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Resumo

O consumo de frutos do mar, como o camardo-rosa, contaminados com V. parahaemolyticus pode
causar gastrenterite aguda. O objetivo deste trabalho foi verificar a capacidade de V.
parahaemolyticus isolados de camarbes provenientes do estuario da Lagoa dos Patos formarem
biofilme apds exposicdo a diferentes tipos de estresse subletal. Para obtencdo das amostras, foram
realizadas 12 coletas de Farfantepenaeus paulensis, durante o periodo de safra de 2016. As amostras
foram analisadas quanto a presenca de V. parahaemolyticus. As cepas foram avaliadas quanto a
capacidade de producdo de biofilme em placas de microtitulacdo, tanto antes como apds serem
submetidas a diferentes tipos de estresse subletal. V. parahaemolyticus foi isolado de 16,66% (2/12)
das amostras. Uma das duas cepas isoladas foi capaz de formar biofilme, sendo classificada como
fraca formadora de biofilme, a outra foi classificada como ndo formadora de biofilme. Nenhuma das
cepas alterou sua capacidade de formar biofilme quando submetida aos estresses de 4 °C e 20 °C;
contudo, com relacdo aos estresses de 42 °C e pH acido, cada cepa respondeu de uma maneira
diferente.
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Abstract

Consumption of seafood, such as pink shrimp, contaminated by V. parahaemolyticus can cause acute
gastroenteritis. The objective this study was to verify the ability of V. parahaemolyticus isolated from
shrimp from Lagoa dos Patos estuary to form biofilm after exposure to different types of sublethal
stress. To obtain the samples, 12 collections of Farfantepenaeus paulensis were carried out during
the 2016 harvest period. The samples were analyzed for the presence of V. parahaemolyticus. The
strains were evaluated for biofilm production capacity on microtiter plates, both before and after being
submitted to different types of sublethal stress. V. parahaemolyticus was isolated from 16.66% (2/12)
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of the samples. One of the two isolated strains was able to form biofilm, being classified as weak
biofilm-forming; the other one was classified as non-biofilm-forming. None of the strains altered their
ability to form biofilm when subjected to the stresses of 4 °C and 20 °C; however, regarding the
stresses of 42 °C and pH acid, each strain responded differently.

Keywords: Contamination; foodborne illness; pink shrimp.
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Introducéo

No Brasil, 0 consumo de pescado tem aumentado, alcan¢ando o patamar de 14,5 kg/habitante/ano em
2013, sendo que o consumo minimo recomendado pela Organiza¢do Mundial de Satde (OMS) foi de
12 kg/habitante/ano e o consumo mundial foi de 18,8 kg/habitante/ano, também no ano de 2013®),
Um dos fatores que contribui para esse aumento no consumo do pescado € a preocupagdo com a
alimentacdo saudavel e a qualidade de vida. As caracteristicas nutricionais dos camardes fazem deles
um alimento privilegiado, pois sdo fontes de proteinas e ainda contém célcio, ferro, iodo, zinco e
vitaminas B1, B2 e B12. Embora contenha altos niveis de colesterol, um consumo moderado nédo
oferece riscos para a sadde cardiovascular®. Farfantepenaeus paulensis (camar&o-rosa) é encontrado
ao longo da regido costeira brasileira, a partir de Ilhéus, Bahia (BA), estendendo-se pelo Uruguai até
o litoral nordeste da Argentina®.

A Lagoa dos Patos, no Rio Grande do Sul (RS), possui uma comunicacdo estuario-oceano que €
influenciada por fatores meteoroldgicos, os quais interferem na entrada de 4gua marinha®. Devido a
este fator, o periodo de safra do camardo no estuario ocorre durante o verao e inicio de outono. Para
garantir a qualidade desses alimentos, é necessario o correto manuseio durante a sua captura,
processamento, armazenamento, transporte e comercializagdo. Segundo Baldisserotto®), faltam
estudos sobre a qualidade do pescado continental vendido ao consumidor no Rio Grande do Sul e
sobre a ocorréncia de agentes etiologicos de doengas transmitidas por alimentos (DTA) em pescados
daregido, em especial do estuério da Lagoa dos Patos, 0 que constitui a base indispensavel para tracar
planos efetivos de controle da sua transmissao para os consumidores.

Vibrio spp. sdo bactérias Gram negativas que possuem formato de bastonete e séo mdveis, contendo
geralmente um Unico flagelo polar. Sdo encontradas naturalmente em ambientes marinhos ou
estuarinos, podendo estar livres ou ligadas a sedimentos®. V. cholerae, V. parahaemolyticus e V.
vulnificus sdo as espécies melhor documentadas como patégenos humanos(”. V. parahaemolyticus é
mais facilmente encontrado em locais com temperatura da a4gua superior a 15 °C®. Essa espécie de
micro-organismo é halofilica, podendo ser encontrada em ambientes com salinidade entre 3% e 8%.
E um patégeno que pode causar gastrenterite aguda pelo consumo de frutos do mar contaminados,
crus ou mal cozidos, e pode também provocar infecgdes em feridas abertas que tenham sido expostas
a gua do mar. Em casos raros, a infeccio por V. parahaemolyticus pode ser fatal®”. O gene ToxR
esta presente em todas as cepas de V. parahaemolyticus®'?, podendo ser encontrado em isolados
patogénicos ou ndo patogénicos®?. Este gene possui um fragmento de 368 pares de base (pdb)
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especifico para Vibrio parahaemolyticus que é encontrado em todos os isolados™®. O uso deste gene
para identificacdo de V. parahaemolyticus através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é
especifico, sensivel e rapido®!3¥, pois, além de V. parahaemolyticus ser detectado em todas as
amostras analisadas, ndo ocorrem resultados falsos positivos®®19),

Biofilme bacteriano é uma comunidade de micro-organismos sésseis que sao capazes de se agregar e
aderir a uma superficie, embebidos em uma matriz extracelular formada por exopolissacarideos®®.
Algumas células de Vibrio podem se tornar resistentes a fatores ecologicos, tais como altas ou baixas
temperaturas ou pH baixo. Tanto essa resisténcia pode levar ao aumento da capacidade de formar
biofilme, como também a alta capacidade de formar biofilme pode levar a resisténcia a diferentes
tipos de estresse, dificultando a eliminacdo da bactéria durante a preparacdo dos pescados para o
consumo®?,

O objetivo deste trabalho foi verificar a capacidade de V. parahaemolyticus isolados de camardes
provenientes do estuario da Lagoa dos Patos formarem biofilme ap6s exposi¢do a diferentes tipos de
estresse subletal.

Materiais e Métodos

Para obtencdo das amostras, foram realizadas 12 coletas de F. paulensis no mercado publico da cidade
de Pelotas (RS), durante o periodo de safra, nos meses de fevereiro a abril de 2016. Todos os camardes
eram provenientes do estuario da Lagoa dos Patos. As amostras foram colocadas em saco estéril e
imediatamente encaminhadas em caixas isotérmicas com gelo ao laboratoério para analise.

A pesquisa de Vibrio spp. foi feita conforme recomendado por U. S. Food and Drug Administration
— FDA®, com modificagdes. Foram colocados 25 g de F. paulensis em sacos plésticos estéreis
contendo 225 mL de Agua Peptonada Alcalina (Himedia, Mumbai, india), pH 8,5, com 3% de NaCl
(APA-3% NaCl), homogeneizados 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 Bile Sacarose (TCBS, Himedia) e incubacédo a 37 °C por 24
horas para obteng&o de colbnias isoladas. Até trés colbnias tipicas de cada placa foram semeadas em
APA-3% NaCl e, ap0s incubacdo a 37 °C por 24 horas, a cultura foi misturada com 20% de glicerol
para manutencao de estoque a -70°C. Os isolados foram recuperados em APA-3% NaCl a 37 °C por
24 horas, a cada trés meses para manutencao do estoque ou quando necessario.

Os isolados foram recuperados e seus DNAs extraidos conforme Sambrook e Russel®®.
Resumidamente, o pellet obtido por centrifugacéo de 1 mL de cultura previamente recuperada por 24
horas a 37 °C em APA-3% NacCl foi ressuspendido em 100 pL de tampdo STES [Tris-HCI 0,2 M-SDS
0,1% (m/v), EDTA 0,01 M, pH 7,6], aos quais foram adicionados 50 uL de pérolas de vidro e 100
pL de fenol/cloroférmio. Apos homogeneizacdo por 1 min, a mistura foi centrifugada a 13.000 g por
5 min. O sobrenadante (100 puL) foi coletado e precipitado em 200 pL de etanol absoluto e 10 uL de
NaCl 5 M a -70 °C por 30 min. Uma nova centrifugacéo foi realizada a 13.000 g por 20 min, 0
sobrenadante descartado e o pellet lavado com etanol a 70%. Apo6s eluicdo em 40 pL de tampé&o de
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eluigéo (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1mM, 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 PCR para pesquisa dos genes toxR (Tabela 1), para
identificacdo de V. parahaemolyticus conforme Bilung et al.!?, com modificagbes. Cada reacéo teve
um volume final de 20 pL. Foram utilizados 10 pL de Master Mix (Promega, Madison, EUA), 1 uL
(10 pmol) de cada primer (Sigma- Aldrich, Sdo Paulo, Brasil), 1,2 puL de DNA e 6,8 pL de &gua
(Promega) para completar o volume da reacdo. A amplificacdo foi realizada em termociclador TC-
3000 (Techne, Stone, Reino Unido) com o seguinte programa: desnaturacdo inicial de 96 °C por 5
min, seguido de 20 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por 1 min, anelamento dos primers a 63 °C por
1,5 min, extensdo 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, Sao Paulo, Brasil) e a eletroforese foi realizada em gel de agarose
a 1,8%. Como controle positivo, foi utilizada a cepa de V. parahaemolyticus ATCC 17802.

Tabela 1. Primers utilizados na identificacio de V. parahaemelvticus

Primer Sequéncia (5" a 37) Tamanho da Referéncia
amplificacio (pb)

ToxR-a GTCTTCTGACGCAATCGTTG 368 KIM et al.®

ToxR-b ATACGAGTGGTTGCTGTCATG

As cepas foram avaliadas quanto a capacidade de producédo de biofilme em placas de microtitulacéo
de 96 pocos (Nunclon, Nune, Roskilde, Denmark), seguindo a técnica descrita por Janssens et al.??,
com modificacdes, de forma a adaptar o método para V. parahaemolyticus. Foram colocados 200 pL
de caldo APA-3% NaCl em cada poco da placa de microtitulacdo adicionados de 2 pL de culturas
overnight em APA-3% NaCl de cada cepa padronizada em espectrofotdmetro a 600 nm para valor
0,5 de densidade 6tica (DO), o que corresponde a aproximadamente 5,5.108 UFC/mL. Pogos com 200
pL de caldo APA-3% NaCl, sem cultura bacteriana, foram utilizados como controle. Em seguida, a
tampa foi colocada sobre a placa, que foi incubada durante 48 horas a 37 °C sem agitacdo. As tampas
das placas possuem protuberancias em forma de cone, cada uma delas entrando em contato
unicamente com um pog¢o. Como as protuberancias estdo em contato com o liquido contido em cada
poco, as bactérias irdo se aderir e os biofilmes serdo formados sobre elas. O biofilme avaliado foi
apenas o formado nas protuberancias da tampa. Posteriormente, as tampas foram lavadas em 200 pL
de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, 0,1 M, pH 7,0). O material que permaneceu ligado a
tampa foi corado durante 30 min com 200 pL de cristal violeta 0,1% (m/v), lavado em &gua destilada
estéril (200 pL) e a tampa foi seca em temperatura ambiente por 30 min. O biofilme com corante foi
extraido com &cido acético glacial 30% (200 pL) utilizando-se outra placa de 96 pocos. Para
quantificacdo da formacéo de biofilmes, a DOs7o de cada pogo contendo o biofilme com corante e ja
extraido foi medida utilizando-se leitor de placas de microtitulacdo. Foram realizadas trés repeticGes
de cada teste. A analise da variancia foi realizada com o programa STATISTIX® (2003), considerando
valor do nivel de significancia de P<0,05. Cada cepa foi classificada como ndo formadora de biofilme,
fraca formadora, moderada formadora ou forte formadora, de acordo com os procedimentos sugeridos
por Stepanovic et al.?Y. O ponto de corte (DOc) foi definido como trés desvios padroes acima da
média das DOs dos controles. A classificacdo foi determinada conforme segue.

DO < DOc = nao formadora

DOc< DO <2 x DOc = fraca formadora
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2 x DOc< DO <4 x DOc¢ = moderada formadora
4 x DOc< DO = forte formadora

A capacidade de producéo de biofilme apos as cepas serem submetidas a estresse subletal foi testada.
Para exposicdo das celulas ao choque de calor, culturas overnight em APA-3% NaCl foram mantidas
em banho-maria a 42 °C por 45 min, segundo Chang et al.??. Para exposicéo ao choque de frio, culturas
overnight em APA-3% NaCl foram mantidas a 20 °C durante 4 horas, de acordo com Lin et al.?®. As
celulas também foram estressadas a 4 °C durante 4 horas. Os procedimentos descritos por Wong et
al. ¥ foram utilizados para estressar as células bacterianas em ambiente acido: culturas overnight em
APA-3% NaCl tiveram o pH ajustado para 5,0 com HCI 12N e foram incubadas a 37 °C durante 30
min.

Resultados e Discussao

V. parahaemolyticus foi isolado de 16,66% (2/12) das amostras. Este € o segundo registro da
ocorréncia de V. parahaemolyticus em F. paulensis oriundo do estuario da Lagoa dos Patos. Milan et
al.®® encontraram o micro-organismo em 46,15% (6/13) das amostras que analisaram. Mesmo o0
pequeno numero de amostras utilizado nesses dois estudos ja foi suficiente para demonstrar que V.
parahaemolyticus esta presente nos camardes capturados no estuario da Lagoa dos Patos, salientando
a possibilidade do micro-organismo chegar a mesa do consumidor, devido ao alto consumo na regido
deste tipo de crustaceo durante o periodo de safra.

Uma das duas cepas isoladas foi capaz de formar biofilme, sendo classificada como fraca formadora
de biofilme. A analise de variancia demonstrou ndo haver efeito estatistico das repeti¢ces sobre 0s
valores de DO. De acordo com Donlan e Costerton™®, V. parahaemolyticus é capaz de produzir
diferentes tipos de fatores de adesdo, como pili e flagelo, que permitem as bactérias aderirem a
superficie e iniciar a formacao de biofilme. A formacéo de biofilme por cepa de V. parahaemolyticus
isolada de F. paulensis ressalta os cuidados que devem ser adotados na industria de pescados com
relacdo a sanitizacdo e higienizacdo dos materiais e equipamentos utilizados na manipulacdo do
alimento, ja que, apos a formagédo do biofilme, sua eliminacéo é dificultada pois as bactérias passam
a apresentar reduzidas taxas metabdlicas e de crescimento. Além disso, a matriz de polimeros
extracelulares passa a agir como um adsorvente e ainda essa mesma matriz pode reduzir a penetracao
de sanitizantes®@®,

Apos as cepas terem sido submetidas aos diferentes tipos de estresse subletais, ndo houve mudanca
na categoria da cepa, segundo Stepanovic et al.?Y), na formagao de biofilmes quando as células foram
estressadas a 4 °C e 20 °C. Ja a 42 °C e pH &cido, cada cepa respondeu de uma maneira diferente. A
cepa que era inicialmente ndo formadora de biofilme passou a ser fraca formadora em ambos 0s casos
e a cepa que era fraca formadora, perdeu a capacidade de formar biofilme apds esses dois tipos de
estresse. Mizan et al.?”) relataram que V. parahaemolyticus pode formar biofilme em placas de
microtitulacdo devido a diferentes condicOes de estresse, como a temperatura, que pode influenciar a
producdo de polimeros extracelulares, os quais podem aumentar a formacéo biofilme. Desvios de pH
para valores inferiores ou superiores a 7 irdo influenciar o desenvolvimento e a atividade da
comunidade microbiana, pois o pH tem um efeito preponderante no metabolismo dos micro-
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organismos®®, influenciando a agio dos desinfetantes ou mesmo podendo causar 0 aumento dos
biofilmes®®. Em trabalho realizado por Lin et al.®?, células de V. parahaemolyticus foram expostas
a tensdes subletais como calor a 42 °C e pH &cido para depois se analisar sua resisténcia a sanitizantes.
Os autores verificaram que esses fatores estressantes aumentaram a resisténcia de V.
parahaemolyticus aos produtos utilizados.

Dentro da industria de alimentos podem ser utilizados diferentes métodos de limpeza, como também
diferentes desinfetantes e a eficicia dos desinfetantes depende essencialmente de fatores como
temperatura e pH. De uma forma geral, os desinfetantes atuam melhor a temperaturas acima da
temperatura ambiente e cada desinfetante tem uma gama de valores de pH em que é mais eficaz®Y.
No presente estudo, foi possivel observar que alguns tipos de estresse influenciam a formacéo de
biofilme, seja favorecendo ou inibindo a sua formacéo, o que depende da cepa e do tipo de estresse
pelo qual passou. Sendo assim, dentro da industria alimenticia, a exposi¢do a estresses subletais pode
afetar a formacdo de biofilme e ocasionar dificuldades na remogé&o dos micro-organismos, que passam
a ser uma potencial fonte de contaminacdo para os alimentos produzidos.

Conclusao

Camardes da espécie F. paulensis sdo hospedeiros de V. parahaemolyticus e estes podem ser
formadores de biofilme, o que poderia dificultar a eliminacdo desses micro-organismos quando
presentes em uma industria de alimentos. Os dois isolados apresentaram comportamento distinto
quando expostos a estresses subletais (calor a 42 °C, frio a4 °C e a 20 °C e pH &cido). Esses resultados
demonstram que algumas condicdes as quais o alimento é submetido podem induzir ao aumento da
capacidade de formar biofilme, que €, porém, cepa dependente.
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