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1. INTRODUGAO

Vibrio spp. € uma bactéria Gram-negativa encontrada em aguas marinhas e
costeiras e uma das principais causas de gastroenterite e mortes associadas ao
consumo de pescado em todo o mundo (Silva et al., 2021). As doengas causadas
por Vibrio spp. variam desde diarreia branda, por ingestdo de V.
parahaemolyticus, até enterite severa e septicemia com alta taxa de mortalidade,
ocasionadas por V. vulnificus. Em alguns paises, onde peixes e frutos do mar,
exceto moluscos bivalves, s&o comumente consumidos crus, esses alimentos sao
comumente associados a gastroenterite por V. parahaemolyticus (DePaola &
Toyofuku, 2014).

Nos ultimos anos é notavel o aumento na busca por métodos alternativos na
conservagao de pescados, objetivando garantir a qualidade e a seguranga destes
alimentos. Conservantes naturais vém ganhando destaque e recebendo
consideravel atencdo por parte da comunidade cientifica, dos consumidores, da
industria, bem como dos setores da saude, apresentando potencial como método
de ampla acao antimicrobiana e de baixo custo. Dentre os conservantes naturais,
os Oleos essenciais (OE) de diversas fontes tém sido objeto de estudo, alguns
com potencial de utilizacdo em produgdo e processamento de pescados. Os
compostos bioativos apresentam diferentes mecanismos de agado de acordo com
0 grupo de microrganismos (Baptista et al., 2020).

Os OE podem ser utilizados como conservantes de pescados em
concentragdes que variam de 0,1 a 1%. Mais altas concentragdes, na maioria dos
casos, afetam negativamente as propriedades sensoriais do produto (Hussain et
al., 2021). Estudos acerca do desenvolvimento de novos produtos e embalagens
inteligentes, devem levar em consideragdo a aceitagao dos mesmos, bem como
intencdo de compra por parte dos consumidores, para com isso, afirmarem
perspectivas de aplicacio reais.

Tendo em vista a patogenicidade e a necessidade de controle de Vibrio spp.
em pescados, a busca por conservantes naturais e a perspectiva de incorporacao
de OEs a embalagens, o presente estudo tem como objetivos: (1) identificar as
espécies de Vibrio spp. que estao presentes em pescados comercializados na
regido sul do Rio Grande do Sul; (2) caracterizar o perfil de resisténcia dos
isolados patogénicos frente aos antimicrobianos sintéticos comumente utilizados;
(3) avaliar a agdo de Oleos essenciais contra Vibrio spp. patogénicos e
multirresistentes “in vitro” e (4) avaliar a intencdo de compra dos produtos
adicionados dos OEs com acao antimicrobiana.
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2. METODOLOGIA

Um total de 50 amostras de pescados foi coletado em trés diferentes
peixarias do Mercado Publico da cidade de Pelotas, sendo 25 de peixes e 25 de
camardes. Os pescados foram adquiridos em suas embalagens originais e
encaminhados imediatamente ao laboratério em caixas isotérmicas com gelo. O
método para a detecgao de Vibrio spp. em amostras de pescados foi o descrito no
Bacteriological Analytical Manual — BAM (Kaysner et al., 2004). A extragdo do
DNA gendmico foi realizada conforme o protocolo descrito por Green e Sambrook
(2012). A identificagdo molecular de V. parahaemolyticus e V. vulnificus foi
confirmada pela presenga do gene flh e vvhA, respectivamente, conforme
Kaysner et al. (2004).

Os isolados de Vibrio spp. foram testados quanto a suscetibilidade a
antimicrobianos contra 12 agentes distintos. O teste de disco-difusdo em agar foi
realizado e avaliado de acordo com as especificagdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI 2018) e a classificagdo quanto a resisténcia realizada
conforme a tabela de Pontos de Corte Clinicos do European Committee on
Antimicrobial ~ Susceptibility Teststing - EUCAST (2024). Os seguintes
antimicrobianos foram utilizados: Piperacilina-tazobactam (30 ug), Cefotaxima (5
Mg), Ceftazidima (10 pg), Meropenem (10 ug), Ciprofloxacina (5 ug), Levofloxacina
(5 pg), Pefloxacina (5 ug), Eritromicina (15 pg), Doxiciclina (XX ug), Tetraciclina
(30 pg), Sulfametoxazol-trimetoprima (23,75 - 1,25 pg) e Azitromicina (15 ug)
(Laborclin Produtos para Laboratérios Ltda, Brasil). Vibrio parahaemolyticus
ATCC® 17802 foi utilizada como uma cepa de referéncia. A multirresisténcia
(MDR) foi definida como resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos
(CLSI 2018).

Os OEs de Melaleuca altemifolia (melaleuca), Citrus aurantium
(laranja-azeda), Citurs limon (limdo-siciliano), Rosmarinus officinalis (alecrim),
Thymus vulgaris (tomilho), Curcuma longa (curcuma), Salvia officinalis (salvia),
Syzygium aromaticum (cravo-da-india) [Lazlo, Belo Horixonte], Minthostachys
mollis (mufia) e Piper elongatum (matico) [Pukllay Herbolaria EIRL] foram
adquiridos comercialmente e o 6leo essencial de Cymbopogon citratus cedido por
Thamyres César de Albuquerque Sousa, doutoranda do Programa de
Po6s-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, PPGCTA da Universidade
Federal de Pelotas (dados nao publicados). O teste de disco-difusdo com os éleos
essenciais foi realizado e a agao classificada conforme Mello et al. (2020).

Por fim, foi realizada uma pesquisa de intencdo de compra de pescados
Oleos essenciais como conservantes. Foram selecionados os 6leos que tiveram
forte agdo antimicrobiana “in vitro” frente aos isolados de Vibrio. A pesquisa foi
realizada através de um questionario online via Google forms, aplicado a 109
participantes que consentiram em prosseguir com o estudo. Os entrevistados
responderam a seguinte pergunta: “Dentre as op¢des de 6leos incorporados a
pescados, qual vocé compraria? (pode escolher mais de uma opg¢ao)’. Os
resultados foram agrupados de acordo com a frequéncia de respostas,
apresentadas em proporgao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Foi observada a presenca de V. parahaemolyticus em 6 amostras (12%),
totalizando 8 isolados, nas espécies Micropogonias furnieri (corvina) — 2
exemplares, Carcharhinus spp. (cagao), Mugil platanus (tainha) e Farfantpnaeus
paulensis (camaréo-rosa) — 2 exemplares. Vibrio vulnificus nao foi isolado de
nenhuma amostra.

Este foi o primeiro relato da ocorréncia do patégeno em Carcharhinus spp.,
no entanto, existem evidéncias cientificas do isolamento de V. parahaemolyticus
nas espécies M. platanus e F. paulensis no estuario da Lagoa dos Patos em 2013
(Milan et al., 2015) e de M. furnieri e M. platanus em 2014 (da Rosa et al., 2016).
No Brasil, a prevaléncia de V. parahaemolyticus em pescado € desconhecida,
provavelmente pela auséncia de diagndstico e subnotificagcdo dos casos de
gastroenterites, auséncia de uma vigilancia ativa nos casos de infec¢ao e falta de
diagndstico clinico com isolamento e determinacdo dos agentes infecciosos
envolvidos.

Cinco dos oito isolados foram classificados como multirresistentes, sendo
quatro destes de F. paulensis e um de M. furnieri. O resultado pode ser apontado
como critico, uma vez que a presenga de cepas de V. parahaemolyticus
multirresistentes em pescados representa um risco ainda maior a saude do
consumidor, pois pode dificultar o tratamento de infec¢des causadas pela ingestao
dos alimentos contaminados (Straten et al., 2023).

Os OE de capim-limao, cravo-da-india, tomilho, melaleuca apresentaram
forte acdo antimicrobiana frente aos isolados obtidos, e frente a cepa de
referéncia. A inibicdo de V. parahaemolyticus por OE de cravo-da-india, tomilho e
melaleuca ja foi anteriormente relatada por Elexson et al., (2016), Tomazelli et al.,
(2020), Zheng et al. (2020), respectivamente. No entanto, € inédita a agao
inibitéria de OE de capim-limao frente a isolados deste microrganismo.

O principal resultado obtido na pesquisa de intencdo de compra dos
pescados incorporados com OE foi o OE de tomilho (53,2%), seguido do OE de
capim-limao (44,1%) e menor aceitagao do OE de cravo-da-india (17,1%) e OE de
melaleuca (11,7%) nestes produtos. Os resultados séo relevantes para a escolha
do 6leo que sera aplicado nas etapas posteriores do estudo.

4. CONCLUSOES

Os resultados demonstram que V. prahaemolyticus ocorre em diferentes
espécies de pescado na regido Sul do Brasil, sendo a maioria dos isolados
multirresistentes. Oleos essenciais de capim-limédo, cravo-da-india, tomilho e
melaleuca possuem forte atividade antimicrobiana contra estes isolados. A
pesquisa de intengdo de compra aponta os 6leos essenciais de tomilho, seguido
de capim-limdo, para uma aplicagdo mais assertiva a embalagem a ser
desenvolvida, demonstrando legitima perspectiva de aplicagdo para controle de
Vibrio ndo colérico em pescados e aceitagao dos consumidores.
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