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1. INTRODUCAO

Os pescados séo considerados a proteina animal mais saudavel e consumida
no mundo, ja que possuem elevada digestibilidade, alto valor biolégico e elevado
teor de acidos graxos poli-insaturados (ORDONEZ, 2005). O pescado é um alimento
altamente perecivel, possui pH préximo a neutralidade, elevada atividade de agua e
alto teor de nutrientes facilmente utilizadveis por micro-organismos. Devido a estes
fatores, o pescado torna-se suscetivel a contaminacdo por diferentes micro-
organismos, dentre os quais algumas espécies do género Vibrio.

Vibrio parahaemolyticus s&o encontrados naturalmente em ambientes
marinhos ou estuarinos, podendo estar livres ou ligados a sedimentos (AUSTIN,
2009). E um patégeno que pode causar gastrenterite aguda pelo consumo de frutos
do mar contaminados, crus ou mal cozidos, e pode também provocar infec¢cdes em
feridas abertas que tenham sido expostas a agua do mar. As principais praticas que
estdo ligadas aos surtos causados por esse micro-organismo sao: refrigeracao
inadequada, cozimento insuficiente, contaminagdo cruzada ou recontaminagao
(KAYSNER; DEPAOLA, 2004). KARUNASAGAR; OTTA (1996) citaram que Vibrio
pode formar biofiimes em diferentes superficies, sendo biofilme bacteriano uma
comunidade de micro-organismos sésseis que sao capazes de se agregar e aderir
em uma superficie, embebidos em uma matriz extracelular formada por
exopolissacarideos (DONLAN; COSTERTON, 2002). CASTRO-ROSAS; ESCARTIN
(2002) lavantaram a possibilidade das células de Vibrio se tornarem resistentes a
fatores ecologicos, tais como altas ou baixas temperaturas ou pH baixo. Isso pode
ter importantes consequéncias, como aumento da capacidade de formar biofilme,
dificultando a eliminacdo da bactéria durante a preparacdo dos pescados para o
consumo. Este estudo teve como obijetivo verificar os efeitos de diferentes tipos de
estresse na formacgao de biofilme em placas de microtitulagéo.

2. METODOLOGIA

Foram estudadas 19 cepas de V. parahaemolyticus, onze previamente
isoladas de Mugil platanus, quatro por ROSA (2016), duas por ROSA et al. (2016) e
cinco por MILAN et al. (2015), uma isolada de Micropogonias furnieri por ROSA et al.
(2016), seis isoladas de Farfantepnaeus paulensis por MILAN et al. (2015) e ainda
uma de Paralichthys orbignyanus também isolada por MILAN et al. (2015). Todos os
pescados foram obtidos no estuario da Lagoa dos Patos.

A capacidade de producdo de biofilme apos as cepas serem submetidas a
estresse subletal foi testada. Para exposicdo das células ao choque de calor,
culturas overnight em Agua Peptonada Alcalina com 3% de NaCl (APA-3% NacCl,


mailto:natalia-volpato@hotmail.com
mailto:kaeferkarol@gmail.com

‘;,: 7 s j
i NI (& XVIILENCONTRO DE POS-GRADUACAO
:—}“’ ENROS s

NIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

Himedia, Mumbai, india) foram mantidas em banho-maria a 42°C por 45min,
segundo CHANG et al. (2004). Para exposi¢do ao choque de frio, culturas overnight
em APA-3% NaCl foram mantidas a 20°C durante 4h, de acordo com LIN et al.
(2004). As células também foram estressadas a 4°C durante 4h. Os procedimentos
descritos por WONG et al. (1998) foram utilizados para estressar as células
bacterianas em ambiente acido. Culturas overnight em APA-3% NacCl tiveram o pH
ajustado para 5,0 com HCI 6N e foram incubadas a 37°C durante 30min. Apés a
inducdo ao estresse subletal, as cepas foram avaliadas quanto a capacidade de
producdo de biofiilme em placas de microtitulacdo (Nunclon, Nune, Roskilde,
Denmark), seguindo a técnica descrita por JANSSENS et al. (2008), com
modificacdes, de forma a adaptar o método para V. parahaemolyticus. Foram
colocados 200 pL de APA em cada poco da placa de microtitulacdo adicionados de
2 uL de culturas padronizadas em espectrofotbmetro a 600 nm para valor 0,7 de
densidade otica (DO) e previamente estressadas. Pogos com 200 uL de caldo APA,
sem cultura bacteriana, foram utilizados como controle e também pocos de caldo
APA com cada cultura bacteriana sem terem sido submetidas aos estresses. Entéo,
a tampa foi colocada sobre a placa e incubada durante 48h a 37°C sem agitacao.
Durante a incubacéo, os biofilmes se formaram sobre a superficie das cavidades,
nas tampas. Para quantificacdo da formacéo de biofilmes, as tampas foram lavadas
em 200 pyL de solugéo salina tamponada com fosfato (PBS, 0,1 M, pH 7,0). O
material que permaneceu ligado a tampa foi corado durante 30min com 200 uL de
cristal violeta 0,1% (m/v), lavado em agua destilada estéril (200 pyL) e a tampa foi
seca em temperatura ambiente por 30min. O corante que permaneceu ligado ao
biofilme foi extraido com acido acético glacial 30% (200 uL). A DOs;o de cada pogo
foi medida utilizando espectrofotbmetro. Cada cepa foi classificada como né&o
formadora de biofilme, fracamente formadora, moderadamente formadora ou
fortemente formadora, de acordo com o0s procedimentos sugeridos por
STEPANOVIC et al. (2000). O ponto de corte (DOc) foi definido como trés desvios
padrées acima da média das DOs dos controles e a classificacdo foi determinada
conforme segue.

DO < DOc = n&o formadora

DOc < DO = 2 x DOc = fraca formadora

2 x DOc < DO =4 x DOc = moderada formadora

4 x DOc < DO = forte formadora

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A maioria das cepas de V. parahaemolyticus (59,2%) manteve a capacidade
de formar biofilme inalterada apés ser estressada (Figura 1). Entretanto, 25% das
cepas aumentaram essa capacidade. As cepas gque mais aumentaram sua
capacidade de formar biofiilme foram as que eram consideradas moderadas
formadoras e passaram a fortes formadoras, mas também foram as moderadas
formadoras de biofilme que mais reduziram sua capacidade, passando a fracas
formadoras. Nenhuma cepa classificada como fraca formadora passou a ser forte
formadora apds a exposicdo ao estresse, nem o inverso aconteceu, indicando que o
estresse subletal ndo é capaz de modificar de forma drastica a capacidade de V.
parahaemolyticus formar biofilme, embora as duas cepas que eram nao formadoras
de biofilme tenham se tornado fracas formadoras apds passarem pelo estresse
térmico a 20°C. Os resultados mostraram que cada cepa apresenta um
comportamento distinto quando submetida a diferentes formas de estresse. O
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estresse subletal, ao induzir o aumento na capacidade de formar biofilme por
algumas cepas do micro-organismo, poderia levar a selecdo dessas cepas por
serem mais dificilmente eliminadas das superficies em que se encontram, agravando

o problema de sanitizacdo dos equipamentos industriais.
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Figura 1: AlteracGes na capacidade de formagé&o de biofilme por V. parahaemolyticus
isolados de pescados apés as cepas serem submetidas a diferentes tipos de
estresse subletal.

Este € o primeiro estudo realizado com V. parahaemolyticus, para avaliar o
efeito de fatores de estresse sobre a formacdo de biofilme, entretanto outros
trabalhos tém sido realizados para avaliar a consequéncia sobre outras
caracteristicas ou utilizando outros micro-organismos. LIN et al. (2013) expuseram
células de V. parahaemolyticus a varias tensdes subletais como frio a 20°C, calor a
42°C e pH acido para depois analisar sua resisténcia a sanitizantes e verificaram
gue essas tensdes subletais aumentaram a resisténcia de V. parahaemolyticus aos
produtos utilizados. CHANG et al. (2004) relataram que a extensdo da resposta de
V. parahaemolyticus ao choque por calor variou de acordo com a cepa e a duracéo
do tratamento, como também observamos em nosso estudo. Como 0s pescados
passam por diferentes temperaturas, tanto no seu habitat, como durante o
processamento e também na residéncia do consumidor, essas variacdes podem
funcionar como fatores de estresses e, dessa forma, afetar a capacidade de
formacao de biofilme por V. parahaemolyticus.

Segundo MANCILLA (2005), V. parahaemolyticus morre a temperaturas
menores que 5°C, mas em nosso trabalho o micro-organismo ndo sé sobreviveu a
temperatura de 4°C, como também manteve a capacidade de formar biofilme, sendo
gue 21% das cepas testadas ainda aumentaram essa capacidade.

4. CONCLUSOES

Diferentes cepas de V. parahaemolyticus apresentam comportamento distinto
sob condi¢cOes de estresse. A exposicao a estresses subletais (calor a 42°C, frio a
4°C e a 20°C e pH &cido) aumenta a capacidade de formar biofilme de algumas
cepas.
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