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RESUMO

Verificamos a qualidade microbioldgica de
alimentos da  culinaria  japonesa
comercializados em restaurantes de
Botucatu/SP. Foram analisadas 70 amostras
coletadas em 14 restaurantes, em busca de
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Vibrio parahaemolyticus, Salmonella e
coliformes termotolerantes (CT). Isolados
de S. aureus foram investigados quanto a
presenca de genes que codificam a
producéo de biofilme (bap, icaA e icaD) e
algumas  enterotoxinas  (sea-sei). A
formacdo de biofilme in vitro foi testada.
Das 70 amostras, 50 (71,4%) apresentaram
CT e 27 (38,6%) eram improprias para
consumo. Salmonella, V. parahaemolyticus
e B. cereus ndo foram detectados. S. aureus
foi observado em 5 (7,1%) amostras. Os
genes classicos de enterotoxinas ndo foram
detectados. O gene seh foi observado em 2
isolados, enquanto seg e sei estiveram
presentes outros 2 isolados. Todas as cepas
de S. aureus foram produtoras moderadas
de biofilme. O gene icaD estava presente
em todos os isolados e o icaA em 40%.
Devido a presenca de CT, indicador de
contaminacéo fecal, e S. aureus, indicador
de falta de higiene durante o manuseio, a
comida japonesa comercializada em
Botucatu-SP ndo pode ser considerada

Segura para consumo.
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ABSTRACT

We verified the microbiological quality of
Japanese cuisine foods sold in restaurants in
Botucatu/SP. Seventy samples collected
from 14 restaurants were analyzed,
searching for Bacillus cereus
Staphylococcus aureus, Vibrio
parahaemolyticus, Salmonella and
thermotolerant coliforms (TC). S. aureus
isolates were investigated for the presence
of genes encoding the biofilm production
(bap, icaA and icaD) and some enterotoxins
(sea-sei). The biofilm formation in vitro
was tested. Considering the 70 samples, 50
(71.4%) had TC, and 27 (38.6%) were unfit
for  consumption.  Salmonella, V.
parahaemolyticus and B. cereus were not
detected. S. aureus was observed in 5
(7.1%) samples. The classical enterotoxin
genes were not detected. The seh gene was
observed in 2 isolates, while both seg and
sei were present in more 2 isolates. All
strains of S. aureus were moderate
producers of biofilm. The icaD gene was
present in all isolates and icaA in 40%. Due
to the presence of TC, an indicator of fecal
contamination and S. aureus, also an
indicator of poor hygiene during handling,
Japanese food sold in Botucatu-SP cannot

be considered safe for consumption.
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1 INTRODUCAO

O aumento no consumo de alimentos da
culinaria japonesa, compostos
majoritariamente por peixe cru ou cozido,
algas, arroz e vegetais, se tornou evidente
em diversos paises, devido a busca por uma
alimentacdo mais saudavel (SANTOS et al.,
2012). Entretanto, apesar dos beneficios, a
alta perecibilidade do peixe cru, atrelado a
falta de tratamento térmico prévio para
reducdo de microrganismos, provoca um
alerta na saude publica. (LIANG et al.,
2016).

A manipulagdo durante o preparo desses
alimentos é significativa, por isso a higiene
basica dos manipuladores é imprescindivel
para prevenir transmissdes de patdgenos via
fecal-oral para o consumidor (MENGIST et
al., 2018). A contaminagdo a partir dos
vegetais  que
(MONTANARI et al., 2015) e a presenca de
patdgenos oportunistas na microbiota dos

compdéem 0  prato

peixes podem ocorrer, provocando doencas
de origem alimentar no homem (MENGIST
etal., 2018).

As bactérias patogénicas mais comumente
encontradas na comida tradicional japonesa
sdo Vibrio parahaemolyticus, Salmonella,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

A presenca de V. parahaemolyticus esta
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correlacionada ao habitat natural dos
peixes, principalmente habitat marinho e
estuarino, de regides tropicais e temperadas
(CHEN et al.,, 2019). Considerando a
relacdo comensal de S. aureus com o ser
humano, habitando pele e mucosas, a
presenca desse micro-organismo em
alimentos pode ser relacionada a maus
habitos higiénicos (FETSCH et al., 2014).
Bacillus cereus pode estar presente nesses
pratos devido a contaminacdo do arroz
(JUNEJA et al., 2019).

S. aureus produz 23 enterotoxinas
estafilocécicas (SE’s), sendo SEA a SEE os
tipos classicos (BERGDOLL e ROBBINS,
1973). Esse patdgeno oportunista também
pode produzir biofilme, um fator
importante para permanéncia da bactéria no
ambiente (OTTO, 2008), que pode atuar
como fonte de contaminacdo, reduzindo a
qualidade do alimento e colocando em risco
a salde dos consumidores (Donlan, 2002).
O biofilme é constituido por bactérias
aderidas as superficies e envolvidas por
uma matriz polimérica de
adesinapolissacaridica intercelular (P1A) ou
N-acetilglicosamina polimérica (PNAG)
(MACK et al., 2007).

Assim, o objetivo do presente estudo foi
investigar a presenca de bactérias
patogénicas em alimentos da culinaria
japonesa, comercializados nos restaurantes

da cidade de Botucatu-SP. Além disso, foi
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realizada a pesquisa de genes relacionados
a producdo de enterotoxinas (sea-sei) e de
biofilme (bap, icaA e icaD), nos isolados de
S. aureus, além da producdo in vitro desses

fatores de viruléncia.

2 METODOLOGIA

2.1 Andlise microbioldgica

Foram analisadas 70 amostras variadas de
comida japonesa, comercializadas em 14
restaurantes, na cidade de Botucatu-
SP/Brazil. de acordo com o padréo
brasileiro decretado pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2001) —
que estabeleceu como padrdes
microbiol0gicos para pratos prontos para o
consumo a base de carnes, pescados e
similares crus, a auséncia de Salmonella

em 25 g de alimento e a
tolerancia de até 10® NMP/g de

coliformes termotolerantes

(CT) ou a 45°C/g; de até 5,0 x 103
UFC/g de Staphylococcus coagulase
positiva e de ate 102 NMP/g de V.
parahaemolyticus e de B. cereus (para
alimentos a base de cereais, farinhas,
gréos).

Todos os meios de cultura, exceto onde
especificado, eram da Difco (Detroit, Ml,
EUA).

Para a deteccdo de Salmonella spp., 259 da

amostra foram homogeneizadas em 225mL
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de 4gua peptonada tamponada, incubado a
35°C/24 horas. Apds este periodo, 1ImL foi

semeado em caldo Tetrationato (35°C/24 h)

e 0,1 ml, em caldo Rapapport-Vassiliadis
(RV) (43°C/24 h). Para a deteccdo de
colbnias caracteristicas, uma alcada de cada
tubo foi semeada em placas agar Xilose-
Lisina-Desoxicolato (XLD) e de é&gar
Salmonella-Shigella (SS), seguido de
incubacdo por (35°C/24 h. Na triagem para
identificacdo, utilizou-se agar Triplice
Acucar Ferro (TSI) e éagar Fenil (Agar
Fenilalanina) e a confirmacéo foi realizada
pelo sistema API-20E (Biomérieux) e soros
polivalentes somatico e flagelar (Probac).
(Cox etal., 2015)

Para a determinacdo do nimero mais
(NMP) de

termotolerantes, diluicdes seriadas foram

provavel coliformes
inoculadas, em uma série de trés tubos por
diluicdo, de caldo Lauril Sulfato, com um
tubo de Durham invertido. Seguido de
incubacdo a 35°C/24-48 horas. Apds este
periodo, 3 alcadas de cada tubo positivo
foram transferidas para caldo EC,
incubados a 45°C/24 horas. Ap6s o periodo
de incubacdo foi feita a leitura dos tubos
positivos, baseando-se na producéo de gas,
para qual utilizou-se a tabela do NMP.
(Kornacki et al., 2015)

Para a determinacdo do numero mais
(NMP) de Vibrio

parahaemolyticus, no teste presuntivo,

provavel
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diluicBes seriadas foram inoculadas em
agua peptonada alcalina (APA), com
incubacdo a 35°C/ 18- 24 horas. A seguir,
uma alcada de cada tubo foi semeada em
agar tiossulfato-citrato e sais biliares
(TCBS),

condi¢des dos tubos para visualizagdo de

incubados sob as mesmas

coldonias  caracteristicas  (verdes) e
determinacdo do numero mais provavel.
(DePaola e Jones, 2015)

Staphylococcus aureus foi identificado de
acordo com Bennett et al. (2015a). Colbnias
caracteristicas foram observadas em agar
Baird-Parker (BP)

telurito de potassio e solucdo de gema de

suplementado com

ovo, ap6s incubacdo a 35°C/48 horas. Os
testes de triagem foram os de catalase e
coagulase e o kit "Staphytect Test Dry
(Oxoid). A
confirmada por PCR, utilizando-se um

Spot" identificacdo foi
primer especifico do gene nuc (CRL, 2009).
Considerando a enumeragdo de Bacillus
cereus, aliquotas de 0,1 mL das dilui¢bes
seriadas decimais foram depositadas na
superficie do 4gar gema de ovo-polimixina-
vermelho de fenol, seguido de incubacgéo a
35°C/ 24. Colbnias caracteristicas foram
submetidas aos testes de Gram, producao de
lecitinase, reducdo de nitrato a nitrito,
producdo de acetilmetilcarbinol (VP); e
decomposicgéo de L-tirosina. (Bennett et al.,
2015b)
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2.2 Testes de PCR para isolados de

Staphylococcus aureus

O DNA das células bacterianas foi extraido
usando o Kit MiniSpin (GE Healthcare,
Little Chafont,

acordo com as instrucdes do fabricante.

Buckinghamshire) de

GoTaq 2x Green Master Mix (Promega,
Madison, Wisconsin) também foi usado na
reagdo de PCR conforme recomendado e 0s
ensaios foram realizados em um Gene Amp
PCR System9700 (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA).

Os genes da enterotoxina sea-see e seg-sei
foram detectados conforme descrito por
Johnson et al. (1991); Mehrotra et al. (2000)
e Omoe et al. (2002). Como controles
positivos, usamos S. aureus ATCC 13565
(mar), ATCC 14458 (seb), ATCC 19095
(seg), ATCC 23235 (sed), ATCC 27664
(ver), FRI 137 (seh); SEX 361 (sed, seg,
sei).

icaA e

pesquisados nos isolados de S. aureus,

Os genes bap, icaD foram
utilizando os parametros segundo Cucarella
et al. (2001) e Vasudevan et al. (2003),
respectivamente. Os controles positivos
usados na reagdo foram S. aureus ATCC
35983 (ica cluster) e um isolado bap-
positivo sequenciado (Castilho et al, 2017).
Os produtos das reacGes de PCR foram
submetidos a eletroforese (Electrophoresis
EPD 600 -

Power  SupplyModel

ISSN 2675-0260 — DOI: 10.37585/HA2021.02culinaria
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Amersham-Pharmacia Biotech Inc.) em gel
de agarose 1,5% (Sigma Aldrich) al., 2017).

2.3 Producdo de biofilme in vitro por
isolados de S. aureus

Cada isolado de S. aureus foi incubado em
tryptic soy broth (TSB) a 35°C/24h. A
sequir, cada cultura foi diluida a,
aproximadamente, 1,5x108 UFC (0,5 escala
de MacFarland), utilizando-se o TSB
acrescido de 0,5% de glicose. Uma aliquota
de 200 uL foi semeada em quadruplicata,
em microplaca de 96 pocos. Apds
incubacédo a 35°C/48 horas, cada placa foi
lavada trés vezes, com PBS (pH 7,4), e foi
adicionado 250 pL. de metanol em cada
poc¢o, por 15 min. Apbs sua remocgdo, a
microplaca foi seca em temperatura
ambiente e corada com violeta cristal 1%
por 5 min. Apos trés lavagens com agua
destilada para remocdo do corante, 0
biofilme foi ressuspenso em 200 pL de
acido acético glacial 33% (v / v) por 10 min
e a densidade optica (OD) foi medida em
um leitor de placa ELISA (Babsystems,
MultiSkan EX) a 570 nm. Os testes foram
realizados em triplicata. A partir da média
das repeticdes e de acordo com a relacéo
entre OD e ODc (controle negativo), as
amostras foram classificadas de acordo com
Stepanovi¢ et al. como ndo produtor de
biofilme (DO < DOc), fraco [DOc <DO <
(2 X DOc)], moderado [(2XDOc) <DO <

Revista Higiene Alimentar, 35 (293): e1059, 2021

(4XDOc)] ou produtores fortes [(4XDOc) <
DOc].

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os alimentos da culinaria japonesa sdo
considerados importantes fontes de doencas
de origem alimentar (DOAs), por
apresentarem pescados crus como principal
matéria prima. Ainda, o contato com as
maos durante o preparo do alimento eleva o
risco de contaminacdo por S. aureus e CT
(MENGIST et al., 2018). Os CT sdo
utilizados como indicadores higiénico-
sanitarioss (EDEN, 2014; PATEL et al.,
2014). No presente estudo, a pesquisa desse
indicador demonstrou que 50 (71,4%)
amostras apresentaram CT, enquanto 27
(38,6%) estavam acima dos limites
estabelecidos pela RDC N°12 (2001). Esses
dados evidenciam a contaminacdo de
origem fecal, provocada por préaticas
inadequadas de higiene pessoal por
manipuladores ou durante a producéo, o
transporte e armazenamento da matéria
prima. No Brasil, Moraes et al (2019)
encontraram porcentagem maior, onde 50%
das amostras apresentaram  valores
superiores ao permitido.

Né&o foram observadas coldnias
caracteristicas de Salmonella sp nas
amostras  testadas. A auséncia de
Salmonella nesse tipo de alimento também

foi relatada por outros autores no Brasil e

ISSN 2675-0260 — DOI: 10.37585/HA2021.02culinaria



Hong Kong. (Batista et. al, 2017; Liang et

al., 2016). Em contrapartida Perassoli e
Frigo (2019), encontraram contaminagéo
por Salmonella spp em 10% das amostras
de pratos da culinaria japonesa obtidas em
Maringa-PR.

Em relacdo ao V. parahaemolyticus, ndo
houve o isolamento dessa bactéria em
nenhuma amostra, resultado coerente a de
outras pesquisas realizadas no Brasil
(VALLANDRO, 2010; SATO, 2013;
MORAES, 2019), indicando que o
patégeno ndo é comumente encontrado no
pais. Vallandro (2010) relacionou a criagédo
do salmao consumido no Brasil em aguas
frias e transporte congelado, com a baixa
ocorréncia desse micro-organismo nessa
matéria prima e, consequentemente, nos
alimentos analisados.

A acidificacdo do arroz do sushi, etapa do
preparo que intensifica seu sabor, é
realizada a fim de reduzir o possivel
crescimento de patégenos. O estudo de
Mohammad et al. (2020) demonstrou que
essa acidificacdo, atrelada a temperatura
adequada, é eficaz para inibir o crescimento
de B. cereus, 0 que pode justificar sua
auséncia nas amostras analisadas no
presente estudo. Ainda que a legislacdo
brasileira ndo exija a analise desse patdgeno
para sushis e sashimis, pesquisas realizadas,
como no estudo de Batista et al (2017), ja

evidenciaram a importancia da mesma, uma

Revista Higiene Alimentar, 35 (293): e1059, 2021

vez que encontraram 22,2% das amostras
com B. cereus.

S. aureus foi encontrado em 5 (7,1%) das
amostras analisadas nesse trabalho, mas as
concentracOes observadas estavam dentro
do parametro permitido pela RDC N° 12
(2001), de até 5x10%® UFC/g. Mesmo com
valores abaixo do padréo estabelecido, a
presenca desse patdgeno é um fator
negativo, pois evidencia a contaminacdo
humana durante o preparo do alimento,
devido a auséncia de higiene adequada.
Valores superiores foram apresentados por
Santos et al (2012), que identificaram S.
aureus em 57,1% das amostras analisadas
na regido Nordeste do Brasil e 11,4%
ultrapassaram o limite permitido pela
legislacdo. Yap et al. (2019) relataram a
prevaléncia de S. aureus em 21,7% de
amostras de alimentos manipuladas
diretamente com as maos, enguanto a
manipulacdo utilizando luvas apresentou
0% de contaminacdo, reafirmando a
importancia de cuidados higiénicos durante
0 preparo. A potencial producao de toxinas
pelos isolados de S. aureus que apresentam
0s genes que codificam para essa producao,
eleva 0s riscos ao consumidor, por isso as
medidas preventivas a contaminacao devem
ser adequadas.
Apesar de todos os isolados serem
negativos para a presenca dos genes das SE
foram

classicas, 0s genes seg e sei

ISSN 2675-0260 — DOI: 10.37585/HA2021.02culinaria
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detectados em 2 das 5 cepas testadas (40%).

Orwin et al. (2003) observaram que 0s
genes que codificavam para as toxinas SEG,
SEl, pertenciam ao mesmo cluster e a
deteccdo de um desses genes, geralmente
indica a presenca dos outros quatro. Em
2009, Wang et al. observaram que esse
cluster, chamado de egc esta localizado na
ilha de patogenicidade Tipo Il vSall e que
eventualmente pode também albergar o
gene selu, O gene seh foi detectada em dois
(40%) dos isolados no presente estudo,
enquanto Puah et al (2016) identificaram
11,5% de S. aureus positivos para 0 gene
seg, 7,7% para sei e 1,9% para seh ao
estudar 52 isolados obtidos em amostras de
Klang Valley. O trabalho de Sato (2017),
por sua vez, além da identificacdo de seg e
sei em 143% e 28,6% dos isolados,
detectou 28,6% de

positivos para 0 gene sea, demonstrando o

respectivamente,

potencial enterotoxigénico de S. aureus.
(PUAH et al., 2016)

Em relacdo aos S. aureus isolados neste
estudo, nenhum apresentou o gene bap.

Considerando que esse gene ainda néo foi

encontrado em isolados de origem humana,
somente em bovinos, o resultado é coerente
com a hipétese de que a contaminagéo
advém da manipulacdo (CASTILHO,
2016). Por outro lado, foi observada a
presenca do icaD em todos os isolados e do
icaA em 40%. Puah et al. (2018), também
relataram a auséncia do gene bap em todos
isolados, enquanto 26% apresentou icaAD,
em estudo com S. aureus obtidos de sushis
e sashimis na Malasia. Pela presenca desses
genes do cluster ica, todos os isolados foram
moderados produtores de biofilme, assim
como o encontrado no trabalho de Frozi et
al. (2017), que confirmou a formacédo de
biofilme por isolados de S. aurues, obtidos
de peixe cru. Puah et al. (2018) também
observaram essa capacidade em todos o0s 52
isolados analisados. A formacdo de
biofilme permite a adesdo das bactérias as
superficies de manipulacdo, como por
exemplo superficies de corte, possibilitando
a ocorréncia de contaminacdo cruzada
(DANTAS, 2014).

Tabela 1 — Perfil genético e producdo de biofilme de S aureus., isolados de alimentos

prontos para o consumo, a a base de pescados e similares crus, na cidade de Botucatu/SP.

(2019).

Enterotoxinas

Biofilme

S. aureus

sea seb sec sed see seg

Producéo
de

seh sei bap icaA icaD
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Fonte: os autores.

4 CONSIDERACOES FINAIS

A preparacdo de alimentos de origem
japonesa € caracterizada por alta
manipulacdo, além de muitos pratos tipicos
ndo passarem pelo processo de cozimento,
assim demandando altos padrdes de

higiene. A presenga de bactérias
patogénicas com potencial enterotoxigénico
e de indicadores de qualidade higiénico
sanitarias demonstraram um risco a saude
publica indicando a necessidade de novas
estratégias na fabricacdo desses alimentos,

visando a salde do consumidor.
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