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1. INTRODUCAO

A preocupacdo com a alimentacdo saudavel e qualidade de vida vem
crescendo entre a populacdo, com isso ha o aumento da procura por alimentos
que tragam beneficios a saude. As caracteristicas nutricionais dos pescados
fazem deles um alimento privilegiado devido as proteinas, vitaminas, nutrientes e
gorduras insaturadas, com propriedades hipotensoras, capacidade de reduzirem
problemas cardiovasculares e agregacdo plaquetaria (COSTA et al.,, 2007).
Entretanto, a questdo da saude publica, referindo-se a seguranca alimentar, é
uma preocupacao (LUCIANO, 2009).

Farfantepenaeus paulensis (camardo-rosa) ocorre ao longo da regiédo
costeira brasileira, a partir de Ilhéus, Bahia, estendendo-se pela regido do Uruguai
até o litoral nordeste da Argentina (D'INCAO, 1991). A Lagoa dos Patos, Rio
Grande do Sul (RS), possui uma comunicagao estuario-oceano que € influenciada
por fatores meteorolégicos, os quais interferem na entrada de agua marinha
(MOLLER et al., 2009), devido a este fator o periodo de safra do camardo €
durante o verdo e inicio de outono no estuario. Apesar da producao pesqueira do
estuario atingir valores de até 8.000 toneladas em alguns anos, as safras anuais
médias sdo de 3.500 toneladas. Em outros momentos a safra é inexistente,
acarretando desemprego e diminuindo a renda dos trabalhadores ligados ao setor
(KRUMMENAUER et al., 2006).

Vibrio € um género de bactérias Gram-negativas, moveis, geralmente com
um unico flagelo polar (LIMA, 1997) encontrado principalmente durante o veréo
em aguas salobras (MILAN et al., 2015). Pertence a flora autéctone do meio
ambiente marinho (COSTA et al., 2009), sendo, consequentemente, uma fonte
constante de possiveis contaminacdes para animais marinhos. A presenca de
Vibrio parahaemolyticus em frutos do mar € preocupante visto que a bactéria
pode provocar doencas em humanos quando ha o consumo de alimentos
contaminados, causando quadros clinicos que cursam com gastroenterites,
infeccbes em feridas e septicemias (COSTA et al., 2009).

O objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de V. parahaemolyticus
em F. paulensis prontos para 0 comeércio.

2. METODOLOGIA

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. As amostras foram colocadas em saco estéril
e imediatamente encaminhadas em caixas isotérmicas com gelo ao laboratério
para analise.

A pesquisa de Vibrio spp. foi realizada conforme recomendado por U. S.
Food and Drug Administration - FDA (KAYSNER; DEPAOLA., 2004), com
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‘ modificacdes. Foram colocados 25 _g de F. paulensis em sacos plasticos estéreis
contendo 225 mL de Agua Peptonada Alcalina (APA, Himedia, Mumbai, india), e
0s quais foram massageados por 5 minutos e incubados a 37°C por 24 horas para
enriquecimento. A partir do material dessas culturas, foram feitas semeaduras por
esgotamento em agar Tiossulfato Citrato Bili Sacarose (TCBS, Himedia) e
incubacdo a 37°C por 24 horas para obtengcdo de col6nias isoladas. Até trés
colénias tipicas de cada placa foram semeadas em APA e, ap0s incubacdo a
37°C por 24 horas, foram misturadas com 20% de glicerol para manutencéo de
estoque a -70 °C.

A extracdo do DNA de Vibrio spp. foi realizada conforme SAMBROOK;
RUSSEL (2001). Resumidamente, o pellet obtido por centrifugacdo de 1 mL de
cultura em APA, foi ressuspendido em 100 pL de tamp&o 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. Apés homogeneizacao por 1min, a
mistura foi centrifugada a 13.000 g por 5min. O sobrenadante foi coletado e
precipitado em 2 volumes de etanol absoluto e 0,1 volume de NaCl 5 M a -70°C
por 30min. Uma nova centrifugacdo foi realizada a 13.000 g por 20min, o
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol a 70%. Apos eluicdo em
40 L de tampéo de eluicao (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4), foi adicionado
1 pL de RNAse (10 pg/pL). O DNA extraido foi estocado a -70°C.

A identificacdo de V. parahaemolyticus foi realizada pela reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) para pesquisa dos genes toxR, utilizando os primers
GTCTTCTGACGCAATCGTTG e ATACGAGTGGTTGCTGTCATG, conforme
BILUNG et al. (2005), com modificagdes. Cada reagao teve um volume final de 20
pL. Foram utilizados 10 pL de Master Mix, 1 pL (10 pmol) de cada primer, 1,2 pL
de DNA e 6,8 pL de agua para completar o volume da reacdo. A amplificacéo foi
realizada em termociclador TC-3000 com o seguinte programa: desnaturacao
inicial de 96°C por 5min, seguido de 20 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1min,
anelamento dos primers a 63°C por 1,5min, extensdo a 72°C por 1,5min e
extensao final a 72°C por 7min. Os produtos da PCR foram corados com GelRed
(Uniscience, Séo Paulo, Brasil) e a eletroforese foi realizada em gel de agarose
1,8%. Como controle positivo, foi utilizada a cepa de V. parahaemolyticus ATCC
17802.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

V. parahaemolyticus foi isolado de 16,66% (2/12) das amostras, as quais
foram obtidas nos meses de fevereiro e margo.

Em um estudo anterior realizado na cidade de Pelotas por MILAN et al.
(2015) foram analisadas 56 amostras de pescados, capturados no estuario da
Lagoa dos Patos, dentre os quais 13 eram da espécie F. paulensis. Destes,
46,15% (6) estavam contaminados com V. parahaemolyticus, sendo a maioria dos
isolados obtidos nos meses de verdo. Outro estudo realizado em Natal, Rio
Grande do Norte, isolou V. parahaemolyticus de 20% (10/50) das amostras de
outra espécie de camarao, Litopenaeus vannamei, coletadas em supermercados
no periodo de agosto a setembro de 2007 (MELO et al., 2011). Esta diferenca de
resultado dos trabalhos citados em comparagdo com o nosso pode ser devido as
diferencas de temperaturas, visto que, a cidade de Natal no ano de 2007
apresentava temperatura média de 27°C (NATAL, 2008), e em Pelotas no ano de
2015 a temperatura média foi de 23,6°C (EMBRAPA CLIMA TEMPERADO,
2016), diferentemente de quando houve a coleta para a realizacao deste trabalho,
que apresentava a temperatura média de 21,3°C (EMBRAPA CLIMA
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TEMPERADO, 2016). A diferenca de temperatura pode interferir na multiplicacédo
da bactéria.

A qualidade do pescado pode ser influenciada pela auséncia de habitos
higiénicos durante a manipulagdo, superficies contaminadas e utensilios nao
sanificados (DAMS et al., 1997), além da contaminacgao prévia pela agua a qual o
pescado habitava. Supondo-se que a contaminacdo de F. paulensis por V.
parahaemolyticus seja causada por estes motivos € importante ressaltar as
questdes de higiene, além de evitar o consumo de alimentos crus ou mal cozidos,
visto que a alta temperatura elimina o patégeno (MENDES et al., 2009).

4. CONCLUSOES

Camardes da espécie F. paulensis capturados no estuario da Lagoa dos
Patos pode albergar V. parahaemolyticus.
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