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RESUMO

Pratos & base de pescado cru em pouco tempo se tornaram moda sendo sinénimo
de “comida saudavel”, no entanto, sio necessarios os devidos cuidados na sua ingestdo em
funcio de sua excessiva manipulagio e seu armazenamento, muitas vezes em condi¢des
inadequadas de temperatura. O presente estudo objetivou avaliar a qualidade de produtos da
culinaria oriental “sushis” comercializados em trés estabelecimentos na cidade de Fortaleza,
através da pesquisa de bactérias constantes na legislagdo brasileira vigente: coliformes
termotolerantes, Staphylococcus coagulase positiva, Vibrio parahaemolyticus e Salmonella.
Em cada estabelecimento foram coletadas 40 amostras de sushi (20 de salmio e 20 de
camardo), totalizando 120 amostras distribuidas em 12 coletas. As cepas de Vibrio foram
quantificadas através do método do niimero mais provavel (NMP) e a identificagéo de Vibrio
parahaemolyticus foi realizada de acordo com o esquema de Noguerola; Blanch (2008).
Staphylococcus coagulase positiva foi quantificado através da Contagem Padrdo em Placas e
os coliformes termotolerantes através da técnica dos tubos multiplos. Nas amostras analisadas,
nio foi constatada a presenca de Salmonella, e nem observada quantidades significativas de
Vibrio parahaemolyticus e Staphylococcus coagulase positiva de acordo com a legislagéo
vigente (BRASIL, 2001). Estavam contaminadas com coliformes termotolerantes, as amostras
de salmao (50%) e as de camaréo (75%) do estabelecimento C.

Palavras- chaves: Pescado, DTA, Consumidor
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1. INTRODUCAO

A importincia do pescado como veiculador de patégenos vai depender das
condigdes de seu armazenamento (tempo e temperatura) e da sua forma de preparo (condigdes
de higiene na sua manipulagfo). No Japdo, onde o peixe ¢ importante parte da dieta, sendo
muitas vezes consumido cru, a proporgio de doengas transmitidas por alimentos oriunda desse
tipo de alimento € elevada (HUSS; REILLY; EMBAREK, 2000).

O pescado, dentre as fontes de proteina animal, é suscetivel as alteragdes devido a
algumas caracteristicas particulares. A presenca de proteinas de alto valor biolégico, a elevada
atividade de agua e o pH préximo a neutralidade proporcionam o desenvolvimento
microbiano; a ac¢do dos sucos digestivos e enzimas do tecido, junto com o teor de gorduras
insaturadas facilmente oxidéveis, promovem a deterioragdo quimica do alimento
(OETTERER, 1991; HANASHIRO, 2002; FRANCO; LANDGRAF, 2003; PHILIPPIL, 2003).
As baixas temperaturas podem favorecer a diminui¢fo do metabolismo bacteriano, ocorrendo
assim a inibicdo e favorecendo a conservagdio dos alimentos. A refrigeragdo néo pode ser
considerada como um processo bactericida, pois muitos patégenos se multiplicam na
temperatura de refrigeracfo, tais como: Salmonella sp a 6°C, Vibrio cholerae a 5°C e Bacillus
cereus a 5°C (SILVA JR., 2002).

De acordo com Martins (2006), o grande nimero de microrganismos indicadores
de contaminacdo e potencialmente patogénicos detectados em sushi independe do tipo de
estabelecimento que o comercializa (especializados ou ndo na culindria nipdnica) e a
temperatura de exposi¢fo. Na comercializagio de pescado cru € observado que esses
alimentos ficam mais expostos a perigos ou oportunidades de contamina¢Ses microbianas
associadas a praticas incorretas de manipulagfio- e processamento. A fim de minimizar
possiveis riscos potenciais & saude do consumidor, ¢ recomendado aos profissionais
responsdveis pela manipulagdo e distribuigdo de produtos a base de pescado cru, medidas
higiénico- sanitdrias mais rigorosas através da adogdo e aplicagdo das Boas Préticas de
Fabricacdio (ALMEIDA ef al., 1995; LIMA et al., 2009).

De acordo com a Resolugiio — RDC N°. 012, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria — ANVISA no item (22) que trata dos produtos & base de
carnes, pescado e similares crus (quibe cru, carpaccio, sushi, sashimi etc.) o limite maximo

para coliformes termotolerantes a 45°C é de 10 NMP/g; para Staphylococcus coagulase
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positiva, a tolerdncia é de 5x10° UFC/g; Vibrio parahaemolyticus tem limite de 10* NMP/g e
Salmonella deve estar ausente em qualquer 25g da amostra (BRASIL, 2001).

A pesquisa do grupo dos coliformes termotolerantes € empregada, sobretudo em
saude publica, como indicador das condigdes higiénicos - sanitdrias de uma amostra. A
presenca de coliformes termotolerantes a 45°C em alimentos ¢ um indicativo de contaminagéo
fecal em alguma etapa de sua produgdo (FRANCO; LANDGRAF, 2003; WEBSTER ef al.,
2004).

A bactéria Staphylococcus aureus tem uma grande importdncia nos surtos
alimentares, estando relacionada diretamente com os efeitos causados ao consumidor, uma
vez .que se encontra presente nas méos e gargantas de manipuladores de alimentos
(EVANGELISTA-BARRETO, 2004a). A intoxica¢io causada pelo S. aqureus € provocada
pela ingestio do alimento com a toxina pré-formada, sendo os principais sintomas: nauseas,
vOmitos, célicas abdominais, diarréia e sudorese (SILVA JR., 2002; FRANCO; LANDGRAF,
2003).

As salmonelas sio abundantemente distribuidas na natureza, sendo o trato
intestinal dos homens e animais de sangue quente e de sangue frio o seu principal
reservatorio, exceto os peixes, moluscos e crustédceos, os quais podem contaminar-se apos a
pesca (JAKABI et al., 1999). A infecgio por Salmonella no organismo humano, da-se pelo
consumo de um alimento ou agua contaminados (EVANGELISTA-BARRETO, 2004b).

Vibrio parahaemolyticus é responsavel por surtos de toxinfecgdo alimentar,
relacionados com o consumo de pescados e sendo naturalmente encontrado em aguas
estuarinas e costeiras em todo o mundo. Gastrenterites causadas por este microrganismo estdo
quase sempre relacionadas a alimentos marinhos consumidos crus ou mal cozidos (OLIVER;
KAPER, 1997; FORSYTHE, 2002; FRANCO; LANDGRAF, 2003; MATTE, 2003; SOUSA,
2004).

O presente estudo objetivou avaliar a qualidade de produtos da culindria oriental
“cushis” comercializados em trés estabelecimentos na cidade de Fortaleza, através da pesquisa
de bactérias constantes na legislagio brasileira vigente: coliformes termotolerantes,

Staphylococcus coagulase positiva, Vibrio parahaemolyticus e Salmonella.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Qualidade de pescado

Segundo Freitas ef al. (2009), as mudancas ocorridas no cardapio alimentar da
populagdo brasileira, estdio associadas as ofertas de pescado com uma melhor qualidade. A
carne de pescado apresenta boa digestibilidade, pois contém menos tecido conjuntivo (3%)
quando comparado a carne dos mamiferos (17%). Apresenta ainda, em média, 5% de gordura,
26% de proteina, todos os aminoacidos (1 a 5 mg de aminoécidos livres/grama de proteina),
elevados teores de vitaminas do complexo B e menos do que 1,5% de matéria mineral, além
disso, é o uma fonte de célcio e fosforo. Devido a esses valores nutricionais, o pescado exige
cuidados relacionados a4 manipulagio e conservagdo, por ser um alimento susceptivel a
decomposigao. Talvez a busca de um alimento seguro pelos consumidores seja uma forma de
pressionar os mercados a oferecer produtos de qualidade e, assim, melhorar a higiene dos
produtos vendidos (FOCAGA, 2010).

Com relagio & Satde Publica, os consumidores buscam alimentos de boa
procedéncia, dentro dos padrdes estabelecidos pela legislagio vigente (BRASIL, 2001), ndo
apenas em valores nutricionais, mas também, em boas condi¢des higiénico-sanitarias, livres
de microrganismos patogénicos, agentes fisicos ou quimicos que, de alguma forma, possam
afetar a saude do consumidor (CORREIA; RONCADA, 2002).

No processo de deterioragio, o pescado vai perdendo suas propriedades
sensoriais. Quando fresco, o peixe contém as seguintes caracteristicas: escamas brilhantes
bem firmes a pele e nadadeiras com certa resisténcia aos movimentos; musculatura com
consisténcia elastica; coloragdo propria A espécie; visceras integras perfeitamente
diferenciadas; musculatura da parede abdominal nfo deve apresentar autélise; odor
especifico; olhos transparentes, brilhantes e salientes; branquias roseas ou vermelhas, imidas
e brilhantes; ventre roligo e firme, nfio deixando impressdo duradoura a pressdo dos dedos.
(BRASIL, 1997).

Para o consumidor, o ideal seria adquirir pescado em estabelecimentos que
garantam a sua origem de locais comprovadamente saneados. Assim, algumas medidas
poderiam minimizar a sua contaminag&o, diminuindo o risco de ingestfio de um produto

contendo algum tipo de patégeno ou toxina (FOCAGA, 2010). Portanto, a aplicagfo das boas



praticas de manipulagio e armazenamento, permitem controlar a qualidade do produto

retardando as reagdes bioquimicas e atividades microbianas indesejéveis (BEATO, 2002).

2.2 Consumo de sushi e sua importincia para a satide piblica.

O pescado pode ser consumido de duas formas: cozidos e crus. Segundo Germano
(1993), o habito de comer peixes crus vem aumentando no Brasil. Os pratos & base de pescado
cru oriundos dos paises asiaticos em pouco tempo se tornaram moda. Estabelecimentos
especializados em pratos tipo sashimi (que séo pedagos finos de musculo de peixe servidos
crus) e sushi (sashimi moldado sobre arroz fermentado) sdo cada vez mais constantes nas
grandes metrépoles ocidentais (LEAL, 1998). Na preparagio desse prato, muitos sdo 0s
peixes e mariscos utilizados, uma vez que, no Japdo existe uma diversidade de pescado.
Assim, o tipo de pescado utilizado varia com a época do ano, ou seja, utiliza-se o peixe da
estagdo, pois além de serem mais baratos, seu sabor e textura séo favoraveis na fabricagéo
dessa iguaria (BARBER; TAKEMURA, 2008).

No Brasil, esse tipo de culindria também faz muito sucesso, ¢ teve seu
crescimento na década de 80, principalmente em cidades com grande fluxo de turistas. Esse
tipo de iguaria tem sido cada vez mais encontrada em restaurantes comerciais de auto-servigo
por quilo ou rodizio (PINHEIRO et al., 2006).

Segundo Barber e Takemura (2008), o sushi € servido como refeicfo ligeira,
entrada ou prato principal, e assumindo formas diferentes. E um prato japonés muito tipico
que teve origem antes do século XIV. Com o passar do tempo, essa iguaria tem sido apreciada
em grande nimero de variedades; desde o mais simples e cotidiano, como o atum enrolado
com arroz avinagrado e alga Nori, ao elegante sushi criado para ocasides festivas.

O consumo elevado desse tipo de alimento vem se tornando uma preocupagio
para a satude publica, ndo so pelo fato de ser um produto altamente perecivel, mas também,
devido aos aspectos higiénico-sanitarios de sua preparagéo e conservacdo (PINHEIRO ef al.,
2006). Os microrganismos representam uma ameaga a seguranga alimentar, podendo ser
causadores de doencas transmitidas por alimentos (DTAs). Entretanto, na legislagfo brasileira
os pardmetros a serem observados em pratos prontos para 0 consumo, neste caso, incluido o

sushi, estio relacionados com os microrganismos de interesse para a satide publica, que sdo:



os coliformes termotolerantes, Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella e Vibrio

parahaemolyticus (BRASIL, 2001).

2.3 Doencas transmitidas por alimentos (DT As)

As doencas gastrointestinais transmitidas por dgua e alimentos constituem, ainda
hoje, um importante problema de satde publica tanto para os paises desenvolvidos como para
os em desenvolvimento (LINDQVIST et al., 2000; GUERRANT er al., 2002). A incidéncia
das DTAs atualmente parece ser consequéncia de inumeros fatores, como: a produgo ¢ a
distribuicio de alimentos em larga escala, o crescimento populacional, a rapida urbanizagéo
de dreas sem infra-estrutura de saneamento bésico, o aumento das viagens e exposi¢do ao
consumo de alimentos inseguros (MOTARJEMI; KAFERSTEIN, 1997).

Segundo Jay (2005), a grande maioria dos surtos das DTAs € causada por agentes
biolégicos ou quimicos, como por exemplo, bactérias, virus, prions, parasitas, toxinas,
agrotoxicos, produtos quimicos e metais pesados. No entanto, os vetores responsaveis por
surtos gastrointestinais sio os virus e bactérias. A contaminaggo dos alimentos se inicia na
produgfio da matéria-prima e se estende as etapas de transporte, recepgdo, armazenamento.
Durante a manipulagiio pode ocorrer contaminagdo pela falta de higiene dos manipuladores,
equipamentos, utensilios, ambientes e condigdes inadequadas de armazenamento dos produtos
prontos para consumo (ZANDONADI et al., 2007).

Os manipuladores constituem uma das mais importantes fontes de contaminagéo,
e a manipulagdo inadequada pode, ndo somente, veicular microrganismos patogénicos, como
também propiciar o desenvolvimento e a sobrevivéncia desses patogenos (LUCCA, 2000).
Por esta razdo, pode-se afirmar que os manipuladores se tornam, entdo, uma grande fonte
causadora de intoxicaces e/ou toxiinfecgdes alimentares, uma vez que, podem carrear
naturalmente Staphylococcus aureus na pele, feridas sépticas, nariz, garganta e cabelo, ou
Salmonella sp. este fato, associado aos maus hébitos de manipulagéio e higiene, podem se
tornar fontes de transmissdo de doencas entéricas humanas através da ocorréncia de
contaminac#o cruzada (HOBBS, 1999; VARNAM, 1991).

De acordo com Brasil (2005), sio conhecidas mais de 250 tipos de DTAs, sendo
que algumas doengas sfo consideradas emergentes, como a sindrome hemolitica urémica

(SHU), sindrome de Creutzfeld-Jacob e campilobacteriose.



14

O namero de surtos notificados de DTAs representa apenas a ponta de um
iceberg, quando comparado com o total de ocorréncias (FORSYTHE, 2000). Em um estudo
realizado na Inglaterra observou-se que para cada caso notificado, existem outros 136 casos

néo notificados na comunidade, como mostra a Figura 1.

6.2 casos avaliados
por medicos, mas nac
nonuficados

23 doentes, mas sem
necessidade de atengio médica N

136 casos de doentes na comunidade
Enfermidade branda ou assimtomarica

Figura 1. Pirdmide que ilustra a relagfo entre casos notificados e n#o-notificados de enfermidades transmitidas
por alimentos. Fonte: adaptado de WHEELER et al., 1999.

A pesquisa realizada por Mankee et al. (2003), em Trindade, mostra a alta
prevaléncia de alimentos prontos nfo adequados para consumo. Da mesma maneira Garin ef
al. (2002) relatam que qualidade dos alimentos em cidades da Africa, América, Asia e
Oceania estio em condigdes insatisfatérias. No Brasil, também ha relatos sobre a qualidade,
inocuidade e condigdes de higiene dos alimentos vendidos em estabelecimentos comerciais. A
ingestdo de alimentos contaminados com microrganismos patogénicos se da, muitas vezes,
pelo fato de que eles apresentam aspecto, odor e sabor normais € o consumidor ndo estd
devidamente esclarecido ou ciente dos perigos envolvidos. Isso também dificulta a
investigacio dos surtos notificados, pois o consumidor ndo consegue identificar qual alimento

poderia estar contaminado em suas Gltimas refei¢des (FORSYTHE, 2000).
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2.4 Coliformes Termotolerantes

Segundo Franco; Landgraf (2005), quando se encontram presentes em alimentos
microrganismos indicadores, fornecem informagdes sobre provaveis contaminagdes de origem
fecal, da presenca de patégenos ou sobre o potencial de deterioragéo do produto. Indicam se
as condicBes sanitrias foram adequadas, ou ndo, durante o processamento, cOmo também a
produgdo ou o armazenamento de um alimento. Tém-se como principais indicadores as
bactérias do grupo coliformes.

Os coliformes sdo bastonetes gram-negativos, nfio esporogénicos, que fermentam
lactose dentro de 48h. O grupo estd representado na familia Enterobacteriaceae, e nos

géneros: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia e Klebsiella (JAY, 2005).

2.5 Salmonella

Esse género é composto por bastonetes curtos, Gram-negativos, com metabolismo
aerébio, ou facultativamente anaerébio pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Formam
gas a partir da glicose, excetuando-se os sorovares S. sev. Gallinarum e S. sev. Pullorum.
Apresentam caracteristicas metabdlicas bem definidas, como a producdo de gés sulfidrico e
utilizagdo de citrato como Unica fonte de carbono (EVANGELISTA-BARRETO, 2004b;
RODRIGUES, 2005).

A infecciio por Salmonella ¢ ocasionada pela ingestdo de alimentos que
contenham numeros significativos de espécies do género. Dentre os sintomas, estdo nauseas,
vOmitos, dores abdominais, calafrios e diarréia (JAY, 2005). A bactéria também pode ser
propagada por pessoas que estejam infectadas, durante a manipulagdo dos alimentos. Espécies
de Salmonella podem produzir: febre tif6ide, gastrenterite e problemas em 6rgéos especificos,
sendo acompanhado de septicemia e ndio sendo tratada a doenga, pode levar a Obito
(FELDHUSEN, 2000).

Surtos de doencas alimentares envolvendo sushis sdo pouco descritos na literatura,
mas Barralet ef al. (2005), estudando um surto de Salmonella Singapore, na Austrélia,

registraram 12 casos associados ao consumo de sushi. Sendo somente possivel determinar o
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estabelecimento envolvido, mas n#o o tipo de sushi devido a vasta variedade e freqiiéncia no
consumo.

Alimentos submetidos a altas temperaturas nfio costumam a oferecer riscos a satde,
pois o calor é uma forma eficiente para a destruigio desta bactéria. A transmissdo de
Salmonella entérica ao homem, d4- se mediante a ingestdo de alimentos crus ou mal-cozidos e
juntamente com esta condigo, a falta de higiene de equipamentos e utensilios, dos locais de
processamento e armazenamento e a falta de treinamento dos manipuladores em boas praticas
de fabricagfio. (FRANCO; LANDGRAF, 2004; GERMANO; GERMANO, 2008; SILVA JR.,
2008).

2.6 Staphylococcus coagulase positiva

Bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos, imoveis,
agrupados semelhantemente a cachos de uva, pertecentes a familia Micrococcaceae. Os
estafilococos sdo divididos em duas categorias: coagulase positivos e coagulase negativos,
tendo essa divisfo baseada na capacidade de coagulagiio do plasma, que é considerada uma
importante propriedade marcadora de sua patogenicidade (ICMFS, 1980; FORSYTHE, 2002;
EVANGELISTA-BARRETO, 2004a.; SANTOS, 2006).

Segundo Silva et al. (2001), o estudo de S. aureus nos alimentos, possibilita a
avaliaciio da qualidade higiénico- sanitaria no processo da produgdo dos alimentos, servindo
como um indicador de contamina¢fio pés-processo. A producdo de coagulase € uma
caracteristica importante usada para a identificagdo do S. aureus, portanto a legislagdo
brasileira indica o estudo de estafilococos coagulase positiva como um indicativo de S.
aureus. (BRASIL, 2001; MARTINS, 2006).

A presenga de S. agureus no pescado ocorre essencialmente através da
manipulagio, pois pessoas que manipulam o pescado podem possuir a bactéria em suas méos,
cavidade oral e mucosa nasal. No decorrer do processamento podem contaminar o pescado,
sem que este sofra alguma modificagiio em sua aparéncia ou sabor. Também podem estar
presentes na agua, ar, e em variados equipamentos e superficies que tenham tido contato com
portadores (FORSHYTHE, 2002; EVANGELISTA-BARRETO, 2004a; GERMANO;
GERMANO, 2008).
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De acordo com Martins (2006), os sintomas da intoxicagfio causada por
estafilococos aparecem em torno de uma a seis horas apbs a ingestdo do alimento
contaminado. E a ocorréncia desta bactéria é esperada em alimentos que ndo obtiveram
tratamento térmico adequado para a sua destruigio ou que foram refrigerados e manipulados

inadequadamente.

2.7 Vibrio parahaemolyticus

De acordo com Matté (2003), Vibrio parahaemolyticus foi primeiramente
relacionado & gastrenterite em 1950, em razfo de sua identificagio a partir de um surto de
intoxicag@io alimentar ocorrido no Jap#io. Desde entfo, tem sido apontado como causa de
intoxicag#o alimentar no Jap&o e em Taiwan.

Os sintomas tipicos da doenga alimentar causada por essa bactéria sdo: diarréias,
dores abdominais, nauseas, vomitos, febre e temores, a doenca geralmente ¢ moderada e em
apenas alguns casos podem necessitar de hospitalizagdo (FORSHYTHE, 2002).

Os peixes e moluscos (ostras), quando consumidos crus ou mal cozidos, sdo
associados 2 transmissdo do V. parahaemolyticus. A bactéria patogénica ou néo patogénica €
habitualmente isolada de ambientes marinhos, de estudrios, em peixes e moluscos que vivem
nestes meios. Tanto a refrigeragdo inadequada dos alimentos contaminados, como sua
permanéncia em temperatura ambiente, sfo fatores responsaveis pelo favorecimento da
proliferagdo desses organismos (BUTT; ALDRIDGE; SANDRES, 2004; CVE, 2004).

O controle desse microrganismo pode ocorrer prevenindo-se a sua
multiplicagio ap6s a pesca, pela cocgfio com temperatura interna maior que 65°C e pelo
resfriamento abaixo de 5°C. Nos paises onde existe o hébito de se consumir pescado cru ou
insuficientemente cozido, torna-se dificil a prevencfo da toxinfecgfo por esse tipo de Vibrio
(GERMANO; GERMANO, 2008).

O género Vibrio pertence a familia Vibrionaceae, existindo vérias espécies
patégenas ao homem, sendo Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus e Vibrio vulnificus as mais
importantes. Vibrio parahaemolyticus ¢ uma bactéria em forma de bastonete curto e Gram-
negativo, moével, apresentando um flagelo polar. E anaerdbio facultativo e seu crescimento ¢

favorecido em pH alcalino em torno de 7,5 a 8,5. Apresenta halofilismo restrito, precisando
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de no minimo 1% de cloreto de sbdio para o seu crescimento (SOUSA, 2004,

OPAS/INPPAZ, 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das Amostras

As amostras de sushi (Figura 2) analisadas foram procedentes de ftrés
estabelecimentos (A, B e C) sendo 2 (A e B) nfo-especializados e 1(C) especializado em
comida oriental, na cidade de Fortaleza - CE, no periodo de maio a agosto de 2011.

Em cada estabelecimento foram coletadas 40 amostras de sushi (20 de salméo e
20 de camario), totalizando 120 amostras distribuidas em 12 coletas. As amostras eram
colhidas no hordrio do almogo e posteriormente transportadas para o Laboratério de
Microbiologia Ambiental ¢ do Pescado (LMAP)- LABOMAR, sendo processadas dentro do

periodo méaximo de 1 hora desde o momento da coleta.

Figura 2 - Amostra de sushis de salméo e camarfo coletadas em trés estabelecimentos comerciais de Fortaleza,
CE.
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3.2 Analises Microbioldégicas

3.2.1 Preparo das Amostras -

Duzentos gramas de amostras de sushi foram maceradas separadamente. Apos esse
procedimento, pesou-se 25g das amostras (salmo e camarfio) (Figura 3) que, em seguida
foram homogeneizadas em 225 mL de solucgfo salina a 0,85% NaCl (107, a partir da qual

foram realizadas as demais dilui¢Ges seriadas (até 10'4).

3.2.1.1 Pesquisa de Coliformes Termotolerantes

A pesquisa de Coliformes Termotolerantes (CTT) foi realizada pelo método do

Nutmero Mais Provavel (NMP), e foram realizadas de acordo com a técnica de fermentacéo

em tubos multiplos (FENG; WEAGANT; GRANT, 1998).

Figura 3 — Maceramento e pesagem das amostras de sushis de salmio e camarfdo coletadas em trés
estabelecimentos comerciais de Fortaleza, CE.



3.2.1.2 Prova Presuntiva

A amostra foi inoculada em diluicdes distintas com 1,0 mL do inéculo, numa
série de trés tubos, contendo em cada um deles, 10 mL de caldo lauril sulfato triptose (Caldo
LST) e tubos de Durhan invertidos. Foram incubados em estufa a 35°C por 48h e apos esse
periodo, foram considerados positivos, aqueles que apresentaram turvagio do meio e presenca

de gés (formag#o de bolhas) no interior dos tubos de Durham.

3.2.1.3 Prova Confirmatéria

Dos tubos que deram positivo na prova presuntiva, foram tomados in6culos
que foram repicados para tubos contendo caldo EC e tubos de Durhan invertidos.Os tubos ja
inoculados foram incubados em banho-maria a 45°C por 48h. Os tubos que apresentaram
turvagiio do meio e produgdio de gés, foram considerados positivos para o calculo do NMP de
coliformes termotolerantes (Figura 4). Os resultados obtidos foram anotados para a posterior
consulta na Tabela de NMP, segundo edicdo mais recente do Bacteriological Analytical
Manual online — FDA (FENG; WEAGANT; GRANT, 1998).
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Figura 4: BEsquema de identificagio de coliformes termotolerantes a partir de amostras de sushis
comercializados em trés estabelecimentos na cidade de Fortaleza — Ceara.
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3.2.2 Pesquisa de Staphylococcus coagulase positiva

3.2.2.1 Preparagfio das Amostras

A partir das salinas proveniente da pesquisa de coliformes, foram tomadas
aliquotas de 0,1 mL que foram semeadas pela técnica “Spread Plate”, em duplicata, sobre a
superficie do meio Agar Baird-Parker (BP) com o auxilio de uma alga de Drigalski

esterilizada. As placas foram incubadas em estufa a 35° C por 48h (BENNET, 1998).

3.2.2.2 Isolamento e Identificacfio de Staphylococcus coagulase positiva

A contagem de Staphylococcus coagulase positiva foi realizada pelo método da
Contagem Padrfio em Placas (CPP). As coldnias tipicas (coloragdo negra, com 2 a 3 mm de
didmetro e com halo transparente) e atipicas foram contadas separadamente. As placas
escolhidas foram aquelas que estavam com crescimento entre 20 a 200 col6nias. Da placa
escolhida foram isoladas 1 a 3 colénias que foram transferidas para tubos de ensaio contendo
4gar triptona soja (TSA) e incubadas por 24h a 37°C . As culturas foram submetidas a
coloragiio de Gram para verificagdo de morfologia caracteristica de Cocos Gram-positivos. As
culturas foram inoculadas no caldo infusdo de cérebro e corago (BHI) que eram incubados
em estufa de 35°C por 24h. A partir da cultura pura em TSA, foram realizadas as provas

complementares e confirmatérias (Figura 5).

3.2.2.3 Prova da Catalase

Com a ajuda de uma alga de platina, foi removida uma aliquota do cultivo em
agar triptona soja (TSA) e transferida para uma placa de Petri estérilizada, contendo uma gota

de peréxido de hidrogénio. A formagéio de bolhas indicava a positividade do teste de catalase.



3.2.2.4 Prova da coagulase

Para o teste de coagulase foi retirada uma aliquota de 0,1 mL de uma cultura de
24h em caldo BHI, que foram transferidos para tubos de ensaio estérelizados contendo 0,5 mL
de plasma de coelho. Os tubos foram incubados a 35°C e a leitura foi realizada de 4 a 8 horas.

Havendo a formagdo de coagulos, a prova da coagulase era considerada positiva.

3.2.2.5 Célculos das contagens de Staphylococcus coagulase positiva

De acordo com o nimero de coldnias tipicas e atipicas contadas, das diluigdes
inoculadas e da porcentagem de col6nias confirmadas, os célculos foram realizados da

seguinte maneira:

Calculo:

CPP = N de coldnias tipicas x Inverso da diluicio x Fator de dilui¢do
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Figura 5: Esquema de identificacio de Staphylococcus coagulase positiva a partir de amostras de swshis
comercializados em trés estabelecimentos na cidade de Fortaleza — Ceara.



3.2.3 Estimativa do Numero Mais Provavel de Vibrios

A partir das dilui¢oes 10" a 10, previamente preparadas, foram inoculadas porgdes
de 1 mL em tubos (3 tubos por diluicio) contendo Agua Peptonada Alcalina (APA/pH 8,5) e
em seguida, incubados em estufa a 35°C por 16 a 18 horas. Apés este periodo, os tubos

positivos (meio de cultura turvo) foram submetidos ao teste confirmatério.

O teste confirmatério consiste na inoculagfo (estriamento) dos tubos positivos em
placas contendo meio TCBS que, em seguida, foram incubadas em estufa a 35°C por 24 horas.
Depois da incubagfio, as placas consideradas positivas (crescimento de coldnias sacarose
negativa) foram utilizadas para consulta & tabela e determinagdo do NMP de Vibrio nas

amostras de sushi.

3.2.3.1 Isolamento e identificac@o de Vibrio parahaemolyticus

De cada amostra foram isoladas de 3 a 5 coldnias do meio TCBS em tubos de dgar
triptona soja (TSA) contendo 1% de NACL. Posteriormente esses tubos foram incubados a 35
°C por 24 horas.

Para a realizacfio do teste de oxidase, foi usada uma fita embebida com solugéio
salina de 1% de NaCl. Uma aliquota do cultivo em agar TSA 1% foi retirada e colocada na
fita. Ap6s 1 minuto foi observada se a reagfo foi positiva ou negativa. A mudanca de
colorago para roxo indicou que a reagdo foi oxidase positiva.

Do crescimento do meio TSA 1% foi realizada a identificacdo fenotipica de
Vibrio parahaemolyticus de acordo com o esquema de Noguerola ; Blanch (2008), que
recomenda as provas bioquimicas de hidrélise da arginina (A) e descarboxilagéo da lisina (L)
e ornitina (O). As cepas que fecharam na chave A(-)L(+)O(+) foram submetidas as provas de
Indol, Produgdo de H,S, ONPG (o-nitrofenil B- D- galactopiranosideo), Manitol, Voges-
Proskauer (VP), D-glucosamina e crescimento a 0% e 8% de NaCl (Figura 6).
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Figura 6: Esquema de identificagsio de Vibrio parahaemolyticus a partir de amostras de sushis comercializados
em trés estabelecimentos na cidade de Fortaleza — Ceard.
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3.2.4 Pesquisa de Salmonella

3.2.4.1 Etapa de Pré-enriquecimento

Foram pesadas 25g das amostras e adicionadas a 225 mL de Caldo Lactosado

contidos em Erlenmeyers, posteriormente incubados em estufa a 35°C por 24h.

3.2.4.2 Etapa de Enriquecimento Seletivo

Ap6s esse periodo, foram retiradas aliquotas de 0,1 mL e 1,0 mL do Caldo
Lactosado e inoculadas em tubos contendo 10 ml do Caldo Rappaport (RV) e Caldo
Tetrationato (TT), respectivamente. Os tubos inoculados foram incubados em banho-maria a

42°C e em estufa a 35°C por 24h, respectivamente.

3.2.4.3 Isolamento em Meios Seletivos

Dos tubos contendo crescimento bacterioldgico, foi retirado uma aliquota de cada
meio e em seguida, estriadas em placas de Petri contendo os meios seletivos agar Verde
Brilhante (AVB) e agar Entérico de Hektoen (HE). As placas foram incubadas por 24h em
estufa a 35°C.

3.2.4.4 Selecdo de Coldnias Suspeitas, provas bioquimicas

As coldnias suspeitas de Salmonella nos meios seletivos dgar Entérico
Hecktoen (HE) e agar Verde Brilhante (AVB) eram isoladas em 4gar Triptona Soja (TSA) e

incubadas a 35°C por 24h. Apds esse periodo, foram retirados indculos e semeados com
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agulha de niquel-cromo no égar triplo agucar ferro (TSI) e dgar lisina ferro (LIA) que foram
incubadas a 35°C por 24h. As coldnias que apresentavam crescimentos nos tubos (base 4cida
e apice alcalino com ou sem produgfio de gés e de H,S para o meio TSI, e base alcalina com a
maioria produzindo H,S no meio LIA), uma nova aliquota era retirada e semeada em agar

triptona soja (TSA) para o posterior teste de sorologia (Figura 7).

3.2.4.5 Sorologia

Para o teste de soroaglutinacfio rapida em placa foi utilizado o soro somatico
polivalente. Foi colocado 1 mL de salina 0,85% de NaCl sobre as culturas puras. Apds esse
procedimento foram retiradas trés gotas da suspensdio salina e colocadas numa placa
previamente esterilizada. Logo apds foram colocadas sobre a susf)ensﬁo bacteriana de trés a
cinco gotas do antigeno. Homogeneizou-se a mistura por 1 minuto, e verificou-se a formac&o
de grumos indicando a reagfo antigeno-anticorpo.

As cepas que aglutinavam no anti-soro O:H polivalente eram, posteriormente,
enviadas ao Laboratério de Referéncia da FIOCRUZ — RJ para serem identificadas.
(WALLACE; HAMMACK, 2007).
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Figura 7: Esquema de identificagdo de Salimonella a partir de amostras de sushis comercializados em trés
estabelecimentos na cidade de Fortaleza — Ceara.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

O NMP de CT das amostras de salmfo do estabelecimento C varioude 9,2a 2,4 x

10°gedo camardo variou de 27 a 1,5 x 10° g (Tabela 1).

Tabela 1- Os resultados do Namero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Termotolerantes (CT) a 45° C/g nas
amostras de Sushi de salmfo e camarfio em trés estabelecimentos da cidade de Fortaleza-Ce.

NMP/g de Coliformes Termotolerantes a 45°C

Estabelecimento A Estabelecimento B Estabelecimento C
Coletas | Salmfo | Camarfio | Salmdo | Camardio | Salmdio | Camarfio
1° Coleta <3,0 15 30 11 1,5x 10° 2.7 x 107
2° Coleta <3,0 <3,0 <3,0 9,2 9,2 2,3 x 10°
3° Coleta <3,0 3,6 <3,0 3,6 23 1,5x 10°
4° Coleta <3,0 11 3,6 9.2 24x%x10° 27

| A presenca de coliformes termotolerantes nas amostras analisadas indica baixas
condi¢ces sanitarias, podendo haver veiculagdo de patégenos uma vez que o sushi teve
contacto com fezes de animais de sangue quente. O limite permitido pela legislacéo brasileira
(BRASIL, 2001) para CT em sushi ¢ de 10 coliformes a 45°/g, portanto, as amostras do
estabelecimento C encontraram-se fora do padrdo vigente, representando risco sanitdrio para
os consumidores.
As amostras de sushi de salmio e camarfo nfo apresentaram contaminagfo por
Coliformes Termotolerantes (CT) nos estabelecimentos A e B. No estabelecimento C houve

contaminacéio de 50% das amostras de salmfo e 75% das amostras de camardo (figura 8).
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Figura 8; Percentual encontrado do NMP de coliforme/ g do produto no estabelecimento C.

Resultados similares ao das amostras analisadas foram encontrados por Vallandro
(2010) ao avaliar a qualidade microbiolégica de sashimis a base de salm#o, preparados em
restaurantes especializados em culindria japonesa na cidade de Porto Alegre-RS, que
encontrou valores acima do permitido pela legislagéo de coliformes termotolerantes em quatro
estabelecimentos.

Martins (2006) em pesquisa de sushi e sashimi na cidade de S&o Paulo reportou
valores acima do permitido pela legislagdo vigente concordando com os resultados acima
citados.

Costa et al (2007), analisando a qualidade bacterioldgica de sushis (camardo e
salméo) comercializados na cidade de Sobral- Ceara, observaram auséncia de coliformes
termotolerantes nas amostras analisadas. Os resultados encontrados pelos autores discordam
da presente pesquisa, uma vez que, a presenga de coliformes em produtos de origem marinha
¢ indicativo de contaminacéo fecal.

Segundo Jay (2005) a espécie S. aureus coagulase-positiva produz toxinas
frequentemente implicadas em infec¢des e intoxicagdes humanas. Aproximadamente metade
das espécies conhecidas desse género infectam ou tém como habitat somente os seres
humanos, algumas outros animais, néo sendo indigenas da microbiota natural do pescado.

A tabela 2 mostra a contagem de Staphylococcus coagulase positiva nas amostras

de sushi proveniente de dois estabelecimentos (A e B) onde se serve a comida japonesa.



Tabela 2- Os resultados de CPP/g Staphylococcus coagulase positiva nas amostras de Sushi de salméo e
camarfio em trés estabelecimentos da cidade de Fortaleza-Ce.

CPP/g Staphylococcus coagulase Positiva

Estabelecimento A Estabelecimento B Estabelecimento C
Coletas | Salmdo | Camardio | Salm@o | Camarfo | Salmdo | Camarfio
1° Coleta <10 <10 <10 <10 <10 <10
2° Coleta 2,28 x10 <10 <10 <10 <10 <10
3° Coleta <10 <10 <10 <10 <10 <10
4° Coleta <10 <10 <10 <10 <10 <10

Vieira et al. (2007) avaliando a qualidade microbiologica de 32 amostras de sushi
e sashimi coletadas em dois restaurantes especializados encontraram 28,1% contaminadas
com Staphylococcus coagulase positiva. Albuquerque et al (2006) avaliando a ocorréncia de
Staphylococcus coagulase positiva em cinco estabelecimentos de sushi comercializado em
Fortaleza-Ceara encontrou 43% de Staphylococcus coagulase positiva acima do permitido
pela legislacdo vigente, diferindo dos resultados obtidos na pesquisa.

Vibrio parahaemolyticcus estava ausente em 100% das amostras analisadas nos
trés estabelecimentos, o que indica que os resultados estio de acordo com a legislagéo
brasileira vigente (BRASIL, 2001). Resultados semelhantes foram enconirados por Malavota
et al (2009), em amostras de sashimi comercializados em restaurantes no municipio do Rio de
Janeiro - RJ. Outrossim, Vallandro (2010) avaliando a qualidade microbioldgica de sashimis a
base de salmfo, preparados em restaurantes especializados em culinaria japonesa na cidade
de Porto Alegre-RS, encontrou valores similares aos da pesquisa. Em contrapartida,
Albuquerque ef al.(2006) e Costa et al. (2007) encontraram Vibrio spp. em amostras de sushi
em estabelecimentos localizados em Fortaleza e Sobral (Ceard), respectivamente.

Nizo foi constatada a presenca de Salmonella nas amostras de sushis, o que vale
afirmar que se fosse avaliado somente esse pardmetro bacteriologico as amostras do produto
estariam aptas ao consumo, uma vez que, a legislagéio vigente no pais, (BRASIL, 2001),
preconiza auséncia desse género bacteriano em 25¢g de alimento.

Pinheiro et al (2005) investigando bactérias da legislagdo em amostras de sushi e
sashimi comercializadas na cidade de Fortaleza- Ceara também encontraram Salmonella sp e

Salmonella Newport, o que discorda dos valores obtidos na pesquisa.



5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que as amostras analisadas de
sushis originados dos estabelecimentos A e B (nfio especializado) estdo dentro dos padrdes
ditados pela legislagio vigente, o que ndo foi observado para o estabelecimento C
(especializado). Neste restaurante os sushis preparados com camardo e salmio estavam fora
das recomendacdes da ANVISA para Coliformes termotolerantes a 45° C.

Recomenda-se que o estabelecimento C adote medidas higiénicas sanitarias mais

rigorosas para controlar os riscos potenciais a satide do consumidor.
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