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Fish is a highly perishable food, has a neutral pH, high water activity and high content
nutrient, which makes it favorable to the microorganisms multiplication. Vibrio parahae-
molyticus may be found in environments with a salinity of 3% and 8% and has optimal pH
for multiplication between 7.8 and 8.6. This pathogen can cause acute gastroenteritis by con-
sumption of contaminated raw or undercooked seafood. There is difficulty in reducing Vibrio
contamination during fish processing, being supposed that this bacterial genus can form bio-
film on different surfaces. The aim of this study was to verify the ability of V. parahaemlyticus
isolated from fish from biofilm after sublethal stress. In the course of one year, 12 monthly
samples of fish caught in the Lagoa dos Patos Estuary were analyzed for the presence of V.
parahaemolyticus. Concurrently, water samples from estuary were collected aseptically for
salinity analysis and pH. Vibrio isolates were analyzed by polymerase chain reaction (PCR) to
identification of the species by presence of the toxR gene. In addition to the isolates obtained
in this study were also studied 15 other strains of V. parahaemolyticus previously isolated in
other works. The strains were evaluated for biofilm production capacity in microtiter plates.
The biofilm production capacity after the strains had being subjected to different types of
sublethal stress (42°C, 20°C, 4°C and acid pH) was also tested. Among the 120 analyzed fish,
V. parahaemolyticus were isolated from four (3.33%) fishes, and Mugil platanus was the only
species in which the microorganism was found. Among the 19 strains analyzed, 89.5% were
able to form biofilm, which seems to indicate that this ability has an important role in the
microorganism survival in the fish. Among these strains, 25% increased the ability to form
biofilm after sublethal exposure. Based on the results, we concluded that fish of the species M.
platanus of the Lagoa dos Patos Estuary are hosts of V. parahaemolyticus and that almost all of
these strains are forming biofilm. Exposure to sublethal stress conditions has distinct effect
on different strains, inducing an increase in the ability to form biofilm in some. This was the
first study about the effects of stress on the V. parahaemolyticus biofilms formation.

INDEX TERMS: Biofilm, Vibrio parahaemolyticus, fish, Mugil platanus, sublethal stress.

RESUMO.- O pescado é um alimento altamente perecivel,
possui pH préoximo a neutralidade, elevada atividade de
agua e alto teor de nutrientes facilmente utilizaveis por
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micro-organismos. Vibrio parahaemolyticus pode ser en-
contrado em ambientes com salinidade entre 3% e 8% e
tem pH ideal para multiplicagdo entre 7,8 e 8,6. E um pa-
togeno que pode causar gastrenterite aguda pelo consumo
de frutos do mar contaminados, crus ou mal cozidos. Mes-
mo os processos de tratamento de agua como cloracgdo,
adicao de antibiéticos e filtros apresentam dificuldade em
reduzir a contaminacgio por Vibrio, sendo suposto que este
género bacteriano pode formar biofilmes em diferentes
superficies. O objetivo do trabalho foi verificar a capacida-
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de de V. parahaemolyticus isolados de pescados formarem
biofilme apds estresse subletal. No decorrer de um ano,
foram realizadas 12 coletas mensais de amostras de pei-
xes capturados no estuario da Lagoa dos Patos, as quais
foram analisadas quanto a presenca de V. parahaemolyti-
cus. Concomitantemente, foram coletadas assepticamente
amostras de agua do estudrio para analise de sanilidade e
pH. Os isolados de Vibrio foram analisados pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) para identificacdo da espécie
pela presenca dos genes toxR. Além dos isolados obtidos
no presente trabalho, também foram estudadas 15 outras
cepas de V. parahaemolyticus previamente isoladas em ou-
tros trabalhos. As cepas foram avaliadas quanto a capaci-
dade de produgio de biofilme em placas de microtitulagio.
A capacidade de produgdo de biofilme apés as cepas serem
submetidas a diferentes tipos de estresse subletal (42°C,
209C, 4°C e pH acido) também foi testada. Dentre os 120
peixes analisados, foram isolados V. parahaemolyticus de
quatro (3,33%) pescados, sendo Mugil platanus a tnica es-
pécie de peixe na qual o micro-organismo foi encontrado.
Das 19 cepas analisadas, 89,5% foram capazes de formar
biofilme, o que parece indicar que essa capacidade tem um
papel importante na sobrevivéncia do micro-organismo
nos pescados. Dessas, 25% das cepas aumentaram a capa-
cidade de formar biofilme. Com base nos resultados, con-
clui-se que peixes da espécie M. platanus do estuario da
Lagoa dos Patos sdo hospedeiros de V. parahaemolyticus e
que a quase totalidade das cepas sdo formadoras de biofil-
me. A exposicdo a condi¢des subletais de estresse tem efei-
to distinto sobre as diferentes cepas, induzindo aumento
na capacidade de formar biofilme em algumas. Este foi o
primeiro estudo realizado com V. parahaemolyticus, para
avaliar o efeito de fatores de estresse sobre a formacio de
biofilme.

TERMOS DE INDEXACAO: Biofilme, Vibrio parahaemolyticus, pes-
cados, Mugil platanus, estresse subletal, peixe.

INTRODUCAO

Os pescados sdo considerados a proteina animal mais sau-
davel e consumida no mundo, ja que possuem elevada di-
gestibilidade, alto valor biolégico e elevado teor de acidos
graxos poli-insaturados (Ordoéfiez 2005), proporcionando
mais de 20% da proteina animal na dieta em paises que
possuem populacdo com baixa renda e deficits alimentares
(FAO 2015). Segundo pesquisa da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), os brasileiros ultrapassaram o consumo mi-
nimo de pescado recomendado pela OMS, que é de 12 kg/
habitante/ano. Em 2013, o consumo chegou a 14,5 kg/ha-
bitante/ano, sendo que entre 2003 e 2013, o consumo na-
cional de pescado aumentou mais de 100% (MAPA 2014).
Segundo a Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO 2014), serd necessario um aumento na pro-
ducdo de pescados para satisfazer as crescentes necessida-
des mundiais.

O pescado é um alimento altamente perecivel, possui
pH préximo a neutralidade, elevada atividade de agua e
alto teor de nutrientes facilmente utilizaveis por micro-or-
ganismos. Entre os processos de captura e processamento,
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o pescado ja esta sujeito a deterioragdo e contaminagao de-
vido as condi¢des de armazenamento e a sua composicio
natural (Gaspar 1997). Segundo Jay (2005), a microbiota
do pescado é decorrente da microbiota da 4gua onde vivem,
o que se reflete na qualidade microbiolégica do produto fi-
nal. Devido a estes fatores, o pescado torna-se suscetivel a
contaminagao por diferentes micro-organismos, dentre os
quais algumas espécies do género Vibrio.

As bactérias do género Vibrio spp. sdo Gram-negativas,
que possuem formato de bastonete e sdo moveis, contendo
em sua maioria um unico flagelo polar (Baumann & Schu-
bert 1984). Sdo encontrados naturalmente em ambientes
marinhos ou estuarinos, podendo estar livres ou ligados a
sedimentos (Austin 2009). Sdo conhecidas cerca de uma
duzia de espécies capazes de causar doengas em seres hu-
manos (Austin 2009). V. cholerae, V. parahaemolyticus e V.
vulnificus sdo as espécies de Vibrio melhor documentadas
como patdégenos humanos (Sakazaki et al. 1963).

V. parahaemolyticus é mais facilmente encontrado em
locais onde a temperatura da 4gua nao ultrapassa valores
inferiores a 15°C (Su & Liu 2007). Essa espécie de micro-
organismo é halofilica, podendo ser encontrada em am-
bientes com salinidade entre 3% e 8% (Kaysner & Depa-
ola, 2004) e tem pH ideal para multiplicacdo entre 7,8 e
8,6 (Mancilla 2005). Segundo Kudo et al. (2013), as bran-
quias e visceras sdo capazes de disseminar agentes pato-
génicos para a carne dos peixes. Nascimento et al. (2014)
isolaram de peixes da espécie Rachycentron canadum uma
maior quantidade de V. parahaemolyticus de figado, quan-
do comparado a outros 6rgios, como rins e cérebro. E um
patégeno que pode causar gastrenterite aguda pelo consu-
mo de frutos do mar contaminados, crus ou mal cozidos,
e pode também provocar infec¢des em feridas abertas que
tenham sido expostas a 4gua do mar. Um pequeno nimero
de células de V. parahaemolyticus ja pode causar doengas
em animais e seres humanos (Su & Liu 2007). Em casos
raros, a infec¢do por V. parahaemolyticus pode ser fatal
(Morris & Black 1985). A expressdo dos genes de virulén-
cia de V. parahaemolyticus é coordenada pelo gene ToxR
(Lee et al.1999). Este gene foi descoberto pela primeira
vez como regulador da expressao dos genes que codificam
para a sintese da toxina da célera (DiRita 1992), mas pos-
teriormente foi encontrado também em V. parahaemolyti-
cus. O uso do gene ToxR para identificacdo de V. parahae-
molyticus através da PCR é especifico e rapido, sendo util
para a investigacao da suspeita da presenca de V. paraha-
emolyticus em espécimes clinicas e amostras de alimentos
(Kim et al. 1999).

As principais praticas que estdo ligadas aos surtos cau-
sados por esse micro-organismo sio: refrigeracdo inade-
quada, cozimento insuficiente, contaminac¢do cruzada ou
recontaminacdo (Kaysner & Depaola 2004). Karunasagar
& Otta (1996) citaram que mesmo os processos de trata-
mento de 4gua como cloracio, adigdo de antimicrobianos e
filtros apresentam dificuldade em reduzir a contaminagao
por Vibrio, sendo suposto que este género bacteriano pode
formar biofilmes em diferentes superficies. Biofilme bacte-
riano é uma comunidade de micro-organismos sésseis que
sdo capazes de se agregar e aderir em uma superficie, em-
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bebidos em uma matriz extracelular formada por exopo-
lissacarideos (Donlan & Costerton 2002). Na industria, a
capacidade de formagdo de biofilme é preocupante, ja que
a lavagem e a sanitiza¢do podem ndo garantir a eliminagao
completa dos micro-organismos, pois muitas das superfi-
cies em contato com o alimento, como plastico (polietile-
no de alta densidade), aco inoxidavel e vidros, apresentam
sulcos e podem ter rachaduras, onde os biofilmes facilmen-
te sdo formados (Nitschke 2006). Castro-Rosas & Escartin
(2002) levantaram a possibilidade das células de Vibrio se
tornarem resistentes a fatores ecolégicos, tais como altas
ou baixas temperaturas ou pH baixo. Isso pode ter impor-
tantes consequéncias, como aumento da capacidade de for-
mar biofilme, dificultando a eliminacdo da bactéria durante
a preparagdo dos pescados para o consumo.

Para garantir a qualidade dos pescados é necessario o
correto manuseio durante captura, processamento, arma-
zenamento, transporte e comercializa¢do. Segundo Baldis-
serotto (2009), ndo ha estudos sobre a qualidade do pes-
cado continental vendido ao consumidor no Rio Grande
do Sul. Também faltam estudos que permitam conhecer a
ocorréncia de agentes etiologicos de DTA (doencgas trans-
mitidas por alimentos) em pescados da regido, em espe-
cial do estuario da Lagoa dos Patos, o que constitui a base
indispensavel para tracar planos efetivos de controle da
sua transmissdo para os consumidores. As excecdes sdo 0s
trabalhos de Milan et al. (2015) e Rosa et al. (2016), que,
analisando pescados capturados no estuario da Lagoa dos
Patos, registraram o isolamento de V. parahaemolyticus de
Farfantepenaeus paulensis (camarao-rosa), Paralichthys or-
bignyanus (linguado), Mugil platanus (tainha) e Micropogo-
nias furnieri (corvina). O estudrio da Lagoa dos Patos, no
extremo sul do Brasil, ocupa uma area de 963,8 km? (10%
da area total desta laguna), recebendo 4dgua dos rios locali-
zados na sua porg¢do norte e da Lagoa Mirim, ao sul, através
do Canal Sao Gongalo (Calliari 1998). O estuario represen-
ta uma importante area de criacdo para varias espécies de
peixes e crustaceos de valor comercial, configurando-se
como um polo pesqueiro artesanal de importancia desta-
cada no abastecimento de pescados no sul do Brasil (Reis
1999).

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras. Foram realizadas 12 coletas durante
um ano, uma por més, de amostras aleatérias de peixes captura-
dos no estudrio da Lagoa dos Patos. As coletas, 10 unidades de
peixes de cada vez, foram realizadas logo ap6s o desembarque
dos pescados, os quais foram acondicionados em sacos plasticos
estéreis. Estes pescados permaneciam no maximo 12 horas nas
embarcagdes e eram armazenados com gelo dentro das mesmas.
Concomitantemente aos pescados, também foram coletadas as-
septicamente, amostras de 100mL agua do estuario para analise
de sanilidade e pH, as quais foram obtidas de local afastado das
margens, a uma profundidade de 10 a 15 cm abaixo da superficie
e acondicionadas em frascos estéreis. As amostras foram imedia-
tamente encaminhadas ao laboratério em caixas isotérmicas com
gelo.

Anadlises da agua. A andlise de salinidade foi realizada com
refratdmetro especifico, segundo Standard Methods for the Exa-
mination of Water and Wastewater (Apha 2005). A afericdo do pH

foi feita através de fitas de pH-Fix 0-14 (Macherey-Nagel, Duren,
Alemanha).

Temperatura. As médias mensais de temperatura ambiente
nos locais de coleta referentes ao periodo em que o trabalho foi
realizado foram obtidas dos dados disponibilizados pela Embrapa
Clima Temperado (2016).

Obtencao dos isolados. A pesquisa de Vibrio spp. foi feita
conforme recomendado por U. S. Food and Drug Administration -
FDA (Kaysner & Depaola 2004), com modificagdes. As branquias
e os figados dos peixes foram colocados em sacos plasticos esté-
reis contendo 225 mL de Agua Peptonada Alcalina- 3% NaCl (APA,
Himedia, Mumbai, india), homogeneizados por 5 minutos e incu-
bados a 37°C por 24 horas. A partir do material dessas culturas
foram feitas semeaduras por esgotamento em agar Tiossulfato
Citrato Bili Sacarose (TCBS, Himedia) e incubagao a 372C por 24
horas para obtencdo de colonias isoladas. Até trés colonias tipicas
de cada placa foram semeadas em APA- 3% NaCl e, apés incuba-
¢do a 37°C por 24 horas, misturadas com 20% de glicerol para
manutenc¢do de estoque a -70°C. Os isolados foram recuperados
em APA- 3% NaCl a 37°C por 24 horas, quando necessario.

Extracdo de DNA. Os DNAs dos isolados foram extraidos con-
forme Sambrook & Russel (2001). O pellet obtido por centrifuga-
¢do de 1 mL de cultura em APA- 3% NaCl foi ressuspendido em
100 pL de tampdo STES [Tris-HCI 0,2 M, NaCl 0,5 M, SDS 0,1%
(m/v), EDTA 0,01 M, pH 7,6], aos quais foram adicionados 50 pL
de pérolas de vidro e 100 pL de fenol/clorofé6rmio. Ap6és homo-
geneizac¢do 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 centrifugacdo foi realizada a 13.000g por 20 min, o sobrena-
dante descartado e o pellet lavado com etanol a 70%. Ap6s eluigio
em 40uL de tampao de elui¢do (Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM, pH
7,4), foi adicionado 1pL de RNAse (10ug/uL). O DNA extraido foi
estocado a -70°C.

Identificacdo de Vibrio parahaemolyticus. Os isolados de
Vibrio foram analisados pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) para pesquisa dos genes toxR (Quadro 1), para identificagdo
de V. parahaemolyticus conforme Bilung et al. (2005), com modifi-
cac¢des. Cada reagao teve um volume final de 20puL. Foram utiliza-
dos 10uL de Master Mix, 1puL (10 pmol) de cada primer, 1,2uL de
DNA e 6,8uL de 4gua para completar o volume da reagdo. A am-
plificacdo foi realizada em termociclador TC-3000 com o seguinte
programa: desnaturacgdo inicial de 96°C por 5 min, seguido de 20
ciclos de desnaturagdo 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.

Verificacdo da formacdo de biofilme em placas. Foram es-
tudados os isolados obtidos no presente trabalho e ainda 15 cepas
de V. parahaemolyticus, trés previamente isoladas por Rosa et al.
(2016), duas de M. platanus e uma de M. furnieri e ainda doze iso-
lados obtidos por Milan et al. (2015), seis de F paulensis, um de P
orbignyanus e cinco de M. platanus, todas obtidas no estuario da

Quadro 1. Primers utilizados na identificacao de Vibrio
parahaemolyticus isolados de pescados (Mugil platanus, Mi-
cropogonias furnieri e Paralichthys orbignyanus) capturados

no estuario da Lagoa dos Patos

Primer Sequéncia (5" a 3") Tamanho da (pb)  Referéncia
amplificacdo

ToxR-a GTCTTCTGACGCAATCGTTG 368 Kim et al.

ToxR-b  ATACGAGTGGTTGCTGTCATG (1999)
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Lagoa dos Patos. As cepas foram avaliadas quanto a capacidade
de producdo de biofilme em placas de microtitulagdo (Nunclon,
Nune, Roskilde, Denmark), seguindo a técnica descrita por Jans-
sens et al. (2008), com modifica¢bes, de forma a adaptar o mé-
todo para V. parahaemolyticus. Foram colocados 200 pL de caldo
APA- 3% NaCl em cada pogo da placa de microtitulacdo adiciona-
dos de 2 pL de culturas overnight em APA- 3% NaCl de cada cepa
padronizadas em espectrofotometro a 600 nm para valor 0,5 de
densidade 6tica (DO). Pogos com 200 pL de caldo APA- 3% NacCl,
sem cultura bacteriana, foram utilizados como controle. Apoés, a
tampa foi colocada sobre a placa, que foi incubada durante 48h a
37°C sem agitacdo. Durante a incubagio, os biofilmes se formaram
sobre a superficie das cavidades, nas tampas. Para quantificacdo
da formagdo de biofilmes, as tampas foram lavadas em 200 pL de
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, 0,1 M, pH 7,0). O ma-
terial que permaneceu ligado a tampa foi corado durante 30 min
com 200 pL de cristal violeta 0,1% (m/v), lavado em agua desti-
lada estéril (200uL) e a tampa foi seca em temperatura ambiente
por 30 min. O biofilme com corante foi extraido com acido acético
glacial 30% (200uL). A DO, de cada pogo foi medida utilizan-
do leitor de placas de microtitulagdo. Cada cepa foi classificada
como nao formadora de biofilme, fracamente formadora, mode-
radamente formadora ou fortemente formadora, de acordo com
os procedimentos sugeridos por Stepanovic et al. (2000). O ponto
de corte (DOc) foi definido como trés desvios padrdes acima da
média das DOs dos controles. A classificagao foi determinada con-
forme segue:

DO <DOc = nao formadora;

DOc <DO <2 x DOc = fraca formadora;

2 x DO0c <DO < 4 x DOc = moderada formadora;
4 x DOc <DO = forte formadora.

Formacao de biofilme apds estresse subletal. A capacidade
de produgdo de biofilme apds as cepas serem submetidas a es-
tresse subletal foi testada. Para exposicdo das células 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. (2004).
Para exposicdo ao choque de frio, culturas overnight em APA- 3%
NaCl foram mantidas a 20°C durante 4 h, 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% NaCl tiveram o pH ajustado para 5,0 com
HCI 6N e foram incubadas a 37°C durante 30 min.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Doze desembarques de pescados capturados no estuario
da Lagoa dos Patos foram acompanhados e 120 peixes fo-
ram amostrados e analisados quanto a presenca de Vibrio
parahaemolyticus. As espécies capturadas e desembarca-
das foram Mugil furnieri (corvina), Mugil platanus (tainha),
ambas de desembarques realizados na colonia de pesca-
dores Z-3, municipio de Pelotas e Paralichthys orbignyanus
(linguado), obtido no mercado publico de Rio Grande (Qua-
dro 2). No Quadro 2, também sio observados os resultados
de aferi¢cdo da temperatura, salinidade e pH relacionados a
cada coleta.

Dentre os 120 peixes analisados, foram isolados V. pa-
rahaemolyticus de quatro (3,33%) pescados, sendo Mugil
platanus a inica espécie de peixe na qual o micro-organis-
mo foi encontrado. V. parahaemolyticus ja havia sido iso-
lado de M. platanus capturados no estuario da Lagoa dos
Patos por Milan et al. (2015) e por Rosa et al. (2016). Estes
repetidos isolamentos sdo sugestivos de que M. platanus
seja um hospedeiro regular de V. parahaemolyticus na re-
gido. M. platanus é um pescado que possui grande valor co-
mercial, principalmente nas regides sul e sudeste, e € uma
espécie encontrada em abundancia no estuario da Lagoa
dos Patos (Silva 2003), sendo muito comercializada e con-
sumida. No trabalho de Rosa et al. (2016), 13,3% (2/15)
dos M. platanus recém-desembarcados analisados estavam
contaminados por V. parahaemolyticus. Milan et al. (2015)
encontraram percentual ainda mais elevado, 40% (4/10).
No presente estudo, o micro-organismo estava presente
em 8,9% (4/45) dos pescados dessa espécie. A ocorrén-
cia de M. platanus contaminados por V. parahaemolyticus

Quadro 2. Ocorréncia de Vibrio parahaemolyticus em pescados capturados no estuario da Lagoa
dos Patos e temperatura do ambiente, pH e salinidade da agua

Desembarque Mésde  Salinidadeda Temperatura  pH Pescados  Espéciedo  Pescados portadores
coleta agua (%o0) ambiente* (°C) analisados pescado de V. parahaemolyticus
1 Outubro 1 19,4 7 5 M. furnieri 0
5 M. platanus 0
2 Novembro 0 18,9 7 5 M. furnieri 0
5 M. platanus 0
3 Dezembro 0 22,1 7 5 M. furnieri 0
5 M. platanus 0
4 Janeiro 1 23,9 7 5 M. furnieri 0
5 M. platanus 0
5 Fevereiro 4 23,3 7 10 P. orbignyanus 0
6 Margo 0 22,3 7 5 M. furnieri 0
5 M. platanus 0
7 Abril 5 19,8 7 5 M. furnieri 0
5 M. platanus 0
8 Maio 4 16,9 7 5 M. furnieri 0
5 M. platanus 0
9 Junho 5 14,3 7 10 P, orbignyanus 0
10 Julho 4 13,9 7 10 M. platanus 4
11 Agosto 2 18,1 7 10 P. orbignyanus 0
12 Setembro 5 16,5 7 10 P, orbignyanus 0

*Média mensal (Embrapa Clima Temperado, 2016).
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em numeros tdo significativos representa um perigo para
a populacio e serve de alerta em relagido a importancia da
inspecio e fiscalizagdo durante a produgao e comercializa-
¢do dos pescados, no sentido de que medidas eficazes de
controle microbiolégico sejam aplicadas.

Segundo Su & Liu (2007), V. parahaemolyticus é encon-
trado principalmente em locais onde a temperatura da
agua ndo ultrapassa valores inferiores a 15°C. Outros estu-
dos afirmam que nos meses frios a bactéria esta presente
principalmente no lodo e que ocorre livremente na agua ou
nos pescados durante os meses quentes do ano (Butt et al.
2004). Entretanto, nenhum més em que V. parahaemolyti-
cus foi isolado de M. platanus capturados no estuario da
Lagoa dos Patos, julho de 2015, a temperatura média cons-
tatada na regido foi de 13,9°C (Embrapa Clima Temperado,
2016), indicando que temperaturas relativamente baixas
para o micro-organismo ser encontrado em pescados nao
constituiram impedimento para que isso ocorresse. O més
de julho foi o que apresentou temperaturas médias men-
sais mais baixas durante o periodo em que as coletas foram
realizadas, portanto ndo foi possivel fazer inferéncias so-
bre a de ocorréncia de V. parahaemolyticus em pescados em
épocas ainda mais frias, mas essa possibilidade nido pode
ser descartada.

Segundo Kaysner & Depaola (2004), V. parahaemolyti-
cus pode ser encontrado em ambientes com salinidade
entre 3%o e 8%o. No presente trabalho, o isolamento do
micro-organismo realmente ocorreu em um més no qual
a salinidade estava dentro deste intervalo, em 4%. Em es-
tudo desenvolvido por Archer & Moretto (1994), foi ana-
lisada a presenca de V. parahaemolyticus em mexilhdes,
aferindo temperatura e salinidade nos dias de coleta. Os
autores isolaram o micro-organismo de 52,5% (21/40) das
amostras obtidas de ambiente com 35,6%0 de sanilidade
e temperatura de 25,4°C. Estes valores mais elevados pos-
sivelmente favoreceram a ocorréncia de V. parahaemolyti-
cus, permitindo um maior niimero de isolamentos quando
comparado ao nosso trabalho. Segundo ICMSF (1978), V.
parahaemolyticus é encontrado com maior frequéncia em
estuarios, sedimentos, moluscos e crustaceos, portanto as
espécies das quais Archer & Moretto (1994) obtiveram os
isolamentos também pode ser um fator para as diferencas
observadas.

O pH da agua do estudrio coletada no mesmo dia do
desembarque dos pescados analisados foi 7 em todas as
amostras. Esse pH nao é considerado ideal para o desenvol-
vimento do Vibrio, o qual, segundo Mancilla (2005), deve
estar entre 7,8 e 8,6. Entretanto, o pH da agua nio impediu
a ocorréncia de V. parahaemolyticus em M. platanus.

Conforme pode ser visto no Quadro 3, 89,5% (17/19)
das cepas foram capazes de formar biofilme, o que parece
indicar que essa capacidade tem um papel importante na
sobrevivéncia ou na permanéncia do micro-organismo nos
pescados.

Nossos resultados sdo semelhantes aos de Elexson et
al. (2014), que também relataram a capacidade de V. pa-
rahaemolyticus formar biofilme. Esses autores analisaram
36 isolados de V. parahaemolyticus obtidos de Anadara gra-
nosa (berbigdo), Mya arenaria (marisco-branco), Penaeus

spp. (camardes) e Loligo opalescens (lula), e constataram
que todos formavam biofilme, embora com diferentes in-
tensidades, 33,33% para cada uma das classificagoes: fraca,
moderada e forte formadora de biofilme.

A capacidade de formar biofilme apresentada pela
maioria dos V. parahaemolyticus significa um problema po-
tencial para as industrias de processamento de pescados,
uma vez que a eliminacdo do micro-organismo das super-
ficies de equipamentos e utensilios pode ser dificultada,
aumentando o risco de que o patégeno permaneca nos ali-
mentos. Segundo Flach et al. (2005), os micro-organismos
em biofilmes podem permanecer aderidos e viaveis por
longos periodos mesmo apds a higienizagdo, acarretando
prejuizo financeiro a industria e constituindo fonte de con-
taminacdo para os alimentos. Segundo Urmersbach et. al.
(2015), bactérias em biofilme também podem se tornar
mais resistentes a sanitizagao.

As cepas estudadas foram submetidas a diferentes tipos
de estresse subletais, como frio (4° e 20°C), calor (42°C) e
acidez (pH 5), e posteriormente avaliadas quanto a capa-
cidade de formar biofilme. A maioria das cepas de V. pa-
rahaemolyticus (59,2%) manteve a capacidade de formar
biofilme inalterada apds ser estressada (Fig.1). Entretan-
to, 25% das cepas aumentaram essa capacidade. As cepas
que mais aumentaram sua capacidade de formar biofilme
foram as que eram moderadas formadoras e passaram a
fortes formadoras, mas também foram as moderadas for-
madoras de biofilme que mais reduziram sua capacidade,
passando a fracas formadoras. Nenhuma cepa classificada
como fraca formadora passou a ser forte formadora apos a
exposicdo ao estresse, nem o inverso aconteceu, indicando
que o estresse subletal ndo é capaz de modificar de for-

Quadro 3. Classificacdo de Vibrio parahaemolyticus isolados
de pescados quanto a capacidade de formar biofilme

Origem N2 de isolados Classificagao
Forte Moderado Fraco Nao
formador formador formador formador
E paulensis 6 0 3 2 1
M. furnieri 1 0 1 0 0
M. platanus 11 1 3 6 1
P, orbignyanus 1 0 0 1 0
Total 19 1 7 9 2
80%
70% B Sem alteragdo
60% B Aumento’
50% B Redugdo?
Porcentagem 240%
de cepas
30%
20%
10%
0%
4oC 20°C 420C pH

Estresse subletal

IMudanga para uma categoria com maior capacidadede formar biofilme
2Mudanga para uma categoria com menor capacidade de formar biofilme

Fig.1. Alteragoes na capacidade de formacdo de biofilme por Vi-
brio parahaemolyticus isolados de pescados apds as cepas se-
rem submetidas a diferentes tipos de estresse subletal.
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ma drastica a capacidade de V. parahaemolyticus formar
biofilme, embora as duas cepas que eram nado formadoras
de biofilme tenham se tornado fracas formadoras apoés
passarem pelo estresse térmico a 20°C. Os resultados in-
dicam que cada cepa apresenta um comportamento dis-
tinto quando submetida a diferentes formas de estresse.
Esta variacdo pode estar ligada a matriz extracelular que
forma os biofilmes, cujos componentes sdo as proprias
células bacterianas, exopolissacaridios, proteinas, acidos
nucléicos, glicoproteinas, fosfolipidios, detritos e matéria
inorganica (Sutherland 2001). Esta matriz extracelular va-
ria entre diferentes espécies bacterianas ou mesmo dentro
da mesma espécie, de acordo com as diferentes condi¢cGes
ambientais. Ela protege as células, auxiliando na resistén-
cia a condi¢cdes de estresse, como a diminui¢do e a exaus-
tdo de nutrientes e agua, condi¢des ambientais adversas
(Caixeta 2008).

V. parahaemolyticus pode sofrer diferentes tipos de es-
tresse subletais durante a permanéncia dos pescados na
embarcacdo, no seu processamento ou mesmo nha residén-
cia do consumidor. O estresse subletal, ao induzir o aumen-
to na capacidade de formar biofilme por algumas cepas do
micro-organismo, poderia levar a selegido dessas cepas por
serem mais dificilmente eliminadas das superficies em que
se encontram, agravando o problema. Adicionalmente, se-
gundo Lin et al. (2004), o estresse causado por baixas tem-
peraturas deixaria as células bacterianas mais resistentes a
temperaturas entre 5° e -18°C.

Este é o primeiro estudo realizado com V. parahae-
molyticus, 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 tensoes subletais como frio a 20°C, calor a 42°C e pH
acido para depois analisar sua resisténcia a sanitizantes e
verificaram que essas tensoes subletais aumentaram a re-
sisténcia 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 acor-
do com a cepa e a duracdo do tratamento, como também
foi observado no presente estudo. Como os peixes passam
por diferentes temperaturas, tanto no seu habitat, como
durante o processamento e também na residéncia do con-
sumidor, essas variagdes podem funcionar como fatores de
estresse e, dessa forma, afetar a capacidade de formacgdo de
biofilme de V. parahaemolyticus.

Lima (2014) testou a capacidade de inibicdo da forma-
¢do do biofilme por Candida albicans apés estresse acido,
mas nio observou inibi¢do, o que vai de encontro aos re-
sultados obtidos, ja que 11,8% das cepas capazes de formar
biofilme ndo o formaram apds o estresse acido, mostrando
mais uma vez que a variacao da resposta depende da cepa
estudada. Ainda, 26,3% das cepas testadas aumentaram a
capacidade de formar biofilme, mostrando que tanto o es-
tresse térmico (frio e calor) como o estresse com pH acido
podem ndo apenas manter a capacidade das cepas forma-
rem biofilme como podem ainda levar ao incremento dessa
capacidade.
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Segundo Mancilla (2005), V. parahaemolyticus morre a
temperaturas menores que 5°C, mas no presente estudo o
micro-organismo ndo s6 sobreviveu a temperatura de 4°C,
como também manteve a capacidade de formar biofilme,
sendo que 21% das cepas testadas ainda aumentaram essa
capacidade.

CONCLUSOES

Peixes da espécie Mugil platanus sao hospedeiros de
Vibrio parahaemolyticus no estudrio da Lagoa dos Patos.
Temperaturas ambientais médias tdo baixas quanto 13,9°C,
assim como o pH neutro da agua, ndo sdo impedimento
para a ocorréncia de V. parahaemolyticus em Mugil plata-
nus.

A quase totalidade das cepas de V. parahaemolyticus
isolados de pescados capturados no estudrio da Lagoa dos
Patos sdo formadoras de biofilme. As diferentes cepas apre-
sentam comportamento distinto sob condi¢des de estresse.
A exposicdo a estresses subletais (calor a 42°C, frioa4°Ce a
20°C e pH 4cido) aumenta a capacidade de formar biofilme
de algumas cepas.
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