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Resumo 

 

 

SILVEIRA, Débora Rodrigues. Vibrio vulnificus ISOLADOS DE PESCADOS DO 
ESTUÁRIO DA LAGOA DOS PATOS: CAPACIDADE DE FORMAR BIOFILMES 
APÓS ESTRESSES SUBLETAIS E RESISTÊNCIA FRENTE A ANTIBIÓTICOS E 
SANITIZANTES. 2018. 46f. Dissertação (Mestrado em Nutrição e Alimentos) - 
Programa de Pós-Graduação em Nutrição e Alimentos. Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas, 2018. 
 
 
O estuário da Lagoa dos Patos representa uma importante área de criação para 
várias espécies de peixes e crustáceos de valor comercial, configurando-se como 
um polo pesqueiro artesanal. O pescado pode ser contaminado no ambiente em que 
vive ou durante a manipulação após a captura. Vibrio vulnificus apesar de sua 
importância como causador de doenças transmitidas por alimentos, ainda é pouco 
pesquisado como contaminante de pescados. O principal objetivo deste estudo foi 
determinar a ocorrência de V. vulnificus em pescados capturados no estuário da 
Lagoa dos Patos, estabelecer a relação entre formação de biofilme e estresses 
subletais e verificar a resistência dos isolados frente a antimicrobianos e 
sanitizantes. Foram analisados 217 isolados característicos de Vibrio sp. obtidos a 
partir de 318 amostras de pescados capturados no estuário da Lagoa dos Patos nos 
anos de 2012 a 2016. Os isolados foram submetidos à identificação pela técnica de 
reação em cadeia da polimerase utilizando-se primers para o gene cth específico de 
V. vulnificus. Posteriormente os isolados confirmados foram submetidos à verificação 
da capacidade de formar de biofilme, foi estudado o efeito de estresses subletais 
(diferentes temperaturas, pH e concentrações salinas) sobre a formação de biofilme 
e foi avaliada a resistência a antimicrobianos pela técnica de disco-difusão e 
concentração inibitória mínima, em placas de microtitulação, e concentração 
bactericida mínima (CBM) com os sanitizantes hipoclorito de sódio e dióxido de 
cloro. V. vulnificus foi isolado de P. orbignyanus e de M. furnieri. Os isolados foram 
capazes de formar biofilme. No entanto, essa capacidade foi diminuída ou eliminada 
após a exposição a estresses subletais. Os isolados apresentaram resistência à 
maioria dos antimicrobianos testados e não foram sensíveis a nenhum dos 
antimicrobianos, diferentemente do que se encontra na literatura. Os resultados da 
CBM mostraram que as concentrações de hipoclorito de sódio e dióxido de cloro 
necessárias para eliminar V. vulnificus são mais elevadas do que aquelas 
usualmente utilizadas na indústria de pescados. Este é o primeiro relato de 
isolamento de V. vulnificus de pescados capturados na Lagoa dos Patos. 
Palavras-chave: Micropogonias furnieri; Mugil platanus; Paralichthys orbignyanus; 
Farfantepenaeus paulensis; hipoclorito de sódio. 
 

 



 
 

 

Abstract 

 

 
SILVEIRA, Débora Rodrigues. Vibrio vulnificus ISOLATES FROM FISH FROM 
LAGOA DOS PATOS ESTUARY: CAPACITY TO FORM BIOFILMES AFTER 
SUBLETATIVE STRESSES AND RESISTANCE AGAINST ANTIBIOTICS AND 
SANITIZERS. 2018. 46f. Dissertação (Mestrado em Nutrição e Alimentos) - 
Programa de Pós-Graduação em Nutrição e Alimentos. Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas, 2018. 
 
 
The estuary of the Lagoa dos Patos represents an important breeding ground for 
several species of fish and crustaceans of commercial value, forming an artisanal 
fishing pole. Fish may be contaminated in the ocean, and remain in the industry, or 
after capture. The presence of Vibrio vulnificus has been recorded in the waters 
along the Atlantic coast of South America. However, despite its importance as a 
cause of foodborne diseases, it is still little researched as a contaminant of fish. The 
main objective of this study was to determine the occurrence of V. vulnificus in fish 
caught in the Lagoa dos Patos estuary, to establish the relationship between biofilm 
formation and sublethal stress and to verify the resistance of the isolates to 
antibiotics and sanitizers. A total of 217 isolates characteristic of Vibrio sp. obtained 
from 318 samples of fish caught in the Lagoa dos Patos estuary from 2012 to 2016. 
The isolates were submitted to identification by the polymerase chain reaction 
technique using primers for the cth specific gene of V. vulnificus, after which the 
confirmed strains were submitted to verification of the formation of biofilm in microtiter 
plates with lids, biofilm formation after sublethal stresses with different temperatures, 
pH and saline concentrations. ubsequently, the confirmed isolates were submitted to 
the verification of the ability to form biofilm, the effect of sublethal stresses (different 
temperatures, pH and saline concentrations) on biofilm formation was studied and 
antimicrobial resistance was evaluated by disc diffusion technique and minimum 
inhibitory concentration, in microtiter plates, and Minimum Bactericidal Concentration 
with sanitizers sodium hypochlorite (1%) and chlorine dioxide (7%). V. vulnificus was 
isolated from P. orbignyanus and M. furnieri. The isolates were able to form biofilm. 
However, this capacity was decreased or eliminated after exposure to sublethal 
stress. The isolates showed resistance to most of the antimicrobials tested and were 
not sensitive to any of the antibiotics, differently from what is found in the literature. 
The CBM results showed that the concentrations of sodium hypochlorite and chlorine 
dioxide required to kill V. vulnificus are higher than those commonly used in the fish 
industry. This is the first report of isolation of V. vulnificus from fish caught in the 
Lagoa dos Patos. 
 
Palavras-chave: Micropogonias furnieri; Mugil platanus; Paralichthys orbignyanus; 
Farfantepenaeus paulensis; sodium hypochlorite.  
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INTRODUÇÃO 

 

1.1 Revisão bibliográfica 

 

O estuário da Lagoa dos Patos, no extremo sul do Brasil, ocupa uma área de 

963,8 km² (10% da área total desta laguna), recebendo água dos rios localizados na 

sua porção norte e da Lagoa Mirim, ao sul, através do Canal São Gonçalo 

(CALLIARI, 1998). O estuário representa uma importante área de criação para várias 

espécies de peixes e crustáceos de valor comercial, configurando-se como um polo 

pesqueiro artesanal de importância destacada no abastecimento de pescados no sul 

do Brasil (REIS, 1999). Para garantir a qualidade desses alimentos, é necessário o 

correto manuseio durante a captura, o processamento, a estocagem e a 

comercialização.  

Segundo Baldisserotto (2009), o estuário da Lagoa dos Patos é a região do 

Rio Grande do Sul com maior representatividade quanto ao número de pescadores 

artesanais no estado, sendo que boa parte atua sem documentação profissional e a 

maioria tem baixa escolaridade (GARCEZ & SÁNCHEZ-BOTERO, 2011). Esses 

fatores podem contribuir para a comercialização informal e para negligências em 

relação aos cuidados higiênico-sanitários na manipulação dos pescados. 

O pescado pode ser contaminado no oceano e assim permanecer após a 

captura, durante o transporte, manipulação, contato com o gelo, superfícies, 

equipamentos, processamento na indústria e no ambiente de estocagem e de 

comercialização (HUSS, 1997; OGAWA & MAIA, 1999; CARDOSO et al., 2003). Os 

estabelecimentos industriais de carnes e derivados têm exigências específicas de 

estrutura e produção, de ordem higiênico-sanitária, visando a manter condições 

favoráveis no sentido de evitar contaminações que causem danos ao produto e/ou 

ao consumidor (SANTOS et al., 2001). 

Doenças transmitidas por alimentos (DTA) são geralmente infecções ou 

intoxicações causadas por bactérias, vírus, parasitas ou substâncias químicas que 

são transmitidos para o homem através de alimentos ou água contaminados. Alguns 

patógenos alimentares podem causar diarreia grave ou infecções debilitantes, 
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incluindo meningite e septicemia. As DTA podem levar a incapacidades de longa 

duração e à morte. Exemplos de alimentos inseguros incluem produtos de origem 

animal mal cozidos e vegetais contaminados com fezes (WHO, 2015). 

Vibrio é um gênero de bactérias Gram-negativas, móveis, geralmente com um 

único flagelo polar. São microrganismos de ambientes tipicamente marinhos e 

estuarinos que podem ser isolados de peixes e crustáceos, sendo capazes também 

de se multiplicar sem hospedeiro em águas marinhas (CDC, 2016). Muitos casos de 

vibrioses não são detectados, pois a identificação deste microrganismo não costuma 

fazer parte da rotina laboratorial. V. vulnificus, V. parahaemolyticus, V. cholerae e V. 

mimicus são as principais espécies reportadas como agentes infecciosos para 

humanos. V. vulnificus é considerado o mais patogênico, podendo causar septicemia 

e morte (SILVEIRA et al., 2016). 

V. vulnificus é semelhante a V. parahaemolyticus em ágar TCBS, mas pode 

ser diferenciado por várias reações bioquímicas, como a atividade da β-

galactosidase ou crescimento em diferentes concentrações salinas. V. vulnificus 

causa septicemia e morte após a ingestão de frutos do mar ou após infecções em 

ferimentos provenientes do ambiente marinho. Ensaios como PCR foram 

desenvolvidos para detectar e identificar esse patógeno (KAYSNER & DE PAOLA, 

2004). 

V. vulnificus é o patógeno alimentar mais fatal nos Estados Unidos, e 

possivelmente no mundo, com uma taxa de mortalidade de cerca de 50%, 

representando 95% de todas as mortes relacionadas ao consumo de pescados nos 

EUA. Estes índices excedem os de outros patógenos alimentares, como Salmonella, 

Escherichia coli e Clostridium botulinum. Embora a dose infectante não seja 

conhecida, estipula-se que 100 células ou menos possam ocasionar a doença em 

indivíduos que tenham algum fator predisponente (OLIVER, 2015). Estudos 

realizados na América do Sul relatam a necessidade de mais pesquisas 

relacionadas à detecção de V. vulnificus. A presença deste microrganismo tem sido 

registrada nas águas ao longo da costa atlântica da América do Sul. Porém, apesar 

de sua importância como causador de DTA, ainda é pouco pesquisado como 

contaminante de pescados (GIVENS et al., 2014). 

No Brasil, os relatos de contaminação por V. vulnificus têm sido associados 

principalmente a ostras. Casos de diarreia e sepse foram relatados nos estados de 
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São Paulo, Bahia e Ceará (ARAUJO et al., 2007). V. vulnificus foi isolado de um 

peixe, de 21 coletados em mercado público na Bahia, demonstrando sua capacidade 

de contaminar pescados na costa brasileira e se manter viável no mercado varejista. 

Os autores atribuíram a contaminação à infraestrutura e refrigeração inadequadas 

(EVANGELISTA-BARRETO et al., 2017). 

 Recentemente, Vibrio parahaemolyticus, espécie patogênica que também 

está associada ao consumo de pescados contaminados, foi isolado de pescados 

capturados no estuário da Lagoa dos Patos, demonstrando a ocorrência da bactéria 

na região e a consequente contaminação dos pescados. O microrganismo foi isolado 

de Micropogonias furnieri (corvina), Mugil platanus (tainha), Paralichthys 

orbignyanus (linguado) e Farfantepenaeus paulensis (camarão-rosa) (ROSA et al., 

2016; MILAN et al., 2015). Como V. parahaemolyticus e V. vulnificus possuem várias 

características semelhantes e habitam os mesmos ambientes, a presença de uma 

dessas espécies pode levantar a possibilidade da ocorrência também da outra 

(BLACKWELL & OLIVER, 2008). 

Existe uma carência de informações relacionadas ao isolamento de V. 

vulnificus em pescados, tanto no estuário da Lagoa dos Patos, quanto em toda a 

costa brasileira. Devido à importância como patógeno causador de DTA e à alta 

mortalidade associada a este microrganismo em países onde é pesquisado na rotina 

laboratorial, é necessário o conhecimento da sua possível ocorrência em pescados 

na região, assim como das características desses isolados que possam contribuir 

para seu efetivo controle nas plantas processadoras. 

 

1.1.1 Formação de biofilme por V. vulnificus 

 

Biofilme é uma comunidade de microrganismos sésseis caracterizada por 

células que se aderem a uma superfície, embebidas em uma matriz extracelular 

formada por exopolissacarídeos (DONLAN & COSTERTON, 2002). Existe uma alta 

prevalência de infecções relacionadas com biofilme, já que as bactérias, quando em 

biofilmes, podem ser mais resistentes a antibacterianos e alcançar número suficiente 

para representar uma potencial dose infectante (DAVIES, 2003). Na indústria 

alimentícia, os biofilmes são associados à contaminação de instalações e 

equipamentos (GÁMEZ et al., 2004). Conforme as características dos 



9 
 

microrganismos, os biofilmes podem ser produzidos sobre uma variedade de 

substratos, como aço inoxidável, vidro, borracha, entre outros (PARIZZI et al., 2004). 

Em uma revisão realizada por Yildiz & Visick (2008), com espécies de Vibrio, 

com foco em V. vulnificus, V. parahaemolyticus, V. cholerae e V. fischeri, as mais 

intensamente estudadas quanto à formação de biofilme, foi concluído que os 

principais polissacarídeos envolvidos na formação de biofilme pelas espécies de 

Vibro são o polissacarídeo capsular (PSC), o exopolissacarídeo (EPS) e o 

polissacarídeo de Vibrio (VPS). Esses autores ainda ressaltam que as porções no 

genoma que codificam para a produção desses polissacarídeos parecem estar 

presentes nas espécies estudadas, porém, o que mais influencia na formação 

efetiva dos biofilmes, não é apenas a presença dos genes codificantes, e sim os 

mecanismos de regulação que diferem entre espécies e entre cepas, por isso os 

estudos são, na sua maioria, fenotípicos e moleculares e tentam elucidar os 

mecanismos de regulação envolvidos na formação dos biofilmes de Vibrio em 

diferentes condições de cultivo. 

O principal fator de virulência de V. vulnificus é o PSC, que parece estar 

inversamente relacionado à capacidade de formar biofilme in vitro (JOSEPH & 

WRIGHT, 2004), porém o significado dessas relações para a estabilidade de V. 

vulnificus no ambiente não é conhecida (GULIG et al., 2005). São necessários mais 

estudos para avaliar a capacidade de formação de biofilme por isolados selvagens, 

que estão sobre pressão do ambiente, em situações de estresse diferentes. 

Isolados de V. vulnificus que produzem colônias rugosas possuem menor 

motilidade, maior resistência ao soro humano e maior formação de biofilme. É 

possível que a maior formação de biofilme seja devido à perda da motilidade, uma 

vez que mutações em genes flagelares causam efeitos na expressão de biofilme 

(JONES & OLIVER, 2009).  

Nakhamchik et al. (2008) após explorarem cepas de V. vulnificus com 

colônias translúcidas de mutantes acapsulares para estudo da composição 

genômica, concluíram que os genes que conferem opacidade poderiam codificar o 

PSC. Uma das cepas foi capaz de codificar diguanilato ciclase, uma enzima que 

sintetiza diGMP cíclico (c-di-GMP). O aumento dos níveis de c-di-GMP induziu a 

produção de EPS, outro polissacarídeo que contribui na formação de biofilme, 

provocando como consequência aumento na formação de biofilmes e na rugosidade, 
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de uma maneira independente do PSC. No entanto, o EPS não poderia compensar a 

perda de produção de PSC necessária para a virulência. 

 

1.1.2 Resistência a antimicrobianos 

 

Bactérias passam por várias divisões celulares e multiplicam-se rapidamente, 

assim, algumas células podem adquirir mutações genéticas aleatórias e estas 

podem proporcionar resistência a algum antibiótico, adquirindo assim uma vantagem 

competitiva quando confrontada com esse antibiótico. A maioria das bactérias é 

resistente a alguns antibióticos (DECAMP & MORIARTY, 2006).  

É importante enfatizar que o antimicrobiano não induz a resistência e sim atua 

como um agente de seleção das estirpes mais resistentes em meio de uma 

população. A resistência pode ser natural ou adquirida, sendo que a natural 

corresponde a uma característica da espécie bacteriana (TRABULSI & 

ALTERTHUM, 2005).  

Após análise do perfil de resistência à antibióticos de V. parahaemolyticus e 

V. vulnificus nos Estados Unidos, Itália, Brasil, Filipinas, Malásia, Tailândia, China, 

Índia, Irã, África do Sul e Austrália concluiu-se que a resistência antimicrobiana 

desses dois agentes patogênicos não está tão bem documentada comparando-se 

com outras bactérias patogênicas transmitidos pelos alimentos. Os perfis de 

resistência aos antibióticos mais frequentemente observados envolveram ampicilina 

e tetraciclina, independentemente do país. A presença de bactérias resistentes a 

múltiplos antibióticos em pescados e em ambientes aquáticos é uma preocupação 

importante pelo risco iminente à saúde humana (ELMAHDI et al., 2016). 

Os antibióticos recomendados nos Estados Unidos (CENTERS FOR 

DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013) para tratar infecções causadas por 

Vibrio em adultos, de modo geral, são considerados eficazes na supressão do 

crescimento bacteriano, enquanto alguns antimicrobianos recomendados para 

tratamento pediátrico não são efetivos contra alguns isolados de V. vulnificus e V. 

parahaemolyticus recuperados no país (SHAW et al., 2014). Como no Brasil o 

isolamento de Vibrio não faz parte da rotina laboratorial, nem de amostras de 

alimentos, nem de amostras clínicas, a escolha do antimicrobiano para tratamento 

pode ser errônea, diferindo a sensibilidade aos antimicrobianos de outras regiões. 
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Uma técnica utilizada para a determinação da sensibilidade bacteriana in vitro 

frente a agentes antimicrobianos é o antibiograma pelo método de difusão em disco 

também denominada teste de sensibilidade a antimicrobianos (TSA). O teste fornece 

resultados qualitativos. É uma das técnicas de suscetibilidade mais simples, 

confiável e mais utilizada pelos laboratórios de microbiologia. O princípio básico é a 

semeadura do microrganismo em estudo sobre a superfície de um ágar e posterior 

colocação de discos impregnados com os antimicrobianos a fim de determinar a 

sensibilidade (NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY 

STANDARDS, 2013). 

 

1.1.3 Resistência a sanitizantes 

 

O hipoclorito de sódio é o sanitizante mais utilizado na indústria de pescados 

pela alta eficiência e baixo custo. A concentração da solução pode variar de acordo 

com o local, objetivo da aplicação e a legislação. Os compostos clorados possuem o 

mesmo mecanismo de ação, com exceção do dióxido de cloro. A quantidade de 

cloro disponível varia conforme o pH da solução. Na forma mais utilizada, o 

hipoclorito de sódio encontra-se acima de pH 7,6 (MOHAMMADI, 2008; ESTRELA et 

al., 2002). O hipoclorito de sódio é de ação rápida, não colorífico e barato. Seu uso é 

limitado pelo efeito corrosivo e pela sua relativa instabilidade (QUINN et al., 2005).  

O dióxido de cloro age realizando a transferência de elétrons, afetando a 

estabilidade da membrana celular e provocando desidratação e oxidação dos 

componentes internos dos microrganismos, sem causar ações tóxicas ao ser 

humano como a maioria dos compostos de cloro (ANDRADE & MACEDO, 1996). O 

dióxido de cloro vem sendo utilizado como uma alternativa ao uso do hipoclorito de 

sódio, uma vez que gera uma quantidade reduzida de subprodutos, como 

trihalometanos e cloraminas. O Dioxiplus® é um produto comercial a base de dióxido 

de cloro estabilizado a 7% e destinado a sanitização de alimentos e equipamentos, 

fabricado pela Dioxide Indústria Química LTDA. Não existem relatos da utilização 

deste produto em indústrias de pescados, nem da sua ação, na forma líquida, frente 

a V. vulnificus. 

Estudos vêm sendo realizados a fim de determinar métodos de desinfecção 

eficientes contra cepas de V. vulnificus formadoras de biofilme. Recentemente, a 
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proteína CabA, uma proteína da matriz extracelular responsável por deixar os 

biofilmes mais robustos, vem sendo estudada quanto ao aumento de resistência 

frente a hipoclorito de sódio. Os biofilmes formados por mutantes CabA (cujo gene 

que codifica a proteína foi deletado) em ostras são defeituosos em biomassa e 

apresentam resistência ao desprendimento e desinfecção com hipoclorito de sódio 

10 ppm. As células bacterianas nos biofilmes de tipo selvagem são agrupadas por 

filamentos, e resistem ao sanitizante (PARK et al., 2016). 

Grau et al. (2008), após a realização de ensaios de resistência ao hipoclorito 

de sódio 3 μg/mL, constataram que as cepas opaca lisa e opaca rugosa, ou seja 

encapsuladas, foram eliminadas, enquanto as cepas translucida lisa e translucida 

rugosa, não encapsuladas, sobreviveram. Os autores estabeleceram uma correlação 

entre a expressão de CPS e a sensibilidade ao cloro de V. vulnificus nos biofimes, 

enfatizando a importância do CPS para a virulência de V. vulnificus. 

Os estudos que relacionam hipoclorito de sódio e V. vulnificus são 

direcionados ao combate de biofilmes deste patógeno, não havendo resultados 

disponíveis sobre o combate das células planctônicas. Quanto ao dióxido de cloro, 

há maior carência de informações, já que não é um composto clorado comumente 

utilizado no combate de microrganismos veiculados pelos pescados. Por esses 

motivos, são necessários mais estudos quanto à sensibilidade de V. vulnificus aos 

dois compostos clorados para verificação da utilidade dos sanitizantes no combate 

ao patógeno. 

 

2 HIPÓTESE 

 

V. vulnificus capazes de formar biofilme em diferentes condições de estresse, 

são resistentes a antimicrobianos e a sanitizantes e podem ser isolados de 

pescados capturados na Lagoa dos Patos. 

 

3 OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 
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Determinar a ocorrência de V. vulnificus em pescados capturados no estuário 

da Lagoa dos Patos e verificar a capacidade de formar biofilmes e a resistência a 

antibióticos e sanitizantes dos isolados. 

 

3.2 Específicos 

 

Isolar V. vulnificus de pescados capturados no estuário da Lagoa dos Patos. 

Verificar a capacidade dos isolados formarem biofilme. 

 Submeter os isolados a diferentes tipos de estresse e verificar possíveis 

efeitos na formação de biofilme. 

 Verificar a resistência dos isolados a antimicrobianos. 

 Verificar a sensibilidade dos isolados aos sanitizantes hipoclorito de sódio e 

dióxido de cloro. 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Coleta das amostras 

 

 Foram analisados 217 isolados característicos de Vibrio sp. obtidos nos 

trabalhos de Milan et al. (2016), Rosa et al. (2016) e Rosa et al. (2017) a partir de 

318 amostras de pescados capturados no estuário da Lagoa dos Patos nos anos de 

2012 a 2016 (Tabela 1). 
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Tabela 1: Isolados característicos de Vibrio sp. em meio Tiossulfato Citrato Bile 

Sacarose (TCBS, Himedia, Mumbay, Índia) obtidos a partir de amostras de pescados 

capturados no estuário da Lagoa dos Patos utilizados no presente estudo. 

Espécie Referências Nº de isolados Nº de amostras 

Mugil platanus 

(tainha) 

Milan et al. (2016) 11 10 

Rosa et al. (2016) 38 30 

Rosa et al. (2017) 21 50 

 Total 70 90 

    

Micropogonias furnieri 

(corvina) 

Milan et al. (2016) 9 10 

Rosa et al. (2016) 56 60 

Rosa et al. (2017) 8 35 

 Total 73 105 

    

Paralichthys orbignyanus 

(linguado) 

Milan et al. (2016) 12 20 

Rosa et al. (2016) 42 40 

Rosa et al. (2017) 2 35 

 Total 66 95 

    

Netuna barba 

(bagre) 

Milan et al. (2016) 0 3 

Total 0 3 

    

Farfantepenaeus paulensis 

(camarão-rosa) 

Milan et al. (2016) 16 13 

Rosa et al. (2017) 2 12 

 Total 2 12 

 

 

4.2 Recuperação dos isolados 

 

Os isolados, mantidos a -20 ºC em Água Peptonada Alcalina (APA, Himedia, 

Mumbai, Índia) com 1% de cloreto de sódio (APA 1% NaCl) e 20% de glicerol, foram 

recuperados em APA 1% NaCl durante 24 h a 37 ºC, em duas culturas consecutivas, 

sempre que necessário. 
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4.3 Extração de DNA 

 

Os DNAs dos isolados foram extraídos conforme Sambrook & Russel (2001). 

Resumidamente, o pellet obtido por centrifugação de 1 mL de cultura em foi 

ressuspendido em 100 µL de tampão STES [Tris-HCl 0,2 M, NaCl 0,5 M, SDS 0,1% 

(m/v), EDTA 0,01 M, pH 7,6]. Foram adicionados 50 µL de pérolas de vidro e 100 µL 

de fenol/clorofórmio. Após homogeneização 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 -20 °C por 30 min. Uma nova 

centrifugação foi realizada a 13.000 g por 20 min, o sobrenadante foi descartado e o 

pellet lavado com etanol a 70%. Após eluição em 40 µL de tampão de eluição (Tris-

HCl 10 mM, EDTA 1mM, pH 7,4), foi adicionado 1 µL de RNAse (10 µg/µL). O DNA 

extraído foi estocado a -20 °C. 

 

4.4 Identificação de V. vulnificus 

 

Para identificação de V. vulnificus, os isolados de Vibrio foram analisados pela 

reação em cadeia da polimerase (PCR) para pesquisa do gene cth, que codifica 

especificamente citolisina em V. vulnificus, conforme Hill et al. (1991), com os 

primers recomendados por Kaysner & de Paola (2004) (Tabela 2). Cada reação teve 

um volume final de 25 µL. Foram utilizados 12,5 µL de Master Mix, 1,25 µL de cada 

primer, 2 µL de DNA e 8 µL de água para completar o volume da reação. A 

amplificação foi realizada em termociclador TC-3000 com o seguinte programa: 

desnaturação inicial de 94 °C por 10 min, seguido de 30 ciclos de desnaturação a 94 

°C por 1 min e 45 seg, anelamento dos primers a 67 °C por 2 min, extensão a 72 °C 

por 2 min e extensão final a 72 °C por 7 min. Os produtos da PCR foram corados 

com GelRed (Uniscience, São Paulo, Brasil) e a eletroforese foi realizada em gel de 

agarose a 1,8%. Como controle positivo, foi utilizada a cepa de V. vulnificus ATCC 

27562.
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Tabela 2. Primers utilizados na identificação de V. vulnificus. 

Primer Sequência (5’ a 3’) Tamanho da 

amplificação (pb) 

Referência 

Vvh-785F CCGCGGTACAGGTTGGCGCA 
519 

Kaysner & de 

Paola (2004)  Vvh-1303R CGCCACCCACTTTCGGGCC 

 

 

4.5 Verificação da formação de biofilme em placas 

 

Os isolados foram avaliados, em triplicata, quanto à sua capacidade de 

produção de biofilme em placas de microtitulação (Nunclon, Nune, Roskilde, 

Denmark), seguindo a técnica descrita por Janssens et al. (2008), com modificações, 

de forma a adaptar o método para V. vulnificus. Foram colocados 100 µL de APA 1% 

NaCl em cada poço da placa de microtitulação e adicionados 100 µL de culturas 

overnight em APA 1% NaCl de cada isolado padronizados em espectrofotômetro a 

600 nm para valor 0,5 de densidade ótica (DO). Poços com 200 µL de caldo APA 1% 

NaCl, sem cultura bacteriana, foram utilizados como controle. A tampa foi colocada 

sobre a placa, que foi incubada durante 48 h a 37 ºC sem agitação. Durante a 

incubação, os biofilmes se formaram sobre a superfície das filosidades das tampas. 

Após o período de incubação, as tampas foram lavadas em 200 µL de solução salina 

tamponada com fosfato (PBS, 0,1 M, pH 7,0). O material que permaneceu ligado à 

tampa foi corado durante 30 min com 200 µL de cristal violeta 0,1% (m/v), lavado em 

água destilada estéril (200 µL) e a tampa foi seca em temperatura ambiente por 30 

min. O corante que permaneceu ligado ao biofilme foi extraído para nova placa com 

ácido acético glacial 30% (200 µL). Para quantificação da formação de biofilmes, a 

DO570 de cada poço foi medida utilizando leitor de placas de microtitulação. Cada 

isolado foi classificado como não formador de biofilme, fracamente formador, 

moderadamente formado ou fortemente formador, de acordo com os procedimentos 

sugeridos por Stepanovic et al. (2000). O ponto de corte (DOc) foi definido como três 

desvios padrões acima da média das DOs dos controles e a classificação foi 

determinada conforme segue. 

DO ≤ DOc = não formador 

DOc < DO ≤ 2 x DOc = fraco formador 
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2 x DOc < DO ≤ 4 x DOc = moderado formador 

4 x DOc < DO = forte formador 

 

4.6 Formação de biofilme após estresse subletal 

 

Concomitantemente aos testes de avaliação da capacidade de produção de 

biofilme em placas de microtitulação, foram testadas culturas dos isolados após 

serem submetidos a estresse subletal, também em triplicata. Para a preparação das 

células aos choques de calor e frio, culturas overnight em APA 1% NaCl foram 

mantidas em banho-maria a 42 °C por 45 min e em 20 °C durante 4 h, de acordo 

com os métodos descritos por Chang et al. (2004) e Lin et al. (2004), 

respectivamente. As células também foram estressadas a 4 °C durante 4 h. Os 

procedimentos descritos por Wong et al. (1998) foram utilizados para estressar as 

células bacterianas em ambiente ácido. Culturas overnight em APA 1% NaCl tiveram 

seu pH ajustado para 5,0 com HCl 6N e foram incubadas a 37 °C durante 30 min. 

Para o teste em diferentes concentrações salinas, culturas overnight em APA 1% 

NaCl foram submetidas às concentrações de 0%, 2,5% e 5% de NaCl e incubadas a 

37 °C durante 30 min. Essas concentrações salinas foram determinadas por Rosa et 

al. (2017) no estuário da Lagoa dos Patos, local de origem dos pescados utilizados 

neste estudo. Após estes procedimentos realizou-se a verificação da formação de 

biofilme da forma já descrita no item 4.5. 

 

4.7 Resistência à antimicrobianos 

 

 Para a determinação da sensibilidade a antimicrobianos foi utilizada a técnica 

de disco-difusão com adaptações. As culturas em APA 1% NaCl foram padronizadas 

em espectrofotômetro a 600 nm para valor 0,5 de DO. Com o auxílio de zaragatoas 

estéreis, foi realizada semeadura uniformemente distribuída na superfície de ágar 

Mueller Hinton (Kasvi, Roseti Degli Abruzzi, Itália) com 1% de NaCl (ágar MH 1% 

NaCl). Com o auxílio de uma pinça flambada e resfriada, foram colocados os discos 

impregnados com os antimicrobianos sobre a superfície do meio inoculado. As 

placas foram incubadas a 37 °C durante 24 h (NATIONAL COMMITTEE FOR 

CLINICAL LABORATORY STANDARDS, 2003). 
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 Para o teste de sensibilidade, foram selecionados antimicrobianos já 

utilizados em outros estudos e alguns outros adicionais: cloranfenicol 30 μg (HAN et 

al, 2007; OTTAVIANI et al., 2001; SUDHA et al., 2014), tetraciclina 30 μg (HAN et 

al., 2007; SUDHA et al., 2014), gentamicina 10 μg  (HAN et al., 2007; SHAW et al., 

2014; SUDHA et al., 2014), ampicilina 10 μg (HAN et al., 2007, SUDHA et al., 2014), 

ciprofloxacina 5 μg (HAN et al., 2007; BAKER-AUSTIN et al., 2009), norfloxaxina 10 

μg (OKOH & IGBINOSA, 2010), neomicina 30 μg, penicilina G 10 μg, enrofloxacina 5 

μg e amicacina 30 μg. 

 Interpretação dos diâmetros das zonas de inibição seguiu as recomendações 

do National Committee for Clinical Laboratory Standards (2008) ou o recomendado 

pelos fornecedores dos antimicrobianos. 

Os testes foram realizados em triplicata. 

 

4.8 Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima 

(CBM) 

 

Para a determinação da CIM e da CBM, foram utilizadas as técnicas descritas 

no documento National Committee for Clinical Laboratory Standards (2008), com 

adaptações, testando-se os sanitizantes hipoclorito de sódio a 1% e dióxido de sódio 

a 7%. 

Para a realização do teste de CIM, os isolados foram semeados em Ágar 

Padrão para Contagem (PCA, Kasvi, Roseti Degli Abruzzi, Itália) com 2% de NaCl 

(PCA 2% NaCl) e incubados a 37 ºC por 24 h. O ágar PCA não possui impedientes e 

a concentração salina de 2% foi considerada ideal para cultivo neste meio após 

testes com diferentes concentrações (dados não mostrados). O inóculo foi 

preparado utilizando-se as colônias obtidas no PCA 2% NaCl, que foram diluídas em 

solução salina 1% e padronizadas em espectrofotômetro a 600 nm para valor 0,5 de 

DO que corresponde a concentração 108 UFC/mL. Após o ajuste, 0,5 mL da solução 

foi passada para 4,5 mL de caldo Mueller Hinton (MH, Kasvi, Roseti Degli Abruzzi, 

Itália) com 1% de NaCl (caldo MH 1% NaCl). Foram depositados 100 µL de caldo 

MH 1% NaCl em placas de microtitulação de 96 poços e adicionados 100 µL do 

sanitizante testado na primeira coluna. Á partir desta, foram passados 100 µL 

sucessivamente para os demais poços, até dez diluições seriadas. Do último poço 



19 
 

de cada série, 100 µL foram descartados. O mesmo procedimento foi repetido 

utilizando-se APA 1% NaCl, para verificar se há diferença entre a utilização destes 

meios. Foram considerados controles negativos os poços contendo apenas caldo 

MH 1% NaCl ou APA 1% NaCl, conforme o caso, e sanitizante e controles positivo 

os poços contendo caldo MH 1% NaCl ou APA 1% NaCl e água estéril em 

substituição ao sanitizante adicionados dos inóculos das culturas. As placas foram 

incubadas a 37 °C durante 24 h, após esse período, foi realizada a leitura em 

espectrofotômetro considerando a presença ou ausência de turbidez do meio de 

cultura. 

A CBM foi realizada de acordo com o descrito por Santurio et al. (2007). Foram 

retirados 10 µL dos poços sem crescimento, semeados em PCA 2% NaCl e 

incubados a 37 °C por 24 h. Após o período, a leitura foi realizada considerando-se a 

presença ou ausência de crescimento bacteriano.  

O experimento foi realizado em triplicata. 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Ocorrência de V. vulnificus 

 

Dos 217 isolados analisados, obtidos dos 318 pescados amostrados, 3 (1%) 

foram identificados como V. vulnificus. Os pescados que albergavam o patógeno 

eram dois exemplares da espécie P. orbignyanus e um de M. furnieri. Os pescados 

contaminados estavam inteiros (amostras não evisceradas) e foram capturados nos 

meses de outubro e novembro de 2013. Este é o primeiro relato da ocorrência de V. 

vulnificus em P. orbignyanus e M. furnieri e o primeiro isolamento do patógeno de 

pescados capturados no estuário da Lagoa dos Patos. 

De Paola et al. (1994) quantificaram V. vulnificus em peixes, ostras, 

caranguejos, sedimentos e águas da Costa do Golfo do México e encontraram 

baixas densidades de V. vulnificus no inverno, tendo todos os isolamentos ocorridos 

na primavera, verão ou outono. Também no nosso estudo não houve isolamento 

durante o inverno, todas os isolados foram obtidos de pescados capturados durante 

a primavera. No estudo de Paola et al. (1994), o microrganismo foi mais 

frequentemente isolado de peixes Archosargus probatocephalus (sargo-de-dentes) 
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do que de sedimentos e água do mar. As densidades de V. vulnificus foram maiores 

(2 a 5 logs) em peixes estuarinos do que nas águas circundantes, sedimentos ou 

ostras e crustáceos. Esses achados também são compatíveis com o nosso estudo, 

no qual V. vulnificus foi encontrado apenas em peixes, não tendo sido obtido 

nenhum isolado do crustáceo F. paulensis. 

O gênero Paralichthys é classificado como de peixes bentônicos (DE 

ASTARLOA & MUNROE, 1998), ou seja, que habitam o fundo das águas, apesar de 

terem a capacidade de natação, e estão em constante contato com o substrato que 

se encontra precipitado no fundo. Em estudo realizado por de Paola et al. (1994), V. 

vulnificus foi mais encontrado no conteúdo intestinal de peixes de alimentação de 

fundo, inclusive com contagens superiores a outras fontes pesquisadas. Da mesma 

forma, dois dos três isolados de V. vulnificus obtidos no nosso estudo foram 

encontrados em P. orbignyanus. 

Já M. furnieri, segundo Denadai et al. (2015), na região sudeste do Brasil, 

alimenta-se basicamente de crustáceoss e poliquetas, sendo a ingestão de bivalves 

considerada um comportamento oportunista, devido à grande presença desses 

organismos na área de estudo, o que demonstra que M. furnieri pode ser 

considerado um carnívoro, com preferência por organismos bentônicos. O estudo de 

Denadai et al. (2015) é o mais próximo à região sul do Brasil e confirma que M. 

furnieri possui hábitos alimentares demersais e também está em contato constante 

com o substrato e possivelmente com o V. vulnificus no fundo das águas. 

Há carência de informações adequadas que permitam distinção entre cepas 

patogênicas e não patogênicas de V. vulnificus. Devido a isso, todas as cepas de V. 

vulnificus são consideradas igualmente patogênicas (STELMA JUNIOR et al., 1992). 

Apesar da ocorrência do patógeno ter sido baixa, o simples fato de este 

microrganismo ser encontrado viável em pescados em situação de comercialização, 

já é um risco para os consumidores pelo potencial de patogenicidade e pelo alto 

grau de mortalidade atribuído a V. vulnificus. 

  



21 
 

5.2 Formação de biofilme em placas e após estresse subletal 

 

 Os testes posteriores à identificação molecular foram realizados apenas com 

os isolados de P. orbignyanus, aqui identificados como “37” e “38”, uma vez que o 

terceiro isolado foi perdido em função de problemas durante a estocagem. 

Os dois isolados foram capazes de formar biofilme quando não submetidos a 

estresses subletais, sendo um isolado, 37, considerado fraco formador e o outro, 38, 

forte formador de biofilme. Não houve formação de biofilme pelo isolado 37 quando 

submetido às diferentes condições de estresse usadas no estudo. Já o isolado 38, 

quando submetido à temperatura de 4 ºC tornou-se um fraco formador de biofilme, o 

mesmo aconteceu quando submetido à concentração de 0% de NaCl. Quanto às 

outras condições de estresse, também não foi observada formação de biofilme pelo 

isolado 38. 

Jefferson (2004) relata que uma motivação por trás da formação do biofilme é 

a defesa, sendo uma resposta contra condições de estresse. Porém, nesse estudo 

foi observada maior formação de biofilme em condições ótimas de multiplicação. 

Este é o primeiro estudo realizado com isolados selvagens de V. vulnificus, 

para avaliar o efeito destes fatores de estresse sobre a formação de biofilme. No 

entanto, um estudo semelhante realizado por Rosa et al. (2017) avaliou a formação 

de biofilme por V. parahaemolyticus submetido aos mesmos fatores de estresse 

usados no nosso trabalho e foi observado que a maioria dos isolados testados 

manteve a capacidade de formar biofilme inalterada e 25% dos isolados 

aumentaram sua capacidade de formar biofilme, ao contrário do que foi encontrado 

no presente estudo em que a formação de biofilme foi reduzida ou anulada após o 

estresse. 

Estudos similares também foram realizados com outros microrganismos. 

Galvão et al. (2012) testaram a capacidade de formação de biofilme por Listeria 

monocytogenes em diferentes concentrações de inóculo, disponibilidade de 

nutrientes, concentração de NaCl, tempo de incubação e pH e não encontraram 

relação entre fatores estressantes e aumento da adesão. Por outro lado, Lianou & 

Koutsoumanis (2012), avaliando Salmonella enterica isoladas de humanos e 

bovinos, observaram maior formação de biofilme em condições de pH, temperatura 

e concentração de NaCl menos favoráveis ao desenvolvimento desse 
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microrganismo. Esses resultados distintos demonstram que cada espécie apresenta 

suas particularidades frente a ambientes hostis, podendo formar ou não biofilme. 

 

 

5.3 Resistência a antimicrobianos 

 

O isolado 37 apresentou sensibilidade intermediária ao cloranfenicol e o 

isolado 38 à ciprofloxacina e à norfloxacina. Os dois isolados foram resistentes a 

todos os demais antimicrobianos testados. 

De acordo com um levantamento realizado por Elmahdi et al. (2016) em 

diversos países, V. vulnificus e V. parahaemolyticus possuem perfis de resistência a 

antimicrobianos semelhantes. Há maior resistência frente aos antimicrobianos 

ampicilina, penicilina e tetraciclina independentemente do país de isolamento. 

Nossos resultados confirmam a afirmação desses autores, pois os dois isolados de 

V. vulnificus obtidos a partir de pescados capturados no Estuário da Lagoa dos 

Patos também apresentaram resistência a estes antimicrobianos, com halos de 

inibição de 0 mm de diâmetro. Os autores especulam que a resistência a 

antimicrobianos semelhantes, tanto ambientais como clínicos, não necessariamente 

seja gerada pela utilização errônea e/ou indiscriminada de antimicrobianos, mas sim 

que seja uma característica própria das espécies. 

Tetraciclina era o antibiótico considerado de eleição em casos de infeções por 

Vibrio (MORRIS & TENNY, 1985). No entanto, estudos recentes apontam que tanto 

V. parahaemolyticus quanto V. vulnificus desenvolveram resistência a tetraciclina 

(LABELLA et al., 2013; PAN et al., 2013), o que foi corroborado pelo nosso trabalho 

que evidenciou a resistência à tetraciclina em ambos os isolados (Figura 1). 

Rebouças et al. (2011), após analisarem 31 isolados de Vibrio de fazendas de 

camarão (Litopenaeus vannamei) no Brasil e testarem a sensibilidade a 11 

antimicrobianos pelo método de disco-difusão, demostraram que os casos mais 

frequentes de resistência foram à ampicilina (45.2% dos isolados) e à tetraciclina 

(38.7%). Em nosso estudo, ambos os isolados foram resistentes também à 

ampicilina não havendo a presença de halos de inibição. 
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Figura 1: Teste de disco-difusão com V. vulnificus resistente à tetraciclina 30μg.  

HAN et al (2007) testou através de CIM a sensibilidade de 319 cepas de V. 

vulnificus e V. parahaemolyticus frente a cloranfenicol, tetraciclina, gentamicina, 

ciprofloxacina e ampicilina e constatou que os isolados de V. vulnificus eram 

suscetíveis a estes antimicrobianos. Os resultados indicaram que os medicamentos 

de primeira linha permanecem eficazes contra V. vulnificus. No nosso trabalho foram 

obtidos resultados diferentes, os dois isolados foram resistentes à tetraciclina, 

gentamicina e ampicilina, o isolado 38 apresentou resistência e o isolado 37 teve 

resistência intermediária ao cloranfenicol, o isolado 37 foi resistente e o isolado 38 

intermediário à ciprofloxacina (Figura 1). Esses resultados distintos podem ter 

ocorrido pela diferença entre cepas ou pelo método e concentrações dos 

antimicrobianos utilizados. 

Sudha et al. (2014) avaliaram a sensibilidade de isolados de V. vulnificus 

obtidos de camarão, caranguejo e mariscos na Índia frente a diversos 

antimicrobianos e verificaram sensibilidade a ampicilina, cloranfenicol, tetraciclina e 

gentamicina, diferentemente de nossos isolados. Encontraram resistência 

intermediária frente à ciprofloxacina, como o isolado 38 no nosso trabalho, e 

resistência a cloranfenicol e gentamicina, como o isolado 38 quanto ao cloranfenicol 

e ambas frente à gentamicina. Outros trabalhos destacam a sensibilidade de V. 

vulnificus frente a cloranfenicol (OTTAVIANI et al., 2001), gentamicina (SHAW et al., 

2014), ciprofloxacina (BAKER-AUSTIN et al., 2009) e norfloxaxina (OKOH & 

IGBINOSA, 2010), diferentemente de nosso trabalho, demonstrando, mais uma vez, 

variação entre a sensibilidade das cepas de V. vulnificus. 
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Quanto à ação de neomicina, penicilina G, enrofloxacina e amicacina, não 

existem relatos na literatura, mas no presente trabalho demonstramos serem 

antimicrobianos inadequados para o tratamento de infecções por V. vulnificus. 

 

5.4 Resistência a sanitizantes 

 

A CIM foi determinada de acordo com a última diluição que não apresentou 

turbidez nas três repetições e a CBM foi determinada após semeadura das três 

últimas diluições que não apresentaram turbidez no teste de CIM em PCA com 1% 

NaCl (Tabela 3). 

 

Tabela 3: Concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração bactericida mínima 

(CBM), em ppm, dos sanitizantes hipoclorito de sódio e dióxido de cloro frente a V. 

vulnificus. 

Cepa Hipoclorito de sódio Dióxido de cloro 

MH 1% NaCla APA 1% NaClb MH 1% NaCl APA 1% NaCl 

 CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM 

37 1.250 2.500 2.500 2.500 2.187 8.750 1.093 2.187 

38 1.250 5.000 1.250 1.250 1.093 8.750 2.187 2.187 

a
 Caldo Mueller Hinton com 1% de NaCl; 

b
 Água Peptonada Alcalina com 1% de NaCl 

 

Conforme os resultados obtidos nos métodos CIM e CBM, observou-se que 

os isolados multiplicaram-se melhor em caldo MH 1% NaCl do que no APA 1% NaCl 

(comumente utilizado para este método), sendo necessárias maiores concentrações 

de sanitizantes para eliminação do patógeno quando aquele meio foi utilizado. MH 

1% NaCl é, portanto, o meio mais apropriado para a realização da CIM e da CBM de 

V. vulnificus. 

A concentração da solução de hipoclorito de sódio recomendada pela 

legislação brasileira para a água de abastecimento é de 2 ppm de Cl2 (BRASIL, 

2017) e as concentrações comumente utilizadas na indústria de pescados para 

lavagem de filés, lavagem externa dos pescados e desinfecção de superfícies são 



25 
 

de 2, 5 e 20 ppm de Cl2, respectivamente. Nenhuma delas foi eficiente no combate a 

V. vulnificus no nosso estudo. Esses resultados ressaltam a importância da revisão, 

por parte das indústrias de pescados, dos manuais de boas práticas com vistas ao 

controle da contaminação por V. vulnificus. 

Alguns manuais, como o dos Centros Comunitários de Produção para 

entreposto de pescados (ELETROBRAS, 2015), recomendam a etapa de 

sanitização e desinfeção com hipoclorito de sódio, que pode ser realizada por 

contato por escoamento, imersão e/ou aspersão das partes, com uma solução a 100 

ppm (para imersão) ou 200 ppm (para aspersão). Os materiais devem permanecer 

em contato com a solução por 15 minutos e após deve ser feito enxague com água. 

O objetivo é reduzir significativamente o número de microrganismos deteriorantes e 

eliminar os patogênicos, no entanto nosso estudo demonstrou que essa 

concentração não é suficiente para inibição de V. vulnificus, quiçá para a eliminação 

do microrganismo. 

 

6 CONCLUSÕES 

 

V. vulnificus pode ser isolado de P. orbignyanus e de M. furnieri capturados 

no Estuário da Lagoa dos Patos. Os isolados testados, embora com intensidade 

distinta, são capazes de formar biofilme em condições favoráveis à multiplicação 

microbiana, no entanto, essa capacidade é diminuída ou eliminada após a exposição 

a estresses subletais. 

V. vulnificus apresentou resistência à maioria dos antimicrobianos testados, 

confirmando a dificuldade de se encontrar antimicrobianos capazes de combater 

infeções causadas por esses microrganismos. As concentrações de hipoclorito de 

sódio e dióxido de cloro necessárias para eliminar V. vulnificus são mais elevadas do 

que aquelas usualmente utilizadas na indústria de pescados. 
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PROJETO DE PESQUISA 

 

1. TÍTULO 

Isolamento de Vibrio vulnificus de pescados do estuário da Lagoa dos patos e teste de 

formação de biofilme e resistência a sanitizantes dos isolados  

 

2. EQUIPE 

Cláudio Dias Timm 

Débora Rodrigues Silveira 

Janaína Viana da Rosa 

 

3. RESUMO 

O estuário da Lagoa dos Patos representa uma importante área de criação para várias 

espécies de peixes e crustáceos de valor comercial, configurando-se como um polo pesqueiro 

artesanal de importância destacada no abastecimento de pescados no sul do Brasil. O pescado 

pode ser contaminado no oceano, e permanecer na indústria, ou após a captura, durante o 

transporte, manipulação, contato com o gelo, superfícies, equipamentos, e no ambiente de 

estocagem e de comercialização. Estudos realizados na América do Sul relatam a necessidade 

de mais pesquisas relacionadas à detecção de Vibrio vulnificus. A presença deste micro-

organismo tem sido registrada nas águas ao longo da costa atlântica da América do Sul. 

Porém, apesar de sua importância como causador de Doenças Transmitidas por Alimentos 

(DTA), ainda é pouco pesquisado como contaminante de pescados. O principal objetivo deste 

estudo é determinar a ocorrência de V. vulnificus em pescados capturados no estuário da 

Lagoa dos Patos e estabelecer a relação entre formação de biofilme e estresses subletais. 

Serão analisados 217 isolados característicos de Vibrio sp. obtidos a partir de 318 amostras de 

pescados capturados no estuário da Lagoa dos Patos nos anos de 2012 a 2016. Os isolados 

http://www.ufpel.tche.br/veterinaria/inspleite
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serão submetidos à identificação pela técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) com 

primers específicos para a espécie, posteriormente as cepas confirmadas serão submetidas à 

verificação da formação de biofilme em placas de microtitulação com tampas, formação de 

biofilme após estresses subletais com diferentes temperaturas e pH, verificação da formação 

de biofilme em diferentes superfícies, e por fim, testes de sensibilidade a desinfetantes. Os 

dados obtidos serão analisados estatisticamente. 

 

Palavras-chave: Micropogonias furnieri, Mugil platanus, Paralichthys orbignyanus, 

Farfantepenaeus paulensis, hipoclorito de sódio, iodo. 

 

4. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA DO TEMA E JUSTIFICATIVA 

O estuário da Lagoa dos Patos, no extremo sul do Brasil, ocupa uma área de 963,8 km² 

(10% da área total desta laguna), recebendo água dos rios localizados na sua porção norte e da 

Lagoa Mirim, ao sul, através do Canal São Gonçalo (CALLIARI, 1998). O estuário representa 

uma importante área de criação para várias espécies de peixes e crustáceos de valor comercial, 

configurando-se como um polo pesqueiro artesanal de importância destacada no 

abastecimento de pescados no sul do Brasil (REIS, 1999). Para garantir a qualidade desses 

alimentos, é necessário o correto manuseio durante a captura, o processamento, a estocagem e 

a comercialização.  

Segundo Baldisserotto (2009), o estuário da Lagoa dos Patos é a região do Rio Grande 

do Sul com maior representatividade quanto ao número de pescadores artesanais no estado, 

sendo que boa parte atua sem documentação profissional e a maioria tem baixa escolaridade 

(GARCEZ & SÁNCHEZ-BOTERO, 2011). Esses fatores podem contribuir para a 

comercialização informal e para negligências em relação aos cuidados higiênico-sanitários na 

manipulação dos pescados. 

O pescado pode ser contaminado no oceano e permanecer após o processamento na 

indústria, ou após a captura, durante o transporte, manipulação, contato com o gelo, 

superfícies, equipamentos, e no ambiente de estocagem e de comercialização (HUSS, 1997; 

OGAWA & MAIA, 1999; CARDOSO et al., 2003). Os estabelecimentos industriais de carnes 

e derivados têm exigências específicas de estrutura e produção, de ordem higiênico-sanitária, 

visando a manter condições favoráveis no sentido de evitar contaminações que causem danos 

ao produto e/ou ao consumidor (SANTOS et al., 2001). 
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Doenças transmitidas por alimentos (DTA) são geralmente infecções ou intoxicações 

causadas por bactérias, vírus, parasitas ou substâncias químicas que são transmitidos para o 

homem através de alimentos ou água contaminados. Alguns patógenos alimentares podem 

causar diarreia grave ou infecções debilitantes, incluindo meningite e septicemia. As DTA 

podem levar a incapacidades de longa duração e à morte. Exemplos de alimentos inseguros 

incluem alimentos não cozidos de origem animal, frutas e vegetais contaminados com fezes e 

crustáceos crus (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).  

Vibrio é um gênero de bactérias Gram-negativas, móveis, geralmente com um único 

flagelo polar. São micro-organismos de ambiente tipicamente marinho e estuarino que podem 

ser isoladas de peixes e crustáceos, sendo capazes também de se multiplicar sem hospedeiro 

em águas marinhas (CENTERS FOR DESEASE CONTROL AND PREVENTION, 2016). 

Muitos casos de vibrioses não são detectados, pois a identificação deste micro-organismo não 

costuma fazer parte da rotina laboratorial. V. vulnificus, V. parahaemolyticus, V. cholerae e V. 

mimicus são as principais espécies reportadas como agentes infecciosas para humanos. V. 

vulnificus é considerado o mais patogênico, podendo causar septicemia e morte (SILVEIRA 

et al., 2016). 

V. vulnificus é o patógeno alimentar mais fatal nos Estados Unidos, e possivelmente 

no mundo, com uma taxa de mortalidade de cerca de 50%, representando 95% de todas as 

mortes relacionadas ao consumo de pescados nos EUA. Estes índices excedem o de outros 

patógenos alimentares, como Salmonella, Escherichia coli e Clostridium botulinum. Embora 

a dose infectante não seja conhecida, estipula-se que 100 células ou menos possam ocasionar 

a doença em indivíduos que tenham algum fator predisponente (OLIVER, 2015). Estudos 

realizados na América do Sul relatam a necessidade de mais pesquisas relacionadas à 

detecção de V. vulnificus. A presença deste micro-organismo tem sido registrada nas águas ao 

longo da costa atlântica da América do Sul. Porém, apesar de sua importância como causador 

de DTA, ainda é pouco pesquisado como contaminante de pescados (GIVENS et al., 2014). 

No Brasil, os relatos de contaminação por V. vulnificus têm sido associados 

principalmente a ostras. Casos de diarreia e sepse foram relatados nos estados de São Paulo, 

Bahia e Ceará (ARAUJO et al., 2007). V. vulnificus foi isolado de um peixe, de 21 coletados 

em mercado público na Bahia, demonstrando sua capacidade de contaminar pescados na costa 

brasileira e se manter viável no mercado varejista. Os autores atribuíram a contaminação a 

infraestrutura e refrigeração inadequadas (EVANGELISTA-BARRETO et al., 2017). 
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 Recentemente, Vibrio parahaemolyticus, espécie patogênica que também está 

associada ao consumo de pescados contaminados, foi isolado de pescados capturados no 

estuário da Lagoa dos Patos, demonstrando a ocorrência da bactéria na região e a consequente 

contaminação dos pescados. O micro-organismo foi isolado de Micropogonias furnieri 

(corvina) e Mugil platanus (tainha), Paralichthys orbignyanus (linguado) e Farfantepenaeus 

paulensis (camarão-rosa) (ROSA et al., 2016; MILAN et al., 2015). Como V. 

parahaemolyticus e V. vulnificus possuem várias características semelhantes e habitam os 

mesmos ambientes, a presença de uma dessas espécies pode levantar a possibilidade da 

ocorrência também da outra (BLACKWEL & OLIVER, 2008). 

Biofilme é uma comunidade de micro-organismos sésseis caracterizada por células 

que se aderem a uma superfície, embebidas em uma matriz extracelular formada por 

exopolissacarídeos (DONLAN & COSTERTON, 2002). Existe uma alta prevalência de 

infecções relacionadas com biofilme, já que as bactérias, quando em biofilmes, podem ser até 

1000 vezes mais resistentes a antibacterianos e pode conter número suficiente de bactérias 

para representar uma potencial dose infectante (DAVIES, 2003). Na indústria alimentícia, os 

biofilmes são associados à contaminação de instalações e equipamentos (GÁMEZ et al., 

2004). Conforme as características dos micro-organismos, os biofilmes podem ser produzidos 

sobre uma variedade de substratos, como aço inoxidável, vidro, borracha, entre outros 

(PARIZZI et al., 2004). 

O principal fator de virulência de V. vulnificus é seu polissacarídeo capsular, que 

parece estar inversamente relacionada à sua capacidade de formar biofilme in vitro (JOSEPH 

& WRIGHT, 2004), porém o significado dessas relações para a estabilidade de V. vulnificus 

no ambiente não é conhecida (GULIG et al., 2005). São necessários mais estudos para 

elucidar a capacidade de formação de biofilme por cepas selvagens, que estão sobre pressão 

do ambiente, tanto em superfícies como em situações de estresse diferentes. 

Existe uma carência de informações relacionadas ao isolamento de V. vulnificus em 

pescados, tanto no estuário da Lagoa dos Patos, quanto em toda a costa brasileira. Devido à 

importância como patógeno causador de DTA e à alta mortalidade associada a este micro-

organismo em países onde é pesquisado na rotina laboratorial, é necessário o conhecimento da 

sua possível ocorrência em pescados na região, assim como das características desses isolados 

que possam contribuir para seu efetivo controle nas plantas processadoras. 

 

Hipótese 
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V. vulnificus pode ser isolado de peixes e camarão capturados na Lagoa dos Patos, 

alguns isolados podem formar biofilme em diferentes superfícies e serem resistentes a 

determinados sanitizantes. 

 

5. OBJETIVOS  

Geral 

Determinar a ocorrência de Vibrio vulnificus em pescados capturados no estuário da 

Lagoa dos Patos e estabelecer a relação entre formação de biofilme e estresses subletais e 

sanitizantes. 

Específicos 

- Verificar a capacidade dos isolados formarem biofilme; 

- Submeter os isolados a diferentes tipos de estresse e verificar possíveis efeitos na formação 

de biofilme. 

- Verificar a formação de biofilme em diferentes superfícies de materiais usualmente 

utilizados em equipamentos industriais; 

- Verificar a capacidade dos isolados formarem biofilme na superfície do exoesqueleto de 

camarões e dos opérculos dos peixes; 

- Verificar se a formação de biofilme por V. vulnificus aumenta a resistência a sanitizantes. 

 

6. MATERIAL E MÉTODOS 

Coleta das amostras 

4.1. Coleta das amostras 

 Serão analisados 217 isolados característicos de Vibrio sp. obtidos nos trabalhos de 

MILAN et al. (2016), ROSA et al. (2016) e ROSA et al. (2017), a partir de 318 amostras de 

pescados capturados no estuário da Lagoa dos Patos nos anos de 2012 a 2016. A pesca na 

região se da de maneira artesanal bem como a evisceração no caso dos pescados eviscerados. 

Sendo 25 amostras de F. paulensis e 293 de peixes, das espécies M. furnieri, M. platanus, P. 

orbignyanus e Netuna barba (bagre) (Tabela 1).  

Tabela 1: Isolados característicos de Vibrio sp. em meio TCBS, obtidos a partir de amostras 

de pescados capturados no estuário da Lagoa dos Patos. 

Espécie Nº de 

isolados 

Nº de 

amostras 

Processamento da 

amostra 

Nº Inteiros/nº eviscerados 

Referências 

Mugil platanus 11 10 10/0 Milan et al. (2016) 
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Micropogonias furnieri 9 10 10/0  

Paralichthys orbignyanus 12 20 20/0  

Netuna barba 0 3 3/0  

Farfantepenaeus paulensis 16 13 13/0  

Mugil platanus 38 30    15/15 Rosa et al. (2016) 

M. furnieri 56 60    30/30  

P. orbignyanus 42 40            20/20  

M. platanus 21 50 50/0 Rosa et al. (2017) 

M. furnieri 8 35 35/0  

P. orbignyanus 2 35 35/0  

F. paulensis 2 12 12/0  

Total 217 318           253/65  

 

4.2. Obtenção dos isolados 

A pesquisa de Vibrio spp. foi realizada conforme recomendado por U. S. Food and 

Drug Administration - FDA (KAYSNER & DE PAOLA, 2004) por Milan et al. (2016), Rosa 

et al. (2016) e Rosa et al. (2017). Colônias características de Vibrio sp. em ágar Tissulfato 

Citrato Bile Sacarose (TCBS, Acumedia) foram selecionadas e estocadas em Água Peptonada 

Alcalina, com 1% de cloreto de sódio e 20% de glicerol, e armazenadas a -20 ºC para 

posteriores análises moleculares.  

4.3. Extração de DNA 

Os isolados serão recuperados em tubos de 3 mL de Água Peptonada Alcalina (com 

1% de cloreto de sódio), durante 24 h a 37 ºC, duas vezes consecutivas. 

Os DNAs dos isolados serão extraídos conforme Sambrook & Russel (2001). 

Resumidamente, o pellet obtido por centrifugação de 1 mL de cultura em APA será 

ressuspendido em 100 µL de tampão STES [Tris-HCl 0,2 M, NaCl 0,5 M, SDS 0,1% (m/v), 

EDTA 0,01 M, pH 7,6]. Adicionado 50 µL de pérolas de vidro e 100 µL de fenol/clorofórmio. 

Após homogeneização por 1 min, a mistura será centrifugada a 13.000 g por 5 min. O 

sobrenadante será coletado e precipitado em 2 volumes de etanol absoluto e 0,1 volume de 

NaCl 5 M a -20 ºC por 30 min. Uma nova centrifugação será realizada a 13.000 g por 20 min, 

o sobrenadante descartado e o pellet lavado com etanol a 70%. Após eluição em 40 µL de 

tampão de eluição (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1mM, pH 7,4), será adicionado 1 µL de RNAse 

(10 µg/µL). O DNA extraído será estocado a -20 ºC. 
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4.4. Identificação de V. vulnificus 

Os isolados de Vibrio serão analisados pela reação em cadeia da polimerase (PCR) 

para pesquisa do gene cth (Tabela 2), para identificação de V. vulnificus, conforme Hill et al. 

(1991), com os primers recomendados por Kaysner & de Paola (2004). Cada reação terá um 

volume final de 25 µL. Serão utilizados 12,5 µL de Master Mix, 1,25 µL de cada primer, 2 

µL de DNA e 8 µL de água para completar o volume da reação. A amplificação será realizada 

em termociclador TC-3000 com o seguinte programa: desnaturação inicial de 94°C por 10 

min, seguido de 30 ciclos de desnaturação a 94°C por 1 min e 45 seg, anelamento dos primers 

a 67°C por 2 min, extensão a 72°C por 2 min e extensão final a 72°C por 7 min. Os produtos 

da PCR serão corados com GelRed (Uniscience, São Paulo, Brasil) e a eletroforese será 

realizada em gel de agarose a 1,8%. Como controle positivo, será utilizada a cepa de V. 

vulnificus ATCC 27562. 

 

Tabela 2. Primers utilizados na identificação de V. vulnificus. 

Primer Sequência (5’ a 3’) Tamanho da 

amplificação (pb) 

Referência 

Vvh-785F CCGCGGTACAGGTTGGCGCA 
519 

Kaysner & de 

Paola (2004)  Vvh-1303R CGCCACCCACTTTCGGGCC 

 

4.5. Verificação da formação de biofilme em placas 

Os isolados serão avaliados quanto à sua capacidade de produção de biofilme em 

placas de microtitulação (Nunclon, Nune, Roskilde, Denmark), seguindo a técnica descrita 

por Janssens et al. (2008), com modificações, de forma a adaptar o método para V. vulnificus. 

Serão colocados 100 µL de Água Peptonada Alcalina (APA, Himedia, Mumbai, Índia) em 

cada poço da placa de microtitulação e adicionados 100 µL de culturas overnight em APA de 

cada cepa padronizadas em espectrofotômetro a 600 nm para valor 0,5 de densidade ótica 

(DO). Poços com 200 µL de caldo APA, sem cultura bacteriana, serão utilizados como 

controle. A tampa será colocada sobre a placa, que será incubada durante 48 h a 37 ºC sem 

agitação. Durante a incubação, os biofilmes irão se formar sobre a superfície das cavidades, 

nas tampas. Para quantificação da formação de biofilmes, as tampas serão lavadas em 200 µL 

de solução salina tamponada com fosfato (PBS, 0,1 M, pH 7,0). O material que permanecer 

ligado à tampa será corado durante 30 min com 200 µL de cristal violeta 0,1% (m/v), lavado 

em água destilada estéril (200 µL) e a tampa será seca em temperatura ambiente por 30 min. 
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O corante que permanecer ligado ao biofilme será extraído para nova placa com ácido acético 

glacial 30% (200 µL). A DO570 de cada poço será medida utilizando leitor de placas de 

microtitulação. Cada cepa será classificada como não formadora de biofilme, fracamente 

formadora, moderadamente formadora ou fortemente formadora, de acordo com os 

procedimentos sugeridos por Stepanovic et al. (2000). O ponto de corte (DOc) será definido 

como três desvios padrões acima da média das DOs dos controles e a classificação será 

determinada conforme segue. 

DO ≤ DOc = não formadora 

DOc < DO ≤ 2 x DOc = fraca formadora 

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

4 x DOc < DO = forte formadora 

4.6. Formação de biofilme após estresse subletal 

Concomitantemente aos testes de avaliação da capacidade de produção de biofilme em 

placas de microtitulação, serão testadas culturas dos isolados após serem submetidos a 

estresse subletal. Para a preparação das células aos choques de calor e frio, culturas overnight 

em APA serão mantidas em banho-maria a 42 ºC por 45 min e em 20 ºC durante 4 h, de 

acordo com os métodos descritos por Chang et al. (2004) e Lin et al. (2004), respectivamente. 

As células também serão estressadas a 4 ºC durante 4 h. Os procedimentos descritos por 

Wong et al. (1998) serão utilizados para estressar as células bacterianas em ambiente ácido. 

Culturas overnight em APA terão seu pH ajustado para 5,0 com HCl 6N e serão incubadas a 

37 ºC durante 30 min. Para o teste em diferentes concentrações salinas, culturas overnight em 

APA serão submetidas às concentrações de 0%, 2,5% e 5% de NaCl, já detectadas no estuário 

por Rosa et. al. (2017), e incubadas a 37 ºC durante 30 min. 

4.7. Verificação da formação de biofilme em diferentes superfícies 

Os isolados considerados formadores de biofilme nas placas de microtitulação serão 

testados quanto à capacidade de formarem biofilme em diferentes superfícies, conforme 

técnica utilizada por Milan et al. (2015). Serão utilizadas placas de superfícies planas com 4 

cm² de plástico (polietileno de alta densidade), poliestireno transparente, aço inoxidável e 

vidro estéreis. Também serão utilizadas placas planas de 1 cm² de exoesqueletos de F. 

paulensi e opérculos de M. furnieri, preparadas de acordo com o método aplicado por Castro-

Rosas e Escartín (2002). Os opérculos e exoesqueletos serão removidos manualmente, 

lavados durante 30 s com agitação para remover qualquer líquido remanescente e tecidos 

moles, cortados assepticamente no tamanho adequado e armazenados a -20 ºC até a sua 
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utilização. Todas as diferentes superfícies serão colocadas em um Becker contendo 200 mL 

de APA e 4 mL de cultura overnight de cada isolado. A cada 48 horas de incubação, as placas 

serão lavadas suavemente duas vezes com PBS - 3% NaCl para remoção de células não 

aderidas e novamente inseridas em Becker com 200 mL de APA, porém sem inóculo. Após 

cinco repetições do procedimento, serão passadas zaragatoas estéreis sobre toda a superfície 

de cada placa e transferidas para tubos de ensaio contendo 10 mL de PBS - 3% NaCl. A partir 

desta, serão feitas diluições seriadas para contagem dos microrganismos em TCBS. Uma cepa 

não formadora de biofilme será utilizada como controle negativo.  

4.8. Sensibilidade a desinfetante 

A eficiência do sanitizante hipoclorito de sódio será testada em diferentes 

concentrações, serão utilizadas soluções contendo 2 ppm, 5 ppm, 20ppm e 100 ppm de Cl2, e 

será avaliada frente às bactérias nos biofilmes formados sobre a superfície dos diferentes 

materiais utilizados. O mesmo processo descrito anteriormente será repetido com os isolados 

que formaram biofilme e os materiais em que houve formação de biofilme. Após a última 

lavagem, as placas com biofilme serão imersas em frascos contendo sanitizantes, onde 

permanecerão durante 10 e 20 minutos. Alcançado o tempo de contato estabelecido, as placas 

serão imersas em solução neutralizante (Na2S2O3, 0,1 M) por 30 segundos. Após lavagem com 

PBS, será passada uma zaragatoa estéril na superfície de cada placa e realizada contagem em 

TCBS. Como controles, biofilmes formados pelos mesmos isolados, porém sem entrar em 

contato com os sanitizantes, serão objeto de contagens em TCBS. A sensibilidade dos 

isolados na forma planctônica também será avaliada. Culturas overnight a 37 ºC em APA dos 

isolados formadores de biofilme, após coleta de alíquotas para contagem em TCBS, serão 

adicionadas dos sanitizantes, de forma a se obter as concentrações finais de 2 ppm, 5 ppm, 20 

ppm e 100 ppm e Cl2. Após 10 e 20 minutos, será adicionada solução neutralizante e alíquotas 

serão obtidas para diluição seriada e contagem em TCBS. 

4.9. Análise dos dados  

Todos os experimentos serão realizados em triplicata. Será feita análise de variância das 

contagens e as médias das contagens de células planctônicas e nos biofilmes na avaliação da 

sensibilidade a sanitizantes, bem como submetidas a estresse ou não, serão avaliadas pelo 

teste de Tukey, com uso do programa STATISTIX® (2003). 

 

7. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES 

Ano I 
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Atividades 
Meses 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Redação do projeto X X X X X X X X X    

Coleta e processamento 

das amostras para 

isolamento bacteriano 

X X X X X X X X X    

Realização de PCR para 

identificação da espécie 

   X X X X X X X X X 

 

Ano II 

Atividades 
Meses 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Verificação da formação 

de biofilme em placas 

X X X          

Formação de biofilme 

após estresse subletal 

 X X X         

Verificação da formação 

de biofilme em 

diferentes superfícies 

  X X X        

Sensibilidades a 

desinfetantes 

   X X X       

Análise dos dados e 

redação do artigo 

    X X X      
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