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1. INTRODUCAO

A demanda por alimentos prontos para 0 consumo tem aumentado
significativamente no Brasil, entretanto, esses alimentos sdo uma importante fonte
de transmissao de doencas veiculadas por alimentos (BRASIL, 2010). Assim, devido
a sua popularizagéo, a seguranca desses produtos tem demandado grande atencéao,
especialmente em relacdo a sua qualidade microbiologica (YANG et al., 2015).

O sushi € um alimento pronto para o consumo, a base de pescado cru,
podendo, ou n&do, apresentar arroz japonés e alga marinha na sua constituicdo. E
um prato produzido manualmente, portanto bastante manipulado, cada vez mais
popular na alimentacdo dos brasileiros (SANTOS et al., 2012). Desta forma, varios
micro-organismos patogénicos importantes em alimentos, como Listeria
monocytogenes, podem manter-se viaveis neste tipo de produto.

Listeria monocytogenes € uma bactéria gram-positiva, psicrotréfica e
anaerobica facultativa, patogénica para seres humanos e animais. A listeriose é uma
doenca decorrente da infeccdo por L. monocytogenes, que pode cursar com
sintomatologia grave, podendo ser muitas vezes fatal para grupos vulneraveis, tais
como idosos, gestantes, recém-nascidos e individuos imunocomprometidos. Sua
alta taxa de letalidade (mais de 30%) contribui para que esse micro-organismo seja
considerado um importante patégeno de origem alimentar (JALALI & ABEDI, 2008).

Os antimicrobianos de escolha para o tratamento da listeriose sdo os [-
lactamicos, podendo ser usados em combinacdo com outros farmacos
(KRAWCZYK-BALSKA et al., 2012). Apesar da suscetibilidade do patdgeno a varios
antimicrobianos, alguns isolados de L. monocytogenes envolvidos em surtos
alimentares tém apresentado perfil de multirresisténcia (MARIAN et al., 2012). O
surgimento e a transmissao desses isolados resistentes representa uma ameaca
para a saude humana, tendo em vista a dificuldade no tratamento da listeriose.

Frente ao exposto, o objetivo desse estudo foi verificar a presenca de L.
monocytogenes em sushis comercializados na cidade de Pelotas-RS, bem como
caracterizar o perfil de resisténcia a antimicrobianos desses isolados.

2. METODOLOGIA
Foram realizadas quatro coletas, entre os meses de janeiro e maio de 2016. Em
cada coleta foram amostrados seis sushis (arroz, alga e salmao cru) de sete
diferentes estabelecimentos da cidade de Pelotas-RS. Os sushis eram obtidos de
maneira aleatéria e mantidos em caixas isotérmicas, at¢é o momento do
processamento das amostras, no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos do
DCTA/FAEM/UFPel. A pesquisa e a enumeracdo de L. monocytogenes foram
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realizadas conforme descrito na ISO 11290-1 (INTERNATIONAL ORGANIZATION
FOR STANDARDIZATION, 1996).

A confirmacdo molecular dos isolados foi realizada através da Polymerase
Chain Reaction (PCR), utilizando-se primers e condi¢cfes previamente descritos por
LIU et al. (2007), com o objetivo de amplificar uma sequéncia de 800 pares de bases
(pb) do gene inlA, especifico para L. monocytogenes.

O perfil de resisténcia a antimicrobianos foi verificado através da técnica de
difusdo em &gar, de acordo com as normas do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2015). Foram avaliados 14 antimicrobianos: penicilina G (10 U),
ampicilina (10 pg), gentamicina (10 pg), amicacina (30 pg), estreptomicina (10 ug),
sulfametoxazol- trimetoprim (1,25/23,75 pg), sulfonamida (300 pg), trimetoprim (5
Hg), vancomicina (30 ug), eritromicina (15 pg), cloranfenicol (30 pg), imipenem (10
Kg), acido nalidixico (30 pg) e cefalotina (30 pg). Todos os antimicrobianos foram
adquiridos da Laborclin®. A cepa padrédo S. aureus ATCC 25923 foi utilizada como
controle da técnica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

L. monocytogenes foi isolada em oito das 28 amostras de sushis analisadas, ou
seja, em 28,6% das amostras havia a presenca desse patégeno. Esse resultado
estd de acordo com VITAS, AGUADO & GARCIA-JALON (2004), os quais
encontraram a presenca de L. monocytogenes em 28% das amostras de salméao
defumado prontas para o consumo. J& ATANASSOVA, REICH & KLEIN (2008),
avaliaram 250 amostras de sushis, encontrando L. monocytogenes em trés delas.

Apesar da presenca de L. monocytogenes nos alimentos ser um risco ao
consumidor, sua ocorréncia em sushis é possivel, tendo em vista que esse patégeno
pode contaminar diversas superficies dentro de uma planta de processamento,
sendo o salméo cru, antes da filetagem, a principal fonte de introducédo de L.
monocytogenes na linha de producdo (EKLUND et al., 1995). Apds a contaminacao
da planta processadora de alimentos com L. monocytogenes, sua remocao é dificil,
tendo em vista que essa bactéria apresenta a capacidade de formacao de biofilmes
(RORVIK et al.,, 1997). Segundo JEONG & FRANK (1994), essa capacidade de
colonizacdo de superficies e de formacdo de biofiimes possibilita que L.
monocytogenes persista em plantas de processamento de alimentos, aumentando,
assim, a probabilidade de contaminagbes cruzadas e ambientais. Neste estudo,
observou-se que no estabelecimento 1, L. monocytogenes foi isolada em todas as
coletas, sugerindo que ha uma uma fonte persistente de contaminagcédo por esse
micro-organismo.

Todos os oito isolados foram sensiveis a vancomicina, gentamicina, amicacina,
imipenem e, inclusive, a ampicilina, que, segundo JAY (2005), € uma das drogas
mais indicadas para o tratamento da listeriose. Além disso, esse mesmo autor cita a
penicilina G como a droga de primeira escolha para o tratamento de listeriose, no
entanto, todos os isolados obtidos neste estudo foram resistentes a esse
antimicrobiano, bem como a sulfonamida, trimetoprim, acido nalidixico e
sulfametoxazol-trimetoprim. A associacédo sulfametoxazol-trimetoprim € a segunda
escolha para o tratamento de listeriose (CHARPENTIER & COURVALIN, 1999),
entretanto, todos os isolados avaliados neste estudo, foram resistentes.

Além disso, dois isolados (25%) foram resistentes ao cloranfenicol, quatro
isolados (50%) foram resistentes a estreptomicina e quatro apresentaram resisténcia
a cefalotina. Todos os isolados de L. monocytogenes foram considerados
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multirresistentes, pois apresentaram resisténcia a, pelo menos, trés classes de
antimicrobianos (NARMS, 2012).

O perfil de resisténcia a antimicrobianos dos oito isolados esta apresentado na
Figura 1.
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Figura 1. Perfil de resisténcia a antimicrobianos dos 8 isolados de L. monocytogenes
provenientes de sushi

O perfil fenotipico caracteristico de L. monocytogenes é a fermentacdo de
dextrose e ramnose e a atividade beta hemolitica em agar sangue (VITAS, AGUADO
& GARCIA-JALON, 2004). Neste estudo, foram observados isolados com
caracteristicas atipicas para essa espécie bacteriana, 0s quais apresentaram reacao
positiva também a fermentacao da xilose e/ou ao manitol, porém, foram confirmados
em nivel molecular (Tabela 1).

Tabela 1. Perfil fenotipico dos isolados de L. monocytogenes provenientes de sushi e
confirmacao molecular através do gene inlA

Fermentacao de Carboidratos 1 PCR
. . B-hemdlise
xilose ramnose manitol dextrose nlA
Isolado A* - + + + + +
Isolado B* - + + + + +
Isolado C* - + - + + +
Isolado D* + + + + + +
Isolado E’ - + - + + +
Isolado F’ - + - + + +
Isolado G* - + + + + +
Isolado H°® - + - + + +
reacdo negativa, + = reacéo positiva, = estabelecimento 1, ‘= estabelecimento 7,

4_

estabelecimento 4, °= estabelecimento 6

4. CONCLUSAO

A presenca de L. monocytogenes em sushis comercializados na cidade de
Pelotas, RS, foi elevada, demonstrando o risco de listeriose associada ao consumo
desses alimentos, em especial por imunocomprometidos. Além disso, todos o0s
isolados foram multirresistentes a antimicrobianos, entre os quais, aqueles de
escolha para o tratamento de listeriose em humanos.

5. AGRADECIMENTOS

A CAPES, pela concessio de bolsa de estudo.
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