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RESUMO

Yersinia enterocolitica, uma bactéria que causa doencga transmitida por alimentos (DTA), j& foi encontrada em
lagoas e lagos, e tem sido isolada de carne de porco, bovino, ostras, peixe e leite cru. A bactéria causa sindromes
gastrintestinais e é capaz de se multiplicar em temperaturas utilizadas durante o armazenamento do pescado.O
trabalho teve como objetivo pesquisar a presenca de Y. enterocolitica em peixes capturados no estuario da Lagoa
dos Pato e verificar a similaridade entre isolados de amostras colhidas imediatamente ap6s o desembarque e apés o
processamento para venda ao consumidor. 13 desembarques de pescados foram acompanhados e 130 peixes (65
inteiros e 65 eviscerados) foram analisados quanto a presenca de Y. enterocolitica. O microrganismo foi isolado
em 4,61 % das amostras de peixes inteiros e em 7,7 % das amostras de peixes prontos para 0 comércio, espe-
cificamente nas espécies Paralichthys orbignyanus e Micropogonias furnieri, 0 que constitui 0 primeiro registro
da ocorréncia desta bactéria nessas espécies de pescado. Os resultados demonstram a necessidade de orientar
0s manipuladores quanto aos cuidados higiénico-sanitarios nas operacdes de limpeza e sanitizacdo, de modo a
evitar a contaminacao do alimento por micro-organismos patogénicos. Também é preciso intensificar as acdes de
vigilancia sanitaria, a fim de evitar riscos no consumo de pescados.

Palavras chave: peixes, doencas transmitidas por alimentos, higiene dos alimentos.

Yersinia enterocolitica from fishes from the Lagoa dos Patos estuary, Brazil

ABSTRACT

Yersinia enterocolitica, a bacterium that causes foodborne disease (FBD), has been found in ponds and lakes and
has been isolated from pork, beef, oysters, fish, and raw milk. It causes gastrointestinal syndromes and can multiply
at temperatures used during the storage of fish. The study aimed to investigate the presence of Y. enterocolitica
in fish caught in the Lagoa dos Pato estuary and to verify the similarity between isolates from samples collected
immediately after landing and after processing for sale to the consumer. 13 fish discharges were followed and
130 fishes (65 entire and 65 cleaned) were analyzed regarding Y. enterocolitica presence. The microorganism
was isolated in 4.61 % of whole fish samples and 7.7 % of ready-to-trade fish samples, specifically Paralichthys
orbignyanus and Micropogonias furnieri species, which constitutes the first record of this bacteria occurrence in
these fish species. The results demonstrate the need to train the handlers about the hygienic handling during the
operations of cleaning and sanitizing in order to avoid food contamination by pathogenic micro-organisms. It also
needs to increase health surveillance activities in order to avoid risks in fish consumption.

Key words: fishes, foodborne diseases, food hygiene.
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Yersinia enterocolitica en pescados del estuario de la Lagoa dos Patos, Brasil
RESUMEN

Yersinia enterocolitica, una bacteria causante de enfermedad transmitida por alimentos (ETA), ha sido encon-
trada en estanques y lagos, y también se ha aislado de carne de cerdo, carne de res, ostras, pescado y leche
cruda. Provoca sindromes gastrointestinales y es capaz de multiplicarse a las temperaturas usadas durante el
almacenamiento del pescado. El estudio tuvo como objetivo investigar la presencia de Y. enterocolitica en peces
capturados en el estuario de Lagoa dos Pato y verificar la similitud entre los aislamientos de las muestras reco-
lectadas inmediatamente después del desembarque y después del procesamiento para la venta al consumidor.
Se monitorearon 13 lotes de pesca y 130 peces (65 eviscerados y 65 enteros) se analizaron para determinar la
presencia de Y. enterocolitica. El microorganismo fue aislado en 4,61 % de muestras de pescado enteroy 7,7 %
de las muestras de pescado listo para el comercio, especificamente en las especies Paralichthys orbignyanus
y Micropogonias furnieri, lo que constituye el primer registro de la ocurrencia de esta bacteria en estas especies
de peces. Los resultados demuestran la necesidad de orientar a los manipuladores sobre los cuidados higiénico-
sanitarios en las operaciones de limpieza y desinfeccion con el fin de evitar la contaminacion de los alimentos por
microorganismos patégenos. También es necesario intensificar las actividades de vigilancia de la salud con el fin

de evitar riesgos en el consumo de pescado.

Palabras clave: peces, enfermedades transmitidas por alimentos, higiene de los alimentos.

INTRODUCAO

O pescado é rico em proteinas de elevado valor
biol6gico, vitaminas, sais minerais e acidos graxos
insaturados, como dmega-3. Apresenta, ainda,
alta digestibilidade e possui baixa quantidade
de gordura saturada, o que propicia beneficios
para a saude humana (MAPA 2019). Pesquisas
descrevem também a presenca de efeito protetor
contra doencgas cardiovasculares, transtornos
de desenvolvimento, depresséo, ansiedade e
doencas inflamatorias (MAPA 2019).

Devido a esses fatores, o seu consumo tem
aumentado consideravelmente com o passar
dos anos. Segundo Sartori e Amancio (2012)
€ recomendado o consumo de peixes uma ou
duas vezes por semana. No territorio brasileiro, o
consumo per capita € inferior a 10 kg/ano, sendo
gue o recomendado pela FAO é de 12 kg/ano, por
isso ainda é necessério o incentivo do consumo
no Brasil (ABP 2019).

De todos os produtos carneos, o pescado é o mais
sensivel a deterioracdo, hidrélise de gorduras,
oxidacdo e alteracdo por micro-organismos
devido a sua atividade de agua elevada, compo-
sicdo quimica, teor de gorduras insaturadas facil-
mente oxidaveis e pH proximo da neutralidade

(Soares e Gongalves 2012). E um alimento que
apresenta caracteristicas intrinsecas favoraveis a
sobrevivéncia de micro-organismos patogénicos
(Bartolomeu et al. 2011).

A captura do pescado no Brasil € muito prejudi-
cada pela existéncia de quantidades relevantes
de comércio de pescado sem inspecao sanitéria,
sendo assim, ele acaba sendo vendido sem a
garantia de seguranca e inocuidade alimentar
(Seafood Brasil 2019). Além disso, as empresas
informais acabam vendendo produtos sem frescor,
com troca de espécies e/ou peso abaixo do permi-
tido (Seafood Brasil 2019). Os estabelecimentos
industriais de carnes e derivados tém exigéncias
especificas de estrutura e produgéo, de ordem
higiénico-sanitéria, visando a manter condi¢des
favoraveis no sentido de evitar contaminacées
gue causem danos ao produto e/ou ao consu-
midor (Brasil 2017).

Yersinia enterocolitica é uma bactéria Gram-
negativa que pode causar doenca transmitida por
alimentos (DTA), sendo responsavel por causar
sindromes gastrintestinais, que variam de enterite
aguda a linfadenite mesentérica. Este micro-or-
ganismo tem sido isolado de amostras ambien-
tais, como lagoas e lagos, e de alimentos, como
carne de porco, carne bovina, ostras, peixe e leite
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cru (Shanmugapriya et al. 2014). E uma bactéria
psicotréfica, capaz de se multiplicar em tempe-
raturas usualmente utilizadas durante o armaze-
namento do pescado (- 0,5 & 2 °C). Além disso,
também resiste ao congelamento, aumentando
sua importancia em doencas transmitidas por
pescados (Nesbakken 2015). A falta de higiene
dos manipuladores de alimentos e técnicas de
esterilizacao inadequadas, em adi¢cdo a armaze-
namento impréprio, sdo fatores importantes que
contribuem para a contaminagéo dos alimentos
(Atobla 2012).

Segundo Baldisserotto (2009), ndo ha estudos
sobre a qualidade do pescado continental vendido
ao consumidor no Rio Grande do Sul. Também
faltam estudos que permitam conhecer a ocor-
réncia de agentes etioldgicos de DTA em pescados
da regido, em especial do estuario da Lagoa dos
Patos, o que constitui a base indispensavel para
tracar planos efetivos de controle da sua trans-
missdo para 0s consumidores. Assim sendo, o
trabalho teve como objetivo pesquisar a presenca
de Y. enterocolitica em peixes capturados no estu-
ario da Lagoa dos Pato e verificar a similaridade
entre isolados de amostras colhidas imediata-
mente apds o desembarque e apds 0 processa-
mento para venda ao consumidor.

MATERIAIS E METODOS

Coleta das amostras

Treze desembarques de pescados capturados,
sendo nove na col6nia de pescadores Z-3, no muni-
cipio de Pelotas, e quatro no mercado publico do
municipio de Rio Grande, foram acompanhados.
Todas as capturas foram realizadas com métodos
artesanais no estuario da Lagoa dos Patos, RS.

Foram coletados aleatoriamente em cada desem-
barque de ambos o0s municipios, cinco peixes
inteiros no momento de cada desembarque e cinco
apés o processamento (evisceracdo e higieni-
zacao) para venda aos consumidores, totalizando
130 amostras. Os pescados foram colocados em
sacos estéreis e imediatamente encaminhados ao
laborat6rio em caixas isotérmicas com gelo, para
pesquisa de Y. enterocolitica. As coletas foram
realizadas durante os meses de abril a outubro de
2014.

Obtencéao dos isolados do pescado inteiro

Para pesquisa de Y. enterocolitica foi utilizada a
metodologia recomendada por Weagant e Feng
(2007), com modificagdes. Foi realizada coleta
de conteudo intestinal com uso de zaragatoas
(na metodologia recomendada foi utilizado 0,1
mL da amostra diluida em caldo de enriqueci-
mento) e semeadura por esgotamento em agar
MacConkey (Acumedia, Lansing, Michigan, USA).

Foi utilizada uma temperatura de incubacédo de
37 °C por 24 horas, diferentemente do protocolo
original de 30 °C. Apos a incubacéo, trés colbnias
lactose negativas foram semeadas em Infusédo
de Cérebro e Coracao (BHI, Acumedia) e, apds
incubacédo a 37 °C por 24 horas, foram mistu-
radas com 20 % de glicerol, para manutencéo de
estoque a -70 °C. Os isolados foram recuperados
em BHI a 37 °C por 24 horas, quando necessario.

Obtencéao dos isolados de pescado pronto
para venda

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 super-
ficie interna do pescado e imediatamente semeada
por esgotamento em agar MacConkey, seguindo
procedimento conforme descrig&o anterior.

Extracdo de DNA

O DNA dos isolados suspeitos de Y. enteroco-
litica foi extraido conforme Sambrook e Russel
(2001). Resumidamente, o pellet obtido por centri-
fugacdo de 1 mL de cultura em BHI foi ressus-
pendido em 100 uL de tampao 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 yL de pérolas
de vidro e 100 uL de fenol/cloroférmio.

Apo6s homogeneizagéo por 1 minuto, a mistura foi
centrifugada a 13.000 g por 5 minutos. O sobre-
nadante foi coletado e precipitado em 2 volumes
de etanol absoluto e 0,1 volume de NaCl5 M a -70
°C por 30 minutos. Uma nova centrifugacéo foi
realizada a 13.000 g por 20 minutos, o sobrena-
dante foi descartado e o pellet lavado com etanol
a 70 %. Apos eluicdo em 40 uL de tampéo de
eluicdo [Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 74],
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Tabela 1. Oligonucleotideo utilizados para a identificacdo de Y. enterocolitica (genes A, Az, Yi,
Y2) e para a comparacao de cepas (rep-PCR)

Oligonucleotideo Sequéncia (5’- 37) (pb)? Referencia
As TTAATGTGTACGCTGGGAGTG
425 Wannet et al. 2001
A2 GGAGTATTCATATGAAGCGTC
Y+ AATACCGCATAACGTCTTCG
330 Wannet et al. 2001
Y2 CTTCTTCTGCGAGTAACGTC
(GTG)s GTGGTGGTGGTGGTG . versalovic et al. 1994,

Rasschaert et al. 2005

Tamanho da amplificagdo na PCR

foi adicionado 1 pL de RNAse (10 pg/uL). O DNA
extraido foi estocado a -70 °C.

Identificacdo de Y. enterocolitica

Os isolados suspeitos de Y. enterocolitica foram
analisados pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) para pesquisa dos genes A1, Az, Y1, Y2
(Tabela 1), para identificacéo de Y. enterocolitica
conforme Wannet et al. (2001), com modifica-
¢Oes. Cada reacao teve volume final de 25 pL.
Foram utilizados 12,5 uL de Master Mix (Qiagen,
S&o Paulo, Brasil) (na literatura citada os compo-
nentes foram adicionados separados), 1 pL (10
pmol) de cada oligonucleotideo, 2 uL de DNA
e 6,5 uL de agua para completar o volume da
reacao.

A amplificacdo foi realizada em termociclador
TC-3000 com o programa citado na Tabela 2.
Os produtos de PCR foram visualizados em gel
de agarose a 1 % (sendo usado o gel de agarose
a 1,5 % na literatura seguida). Como controle
positivo, foi utilizada a cepa de Y. enterocolitica
ATCC 0098.

Rep-PCR

Para comparacao das cepas da mesma espécie,
os DNAs de Y. enterocolitica foram analisados
pela técnica de PCR em sequéncias palindrémicas
extragénicas repetidas (rep-PCR), utilizando o
primer (GTG)s apresentado na Tabela 1 (Versalovic
et al. 1994, Rasschaert et al. 2005). As condicbes
da rep-PCR foram as seguintes: 2,5 uL de DNA,
2 uL do oligonucleotideo, 12,5 pyL de Master
Mix e 8 uL de agua para completar o volume da
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reacao. Os ciclos da amplificacdo foram efetu-
ados conforme a Tabela 3. Para a visualizagéo
dos padrbes de banda das diferentes regides
amplificadas no genoma, os produtos da PCR
foram corados com GelRed e a eletroforese foi
realizada em gel de agarose 2 %. Como controle
positivo, foi utilizada a cepa de Y. enterocolitica
ATCC 0098. Como controle negativo foram utili-
zados todos os componentes da reagdo, menos
DNA.

Tabela 2. Descri¢do do programa de amplificacdo para
identificacdo de Y. enterocolitica realizada
em termociclador.

Fase T (°C) t(s)
Desnaturacao inicial 94 300
Desnaturacao 94 45
.36 Anelamento 62 45
ciclos
Extenséo 72 45
Extensao final 72 420

Tabela 3. Descri¢ao do programa de amplificacao para
comparacédo de cepas de Y. enterocolitica
realizada em termociclador.

Fase T (°C) t(s)
Desnaturagéo inicial 94 300
Desnaturacao 95 30
.30 Anelamento 45 60
ciclos
Extensdo 60 300
Extenséo final 60 960
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As espécies capturadas no estuario da Lagoa
dos Patos desembarcadas na época do ano em
gue o trabalho foi realizado foram: Micropogonias
furnieri (corvina), Mugil platanus (tainha), ambas de
desembarques realizados na Z-3, e Paralichthys
orbignyanus (linguado), obtido no mercado publico
de Rio Grande.

As espécies que albergavam o micro-organismo
pesquisado foram P. orbignyanus e M. furnieri,
sendo este o primeiro registro de isolamento de
Y. enterocolitica dessas espécies de pescado.
Y. enterocalitica foi isolada de 4,61 % (3/65) das
amostras de peixes inteiros e de 7,7 % (5/65)
das amostras de peixes ja eviscerados e prontos
para o comércio (Tabela 4).

Na india, Khare et al. (2006) analisaram diversos
tipos de pescados e produtos carneos e isolaram Y.
enterocolitica de ostras e caranguejos (20% cada)
e de peixes (14,28%). Em outro trabalho, também
na india, Shanmugapriya et al. (2014) analisaram
um total de 24 amostras de peixes coletadas de
diferentes mercados durante dezembro de 2010 e
marco de 2011 e encontraram Y. enterocolitica em
90 % das amostras. Estes valores sé&o superiores

aos observados em nosso estudo, no qual a
bactéria foi identificada em 6,15 % das amostras.

Entretanto, baixa ocorréncia de Y. enterocolitica
em pescados também tem sido reportada, como
no estudo de Ripabelli et al. (2004), realizado na
Itélia, no qual isolaram Y. enterocolitica de 1% de
amostras de crustaceos e de 3 % de moluscos.
Além das diferencas geogréaficas, estes distintos
resultados também podem se dever as distintas
espécies de organismos aquaticos analisados.
O isolamento de Y. enterocolitica de alimentos
preparados com pescados, seja por estar presente
na matéria-prima ou por ter sido contaminado
durante 0 manuseio inadequado ou incorreto
acondicionamento, representa sério risco a saude
do consumidor.

Em Portugal, Correia et al. (2013) analisaram
dados das toxinfeccBes alimentares reportadas
pela European Food Safety Authority (EFSA), no
periodo de 2008 a 2011, e identificaram o arroz
com bacalhau como veiculo de Y. enterocolitica
em um surto de DTA. O fato de um prato quente
preparado com peixe ter transmitido Y. enteroco-
litica reforca a importancia do nosso estudo, indi-
cando a necessidade de controle mais rigoroso

Tabela 4. Més das coletas, espécies coletadas e isolamentos obtidos.

Yersinia enterocolitica

Desembarques  Meses Pescados Peixes Peixes
inteiros eviscerados
1 Abril M. platanus 0 0
2 Abril M. platanus 0 0
3 Abril M. platanus 0 0
4 Junho P. orbignyanus 0 0
5 Julho P. orbignyanus 0 0
6 Setembro P. orbignyanus 2 0
7 Outubro  P. orbignyanus 0 1
8 Outubro M. furnieri 0 1
9 Outubro M. furnieri 1 2
10 Outubro M. furnieri 0 0
11 Outubro M. furnieri 0 0
12 Outubro M. furnieri 0 1
13 Outubro M. furnieri 0 0

11
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no processamento do pescado, uma vez que
nao so pratos preparados com peixe cru podem
oferecer risco ao consumidor, caso o pescado
esteja contaminado com Y. enterocolitica.

Além disso, a presenca de Y. enterocolitica em
peixes inteiros pode favorecer a contaminacao
cruzada no momento de sua evisceracao, pois 0s
utensilios utilizados para retirar as visceras, caso
nao sejam bem higienizados, poder&o contaminar
outros pescados. O isolamento de Y. enterocolitica
em peixes eviscerados aumenta o risco de conta-
minacdo durante a exposicao dos produtos para
venda ou até na preparagdo dos alimentos na casa
do consumidor final.

No Brasil, de acordo com o Centro de Vigilancia
Epidemioldgica (SES-CVE, 2003), ainda néo
ha dados oficiais sobre a ocorréncia de Y.
enterocolitica como causadora de DTA, mas
como o0 nosso trabalho comprovou, existe a possi-
bilidade de ingestao de peixes contaminados com
Y. enterocolitica na regido de estudo, ressaltando
a necessidade de mais estudos sobre o tema em
outras regides do Brasil.

Na analise dos isolados de Y. enterocolitica pela
rep-PCR todos os isolados apresentaram dife-
rentes perfis de bandas, evidenciando que s&o
cepas distintas. Estes resultados indicam que
nao houve contaminacdo cruzada por Y. ente-
rocolitica durante a manipulacéo dos pescados.

CONCLUSOES

Os peixes das espécies P. orbignyanus e M.
furnieri capturadas no estuario da Lagoa dos
Patos podem albergar Y. enterocolitica, que pode
também estar presente no pescado processado
para o comércio ao consumidor.

Os resultados obtidos demonstram a necessi-
dade de orientar os manipuladores quanto aos
cuidados higiénico-sanitarios nas opera¢des de
limpeza e sanificacdo, de modo a evitar a conta-
minac¢dao do alimento por micro-organismos pato-
génicos. Também é preciso intensificar as acdes
de vigilancia sanitéria, a fim de evitar riscos no
consumo de pescados.
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