INTEGRADA CO2015

XXIVCONGRESSODEINICIAGAOCIENTIFICA
DAUNIVERSIDADEFEDERALDEPELOTAS

Yersinia enterocolitica EM PESCADOS DO ESTUARIO DA LAGOA DOS
PATOS PRONTOS PARA COMERCIO

NATALIA VOLPATO DA CONCEICAQO?Y; KAROLINE KAEFER? AGNES DE
SOUZA3; JANAINA VIANA DA ROSA* CLAUDIO DIAS TIMM®

lUniversidade Federal de Pelotas — natalia-volpato@hotmail.com
2Universidade Federal de Pelotas — kaeferkarol@gmail.com
3Universidade Federal de Pelotas — agnes_isadora@hotmail.com
*Universidade Federal de Pelotas — janavrosa@yahoo.com.br
®Universidade Federal de Pelotas — claudiotimm@hotmail.com

1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, houve um aumento na producdo e no consumo
mundial de peixes. Estima-se que a producdo mundial de pescado seja em torno
de 100 milhdes de toneladas/ano, sendo 70 delas destinadas exclusivamente a
alimentacdo humana. O pescado e seus derivados tém grande importancia na
dieta, contribuindo com a oferta mundial de proteina de origem animal (LUCIANO,
2009).

As caracteristicas nutricionais dos pescados fazem deles um alimento
benéfico a salde, pois sdo ricos em proteinas, vitaminas, nutrientes e gorduras
insaturadas. Entretanto, a questdo da saude publica, referindo-se a seguranca
alimentar, € uma preocupacéao (LUCIANO, 2009).

As bactérias do género Yersinia pertencem a familia Enterobacteriaceae
abrangendo as espécies Y. pestis, Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica. Esta
altima € um microrganismo caracterizado como um bacilo Gram-negativo,
psicrotrofico, que tem capacidade de multiplicar-se em temperaturas de 0 a 44°C,
sendo a 6tima entre 25 e 28°C. Resiste bem ao congelamento, sobrevivendo em
alimentos congelados. Y. enterocolitica é a espécie que mais predomina entre 0s
humanos, causa principalmente sindrome gastrointestinal, variando de enterite
aguda a linfadenite mesentérica (FALCAO; FALCAO, 2006). E uma bactéria
emergente e a contaminacdo se da através de alimentos contaminados, sendo o
pescado um vetor desta enfermidade (AKHILA et al, 2013). O processo artesanal
de evisceracao pode ser um fator de contaminacéo, caso ndao sejam observados
os cuidados higiénicos e sanitarios adequados durante a manipulacdo do pescado
(FONSECA, 2011).

O objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de Y. enterocolitica em
pescados prontos para 0 comércio.

2. METODOLOGIA

Para obtencdo de amostras, foram realizadas coletas de treze
desembarques de pescado na colonia de pescadores Z-3, no municipio de
Pelotas, RS, e no mercado publico do municipio de Rio Grande, RS, provenientes
de capturas realizadas com meétodos artesanais no estuario da Lagoa dos Patos
durante os meses de abril, junho, julho, setembro e outubro de 2014. Foram
coletados aleatoriamente cinco peixes apds 0 processamento (evisceracdo e
higienizacdo) para venda aos consumidores, totalizando 65 amostras. Os
pescados foram colocados em sacos estéreis e imediatamente encaminhados ao
laborat6rio em caixas isotérmicas com gelo, para analise.
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Para a pesquisa de Y. enterocolitica, foi coletado material com uso de
zaragatoa estéril, a qual foi passada trés vezes em cada um dos dois lados do
dorso e posteriormente dos dois lados da superficie interna do pescado e
imediatamente semeada por esgotamento em &agar MacConkey (Acumedia,
Lansing, Michigan, USA). Apés incubacdo a 37°C por 24 horas, trés colbnias
lactose negativas foram semeadas em Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI,
Acumedia) e, apos incubacao a 37°C por 24 horas, foram misturadas com 20% de
glicerol, para manutencéo de estoque a -70°C.

A extracdo de DNA dos isolados suspeitos de Y. enterocolitica foi realizada
conforme SAMBROOK; RUSSEL (2001). Resumidamente, o pellet obtido por
centrifugacéo de 1 mL de cultura em BHI foi ressuspendido em 100 pL de tampéao
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/cloroformio. Apos
homogeneizacdo 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 centrifugacéo foi realizada a
13.000 g por 20 min, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol a
70%. Apés eluicdo em 40 pL de tampdao de elui¢do (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.

A Identificagdo dos isolados suspeitos de Y. enterocolitica foram analisados
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para pesquisa do gene rRNA 16S,
utilizando 0s primers AATACCGCATAACGTCTTCG e
CTTCTTCTGCGAGTAACGTC, conforme WANNET et al (2001), com
modificacdes. Cada reacéo teve volume final de 25 pyL. Foram utilizados 12,5 L
de Master Mix (Qiagen, Séo Paulo, Brasil), 1 uL(10 pmol) de cada primer, 2 uL de
DNA e 8,5 yL de agua para completar o volume da reacdo. A amplificacdo foi
realizada em termociclador TC-3000 com o seguinte programa: desnaturacdo
inicial a 94°C durante 5 min, seguido por 36 ciclos de desnaturacdo a 94°C
durante 45 segundos, anelamento dos primers a 62°C durante 45 s e extenséo a
72°C durante 45 s e extenséo final a 72°C durante 7 min. Os produtos de PCR
foram visualizados em gel de agarose a 1%. Como controle positivo, foi utilizada a
cepa de Y. enterocolitica ATCC 0098.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram acompanhados 13 desembarques e analisadas 65 amostras de
peixes processados para a venda, dos quais 30 eram Micropogonias furnieri
(corvina), 15 Mugil platanus (tainha), ambos de desembarques realizados na Z-3,
e 20 Paralitichys orbignyanus (linguado), obtidos no mercado publico de Rio
Grande. As espécies que albergavam o microrganismo pesquisado foram P.
orbignyanus e M. furnieri, sendo este o primeiro registro de isolamento de Y.
enterocolitica dessas espécies de pescado.

Y. enterocolitica foi isolada de 7,7% (5/65) das amostras de peixes ja
eviscerados e prontos para o comércio, 1,5% (1/65) de P. orbignyanus e 6%
(4/65) de M. furnieri, sendo todos os isolados obtidos de amostras coletadas no
més de outubro.

Em um estudo anterior realizado na cidade de Coimbatore, na india
(AKHILA et al, 2013), foram analisadas 56 amostras de peixes coletados em
peixarias. Foram obtidas amostras da superficie, guelras e intestino dos
pescados, das quais 20% (11) estavam contaminadas com a bactéria Y.
enterocolitica. Em outra pesquisa também realizada na cidade de Coimbatore
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(SHANMUGAPRIYA et al, 2014), foram analisadas 24 amostras de peixes,
coletados de peixarias no periodo de dezembro de 2010 a marco de 2011, das
quais 75% (18) apresentavam contaminacao por Y. enterocolitica. Esta diferenca
de resultados dos trabalhos citados em comparacdo com 0 nosso pode ser devida
as distintas espécies de pescado estudadas.

A qualidade do peixe fresco eviscerado pode ser influenciada pela
auséncia de habitos higiénicos dos manipuladores, superficies contaminadas e
utensilios ndo sanificados (DAMS et al, 1997). Supondo-se que a contaminacao
por Y. enterocolitica observada nas amostras seja por esses motivos, €
importante observar as questdes de higiene, especialmente nos equipamentos e
no manuseio do pescado, para evitar a contaminacéo e reduzir riscos a saude dos
consumidores.

4. CONCLUSOES

E possivel constatar que peixes das espécies P. orbignyanus e M. furnieri
podem albergar a bactéria Y. enterocolitica.
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