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1. INTRODUCAO

Sushi € um tipo de alimento potencialmente perigoso ao consumidor por
ser pronto para o consumo, conter ingredientes pereciveis e nao possuir
tratamento adicional, tal como o aquecimento, a fim de eliminar ou reduzir os
micro-organismos a um nivel aceitavel. Atualmente, h4 um crescente consumo
desse produto, entretanto, quando esse alimento € mantido em temperaturas de
abuso e/ou manipulado sem os devidos cuidados higiénico-sanitarios, ha a
possibilidade de contaminagcdo por uma série de perigos, podendo resultar em
casos e surtos de doengas transmitidas por alimentos (DTA) (WONG, CHENG,
YU & CHAN, 2013).

A pesquisa de coliformes termotolerantes tem sido utilizada para avaliar as
condicbes higiénico-sanitarias dos alimentos. Este grupo microbiano é
representado por enterobactérias capazes de fermentar a lactose a 45 °C, com
producéo de gas e &cido, sendo Escherichia coli o seu principal representante, e o
indicador especifico de contaminacgédo fecal recente (TORTORA; FUNKE & CASE,
2005).

Escherichia coli, normalmente, faz parte da microbiota intestinal do homem
e outros animais, sendo tipicamente ndo patogénicas. Entretanto, existem
subgrupos de E. coli, denominados patotipos, que adquiriram fatores de
viruléncia, frequentemente codificados em elementos genéticos méveis, 0s quais
conferem uma maior capacidade de causar um amplo espectro de doencas
(KAPER; NATARO & MOBLEY, 2004).

Dentre os fatores de viruléncia, destacam-se: a proteina intimina,
codificada pelo gene eae, responsavel por mediar a ligacdo a célula epitelial e
induzir a resposta imune; a toxina Shiga, codificada pelos genes stx1 e stx2, que
apresentam capacidade de causar lesbes attaching-effacing (A/E); e a hemolisina,
codificada pelo gene hlyA, responsavel pela atividade hemolitica da bactéria
(NATARO & KAPER, 1998; KAPER; NATARO & MOBLEY, 2004).

Pesquisas tém demonstrado que os niveis de contaminacdo de sushis sao
relativamente altos, principalmente em relacédo a E. coli e Staphylococcus aureus,
0 que esta diretamente relacionado a condi¢des higiénicas insatisfatérias durante
0 processamento e armazenamento do alimento, bem como a préticas higiénicas
inadequadas de seus manipuladores (ATANASSOVA; REICH & KLEIN, 2008).
Dessa forma, torna-se essencial a andlise microbiolégica deste tipo de alimento,
pois, quando apresenta qualidade microbiologica comprometida, pode oferecer
riscos aos consumidores.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar as condi¢des
higiénico-sanitarias de amostras de sushis comercializados em Pelotas, RS, bem
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como caracterizar molecularmente os isolados quanto a presenca de genes de
viruléncia.

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)
provenientes de sete estabelecimentos distintos da cidade de Pelotas, RS.

As amostras de sushi foram obtidas de maneira aleatoria, acondicionadas
em caixas isotérmicas, e conduzidas ao Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do DCTA/FAEM/UFPel para realizacdo das analises microbiologicas,
com a finalidade de isolamento e identificacdo de E. coli, conforme descrito pela
AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (2001).

Todos os isolados identificados pela metodologia convencional foram
submetidos a confirmagdo molecular através da Polymerase Chain Reaction
(PCR), utilizando-se as sequéncias de oligonucleotideos derivadas do gene uspA,
com produto de amplificacdo de 884 pb (CHEN & GRIFFITHS, 1998), para
confirmacédo da espécie, e dos genes eae (384 pb), hlyA (534 pb) e stx1 (180 pb)
gue codificam, respectivamente, as proteinas intimina, hemolisina e toxina Shiga,
envolvidas na viruléncia da bactéria (PATON & PATON, 1998).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a RDC n° 12/2001, que determina os padrbes
microbioldgicos sanitarios para alimentos, os sushis sdo considerados improprios
para consumo quando apresentarem contagem de coliformes a 45 °C superior a
102 NMP.g. Sendo assim, 50 % das amostras de sushi analisadas, provenientes
de sete estabelecimentos da cidade de Pelotas, foram consideradas impréprias
para 0 consumo, uma vez que apresentaram contagens de coliformes a 45 °C,
também denominados de coliformes termotolerantes, superiores ao permitido pela
legislacdo, na coleta 1 (estabelecimentos 1, 3, 4, 5 e 6), coleta 2 (todos os
estabelecimentos) e coleta 4 (estabelecimentos 2 e 3), conforme pode ser
visualizado na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados da enumeracdo de coliformes termotolerantes (45 °C),
expressos em NMP.g', em amostras de sushi comercializadas na cidade de
Pelotas, RS

: Contagens de coliformes termotolerantes
Estabelecimentos

12 Coleta 22 Coleta 32 Coleta 42 Coleta
1 4,3 x 10° 7.5 x 10° <3 4,0 x 10°
2 4,3 x 10* 4,3 x 102 2,0 x 10* 4,3 x 102
3 1,1x10° 2.4 x10° 4,0 x 10t <3
4 4,3 x 102 9,3 x 102 4,0 x 10* 2,0 x 10*
5 4.6 x 10° 15x10° 7.0 x 10t 4,0 x 10°
6 4,6 x 102 7,5x 103 2,1 x10* 2,3 x 10}
7 4,0 x 10t 7.5 x 10* <3 <3

NMP.g ™= nimero mais provavel por grama de alimento

Quando as amostras com contagens de coliformes termotolerantes
superiores as determinadas pela legislagédo brasileira foram submetidas a provas
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fenotipicas para confirmagdo da presenca de E. coli, apenas na amostra
proveniente do estabelecimento 3 (12 coleta) foi confirmada a presenca deste
patébgeno. O isolado de E. coli identificado fenotipicamente, foi submetido a
confirmacdo molecular e portava todos os genes avaliados, conforme pode-se
visualizar na Tabela 2.

Tabela 2. Presenca dos genes de viruléncia no isolado de E. coli proveniente de
sushis comercializados em Pelotas, RS

Confirmagao molecular
Isolado (genes)
USpA eae hlyA stx1

E3- coleta 1 + + + +

E = estabelecimento; + = presenca do gene

Os resultados encontrados neste estudo estdo de acordo com os obtidos por
FANG (2003), MILLARD & ROCKLIFF (2003) e ATTASANOVA; REICH & KLEIN
(2008) que, ao avaliarem a qualidade microbiolégica de produtos prontos para o
consumo em Taiwan e de sushis na Australia e na Alemanha, evidenciaram que
2%, 7,3% e 19,2% das amostras, respectivamente, encontravam-se
contaminados com E. coli.

A presenca dos genes eae, hly e stxl que codificam, respectivamente, a
proteina intimina, hemolisina e toxina Shiga, no isolado de E. coli proveniente de
sushis comercializados em Pelotas, RS, é um resultado importante, tendo em
vista que os produtos destes genes estdo diretamente associados a severidade
das doencas causadas por E. coli (PATON & PATON, 1998; LAW, 2000).

Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) é um patdégeno
emergente, que vem sendo um desafio a saude publica, uma vez que esta
envolvido em surtos de DTA. Esse patotipo de E. coli € muito virulento,
apresentando baixa dose infectante e, mesmo em concentra¢cdes muito baixas no
alimento (10 UFC), é capaz de causar infeccdo (CALDORIN et al., 2013).

Embora a contaminacdo por E. coli esteja comumente relacionada a
produtos de origem animal, outras fontes, como vegetais e agua, também podem
ser veiculos de transmisséo do patdgeno. Sendo assim, a presenca de STEC nas
amostras de sushi pode ser atribuida a contaminacdo cruzada, bem como a
praticas higiénicas inadequadas de seus manipuladores, sendo um resultado

importante, devido a severidade das doencas causadas por este micro-
organismo.

4, CONCLUSOES

A contagem de coliformes a 45 °C em metade das amostras de sushi
analisadas foi superior a permitida pela legislacdo brasileira, as quais eram,
portanto, impréprias para o consumo. Além disso, a presenca de um isolado de
STEC na amostra proveniente do estabelecimento 3 denota um risco a saude do

consumidor, uma vez que este patotipo possui alto potencial de viruléncia.
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