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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, 0 consumo de peixes vem aumentando, ja que ele fornece
proteinas, possui baixa quantidade de gordura saturada e é rico em micronutrientes,
além de ser também fonte de acidos graxos, como dmega-3, que propiciam
beneficios para a salde humana (FDA, 2009). Por ser um alimento com
caracteristicas intrinsecas necessarias a sobrevivéncia de muitos patégenos,
constitui um potencial veiculo de micro-organismos causadores de doencas em
seres humanos (APHA, 2001). Estudos indicam os manipuladores de alimentos
como um dos principais fatores implicados em surtos de doencas de origem
alimentar, relacionando-os diretamente com a contaminacdo dos alimentos,
decorrente de doencas, de maus habitos de higiene e de praticas inadequadas na
operacionalizacdo do sistema produtivo de refeices (CAVALLI e SALAY, 2007).

V. parahaemolyticus é considerado um patégeno relevante nas regides
costeiras de clima temperado e tropical em todo o mundo (MARTINEZ-URTAZA et
al., 2004), sendo encontrado em ambiente tipicamente marinho e estuarino
(LIMA,1997). Este micro-organismo pode causar diarreia, dor abdominal, vémitos,
febre e dores de cabeca, associadas ao consumo de peixes, moluscos e crustaceos,
crus ou mal cozidos (HEITMANN et al., 2005). O estudo dos perfis moleculares de
isolados de V. parahaemolyticus obtidos de peixes inteiros e de peixes eviscerados
prontos para consumo € um valioso instrumento para o0 avan¢o no conhecimento das
Doencas Transmitidas por Alimentos causadas por essa bactéria. Neste sentido,
este trabalho teve por objetivo o isolamento de V. parahaemolyticus de peixes do
estuario da Lagoa dos Patos, capturados e processados artesanalmente.

2. METODOLOGIA

Em seis desembarques de pescados capturados na colbnia de pescadores
Z-3, no municipio de Pelotas, RS, provenientes de capturas realizadas com métodos
artesanais no estuario da Lagoa dos Patos, foram coletados aleatoriamente cinco
peixes inteiros no momento de cada desembarque e cinco apds o processamento
(evisceragdo e higienizagdo) para venda aos consumidores, totalizando 60
amostras. Os pescados foram imediatamente encaminhados ao laboratério para
analise. As coletas foram realizadas nos meses de abril e outubro de 2013.

A pesquisa de Vibrio spp. foi feita conforme recomendado por U. S. Food
and Drug Administration - FDA (KAYSNER e DEPAOLA, 2004), com modificagdes.
As guelras e o figado de cada peixe foram coletados, colocados em sacos plasticos
estéreis contendo 225 mL de Agua Peptonada Alcalina (APA, Himedia, Mumbai,
india), massageados por 5 minutos e incubados a 37 °C por 24 horas para
enriquecimento. A partir do material da superficie dessas culturas foram feitas
semeaduras por esgotamento em &gar Tiossulfato Citrato Bili Sacarose (TCBS,
Himedia) e incubacédo a 37 °C por 24 horas para obtencédo de coldnias isoladas. Até



trés colbnias tipicas de cada placa foram semeadas em APA e, apés incubacgéo a 37
°C por 24 horas foram misturadas com 20% de glicerol para manutencao de estoque
a -70 °C. Os isolados foram recuperados em APA a 37 °C por 24 horas, quando
necessario. Por¢des de aproximadamente 25 g foram cortadas transversalmente do
pescado processado artesanalmente para venda e colocadas em APA para
pesquisa de Vibrio, seguindo os procedimentos descritos anteriormente.

Os DNAs dos isolados foram extraidos conforme SAMBROOK e RUSSEL
(2001). Resumidamente, foi feita uma cultura em tubos contendo APA e apos
incubacédo a 37°C por 24horas, o pellet obtido por centrifugacédo de 1 mL de cultura
em APA foi ressuspendido em 100 pL de tampéo STES [Tris-HCI 0,2 M, NaCl 0,5 M,
SDS 0,1% (m/v), EDTA 0,01 M, pH 7,6]. Foram entéo adicionados 50 pL de pérolas
de vidro e 100 pL de fenol/cloroférmio. Ap6s homogeneizagdo por 1 min, a mistura
foi centrifugada a 13.000 g por 5 min. O sobrenadante foi coletado e precipitado em
2 volumes de etanol absoluto e 0,1 volume de NaCl 5 M a -70 °C por 30 min. Uma
nova centrifugacdo foi realizada a 13.000 g por 20 min, o sobrenadante foi
descartado e o pellet lavado com etanol a 70%. Apds eluicdo em 40 pL de tampao
(Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4), foi adicionado 1 pL de RNAse (10 pg/uL). O
DNA extraido foi estocado a -70 °C.

Os isolados de Vibrio foram analisados pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para pesquisa dos genes toxR, para identificacdo de V.
parahaemolyticus conforme BILUNG et al. (2005), com modificacbes. Cada reagao
teve um volume final de 20 pL. Foram utilizados 10 pL de Master Mix (Qiagen, S&o
Paulo, Brasil), 1 pL (10 pmol) de cada primer, 1,2 uL de DNA e 6,8 uL de agua para
completar o volume da reagao. A amplificagcdo foi realizada em termociclador TC-
3000 (Techne) com o seguinte programa: desnaturacao inicial de 96 °C por 5 min,
seguido de 20 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 1 min, anelamento dos primers a
63 °C por 1,5 min, extenséo a 72 °C por 1,5 min e extenséo final a 72 °C por 7 min.
Os produtos da PCR foram corados com GelRed (Uniscience, Sdo Paulo, Brasil) e a
eletroforese foi realizada em gel de agarose 1,8%. Como controle positivo, foi
utilizado o DNA de V. parahaemolyticus ATCC 17802 e controle negativo foi utilizada
agua pura.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram amostrados 60 peixes (30 inteiros e 30 limpos) e analisados quanto a
presenca de V. parahaemolyticus. As espécies capturadas e desembarcadas na
época do ano em que o trabalho foi realizado foram a corvina (Micropogonias
furnieri) e a tainha (Mugil platanus). As duas espécies albergavam o0 micro-
organismo pesquisado (Tabela 1). Este é o primeiro registro de isolamento de V.
parahaemolyticus de M. furnieri e M. platanus.



Tabela 1: Quantidade e época das coletas, espécies e isolados em cada tipo de
peixe analisado.

Desembarques Meses Pescados V. parahaemolyticus
Peixes Peixes
inteiros eviscerados

1 Abril M. platanus 1 0
2 Abril M. platanus 1 1
3 Abril M. platanus 0 2
4 Outubro M. furnieri 1 0
5 Outubro M. furnieri 0 0
6 Outubro M. furnieri 0 0

V. parahaemolyticus foi isolado de trés (10%) amostras de peixes inteiros e de
trés (10%) de peixes ja eviscerados e prontos para o comércio (Tabela 1). PEREIRA
et al. (2007) isolaram V. parahaemolyticus em 11,6% de 86 amostras de mexilhdes
(Perna perna) provenientes do municipio de Niterdi, RJ, que possui clima tropical.
VIEIRA et al. (2004) encontraram em 90 amostras de caranguejos de agua doce
(Ucides cordatus) analisadas, 8,9% positivas para V. parahaemolyticus, em
Fortaleza, CE, onde o clima é semi-arido. No nosso trabalho as coletas foram em
épocas de clima ameno, por isso 0 numero de isolamentos do micro-organismo foi
semelhante aqueles obtidos por VIEIRA et al. (2004) e PEREIRA et al. (2007).

Além das chuvas e dos indices de evaporacdo, 0os ventos também
controlam decisivamente a circulagédo, a distribuicdo de salinidade e os niveis de
agua na Lagoa dos Patos (GARCIA, 1998). Essas mudancas influenciam a
quantidade de micro-organismos, jA que pode haver entrada de agua e outras
espécies de animais contaminados. V. parahaemolyticus é encontrado com maior
frequéncia em aguas que apresentam uma ampla faixa de salinidade, semelhante
aguela encontrada em estuarios e areas costeiras (KELLY e STROH, 1988). Na
Lagoa dos Patos, os meses de verdo sao aqueles em que ocorre maior entrada de
agua salgada (ANACLETO e GOMES, 2006), consequentemente, é possivel que a
incidéncia de V. parahaemolyticus seja maior nessa época do ano.

4, CONCLUSOES

Os peixes das espécies M. furnieri e M. platanus capturados no estuéario da
Lagoa dos Patos podem albergar V. parahaemolyticus e este pode também estar
presente no pescado limpo, sendo um alerta quanto a importancia da ado¢ao de
medidas higiénico-sanitarias corretivas e preventivas através das boas praticas de
fabricacdo, assim como quanto a necessidade de maior fiscalizacdo da cadeia de
producdo de pescados por parte dos 6rgdos competentes.
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