed to confirm S. aureus and S. enterica microorganisms. The results
showed that of the 4 sashimi samples analyzed 3 samples showed
Salmonellaenterica (genetically confirmed through the presence of the invAgene) and
therefore were unfit for consumption. All samples were contaminated with S. aureus
bacteria, however counts ranging from 2.26 to 2.99 log CFU / g were within the limits
allowed by legislation.The presence of this bacterium indicates mainly lack of
hygiene on the part of the manipulator, since this bacterium is found in the skin and
in the nasal cavities of humans. The presence of Salmonella enterica in the sashimi
samples shows hygienic and sanitary problems in the production, processing and
commercialization of this food, because the bacterium Salmonella spp. is not part of
the fish 's natural microbiota and its presence may be justified by inadequate
handling at the stages of the production chain or by the contact of the fish with water
contaminated with sewage and fecal material, representing a route of transmission of

these bacteria.

Keywords: sushi, sashimi, hygienic sanitary quality, Salmonella enterica
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1. INTRODUCAO

1.1Culinaria japonesa e o consumo de sushi e sashimi no Brasil

A alimentacdo é de extrema importancia para o ser humano, ndo s6 por
razdes bioldgicas, mas por aspectos psicologicos, politicos, cientificos, sociais,
econdbmicos e culturais, sendo fundamental na dindmica da evolucdo das
sociedades (PROENCA, 2010). Nos dias de hoje, com a globalizagdo ocorrem cada
vez mais trocas de informagédo, tecnologia e cultura entre os paises. A gastronomia
também esta envolvida nesse processo e a comida japonesa se expandiu nos
paises ocidentais e tornou-se frequente em restaurantes em todo o mundo
(PATROCINIO, 2009; PROENCA, 2010).

Os imigrantes japoneses chegaram ao Brasil h4 mais de 100 anos e nos dias
de hoje o numero de brasileiros com ascendéncia japonesa € de aproximadamente
1,5 milh&o, de acordo com o Consulado Geral do Japdo em Séao Paulo (BRASIL,
2017). A busca por um padrdo alimentar saudavel favorece o consumo de pratos
japoneses, pois 0os mesmos sao coloridos, com grande variedade de vegetais e
pouca ou nenhuma cocg¢do, 0 que ajuda na preservacdo do valor nutritivo dos
alimentos (RODRIGUES et al., 2012; CWIERTKA, 2005).

Os dois alimentos que mais se destacam na culinaria japonesa séo o sushi e
o sashimi. O sushi geralmente é composto pelo arroz japonés avinagrado, contendo
cobertura ou recheio de peixes geralmente crus e vegetais. O tipo mais comum de
apresentacao do sushi é um bolinho de arroz moldado manualmente, temperado
com vinagre, sal e acucar enrolado externamente com folha de alga marinha
denominada nori e contendo como recheio peixes, legumes, frutas ou ovos
(LORENTZEN et al., 2012; SANTOS et al., 2012).

A palavra sashimi significa “carne cortada”. O sashimi consiste de peixes e
frutos do mar frescos, crus, cortados em fatias finas. No Brasil os peixes mais
utilizados para a elaboracdo de sashimi sdo: salméo, atum e anchova (pescado de
agua salgada), além da tildpia (pescado de &gua doce). O pescado destinado a
elaboragcao 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).
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A descoberta de que o consumo de alimentos ricos em &cidos graxos poli-
insaturados reduz o risco de doencas cardiacas tem contribuido para uma mudanca
nos perfis e habitos alimentares, fazendo com que os brasileiros aumentem o
consumo de peixes. Na composi¢ao, os pescados contém vitaminas lipossoliveis A
e D e minerais como calcio, fosforo, ferro, cobre e selénio, tornando-se um alimento
destaque no quesito nutricional. As carnes dos peixes sdo uma Otima opcdo por
serem ricas em proteinas e acidos graxos insaturados (BARTOLOMEU et al, 2011;
LOTTENBERG, 2009).

Segundo o IBGE (2016), a producdo nacional de peixes em 2016 foi de
507,12 mil toneladas, um aumento de 4,4% em relacdo ao ano anterior, com um
crescimento da aquicultura brasileira, a qual atingiu um valor de producdo de R$
4,61 bilhdes. O aumento do consumo de peixes pelo brasileiro esta diretamente
relacionado com a qualidade do pescado e o aumento da oferta no mercado interno
(GERMANO & GERMANO, 2008)

Os restaurantes especializados em culinaria japonesa, anteriormente restritos
as regibes onde predominavam o0s imigrantes asiaticos, tornaram-se comuns,
estando hoje presentes em quase todos os shoppings dentro da categoria dos fast
food (HIRATA, 2007). Associando tal informacdo com a introducdo da culinaria
japonesa em estabelecimentos ndo especializados, como churrascarias e bufés self
servisse com preparacdes variadas, entende-se ainda melhor por que cresce a cada
dia o numero de adeptos dos sushis e sashimis (PROENCA, 2010).

Assim, a culinaria japonesa € uma das principais responsaveis pelo aumento
do consumo de pescado cru no Brasil. Contudo, é necessario dar importancia para a
gualidade do pescado, bem como para suas etapas de preparo e para O
estabelecimento no qual se estda comprando, para garantir que esses alimentos

prontos para o consumo oferecam seguranga alimentar ao consumidor.

1.2 Qualidade microbiolégica dos sushis e sashimis

A preocupacdo com a seguranca alimentar de alimentos como sushi e
sashimi é grande, principalmente pelo fato desses alimentos serem pereciveis e
consumidos sem processamento térmico, requerendo condi¢cfes higiénico-sanitarias
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adequadas para seu preparo. A contaminagao dos sushis e sashimis pode ocorrer
tanto na matéria prima, como durante o processamento, sendo de grande
importancia o uso de técnicas corretas de manipulacdo (RODRIGUES et al., 2012;
VALLANDRO et al., 2011).

Para a obtencdo de uma matéria prima de qualidade é necesséario que se
tenha um tratamento adequado do pescado, desde a sua captura, ainda nos barcos
pesqueiros, até chegar ao consumidor, apos ter passado pelas fases de
processamento, manipulacao e transporte em condi¢cdes higiénicas. A matéria prima
de boa qualidade é essencial para a seguranca dos sushis e sashimis, pois a
microbiota do pescado reflete a agua onde ele vive. O langamento de esgotos sem
tratamento nas aguas de lagos, rios e mar contamina o pescado com bactérias
patogénicas como Salmonella, Shigella e E. coli (ICMSF, 2005).

A falta de boas préaticas de higiene na cadeia produtiva dos sushis e sashimis
pode resultar na contaminacdo por bactérias patogénicas causadoras de doencas
transmitidas por alimentos. As boas praticas evitam a degradacdo indesejada da
matéria-prima, assim como manter a temperatura de refrigeracdo adequada em
todas as fases, lavar bem as méos antes da manipulacédo, fazer uso de agua filtrada
e sempre manter a qualidade microbiol6gica do gelo, pois ele tem a finalidade de
conservar 0s peixes e evitar a sua contaminacdo (RODRIGUES et al., 2012;
VALLANDRO et al., 2011; VIEIRA et al., 2007).

Na elaboracdo dos sushis e sashimis, o pescado tem de ser fresco e néo
deve ser congelado, sendo obrigatoriamente resfriado com o objetivo de desacelerar
0 crescimento de microrganismos. Outro fator preocupante € 0 uso dos vegetais crus
nos recheios dos sushis. Os vegetais, que por muitas vezes acompanham os pratos,
oferecem beleza e uma refeicdo mais balanceada, mas também podem apresentar
consigo microrganismos patogénicos, os quais podem ser provenientes do solo, de
aguas contaminadas e da ma higienizacdo. Assim, esses vegetais aumentam as
possibilidades de contaminacdo, pois erros quanto a higienizacdo e manipulacéo
podem veicular microrganismos patogénicos (LORENTZEN et al., 2012; SANTOS et
al., 2012).

Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude (MINISTERIO DA SAUDE,
2010), os alimentos prontos para o consumo (como é o caso do sushi e sashimi) séo

um dos principais responsaveis por surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos
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(DTA) no pais. Dentre os fatores que contribuem para ocorréncia de surtos de DTA,
destaca-se: a falta de higiene pessoal dos manipuladores, a contaminacéo cruzada,
a limpeza inadequada dos utensilios e a utlizacdo de matéria prima de ma

gualidade.

1.3 Legislacdo brasileira e limites microbiolégicos para sushis e

sashimis

A RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001, estabelece os padrées 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 andlises: coliformes
termotolerantes; Salmonella spp., estafilococos coagulase positiva (S. aureus) e
Vibrio parahaemolyticus (BRASIL, 2001).

A contaminacdo do pescado com microrganismos de origem fecal esta
relacionada com a presencga de Escherichia coli, principal coliforme termotolerante,
considerado o mais especifico indicador de contaminagéo fecal. O microrganismo E.
coli possui linhagens patogénicas que sdo agrupadas em seis classes: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E.coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli aderente-difusa (DAEC) e E. coli
enteroagregativa (EAEC). Sua pesquisa € de suma importancia para a saude
publica, pois cepas enteropatogénicas podem causar diarreia e vomito e cepas
toxigénicas, como a E. coli O:157H7, podem causar sindrome urémica hemolitica
(WHO, 2011).

O pescado contaminado com bactérias 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 (ICMSF, 2005).Bactérias do
género Salmonella estdo amplamente distribuidas na natureza, seus principais
reservatérios naturais sdo o trato intestinal de mamiferos, aves e répteis. Podem
alcancar o ambiente aquético através da contaminacgdo fecal e, desta forma serem
detectadas em peixes e produtos pesqueiros (FRANCO & LANDGRAF, 2008;
VIEIRA et al., 2004).
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O Staphylococcus aureus apresenta grande importancia em saudde publica,
em particular na area de vigilancia sanitaria de alimentos por ser um dos mais
frequentes causadores de surtos de intoxicacdo alimentar. A intoxicacdo causada
pelo S. aureus é desencadeada pelo consumo de enterotoxinas que sdo produzidas
por esta bactéria durante seu processo de multiplicagdo no alimento. A presenca de
S. aureus no pescado ocorre, predominantemente, por meio da manipulagao
(GERMANO & GERMANO, 2008; VIEIRA et al., 2004).

A bactéria Staphylococcus aureus habita com frequéncia a nasofaringe do ser
humano, a partir da qual pode contaminar as maos do homem e penetrar no
alimento, causando a intoxicacdo alimentar estafilococica. O patégeno € encontrado
em 30% da populacdo humana e um a dois tercos destes possuem cepas
enterotoxigénicas, produtoras de toxina proteica termoestavel (BENNETT, 2005;
FRANCO e LANDGRAF, 2008).

As autoridades sanitarias devem garantir a qualidade dos produtos in natura
para a populacdo, sendo a qualidade higiénico-sanitaria de extrema importancia
para a saude das pessoas que consomem esses pratos, visto que sushis e sashimis
tem potencial de serem transmissores de agentes causadores de infeccOes e
intoxicagcdes alimentares, por serem bastante manipulados e ndo receberem
nenhum tratamento térmico. Pacientes de risco, como, mulheres gravidas, idosos,
imunodeprimidos ou que tenham doengas cronicas devem coibir-se de tal consumo.
(MONTANARI, 2015; OLIVEIRA, 2012; RODRIGUES, 2012).

1.4 Uso da PCR na identificacdo de espécies de bactérias patogénicas

As doencas causadas por alimentos sdo um grande problema de saude
publica. Dessa forma, para a deteccdo de microrganismos patogénicos sao
utilizados métodos analiticos microbiolégicos convencionais e mais recentemente
também estd sendo bastante empregado o método de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Os métodos moleculares estdo sendo empregados com a
finalidade de triagem e confirmacdo para diagndstico microbiolégico de espécies

causadoras de toxinfeccfes (DICKEL et al., 2005).
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O diagndstico molecular via PCR é de facil aprendizagem e representa um
aumento da confiabilidade e da especificidade e reducdo do tempo de analise. Ele
vem ganhando destaque dentre os demais métodos e tem como objetivo amplificar
sequéncias de DNA, sendo capaz de detectar uma copia de DNA de qualquer célula
(RODRIGUES et al., 2011). Também é uma forma de detectar as amostras falso-
negativas e células consideradas viaveis, mas nao cultivaveis (TEODORO et al.,
2006).

A PCR é uma técnica in vitro utilizada para amplificar enzimaticamente, de
forma exponencial, um fragmento especifico de DNA, através de uma série de ciclos
repetitivos de reacdo (POWLEDGE 2004). Ela possui diferentes aplicacdes
dependendo do que nos interessa investigar. Com base nisso, podemos dividi-la em
duas categorias. A primeira € para a amplificacdo de um Unico sitio conhecido do
genoma (locus), devendo-se conhecer a sequéncia com que esta sendo trabalhada.
Com esse tipo de PCR é possivel fazer filogenias (ASUAR 2007).

JA4 na segunda ndo € necessario conhecer a regido que se esta
amplificando, sendo chamada de zona hipervariavel do genoma, portanto o tamanho
do fragmento esperado ndo é conhecido. Varios locus sdo observados
concomitantemente e as informacdes das zonas variaveis permitem compreender 0s
dados necessarios para a analise genética de populacdes. Ele € utilizado para
determinar o polimorfismo genémico, sendo 0 mais comum para impresséo digital
(ASUAR 2007).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbiolégica de sushis
e sashimis comercializados em locais ndo especializados em culinaria japonesa

como supermercados e padarias na cidade de Brasilia e regido.
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2.2 Objetivos especificos

e Realizar as analises bacteriologicas: contagem total dos microrganismos
mesofilos e psicrotroficos, determinagcdo do Namero Mais Provavel (NMP) de
coliformes totais e de coliformes termotolerantes, contagem de
Staphylococcus aureus, pesquisa de Escherichia coli e pesquisa de

Salmonella sp.

e Realizar genotipagem através da técnica de PCR para confirmagdo dos

microrganismos S. aureus, E. coli e Salmonella sp.

3.JUSTIFICATIVA

A preocupagdo com a seguranga alimentar de alimentos como sushi e
sashimi é grande, principalmente pelo fato desses alimentos serem pereciveis e
consumidos sem processamento térmico, requerendo condi¢cdes higiénico-sanitarias
adequadas para seu preparo. A contaminagcdo dos sushis e sashimis pode ocorrer
tanto na matéria prima, como durante o0 processamento, sendo de grande
importancia o uso de técnicas corretas de manipulacdo. As andlises microbiolégicas
das amostras de sushis e sashimis coletados em locais ndo especializados em
culinaria japonesa como supermercados e padarias poderdo determinar a sua
gualidade, de forma a verificar se esses alimentos prontos para consumo estao
sendo comercializados nesses estabelecimentos com seguranca alimentar para o

consumidor.
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4. ARTIGO ELABORADO CONFORME AS NORMAS DE SUBMISSAO DA
REVISTA HIGIENE ALIMENTAR

AVALIACAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE SUSHIS E

SASHIMISCOMERCIALIZADOS NO DISTRITO FEDERAL

MORGANA MUNIZ CARRIJO, IZABEL CRISTINA RODRIGUES DA SILVA,
DANIELA CASTILHO ORSI

Universidade de Brasilia (UNB/FCE), Faculdade de Farmécia, Laboratério de
Controle de Qualidade, Ceilandia, Brasilia - DF, Brasil.

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbiolégica de sushis e
sashimis comercializados em locais ndo especializados em culinaria japonesa como
supermercados e padarias na cidade de Brasilia e regido. Para as analises
microbioldgicas, foram coletadas 7 amostras no total, sendo 3 amostras de sushis e
4 amostras de sashimis. As anadlises bacteriologicas realizadas foram: contagem
total dos microrganismos mesdfilos e psicrotroficos, determinacdo do Niumero Mais
Provavel de coliformes totais e de coliformes termotolerantes, contagem de
Staphylococcus aureus, pesquisa de Escherichia coli e pesquisa de Salmonella spp.
A genotipagem através da técnica de PCR foi realizada para confirmagdo dos
microrganismos S. aureus e S.enterica. Os resultados mostraram que das 4
amostras de sashimi analisadas 3 amostras apresentaram Salmonella entérica

(confirmada geneticamente através da presenca do gene invA) e, portanto, estavam
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impréprias para o consumo. Todas as amostras estavam contaminadas com
bactérias S. aureus, porém as contagens que variaram de 2,26 a 2,99 log UFC/g
estavam dentro dos limites permitidos pela legislacdo. A presenca desta bactéria
indica principalmente falta de higiene da parte do manipulador, visto que esta é
encontrada na pele e nas fossas nasais de seres humanos. A presenca de
Salmonella  entericanas amostras de  sashimi  evidencia  problemas
higienicossanitarios no processos de producdo, processamento e comercializacdo
desse alimento, pois a bactéria Salmonella spp. ndo faz parte da microbiota natural
do peixe e sua presenca pode ser justificada pela manipulagédo inadequada nas
etapas da cadeia produtiva ou pelo contato do pescado com aguas contaminadas
com esgoto e material fecal, representando uma via de transmissdo dessas

bactérias.

Palavras-chave: sushi, sashimi, qualidade higiénicossanitaria, Salmonella enterica

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the microbiological quality of sushis and sashimis
marketed in establishments not specialized in Japanese cuisine such as
supermarkets and bakeries in the city of Brasilia and region. For the microbiological
analyzes, 7 samples were collected in total, being 3 samples of sushis and 4
samples of sashimis. The bacteriological analyzes were: total counting of mesophilic
and psychrotrophic microorganisms, determination of the most probable number of
total coliforms and thermotolerant coliforms, Staphylococcus aureus count,
Escherichia coli and Salmonella spp. research. Genotyping using the PCR technique
was performed to confirm S. aureus and S. enterica microorganisms. The results
showed that of the 4 sashimi samples analyzed 3 samples showed
Salmonellaenterica (genetically confirmed through the presence of the invAgene) and
therefore were unfit for consumption. All samples were contaminated with S. aureus
bacteria, however counts ranging from 2.26 to 2.99 log CFU / g were within the limits

allowed by legislation.The presence of this bacterium indicates mainly lack of
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hygiene on the part of the manipulator, since this bacterium is found in the skin and
in the nasal cavities of humans. The presence of Salmonella enterica in the sashimi
samples shows hygienic and sanitary problems in the production, processing and
commercialization of this food, because the bacterium Salmonella spp. is not part of
the fish 's natural microbiota and its presence may be justified by inadequate
handling at the stages of the production chain or by the contact of the fish with water
contaminated with sewage and fecal material, representing a route of transmission of

these bacteria.

Keywords: sushi, sashimi, hygienic sanitary quality, Salmonella enterica

INTRODUCAO

A descoberta de que o consumo de alimentos ricos em &cidos graxos poli-
insaturados reduz o risco de doencas cardiacas tem contribuido para uma mudanca
nos habitos alimentares, fazendo com que os brasileiros aumentem o consumo de
peixes. A culinaria japonesa é uma das principais responsaveis pelo aumento do
consumo de pescado cru no Brasil (PROENCA, 2010).

Os dois alimentos que mais se destacam na culinaria japonesa sédo o sushi e
0 sashimi. O sashimi consiste em fatias de peixe ou pescado cru, de varias
espécies, servidas com molho de soja e pasta de raiz forte, denominada wassabi.
Entende-se por sushi o alimento pronto para o consumo preparado com arroz cozido
e acidificado com vinagre, recheado com peixes geralmente crus e vegetais
(MUSCOLINO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2012; VALANDRO et al., 2011).

O pescado cru apresenta excelente composi¢cdo nutricional, no entanto, a
carne de peixe é considerada um dos alimentos proteicos mais faceis de sofrer
deterioracdo. Na producdo de sashimi deve-se trabalhar com peixes de Otima
gualidade e de procedéncia conhecida; além disso, deve-se ter cuidado com a
manipulacdo do produto para que ndo se contamine o pescado uma vez que O
mesmo € consumido cru. O pescado destinado a elaboracdo do sashimi deve ser

fresco e ndo pode ser submetido ao congelamento, podendo apenas ser resfriado
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visando ao retardo do desenvolvimento microbiano. Por isso, a captura, manipulacdo
e conservacdo desse pescado em baixas temperaturas € essencial para
manutencdo da qualidade (FRANCO & LANDGRAF, 2008, GERMANO &
GERMANO, 2008).

O pescado esta sujeito a contaminacdo pelos mais variados microrganismos,
adquiridos ja no ambiente aquatico ou durante as diferentes etapas de captura,
transporte, processamento e distribuicdo. Algumas bactérias patogénicas podem
estar presentes na agua, como, por exemplo, Vibrio sp. Ambientes aquaticos
poluidos por esgoto acabam sendo contaminados com patégenos de trato
gastrintestinal animal e humano, como Salmonella sp. e Escherichia coli (ICMSF,
2005). E a manipulacdo inadequada durante o preparo pode introduzir no alimento
Staphylococcus aureus de origem humana, produtor de toxina estafilocécica
(GERMANO & GERMANO, 2008; SILVA et al., 2008).

Assim, o pescado pode ser uma via de transmissdo de doencas para o
homem (Doencas Transmitidas por Alimentos) e o consumo do pescado sob a forma
crua é ainda mais preocupante pelo fato desse alimento ser bastante manipulado e
ndo receber nenhum tratamento térmico antes do consumo (BARTOLOMEU et al,
2011, ECHEVENGUA et al., 2008).Portanto o principal objetivo deste trabalho foi
avaliar a qualidade microbiolégica de sushis e sashimis comercializados em locais
nao especializados em culinaria japonesa como supermercados e padarias na

cidade de Brasilia e regiéo.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta, preparo das amostras e analises microbiologicas

Para as anadlises microbiolégicas, foram coletadas 7 amostras no total, sendo
3 amostras de sushis e 4 amostras de sashimis. As amostras estavam em
embalagens dispostas em balcOes refrigerados de supermercados e padariasde3
diferentes estabelecimentos comerciais do Distrito Federal. As amostras foram

adequadamente acondicionadas e conduzidas ao Laboratério de Controle de
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Qualidade da Faculdade de Farmacia (UNB/FCE), onde foram imediatamente
analisadas.

Todas as amostras foram analisadas em trés repeticdes, ou seja, foram
retiradas trés aliquotas de cada embalagem e os resultados foram expressos como
média em log de UFC/g. Para o preparo das amostras, foram pesadas 25 g de cada
amostra e diluidas em 225 mL de agua peptonada 0,1% (p/v). O material foi
homogeneizado, obtendo-se desta forma a primeira diluicdo (10%). A partir da
primeira diluicio obtiveram-se as demais diluicdes decimais (até 10°).

Para a contagem total de bactérias mesdfilas e psicrotréficas, as diluicbes de
cada amostra foram semeadas, pelo método de superficie, em placas de Petri
contendo o meio de cultivo Agar Padréo para Contagem. As placas foram incubadas
a 37°C por 24 h para bactérias mesdfilas e a 7°C = 1°C por 7-10 dias para bactérias
psicrotréficas. Os resultados obtidos foram expressos em log UFC/g.

Para a determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e
termotolerantes as amostras foram analisadas conforme a técnica de tubos
multiplos, iniciando-se com o teste presuntivo, que consiste na inoculacdo de cada
diluicdo das amostras em caldo Lactosado. Os tubos foram incubados a 37°C por 24
h. A positividade do teste caracterizou-se pela turvagéo do caldo com a producéo de
gas nos tubos de Durham. Aliquotas dos tubos positivos no teste presuntivo foram
inoculadas, simultaneamente, em tubos de ensaio contendo caldo verde brilhante
bile lactose a 2% (para a confirmacéo de coliformes totais) e caldo Escherichia coli
(para a confirmacéo de coliformes termotolerantes). Os tubos foram incubados em
estufa bacteriolégica a 37°C por 24 h para o teste de coliformes totais e em banho-
maria a 45°C por 24 h para o teste de coliformes termotolerantes. Os resultados
obtidos foram expressos em log NMP/g.

Para a contagem de Staphylococcus aureus,cada uma das diluicdes das
amostras foi semeada, pelo método de superficie, em placas de Petri contendo o
meio de cultivo Agar Sal. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. As
coldnias suspeitas de S. aureus foram reisoladas em tubos de Agar Sal Manitol e
submetidas a coloragdo de gram. As colbnias suspeitas de S. aureus foram
submetidas a identificacdo molecular através da técnica de reacdo em cadeia da

polimerase (PCR).
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Para a pesquisa de Salmonella spp., a diluicdo 10" das amostras foi incubada
a 37°C por 24 h. Ap6s a incubacéo, pipetou-se 1 ml das aliquotas do caldo de
enriguecimento para tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo seletivo tetrationato
com iodo. As amostras foram homogeneizadas e incubadas a 37°C por 24 h. Apés a
incubacéo, procedeu-se a técnica de isolamento, onde a partir de cada tubo,
semearam-se placas de Petri contendo o meio de cultivo Agar Xilose-Lisina-
Desoxicolato (XLD). As placas foram incubadas a 37°C por 24 h. As colbnias
suspeitas de Salmonella spp. foram transferidas para tubos inclinados contendo o
meio de cultivo Agar TSI (trés acucares e ferro). As col6nias com caracteristica tipica
de Salmonella spp. foram repicadas nos meios bioquimicos LIA (Lysina Iron Agar) e

FA (fenilalanina Agar) e incubadas na estufa bacteriol6gica entre 18-24 h.

5.2 Identificagdo molecular de Staphylococcus aureuse Salmonella enterica

As bactérias isoladas suspeitas de serem S. aureus e S. entérica foram
identificadas através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), Para a
identificacdo de S. aureus foi utilizado o fragmento de 105 pares de base referente
ao gene Nuc. Para a identificacdo de S. entérica foi utilizado o fragmento de 103
pares de base referente ao gene invA. Os primers construidos para este estudo

estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Sequéncia dos primers e tamanho dos produtos amplificados na PCR

para identificacdo dos genes Sec e invA

Primer Sequéncia 5°- 3’ Produto Espécie

amplificado

Secfoward  TTTTACACCCAACGTATTAGCAGA
Secreverse TCCCATTATCAAAGTGGTTTCC 401 pb S. aureus
invA foward GCTGATGCCGGTGAAATTAT

103 pb S. enterica
invA reverse TGTCACCGTGGTCCAGTTTA
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As colonias isoladas suspeitas de serem S. aureus ou Salmonella spp. foram
inoculadas, individualmente, em caldo Brain Heart Infusione incubadas a 37°C por
18 h. A extracdo do DNA foi realizada de acordo com o protocolo proposto no kit
comercial Plasmid DNA purificaton MACHEREY-NAGEL®. A qualidade e a
guantidade de DNA extraido foram determinadas por eletroforese em gel de
agarose, em comparacao com o padrdo de massa molecular DNAI/Hindlll marcador
de 100 pb (JENA®).

Apos a extracdo do DNA, a amplificacdo de fragmentos de genes foi realizada
utilizando o termociclador Techne® modelo TC-512.As condicées de termociclagem
foram 50°C por 2 min., 95°C por 2 min. e 40 ciclos de desnaturagcdo a 95°C por 15
seg., seguida de 60°C por 30 seg., para o anelamento dos oligonucleotideos e 72°C
por 30 seg. para a extensao dos fragmentos. Foram utilizados 2,5 pL de tampéo (10
mM de Tris e 50 mM de KCI), 0,7 pL de MgCl,, 1,5 pL de dNTPs (2,5 mM), 0,5 pL
de Tag-Polimerase (Cenbiot®, 5 U/uL), 1,5 pL de oligonucleotideos foward e reverse
(10 uM), completando com agua Milli-Q para um volume final de 25 pL por reacao,
com a amplificacdo 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 iluminacéo ultra-violeta. O marcador
de massa molecular utilizado foi o0 100 ppDNAI/HindlIll (JENA®).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta as analises microbiologicas das amostras de sushis e
sashimis analisadas neste estudo. E importante a realizagdo de anélises
microbiol6gicas dos alimentos prontos para o consumo como 0s sushis e sashimis
para conhecer as condi¢cdes de higiene em que esses alimentos foram preparados,
para verificar se estes terdo a vida util pretendida e se podem oferecer algum risco a
saude do consumidor (FRANCO e LANDGRAF, 2008).
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Tabela 2. Analises microbiolégicas das amostras de sushis e sashimis

Amostras Bactérias Bactérias Coliformes Coliformes Salmonella S. aureus
mesofilas psicrotroficas totais termotolerantes enterica (log UFC/qg)
(log UFC/g) (log UFC/qg) (log NMP/g) (log NMP/qg)
1* SSPD 3,37+0,18 5,28 +0,10 0,86+0,00 ND Ausente 2,72 0,20
2 * PASA 5,45+0,65 6,21+0,15 3,04+0,00 0,58+0,18 Presente | 2,26+0,24
3 *PDSA 2,39+2,08 4,71+0,15 0,58+0,18 0,50+0,04 Presente | 2,60+0,00
4 * PVSA 6,50+0,48 7,07+0,07 2,80+0,41 0,48+0,00 Presente 2,30 ***
5 *PASU 5,34+0,33 4,99+0,22 2,85+0,33 0,58+0,17 Ausente 2,99+0,21
6**PDSU 3,25+0,32 4,57+0,31 1,00+0,55 0,48+0,00 Ausente 2,46+0,40
7**PVSU 5,75+0,88 5,66+0,78 2,69+0,33 0,61+0,22 Ausente 2,92+0,10

*sahimi; **sushi; *** = ndo foi possivel calcular o desvio padrdo, pois apenas uma bateria de tubos ou

uma placa

apresentou resultados positivos; ND = n&o detectado.

A legislacao brasileira (BRASIL, 2001) n&o tem um padréo estabelecido para
os limites de contagem dos microrganismos mesofilos e psicrotroficos, mas, segundo
a Comissado Internacional de Especificagbes Microbiolégicas para Alimentos
(ICMSF,2002),0s microrganismos mesofilos e psicrotréficos sdo um dos indicadores
microbiolégicos da qualidade em alimentos mais frequentemente utilizados e tem
uma contagem maxima permitida de 7,0 log UFC/g.

As bactérias mesdfilas possuem um crescimento 6timo entre 25 a 40°C e sua
presenca em baixas quantidades indica que a manipulacdo e as condi¢cdes de
2005).0s

microrganismos psicrotroficos sdo aqueles que apresentam crescimento 6timo em

conservacdo dos alimentos foram adequadas (LIBRELATO et al,

temperaturas abaixo de 20°C e possuem influéncia sobre os caracteres
organolépticos do pescado (LIBRELATO et al, 2005), além de serem seus principais

deterioradores (BARTOLOMEU et al, 2011).
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Neste estudo, com excecdo da amostra 4, as contagens de bactérias
mesdfilas e psicrotréficas ficaram abaixo de 6,5 log UFC/g, estando de acordo com
os limites microbianos considerados aceitaveis para o consumo. A amostra 4 de
sashimi apresentou elevada contagem de psicrotréficos de 7,07 log UFC/g, podendo
ser considerado um produto insatisfatério para consumo de acordo com ICMSF
(2002). Segundo FORSYTHE (2002) contagens totais acima de 7,0 log UFC/g
indicam um produto em inicio de deterioracdo e com a qualidade comprometida.

A legislacdo brasileira (BRASIL, 2001) ndo estabelece limites de tolerancia
para o grupo dos coliformes totais nos sushis e sashimis. Porém é importante
guantificar esse grupo, pois essas bactérias costumam ter seus niveis aumentados
em alimentos manipulados, e dessa forma, funcionam como um indicador de higiene
na manipulagdo (MONTANARI et al., 2015).Para coliformes termotolerantes é
permitida a presenca de até 2,0 log NMP/g. Caso seja determinada a presenca de E.
coli, deve constar no laudo analitico.

A amostra 2 de sashimi teve elevada enumeracédo de coliformes totais (3,04
log NMP/g). Com excecdo da amostra 1, todas as amostras apresentaram
resultados positivos para a enumeracdo de coliformes termotolerantes, mas a
enumeracédo que variou de 0,48 a 0,61 log NMP/g foi baixa e estava dentro dos
limites permitidos pela legislagdo brasileira. Ndo houve isolamento de bactérias E.
coli para identificacéo por PCR.

A pesquisa de Salmonella spp. é importante para a salde publica por ser
considerada a principal causa de doenca entérica de origem bacteriana no ser
humano (GATTI JUNIOR, 2011). O trato intestinal dos animais € o principal habitat
das salmonelas e a contaminacdo dos alimentos se da através das fezes dos
animais ou de pessoas portadoras da bactéria, fomites ou aguas contaminadas
(CARVALHO, 2006).A legislacdo brasileira (BRASIL, 2001) estabelece auséncia de
Salmonella spp. em 25 g de amostras de sushis e sashimis. A salmonelose
normalmente é causada pelo consumo de carne crua ou inadequadamente cozida e
a presenca de Salmonella esta mais relacionada com a incidéncia no animal vivo do
gue com a falta de higiene e por esse motivo ndo pode ser totalmente evitada
somente pelas boas praticas de higiene (ICMSF, 2002).

Neste estudo nenhuma das amostras de sushi estavam contaminadas com

Salmonella spp., no entanto das 4 amostras de sashimi analisadas 3 amostras
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apresentaram Salmonella entérica (confirmada geneticamente através da presenca
do gene invA) e, portanto, estavam improprias para 0 consumo.

No estudo de BRAGHINI et al. (2015), as analises de 15 amostras de
sashimis coletadas de cinco restaurantes da cidade de Maringd, PR, revelaram que
3 amostras tiveram resultados positivos para Salmonella sp., sendo consideradas
inadequadas para o consumo. No estudo de MALAVOTA et al. (2009), pbéde-se
constatar a presenca de Salmonella sp. em oito das 64 amostras de sashimis
analisadas (12,5% das amostras coletadas de 2 restaurantes da cidade do Rio de
Janeiro, RJ).

A presenca de bactéria Salmonella spp. no pescado cru evidencia problemas
higienicossanitarios no processos de producdo, processamento e comercializacao
desse pescado, pois a bactéria Salmonella spp. ndo faz parte da microbiota natural
do peixe e sua presenca pode ser justificada pela manipulacdo inadequada nas
etapas da cadeia produtiva ou pelo contato do pescado com aguas contaminadas
com esgoto e material fecal, representando uma via de transmissdo dessas
bactérias (AMAGLIANI et al., 2012; GUIA et al., 2018;LINDER et al., 2011).

Os valores maximos permitidos para contagem de S. aureus em amostras de
sushis e sashimis na legislacéo brasileira sdo de 3,7 log UFC/g (BRASIL, 2001). S.
aureus sao bactérias mesdbfilas, capazes de produzir enterotoxinas, as quais podem
causar intoxicacbes nos homens quando ingeridas. O pescado pode ser
contaminado por essas bactérias tanto pela manipulacdo incorreta, pois essa
bactéria pode estar presente nas maos e mucosas oro-nasal dos manipuladores,
quanto pela contaminagao do ambiente (MONTANARI et al., 2015)

Neste estudo todas as amostras estavam contaminadas com bactérias S.
aureus, porém as contagens que variram de 2,26 a 2,99 log UFC/g estavam dentro
dos limites permitidos pela legislacdo. A intensa manipulagéo dos sushis e sashimis
e a qualidade da matéria prima s&o os fatores que propiciam a contaminagdo com S.
Aureus (VALANDRO et al., 2011).

Habitos de higiene pessoal durante a manipulacdo e comercializacéo, tais
coma lavagem das maos, uso de mascaras e auséncia de objetos de adorno séo
medidas que podem contribuir para a obtencdo de produtos de melhor qualidade
microbiol6gica (GERMANO e GERMANO, 2008). De acordo com VALANDRO et al.

(2011), o treinamento dos manipuladores observado em seu estudo corroborou com
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a baixa contagem de estafilococos encontrada nos sashimis, provavelmente por
reflexo de uma higiene pessoal apropriada.

Por meio das analises moleculares foram confirmadas as colbnias de S.
aureus e Salmonella enterica nas amostras analisadas, conforme descrito na tabela
3.

Tabela 3. Analises moleculares das amostras de sushi

Bactéria e gene amplificado na PCR
Amostras S. aureus Salmonella enterica
1 Sec -
2 Sec invA
3 Sec INVA
4 Sec iNvVA
5 Sec -
6 Sec -
7 Sec -

Bactérias S. aureus foram detectadas em todas as amostras de sashimi e
sushi pela técnica de PCR. O gene seC codifica a enterotoxina C do S. aureus. As
toxinas estafilococicas (ses) sdo um grupo de enterotoxinas termoestaveis e
resistentes ao pH gastrico. A enterotoxina C (seC) é dividida nos subgrupos C1, C2
and C3 e tem papel importante na causa de intoxicacdo alimentar (Argudin et al.,
2010; Seo et al., 2010).

Cepas de Salmonella entérica foram detectadas nas amostras de sashimi 2, 3
e 4 pela técnica de PCR. O gene invA da Salmonella é responséavel pela producao
de proteinas que auxiliam a bactéria no processo de invaséo de células epiteliais do
hospedeiro. Esse gene contém sequéncias Unicas para este género e foi provado
como um alvo de PCR adequado com potencial aplicacdo diagnoéstica (DE
OLIVEIRA et al., 2013). A PCR com base no gene invA é simples, rapida, sensivel e

especifica em comparacdo com o método tradicional (YAN et al., 2011).
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CONCLUSAO

Este trabalho avaliou a qualidade microbiolégica de sushis e sashimis
comercializados em locais ndo especializados em culinaria japonesa como
supermercados e padarias na cidade de Brasilia e regido. Com relacédo a qualidade
higiénicossanitéria, todas as amostras (4 amostras de sashimi e 3 amostras de
sushi) deste estudo estavam contaminadas com bactérias S. aureus, porém as
contagens estavam dentro dos limites permitidos pela legislacdo. A presencga desta
bactéria indica principalmente falta de higiene da parte do manipulador, visto que
esta é encontrada na pele e nas fossas nasais de seres humanos.

Os resultados mostraram que das 4 amostras de sashimi analisadas 3
amostras apresentaram Salmonella entérica (confirmada geneticamente através da
presenca do gene invA) e, portanto, estavam impréprias para 0 consumo. A
Salmonella € um patégeno que pode ser introduzido na cadeia do pescado por meio
da manipulacdo e higiene inadequada ou por contato do peixe com aguas
contaminadas. Por isso, a seguranga microbiolégica do pescado é uma preocupacao
dos consumidores, industrias e das agéncias reguladoras em todo mundo, uma vez
gue o pescado € um importante produto para o comércio de alimentos, podendo ser

um veiculador da transmissdo de salmonelose para o homem.
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100pb EK1 EK3 EK5 EK6é EK7 EK8 EK9 EK10 EK19

100pb EK20 EK21 EK22 EK 23 EK24 CN

Figura A. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para
a presenca do invA de Salmonella enterica.M = marcador de 100 pb;EK1 a
EK24 = amostras deste estudo com amplicons de invA(103 pb); CN = Controle
Negativo.
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11 ANEXO 2. NORMAS DE SUBMISSAO PARA A REVISTA HIGIENE
ALIMENTAR

01. As colaboracfes enviadas a Revista Higiene Alimentar na forma de artigos,
pesquisas, comentérios, revisdes bibliogréficas, noticias e informacdes de interesse
para toda a area de alimentos, devem ser elaboradas utilizando softwares padréao
IBM/PC (textos em Word nas mais variadas versdes do programa; graficos
em Winword, Power Point ou Excel) ou Page Maker 7, ilustracbes em Corel
Draw nas mais variadas versdes do programa (verificando para que todas as letras

sejam convertidas para curvas) ou Photo Shop.

02. Os trabalhos devem ser digitados em caixa alta e baixa (letras maiusculas e
minusculas), evitando titulos e/ou intertitulos totalmente em letras mailsculas e em

negrito. Tipo da fonte Times New Roman, ou similar, no tamanho 12.

03. Do trabalho deverdo constar as seguintes partes: Titulo, Resumo, Palavras-
chave, Abstract, keywords, Introducéo, Material e Métodos, Resultados e Discussao,
Conclusdo e Referéncias Bibliogréaficas. Os gréficos, tabelas e figuras devem fazer
parte do corpo do texto e o tamanho total do trabalho deve ficar entre 6 e 9 laudas
(aproximadamente 9 paginas em fonte TNR 12, com espacamento entre linhas 1,5 e

margens superior e esquerda 3 cm, inferior e direita 2 cm).

04. Resultados de pesquisas relacionados a seres humanos deverdo ser
apresentados acompanhados do nGmero do parecer junto ao Comité de Etica da

instituicAo de origem ou outro relacionado ao Conselho Nacional de Saude.

05. Do trabalho devem constar: o nome completo do autor e co-autores
(respeitando 0 maximo de quatro), e-mail de todos (sera publicado apenas o e-mail

do primeiro autor, o qual responde pelo trabalho) e nome completo das instituicbes
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as quais pertencem, com trés niveis hierarquicos (Universidade, Faculdade,

Departamento), também a cidade, estado e pais.

06. As referéncias bibliograficas devem obedecer as normas técnicas da ABNT-
NBR-6023 e as citagdes conforme NBR 10520 sistema autor-data.

07. Para a garantia da qualidade da impresséao, séao indispensaveis as fotografias e
originais das ilustracdes a traco. Imagens digitalizadas deverdo ser enviadas
mantendo a resolug¢do dos arquivos em, no minimo, 300 pontos por polegada (300

dpi).

08. Sera necessario que os colaboradores mantenham seus programas anti-virus

atualizados

09. Todas as informacdes sdo de responsabilidade do primeiro autor com o qual
faremos os contatos, através de seu e-mail que sera também o canal oficial para

correspondéncia entre autores e leitores.

10. Juntamente com o envio do trabalho devera ser encaminhada declaracéo
garantindo que o trabalho € inédito e ndo foi apresentado em outro veiculo de
comunicacdo. Na mesma devera constar que todos os autores estdo de acordo com

a publicacao na Revista.
11. Nao sera permitida a inclusdo ou exclusdo de autores e co-autores ap0os 0 envio
do trabalho. Ap6s o envio do trabalho, s6 sera permitido realizar mudancas

sugeridas pelo Conselho Editorial.

12. Os trabalhos deverdao ser encaminhados exclusivamente on-line, ao e-

mail autores@higienealimentar.com.br .

13. Recebido o trabalho pela Redacdo, sera enviada declaracdo de

recebimento ao primeiro autor, no prazo de dez dias Uteis; caso isto ndo ocorra,

comunicar-se com a redacdo através do e-mail autores@higienealimentar.com.br
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14. As colaboracdes técnicas serdo devidamente analisadas pelo Corpo Editorial da
revista e, se aprovadas, sera enviada ao primeiro autor declaracédo de aceite, via e-

mail.

15. As matérias serdo publicadas conforme ordem cronolégica de chegada a
Redacdo. Os autores serdo comunicados sobre eventuais sugestbes e

recomendagodes oferecidas pelos consultores.

16. Para a Redacao viabilizar o processo de edi¢cdo dos trabalhos, o Conselho
Editorial solicita, a titulo de colaboracdo e como condicédo vital para manutencéo
econdmica da publicacdo, que pelo menos um dos autores dos trabalhos enviados
seja assinante da Revista. Neste caso, por ocasido da publicagdo, sera cobrada uma
taxa de R$ 50,00 por pagina diagramada. Nao havendo autor assinante, a taxa de

publicacéo sera de R$ 70,00 por pagina diagramada.

17. Quaisquer duvidas deverdo ser imediatamente comunicadas a Redacao através
do e-mail

autores@higienealimentar.com.br
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