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RESUMO

O estuario da Lagoa dos Patos é um importante polo pesqueiro artesanal por constituir area de
criagdo de diversas espécies de peixes e crustaceos. Suas aguas sdo influenciadas diretamente por
fatores meteoroldgicos, os quais interferem na entrada de agua oceanica no estudrio e na vazio,
refletindo na sua salinidade. Por esta razdo, ha a possibilidade de V. parahaemolyticus ser encontrado
no estuario da lagoa e, consequentemente, nos pescados nele capturados, o que ofereceria risco aos
consumidores. O objetivo do estudo foi de avaliar a presenca de V. parahaemolyticus em pescados
do estudrio da Lagoa dos Patos, capturados e processados artesanalmente. Cinquenta e seis amostras
de pescados oriundos do estuario da Lagoa dos Patos foram analisadas quanto a presenga de
V. parahaemolyticus. Trés das cinco espécies analisadas, camardo-rosa (Farfantepenaeus paulensis),
tainha (Mugil platanus) e linguado (Paralichthys orbignyanus) albergavam o micro-organismo
pesquisado. Estes resultados servem de alerta para a necessidade de maior fiscaliza¢do na produgio
de pescados, bem como da adogdo de medidas higiénico-sanitarias que previnam o risco de
transmissdo deste patdgeno para os consumidores. Este é o primeiro registro de isolamento de
V. parahaemolyticus de E paulensis, M. platanus e P. orbignyanus.

Palavras-chave. peixe, camardo, Farfantepenaeus paulensis, Mugil platanus, Paralichthys
orbignyanus.

ABSTRACT

Lagoa dos Patos estuary is an important artisanal fishing pole because it represents an area
for breeding several species of fish and shellfish. Water is directly influenced by meteorological
factors, which interfere in the ocean water into the estuary and flow, reflecting on the salinity.
For this reason, there is the possibility of V. parahaemolyticus be found in the lagoon estuary;
consequently the fish caught from these place could offer risks to the health of consumers.
The objective of this study was to evaluate the presence of V. parahaemolyticus in the
Lagoa dos Patos estuary, and in the fishes captured from small-scale fishing and processing.
Fifty-six samples of fish caught from the Lagoa dos Patos estuary were analyzed for the presence of
V. parahaemolyticus. Three of five species analyzed, shrimp (Farfantepenaeus paulensis), mullet
(Mugil platanus) and sole (Paralichthys orbignyanus) harbored this microorganism. These results
serve as a warning for providing the best technical oversight to the production of fish, and also
the adoption of hygienic and sanitary measures to prevent the risk of transmission of this pathogen
to consumers. This is the first report on the isolation of V. parahaemolyticus from E paulensis,
M. platanus and P.orbignyanus.
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INTRODUCAO

Vibrio parahaemolyticus ¢ uma bactéria
halofilica, encontrada principalmente durante
o verdo em aguas salobras, que causa doengas
gastrointestinais em humanos. O consumo
de peixes, moluscos e crusticeos do mar crus
ou mal cozidos tem sido a principal causa
de contaminac¢do por V. parahaemolyticus em
humanos'.

O Brasil ¢é considerado um pais
propicio a ocorréncia de infec¢bes causadas
por V. parahaemolyticus. O clima tropical,
com ampla costa maritima, e os habitos
alimentares, que incluem a ingestdo de
pescados consumidos crus em algumas regioes,
sao fatores que influenciam a ocorréncia de
casos. No extremo sul do Brasil, o estuario
da Lagoa dos Patos é considerado um polo

pesqueiro artesanal, devido a importante
area de criagdo de diversas espécies de
peixes e crustaceos, destacando-se

no abastecimento de pescados na regido’
Dentre os pescados capturados no estudrio
explorados comercialmente, destacam-se
o camardo-rosa (Farfantepenaeus paulensis),
a corvina (Micropogonias furnieri), a tainha

(Mugil latanus), os bagres (principalmente
Genidens barbus),  papa-terra (Menticirrhus
americanus), o linguado (Paralichthys

orbignyanus), a abrotea (Urophycis brasiliensis)
e o peixe-rei (Odontesthes argentinensis)>*.

A Lagoa dos Patos possui uma
interacdo estuario-oceano, que ¢ influenciada
diretamente  por  fatores  meteorologicos,

os quais interferem na entrada de dagua
oceanica no estudrio e na vazdo, refletindo
na sua salinidade®. Por esta razio, ha

possibilidade de V.  parahaemolyticus ser
encontrado no estuario da lagoa e,
consequentemente, nos pescados nele capturados.
Logo, o risco que pode acarretar para os
consumidores e a falta de estudos sobre
Vibrio na regido, caracterizam a justificativa
do estudo, que teve como objetivo avaliar
a presenca de V. parahaemolyticus em
pescados do estuario da Lagoa dos Patos,
capturados e processados artesanalmente.
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MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

Cinquenta e seis amostras de
pescados inteiros refrigerados foram coletadas
aleatoriamente em peixarias e supermercados
dos municipios de Pelotas e Rio Grande, RS.
Todas as amostras eram provenientes de
capturas realizadas no estuario da Lagoa
dos Patos. As amostras foram coletadas
conforme a disponibilidade das espécies
capturadas e desembarcadas na época do
ano em que o trabalho foi realizado, de
abril de 2013 a fevereiro de 2014. Foram
coletadas 10 amostras de corvina (Micropogonias
furnieri), 10 de tainha (Mugil platanus), 20 de
linguado  (Paralichthys  rbignyanus), 3 de
bagre (Netuma barba) e 13 de camardo
(Farfantepenaeus paulensis). As amostras foram
colocadas em sacos estéreis e imediatamente
encaminhadas ao laboratério em  caixas
isotérmicas com gelo, para a pesquisa de
V. parahaemolyticus.

Pesquisa de Vibrio spp.

A pesquisa de Vibrio spp. foi realizada
de acordo com U. S. Food and Drug
Administration - FDAS com modificagdes.
Para a analise das amostras, foram
utilizados as guelras e o figado, no caso
dos peixes, ou um conjunto de quatro
camardes. O material foi colocado em sacos
plasticos  estéreis contendo 225 mL de
Agua Peptonada Alcalina (APA, Himedia,
Mumbai, India), massageado por 5 minutos e
incubado a 37 °C por 24 h para enriquecimento.

A partir do material da superficie dessas
culturas  foram  feitas  semeaduras  por
esgotamento em agar Tiossulfato  Citrato

Bili Sacarose (TCBS, Himedia) e incubagio
a 37 °C por 24 h para obten¢ao de colonias
isoladas. Até trés colonias tipicas de cada
placa foram semeadas novamente em APA
e apds a incubac¢do a 37 °C por 24 h foram
misturadas com 20 % de glicerol para
manutencdo de estoque a -70 °C. Os isolados
foram recuperados em APA a 37 °C por 24 h,
quando necessario.



Milan C, Silveira DR, Rosa JV, Timm CD. Vibrio parahaemolyticus isolados e pescados do estudrio da Lagoa dos Patos.

Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2015;74(2):149-53.

Extracao de DNA

Para extracio dos DNAs dos isolados
foi utilizada a técnica descrita por Sambrook
e Russel’. O pellet obtido por centrifugacio de
1 mL de cultura em APA foi ressuspendido em
100 pL de tampao STES [Tris-HCI 0,2 M,
NaCl 0,5 M, SDS 0,1 % (m/v), EDTA 0,01 M,
pH 7,6]. Foram adicionados 50 pL de pérolas
de vidro e 100 pL de fenol/cloroférmio.
Apo6s 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 -20 °C
por 1 h. Uma nova centrifugacdo foi realizada
a 13.000 g por 20 min, o sobrenadante foi
descartado e o pellet lavado com etanol a 70 %.
Ap6s eluicdo em 40 pL de tampao (Tris-HCI
10 mM, EDTA 1 mM, pH 74), foi adicionado
1 uL de RNAse (10 pg/puL). O DNA extraido
foi estocado a -20 °C.

Identificagao de V. parahaemolyticus

Os isolados de Vibrio foram analisados
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
para pesquisa dos genes toxR, para identificacao
de V.  parahaemolyticus,  conforme  Bilung
et al®, com modificagdes. Cada reagdo teve
como volume final 20 pL. A mistura consistiu
em 10 pL de Master Mix (Qiagen, Sdo Paulo,
Brasil), 1 pL (10 pmol) de cada primer, ToxR-a

e ToxR-b, 1,2 uL. de DNA e 6,8 uL de agua para
completar o volume da reagdo. A amplificacao foi
realizada em termociclador TC-3000 (Techne),
seguindo o programa: desnaturagdo inicial de
96 °C por 5 min, 20 ciclos de desnaturacao a
94 °C por 1 min, anelamento dos primers a
63 °C por 1,5 min, extensao a 72 °C por 1,5 min
e extensdo 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 a 1,8 %. Como controle positivo,
foi utilizado o DNA de V. parahaemolyticus
ATCC 17802 e como controle negativo foi utilizado
dgua pura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cinquenta e seis amostras de pescados
capturados no estudrio da Lagoa dos Patos
foram coletadas e analisadas quanto a presenca
de V. parahaemolyticus. Trés espécies albergavam
0 micro-organismo pesquisado (Tabela 1),
sendo que os isolados de guelras e de figados
ndo eram dos mesmos peixes.

Apesar do clima com temperaturas mais
amenas no sul do Brasil, V. parahaemolyticus
foi isolado de ndmero  percentualmente
maior de amostras tanto de camardes como
de peixes, quando comparado a estudos
realizados em outras regides do  Brasil

Tabela 1. Pesquisa da presenca de Vibrio parahaemolyticus em pescados capturados no ambiente estuarino da

Lagoa dos Patos
. Fsados g s

Figado Guelras Total (%)
Tainha (Mugil platanus) 10 2 2 4 (40)
Corvina (Micropogonias furnieri) 10 0 0 0 (0)
Linguado (Paralichthys orbignyanus) 20 2 2 4 (20)
Bagre (Genidens barbus) 3 0 0 0 (0)
Camarao (Farfantepenaeus paulensis) 13 - 6 (46,15)
Total 56 14 (25)

*: Numero de amostras
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V. parahaemolyticus foi isolado de quase 50 % das
amostras de camardo, o que vai de encontro
ao trabalho de Melo et al’, que isolou o
micro-organismo de 20 % de 50 amostras de
outra espécie de camarao (Litopenaeus vannamei)
coletadas em supermercados de Natal, RN.
Chen et al', em um estudo com 112 amostras
de atum coletados no comércio varejista
em Sao Paulo/SP, encontraram trés amostras
positivas (2,68 %) para V. parahaemolyticus,
diferentemente do nosso trabalho onde foram

observadas 18,6 % de amostras de peixes
contaminadas com o micro-organismo.
Todos os pescados analisados eram

provenientes da Lagoa dos Patos, que troca
agua com o Oceano Atlantico através de um
canal com 20 km de comprimento e 0,5 a 3 km
de largura", o qual, durante os meses de verao,
permite a entrada de 4gua salgada na lagoa'.
No presente trabalho, V. parahaemolyticus
foi isolado em todas as épocas do ano, sendo o
verao a estagdo em que ocorreu com maior
frequéncia (Figura 1). Este fato possivelmente
possa ser justificado devido a temperatura
ambiental, ja que V. parahaemolyticus ¢é
encontrado mais comumente em climas tropical
e temperado®.

Ramos et al* pesquisaram Vibrio
parahaemolyticus  em 60  amostras  de
ostras (Crassostrea gigas) em Santa Catarina,

B Total de amostras

13
11
6 (46,15) .

Verao

3(27,27)

Outono

encontrando o micro-organismo em 35 %
das mesmas. Apesar de ndo havermos
coletado essa espécie de pescado em nosso
trabalho, esse resultado comprova a presenca
de Vibrio parahaemolyticus no sul do Brasil.

Torres e  Fernandez”  estudaram
57 amostras de frutos do mar (ostras frescas,
peixes e camardes) coletadas durante um ano
em Guadalajara, México, e observaram incidéncia
de V. parahaemolyticus de 45,6 %, sendo
71,4 % em peixes, 44 % em ostras e 27,6 %
em camardo. Os resultados obtidos no nosso
trabalho foram semelhantes em relacio a
quantidade de V. parahaemolyticus isolados
de camardao, mas com relagdio ao isolamento
em peixes o percentual encontrado foi
inferior. Isso possivelmente possa ser explicado
pela diferenca das regides de origem dos pescados.

CONCLUSAO

Os pescados das espécies Mugil platanus,
Paralichthys  orbignyanus e  Farfantepenaeus
paulensis, oriundos no estuario da Lagoa
dos Patos, podem albergar V. parahaemolyticus.
Estes resultados servem de alerta para a necessidade
de maior fiscalizagdo na producido de pescados,
bem como da adogio de medidas higiénico-
sanitarias que previnam o risco de transmissdo
deste patogeno para os consumidores.

Amostras com presenca de V. parahaemolyticus (%)

17

Inverno

15
)

Primavera

4(23,53

1(6,67)

Figura 1. Rela¢ao da estagdo do ano com a presenca de Vibrio parahaemolyticus em pescados capturados no

ambiente estuarino da Lagoa dos Patos
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