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1. INTRODUCAO

Alimentos tradicionais da culinaria japonesa, como o sushi e o sashimi,
preparados a base de arroz acidificado e peixe cru, vém ganhando cada dia mais
espago no cenario gastronémico de diversos paises (LEISNER et al., 2014).
Como estes alimentos sao altamente manipulados durante o preparo e a
comercializagdo, além de serem consumidos sem tratamento térmico, podem
tornar-se um risco ao consumidor, uma vez que podem carrear micro-organismos
potencialmente patogénicos (CHRISTISON, LINDSAY e VON HOLY, 2008;
LIANG et al., 2016).

Estudos relatam que este tipo de alimento pode apresentar altos niveis de
contaminagao, principalmente por Estafilococos coagulase positiva (ECP)
(LEISNER et al., 2014; LIANG et al., 2016), o que é um fator preocupante uma
vez que os manipuladores sao potenciais portadores assintomaticos destes micro-
organismos (LUONG et al., 2006).

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae, sendo
cocos Gram-positivos, anaerobios facultativos, imoveis e tendem a formar
agrupamentos em formato semelhante a cachos de uva. Sdo micro-organismos
mesofilos, que se desenvolvem entre 7 °C e 47,8 °C, produzem enterotoxinas
entre 10 °C e 46 °C, com produgdo maxima entre 40 °C e 45 °C, sendo
frequentemente envolvidos em surtos de doencgas transmitidas por alimentos
(DTA) (TRABULSI et al., 2008).

Além da producio de enterotoxinas, outros fatores de viruléncia importantes
na patogenia das doengas causadas por Staphylococcus spp. sdo a atividade da
enzima DNAse, responsavel por clivar o DNA celular, a produgdo de
exopolissacarideo, o qual € uma camada viscosa que dificulta a fagocitose e
aumenta a aderéncia aos tecidos do hospedeiro e as superficies de equipamentos
e utensilios, auxiliando na formacao de biofilme, bem como a resisténcia a
antimicrobianos (TRABULSI et al., 2008; GUNDOGAN, CITAK e TURAN, 2006).

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi verificar a presencga de
ECP em sushis comercializados na cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil
e, a partir dos isolados, realizar a confirmagdo molecular do género
Staphylococcus e analisar a resisténcia a acriflavina, a atividade da enzima
DNAse e a producio de exopolissacarideo.

2. METODOLOGIA
2.1 Isolamento de ECP

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),
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provenientes de sete diferentes estabelecimentos da cidade de Pelotas, RS. Os
sushis foram mantidos em caixas isotérmicas até o momento do processamento
das amostras, no Laboratério de Microbiologia de Alimentos DCTA/FAEM/UFPel.
Para o isolamento, 25 g das amostras foram homogeneizadas em 225 mL de
agua peptonada tamponada (APT, Acumedia®) e, apos a realizacado de diluicdes
decimais seriadas, uma aliquota de 0,1 mL de cada amostra foi semeada em
placas contendo agar Baird-Parker (ABP, Himedia®), as quais foram incubadas a
37 °C por 48 h. As colonias tipicas de Estafilococos coagulase positiva foram
submetidas ao teste de producéo de coagulase livre (APHA, 2002).

2.2 Analises fenotipicas dos isolados

Os isolados que apresentaram capacidade de produg¢ao de coagulase, foram
submetidos ao teste de resisténcia a acriflavina, utilizando-se agar Baird-Parker
suplementado com acriflavina (7 ug.mL™) (Sigma Aldrich®), conforme protocolo
descrito por DEVRIESE (1981). O resultado caracteristico € o aparecimento de
dois halos ao redor das colbnias, indicando resisténcia a acriflavina.

A producdo de DNase foi realizada conforme protocolo descrito por
WECKMAN e CATLIN (1957), tendo como resultado positivo o aparecimento de
um halo transparente ao redor do cultivo, apds a adicdo de acido cloridrico 1N.

A produgcdo de exopolissacarideo foi verificada através do uso do agar
Vermelho Congo, conforme descrito por FREEMAN, FALKINER e KEANE (1989),
tendo como resultado positivo, o aparecimento de colbnias pretas com uma
consisténcia cristalina e seca.

2.3 Analise molecular para identificagao do género Staphylococcus

Foi utilizada a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), tendo-se como
alvo o gene 16S do rRNA, segundo protocolo descrito por BARON et al. (2004).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Segundo a RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, o limite tolerado de ECP
em produtos a base de carnes, pescados e similares crus, onde se inclui o sushi,
é de 5 x 10° UFC.g™" (BRASIL, 2001). A Tabela 1 apresenta os dados obtidos no
isolamento de ECP, expressos em UFC.g™" de sushi.

Tabela 1 — Resultados das contagens (UFC.g™") obtidas no isolamento de ECP

Estabelecimentos Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
1 4x10° 2 x 10° sSC sC
2 3x10° 1,2x10° 1,0 x 10° 2,4 x 10*
3 3x10° 1,8 x 10° sC 3,0 x 102
4 1,9 x 10° ScC* 2,0x10° 2,3x10*
5 1,5 x 10° sSC 1,5x10° 2,0x10°
6 2,5 x 10* 2,9x10° 3,7 x 10* 4,0 x 102
7 1,3 x 10* sSC sSC 7,0 x 10*

*Sem crescimento

Na primeira coleta foram encontradas amostras de sushis com contagens de
ECP acima do permitido pela legislacdo brasileira, em quatro estabelecimentos
(57,1%). Na segunda coleta, nenhum dos estabelecimentos apresentou sushis
com contagens consideradas inaceitaveis. Ja na terceira e quarta coletas,
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novamente houve amostras com contagem acima do permitido pela legislagao,
28,6% e 42,9%, respectivamente.

Todos os isolados foram confirmados como Staphylococcus spp. pela
analise molecular, tendo em vista que houve amplificagdo do fragmento de 252 pb
referente ao gene 76S do rRNA. Sendo assim, mais analises moleculares serdo
realizadas para a confirmagao da espécie de Staphylococcus isolados de sushi na
cidade de Pelotas/RS. ATANASSOVA, REICH & KLEIN (2008) encontraram
Staphylococcus spp. em todas as amostras de sushi analisadas, com contagens
médias de 10* UFC.g™". J& MARTINS (2006) avaliou 20 amostras de sushi e
sashimi, oriundos de diferentes estabelecimentos em S&o Paulo, e encontrou
nove amostras contaminadas por Staphylococcus spp., sendo trés com contagens
acima do estipulado pela legislagao.

A contaminacdo encontrada em sushis pode estar relacionada com
condigdes higiénico-sanitarias inadequadas na preparacdo do alimento,
principalmente em relagcdo aos manipuladores, uma vez que 25 a 40% da
populagdo humana carreia Staphylococcus spp. (LUONG et al., 2006).

A resisténcia a acriflavina foi observada em 62,5 % dos isolados. Este teste
foi realizado, pois, segundo CAPURRO et al. (2010) e DEVRIESE (1981), das 3
espécies de ECP (S. aureus, S. hyicus e S. intermedius), apenas S. aureus €&
resistente a este antimicrobiano. Dessa forma esse resultado sugere uma
possivel prevaléncia de S. aureus entre os ECP presentes nos sushis
amostrados, no entanto, levando-se em consideragdo a variagdo que pode
ocorrer nas caracteristicas bioquimicas, ha necessidade da posterior confirmacgao
molecular dos isolados.

Nove dos vinte e quatro isolados (37,5%) apresentaram atividade da enzima
DNAse. Esta enzima é, frequentemente, utilizada para distinguir ECP patogénicos
de ndo patogénicos, sendo importante na patogénese de ECP, juntamente com a
coagulase (PFALLER e HERWALDT, 1988).

Verificou-se que 12,5% dos isolados (3/24) produziram exopolissacarideo,
portanto, sdo potenciais produtores de biofime. HAMMADI e YOUSIF (2014)
avaliaram 17 isolados de S. aureus, e encontraram apenas dois isolados
produtores de exopolissacarideo, resultado similar ao obtido neste estudo. Por
outro lado, VASUDEVAN et al. (2003) encontraram que 32 entre 35 isolados de S.
aureus apresentavam capacidade de produzir exopolissacarideo apos 24-48 h,
entretanto, todos os isolados produziram exopolissacarideo apés 72 h, concluindo
que a producao depende do periodo de incubagao.

4. CONCLUSOES

Ha presenca de Staphylococcus spp. em sushis comercializados em
Pelotas, RS e, em cerca da metade das amostras, esses micro-organismos foram
encontrados em niveis considerados inaceitaveis, segundo a legislagéo brasileira.
Este resultado denota um risco para os consumidores, uma vez que se trata de
um produto altamente manipulado e consumido cru, sem tratamento térmico
adicional.
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