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IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS PRESENTES NOS PESCADOS E
NOS COMPARTIMENTOS DE ARMAZENAMENTO DE EMBARCACOES

Autor: Diego Antonio Viana Gomes?
Orientador: Ana Paula Guedes Frazzon
Co-orientador: Sueli Teresinha Van Der Sand

RESUMO

O pescado € um alimento de excelente valor nutritivo devido as suas proteinas,
vitaminas e &cidos graxos insaturados. Entretanto, o pescado € muito
perecivel, necessitando de condi¢cdes sanitarias adequadas, desde a sua
captura até a comercializacdo. Diversos fatores determinam uma condi¢cdo de
risco ao consumidor, que vao desde a contaminacdo do ambiente onde é
capturado, até a sua chegada ao comprador. Este trabalho teve como objetivo
determinar a presenca de populagbes bacterianas em pescados desde a
captura até a sua entrega ao distribuidor. As coletas das amostras foram
dimensionadas a duas etapas sazonais e foram coletadas em trés pontos de
amostragem: o convés, 0 pescado e O peixe no armazenamento para o
desembarque. Posteriormente, as amostras foram semeadas nos meios de
cultura agar tripticaseina (TSA) e, TSA adicionado com 20% agua marinha e
caldo azida. A identificagdo dos isolados foi realizada utilizando as provas
bioquimicas e por sequenciamento do 16S rDNA. As bactérias identificadas
foram: Aerococcus, Bacillus spp., Brochothrix thermosphacta, Corynebacterium
aguaticum, Exiguobacterium aurantiacum, Marinococcus halotolerans,
Micrococcus luteus, Psychrobacter luti, P. maritimus, P. nivimaris, P. marincola,
Rhodococcus corynebacterioides, Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Salinicoccus alkaliphilus, S. roseus, Streptococcus iniae e Vagococcus fluvialis.
Os microrganismos isolados apontam para uma diversidade bacteriana ligada a
influéncia de fatores de origem marinhas, humana e de contaminagao
ambiental, que podem ser distintas em decorrer da época do ano e o tipo de
pescado relacionado.

!Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente - Microbiologia
Ambiental, Instituto de Ciéncias Basicas da Saulde, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (87 p.) Marco, 2009



IDENTIFICATION OF MICROORGANISMS PRESENT IN FISH AND IN THE
STORAGE COMPARTMENT

Author: Diego Antonio Viana Gomes'
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Co- adviser: Sueli Teresinha Van Der Sand

ABSTRACT

Fish is a food with excellent nutritional value due their proteins, vitamins and
unsaturated fatty acids. However, fish is a highly perishable product, requiring
adequate sanitary conditions, since its capture until the coomercialization.
Several factors determine the risk condition to the fish, ranging from the
environment contamination where it was caught, until their purchased by the
consumer. The aim of this work was to determine the presence of bacterial
populations in fish from capture to delivery. Samples colletion were done into
two seasonal periods of the year and the collection was carried out in three
sampling points: deck the boat, the fish and fish stored on the boat. Afterwards
the samples were inoculated tripticase soy agar medium (TSA), TSA with 20 %
seawater and azide broth. Isolates identification was done using biochemical
test and by 16S rDNA sequencing. The identification bacterial were:
Aerococcus, Bacillus spp., Brochothrix thermosphacta, Corynebacterium
aguaticum, Exiguobacterium aurantiacum, Marinococcus halotolerans,
Micrococcus luteus, Psychrobacter luti, P. maritimus, P. nivimaris, P. marincola,
Rhodococcus corynebacterioides, Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Salinicoccus alkaliphilus, S. roseus, Streptococcus iniae and Vagococcus
fluvialis The microorganisms isolated show a variety of factors related to
influence of marine origin, human and environmental contamination, which may
be different in course of time of year and type of fish related.

'Master of Science dissertation in Agricultural Microbiology, Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brazil. (87 p.) March 2009.
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1. INTRODUCAO

O pescado € um alimento de excelente valor nutritivo devido as suas
proteinas, vitaminas e acidos graxos insaturados. Em todo o mundo cresce o
interesse em consumir proteina proveniente desse alimento.

O pescado é muito perecivel, necessitando de condicGes sanitarias
adequadas, desde a sua captura até a comercializacdo. Para a conservacao
dos pescados durante e ap0s a captura é necessario gelo, porque este retarda
0 processo de decomposicdo do pescado que inicia rapidamente apds a morte
do peixe e mantém o pescado com caracteristicas de “alimento fresco”. O
periodo em gque os pescados permanecem armazenados no pordo do barco,
em alto mar, € em média 20 dias. No momento da venda o valor agregado do
pescado esta diretamente relacionado com o tempo de armazenamento deste,
pois quanto mais rapido ele for desembarcado e transportado, maiores sédo as
chances de manter as caracteristicas organolépticas e nutricionais do pescado.

O municipio do Passo de Torres (SC) é uma cidade que tem como
fonte priméria de arrecadacdo o pescado. Nesse municipio sdo mais de 900

pescadores cadastrados na associacdo de pescadores, que é representada



pela Colénia de Pescadores Z-18. A Coldnia Z-18 € responsavel pela captura
de peixes de exceléncia e a pesca € realizada com pequenos barcos, que
ficam de 1 a 12 dias no mar. Os pescados capturados sdo enviados para
mercados dos grandes centros de consumos, como Rio de Janeiro e Sao
Paulo.

Os dois géneros de pescado de grande importancia para 0s
pescadores dessa regiao séo o linguado (Paralichthys spp.) e a tainha (Mugil
spp.). O linguado é o peixe de maior valor comercial e sua pesca € marinha e
especializada, ja a tainha, representa uma fonte importante de sustento
envolvendo pescadores tanto marinhos quanto ribeirinhos.

A qualidade no pescado fresco, além do periodo armazenado no
barco, esta diretamente influenciada pela falta de higiene dos manipuladores,
pelas superficies contaminadas. O pordo e o convés do barco de pesca
normalmente estdo ligados com uma limpeza precaria, onde em muitos casos
sdo utilizados apenas a agua do rio sem nem um tipo de tratamento. Diversos
fatores determinam uma condicdo de risco de contamina¢édo do pescado, que
vao desde a contaminacdo do ambiente onde é capturado, até a sua chegada
ao consumidor, o que faz desse alimento uma potencial fonte de contaminacao
para o homem.

O pescado pode ser hospedeiro de um grande nuamero de
microrganismos patogénicos para o0 homem, sendo a maior parte deles oriundo
da contaminacdo ambiental. O lancamento dos esgotos nas &aguas de
reservatorios, lagos, rios e no préprio mar € a causa poluidora mais comum

registrada no mundo inteiro. No caso particular da pesca maritima, a captura do



pescado em aguas costeiras oferece maiores riscos do que a realizada em alto
mar. Outra fonte de contaminacédo importante € o manejo do pescado, desde o
momento da captura, ainda nos barcos pesqueiros, até sua destinacéo final.
Até o0 momento, existem poucos estudos que avaliam o0s
microrganismos presentes em embarcacdes pesqueiras e no pescado, 0 que
torna importante uma pesquisa detalhada da microbiota presente e a sua

diversidade.

1.1 OBJETIVO GERAL
Identificar as populacdes bacterianas presentes nos convés e no

pescado no momento da captura até a entrega ao distribuidor.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar fenotipicamente por testes bioquimicos e fisiol6gicos
as espécies bacterianas presentes nas embarcacfes no convés do barco
pesqueiro no momento da saida do barco do Porto de Passo de Torres;

- Caracterizar fenotipicamente as espécies bacterianas presentes no
pescado no momento de sua entrada no barco e durante o desembarque no
porto apos ter passado pelo menos 4h fora da agua;

- Amplificar e sequénciar a regido 16S rRNA dos isolados, para

auxiliar na identificacdo dos mesmos;



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pescados na alimentacgéo

Em muitos paises, o pescado faz parte da cultura e dos costumes da
populacdo, podendo representar a fonte principal de proteina animal na dieta
alimentar. Atualmente, é cada vez maior o niumero de pessoas que prefere
consumir a carne de peixe como uma alternativa de alimentacao saudavel, em
relacdo a outras carnes. O baixo teor em gordura de muitas espécies de peixe,
denominados peixes magros e os efeitos dos acidos graxos poli-insaturados,
que se encontram nas espécies que sao ricas em gordura, sdo aspectos
importantes para aquelas pessoas que se preocupam com a sua saude, em
particular, nos paises desenvolvidos onde a mortalidade por doenca
cardiovascular é elevada (LOSSONCZY et al., 1978).

O pescado difere dos outros tipos de produtos alimentares vivos, por
diversas razdes: primeiro porque o0 pescado é retirado de uma populacdo
“selvagem” e os pescadores sao ditos como “cagadores” que nao tém

influéncia no manejo das suas presas antes de serem capturadas. Assim, ndo

€ possivel imitar a situacdo dos animais de abate em cativeiro, de modo a



selecionar apenas os exemplares mais adequados para a captura, pois o peixe
€ capturado sem ser possivel identificar o seu tamanho, massa corpérea ou
suas condi¢des de saude (HUSS, 1997).

Segundo dados da “Food and Agriculture Organization” (FAO, 2001),
a carne de pescado vem atingindo altos indices de consumo nos paises da
Europa e Asia. Nesses paises, o pescado é a proteina de origem animal mais
consumido. Nao existem dados oficiais de consumo de pescado no Brasil. O
consumo médio mundial é de 19 kg/habitante/ano e no Brasil o consumo
atualmente fica em torno de 6,3 kg/habitante/ano. De acordo com dados da
industria de pescado, o consumo per capita no Brasil é quase a metade do que
sugerido pela FAO. A FAO estimou que em 2010, a producdo mundial de
pescado ficara entre 107 e 144 milhdes de toneladas somando-se pesca em
captura e aquicultura.

O teor protéico das diferentes espécies de peixes varia de 15% a
20%. De acordo com Lederer (1991), o valor cal6rico dos peixes como alimento
depende do teor de gordura e assim classificam-se:

o Peixes magros (com menos de 1% de gordura), neste grupo estdo o
bacalhau (Gadus spp.), carpa (Cyprinus carpio), pescada (Merluccius,)
truta, (Salmo spp.), linguado (Paralichthys patagonicus, P. brasiliensis)
entre outros;

o Peixes meio gordos (com 7% a 8% de gordura), como o salméo
(Oncorhynchus spp.), arenque (Clupea spp.), cavala (Scomber spp.),

congro (Conger spp.) e outros;



o Peixes gordos (com mais de 15% de gordura) como, por exemplo, atum
(Thunnus spp.), enguia (Anguilla spp.) e outros.

A ingestdo de pescado é indicada para prevenir ateroma, que Sao
placas compostas especialmente de lipideos e tecido fibroso, que se formam
na parede dos vasos, particularmente nos paises onde as taxas de infarto do
miocardio sdo elevadas, devido a elevada ingestdo de gordura animal
procedente de mamiferos (FERRETTI et al., 1994). O pescado constitui, ainda,
fonte importante de vitaminas A e D, principalmente a partir do 6leo de figado
de bacalhau ou da ingestédo da carne dos peixes gordos (LEDERER, 1991).

A pesca é fonte crucial de renda de muitas comunidades, tendo na
negociacao dessa a sua sobrevivéncia (DIEGUES, 1999). Entre as espécies de
peixe, o linguado (Paralichthys patagonicus, P. brasiliensis) e a tainha (Mugil
spp.), juntamente com o camardo (Farfantepenaeus paulinesis), o bagre
(Netuma barba) e a corvina (Micropogonias furnieri) formam a principal garantia
da sustentacdo econdmica das populacdes pesqueiras artesanal na regiao Sul
(GARCEZ & SANCHES-BOTERO, 2005). O linguado (Paralichthys spp.) e a
tainha (Mugil spp.) foram os mais importantes recursos pesqueiros, no ano de
2005, no estado de Santa Catarina. O total de captura de linguado
(Paralichthys spp.) e a tainha (Mugil spp.), no estado ficou em torno de 2891
toneladas e da tainha 10531 toneladas (UNIVALI - CCTMAR, 2007),

demonstrando a fundamental importancia da pesca para as comunidades.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Lip%C3%ADdeo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tecido_fibroso
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vasos_sang%C3%BC%C3%ADneos

2.2 Qualidades dos pescados e a presenca de microrganismos

A qualidade dos produtos alimentares é de grande importancia para
as industrias de alimentos, bem como para as autoridades de saude publica.
As perdas economicas resultantes da deterioragdo dos alimentos sao
raramente quantificadas, mas as estimativas apontam para valores superiores
a 20% da producéo do pescado (ABABOUCH et al., 2005).

O pescado pode ser veiculador de um grande numero de
microrganismos patogénicos para o ser humano, estando relacionado ao
crescimento de acfes poluidoras e contaminadoras do ambiente, através da
exposicdo e de lancamentos de esgotos, nos varios sistemas aquaticos
disponiveis (LEWIS et al., 2001). No caso particular da pesca maritima, a
captura em aguas costeiras oferece maiores riscos do que a realizada em alto
mar, devido a menor diluicdo das aguas de rios e lagos que escoam no mar
(LIMA, 1997). Outra fonte de contaminacao importante € o manejo do pescado,
desde o0 momento da captura, ainda nos barcos pesqueiros (ZICAN, 1994), até
sua destinacao final; apés passar por inUmeras fases de processamento e
transporte (ALBUQUERQUE et al., 2006).

A contaminac¢do microbiolégica de alimentos € uma preocupacdo em
muitos paises, especialmente devido aos elevados indices de doencas
veiculadas por alimentos crus, mal preparados e conservados (ANVISA, 2001).
Um local de armazenamento de alimento, quando contaminado por bactérias
patogénicas, pode acarretar em uma fonte de contaminacdo cruzada. As
enterobactérias sdo um dos grupos mais bem definidos e estudados (ANVISA,

2004). Este grupo é responsavel por infecgdes urinarias e gastroenterite, e



podem ser encontrado na natureza ou na microbiota normal dos animais de
sangue quente.

A ingestdo de peixe in natura tem sido apontada, como causa de
gastroenterite. Entre os microrganismos que merecem destaque estdo as
bactérias do género Salmonella (HATHA & LAKSHMANAPERUMALSAMY,
1997), tanto as de origem humana (S. typhi e S. paratyphi) quanto as de origem
animal, bem como as bactérias do género Shigella que sdo encontradas em
adguas poluidas por esgotos ou por excretas de animais (GERMANO et al.,
1993). Shigella e Salmonella sdo bactérias que invadem o intestino, causando
lesbes as células subjacentes e pequenas ulceracbes que permitem perda
consideravel de liquido que contém proteinas, eletrdlitos e dgua (ROBBINS et
al., 2000).

Os alimentos também podem ser contaminados pela manipulagéo
dos mesmos, e como consequéncia direta da manipulacdo inadequada do
pescado estdo apontados os Streptococcus spp., Staphylococcus spp. e 0s
Micrococcus spp. (GERMANO et al., 1993; ADAMS et al., 1994; CARDONHA
et al., 1994), todos de origem humana, encontrados nas mucosas e superficie
da pele de mamiferos (ALBUQUERQUE et al., 2006; MICHEL et al., 2007).

O género Streptococcus é facilmente encontrado em varios locais do
corpo humano, representando parte importante da microbiota oral (HARDIE &
WHILEY, 2006). Esse género é grande e complexo, existindo espécies que séo
clinicamente responséaveis por uma variedade de infec¢Bes tanto no homem
guanto nos outros animais (HASLAM & GEME, 2008; QUASEM et al., 2008).

Além das espécies consideradas patogénicas, ha uma série de espécies deste



género que sao consideradas inofensivas, contudo, nos ultimos anos, devido
ao aumento dos individuos imunodeprimidos e em raros casos, estes
microrganismos séao isolados de infeccfes que causam Obito (PRASAD et al.,
2006). Esses organismos, também podem estar associados ao ambiente,
sendo responsaveis por infec¢des invasivas em gado e meningite em pescados
de aquicultura (MAJTHEWS et al., 1994; GOH et al., 1998).

Muitos organismos pertencentes ao género Micrococcus fazem parte
da microbiota normal da pele humana (KLOOS & MUSSELWHITE, 1975;
KOCUR et al., 2006), podendo também ser encontrado no ambiente. O M.
luteus € um microrganismo que ja foi isolado em &gua, animais e em
sedimentos marinho (BULTEL-PONCE et al., 1998). Esse microrganismo é
causador de infec¢Bes cronicas em peixes de aquicultura responsaveis por
grandes perdas de produtividade (AYDIN et al., 2005). Em ambientes aquaticos
de agua doce foi isolado formando biofilme (BUSWELL et al., 1997; RICKARD
et al., 2002).

Outros grupos de microrganismos que ja foram isolados de doencas
em pescados, pertencem ao género Corynebacterium (BAYA et al.,, 1992).
Essas bactérias sdo parasitas obrigatérios das mucosas e pele de mamiferos,
sendo ocasionalmente encontradas em outras fontes; algumas séo patogénicas
para mamiferos, possuindo diversas espécies que vivem em Varios habitat
(GRAEVENITZ & BERNARD, 2006).

Proteus morgagnii € outro microrganismo importante para o pescado
e integra 0,1% a 1% de toda a microbiota superficial de alguns peixes

(GERMANO et al.,, 1993). A contaminacdo por esta bactéria pode levar a
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formacdo de histamina, por descarboxilacdo do aminoacido histidina em peixes
de carne vermelha, como o atum (Thunnus albacares), cavalinha (Scomber
japonicus) e arenque (Clupea harengus). A ingestdo de pescado nestas
condicbes pode resultar em intoxicacdo com sintomas nervosos devido a
estimulacdo vagal, a partir da ingestdo de 100mg de histamina/ 100g de peixe
(GERMANO et al., 1993; ABABOUCH et al. 1996).

Um importante decompositor de carnes é o Brochothrix (CUTTER &
SIRAGUSA, 1997; KIRBY et al., 2001), estes microrganismo cresce em
diferentes atmosferas e apresenta a capacidade de crescerem em
temperaturas abaixo de 0°C (PIN et al., 2002). Microrganismos com essa
capacidade de crescimento em baixas temperaturas sdo denominados
psicrofilos e psicrotolerantes, dependendo das faixas de temperatura
(SCHERER & NEUHAUS, 2006). Existem géneros ambientais com essas
caracteristicas, como as bactérias do género Psychrobacter (JUNI & HEYM,
1986). As espécies desse género sdo predominantemente isoladas de
ambientes marinhos em mares gelados, geleiras e “iceberg” (ROMANENKO et

al., 2002; 2004; YOON et al., 2005).

O Clostridium perfringens tipo C pode causar enterite necrotica.
Clostridios sulfito redutores, Klebsiella sp., Citrobacter sp., Enterobacter sp.,
Yersinia enterocolitica, Escherichia coli, Pseudomonas sp., Aeromonas sp.,
Alcaligenes sp., Flavobacterium sp. e Enterococcus sp. podem ser encontrados
nos peixes frescos ou congelados, nos frutos do mar e nos produtos
industrializados (MATCHES et al., 1974; AYULO et al., 1994; ROMALDE et al.,

1996; HSU et al., 2009). A maioria destes microrganismos esta relacionada
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com a qualidade da agua, principalmente do gelo utilizado na conservacao,
e/ou com os procedimentos pos-captura.

A agua de alto-mar tem em média, uma concentracdo de 3,5% de
sal, consequentemente as bactérias marinhas de alto-mar sdo halofilicas,
desenvolvendo-se bem em meio de cultivo com 2 a 3% de sal. Entretanto, nem
todas as bactérias que estdo no mar sdo halofilicas, pois a microbiota marinha
sofre influéncia de bactérias terrestres transportadas pelos rios.
Particularmente, a dgua costeira mostra uma quantidade maior de bactérias,
comparando-se com aguas profundas e de alto-mar (JORGENSEN et al.,
1988). Bactérias ambientais, como as do género Marinococcus estao
relacionadas a locais de ambiente marinho. Individuos desse género tem a
capacidade de crescerem a concentracdes maiores do que 20% NaCl (ZHANG
et al., 2002). Microrganismos haldéfilos do género Salinicoccus, também ja
foram isolados de lagos salgados e sédo descritos com tendo uma grande
capacidade de suportar variacbes de temperaturas, pH e salinidade (CHEN,
2008).

Os géneros Vagococcus e Aerococcus sao amplamente distribuidos
na natureza, incluindo ambientes marinhos, estando associado a uma série de
patologias nos pescados. O Aerococcus viridans € principalmente associado a
crustaceos, sendo conhecido por causar uma doenca fatal em lagostas
(Palinurus spp.) chamada “gaffkemia” (LAUBIER & LAUBIER, 1993; STEWART
et al., 2004). A bactéria V. salmoninarum é isolada frequentemente de salméo
do atlantico e de varias outras espécies de peixe (SCHMIDTKE & CARSON,

1994).
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Inimeras espécies de Actinomicetos e Nocardia sdo isolados do
oceano sendo importantes recicladores no ambiente. Membros do género
Rhodococcus (SERRANO et al., 1972) sdo descritos como um efetivo agente
biorremediador de 6leo bruto em agua marinha (GENTILI et al., 2006) tendo a
capacidade de degradar uma variedade de substratos (TENIOLA et al., 2005) e
reciclar um grande namero de polimeros (PAN et al., 2009). Também o género
Exiguobacterium € de importancia ecolégica e em estudos recentes, com E.
aurantiacum verificou-se sua capacidade de degradar 6leo diesel (MOHANTY
& MUKHERJI, 2008) e agrotoxicos (LOPES, et al., 2005). Esses
microrganismos sdo de origem ambiental, em geral, sdo bactérias que
raramente causam alguma enfermidade, mas tem uma grande importancia
ecoldgica nos ciclos dos elementos na natureza (MOHANTY, & MUKHERJI,
2008).

2.3 Doencas transmitidas por alimentos

A verdadeira incidéncia das doencas transmitidas por produtos
alimentares ndo é conhecida (FORSYTHE, 2002). Segundo a Organizacao
Mundial da Saude (OMS, 2007) A incidéncia de patologias relacionadas com
alimentos no mundo, apenas em 2005, foi de 1,8 milh&es de casos de 6bito.

Em 2002, no estado de Sao Paulo, estimou-se que cerca de 1,5
milh&o de pessoas apresentaram alguma patologia transmitida por alimentos.
Entretanto, foram registrados apenas 3950 casos, segundo dados do Centro de
Vigilancia Epidemiol6gica do Estado de Séo Paulo (CVE, 2003)

Em um periodo de dois anos (1980-1981), 8,7% da totalidade dos

surtos na Holanda foi de origem alimentar. Contudo, frequentemente, ndo séo
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identificados alimentos especificos. Porém, nos casos em que houve registro o
pescado representou menos de 3% da totalidade dos incidentes.

Em estudos da FAO (1997), foi verificado que o peixe era a fonte
mais comum associada com doencas envolvidas com pescados, seguidos
pelos moluscos bivalves e os crustaceos.

Durante 1980-1994 em Nova lorque, 339 surtos de doencas
associados ao pescado foram notificados, resultando em 3959 casos de
doencas, 76 internacdes e quatro Obitos. Durante este periodo, 0s surtos
associados ao pescado representaram 19% de todos os alimentos notificados
(WALLACE, 1999).

2.4 Comunidades de pescadores artesanais no sul do Brasil

A pescaria artesanal é atuante em toda a costa brasileira, sendo
praticadas por pescadores autbnomos, exercendo sua atividade laboral
individual ou em parcerias com outros pescadores (DIEGUES, 1999). A pesca
artesanal destina-se ao consumo proprio ou familiar podendo ser destinada ao
comercio, esta pescaria emprega equipamentos simples e o produto €
comercializado, normalmente, através de atravessadores. No estado do Rio
Grande do Sul existem cerca de 12000 pescadores artesanais atuantes, sendo
0 quarto maior estado em captura de pescado (GARCEZ & SANCHEZ-
BOTERO, 2005).

A Colbnia de Pescadores Z-18 esta localizada no Passo de Torres
(SC) e é um municipio que tem como fonte primaria de arrecadagéo o pescado,
sustentando diretamente aproximadamente 1500 familias. Esta colénia de

pescadores é responsavel pela captura de pescados de exceléncia, pois tem
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em sua comunidade a pesca com pequenos barcos que ficam de 1 a 12 dias
no mar atuando na costa do Rio Grande do Sul e parte de Santa Catarina.

Os pescados capturados pelos pescadores registrados na Col6nia
de Pescadores Z-18 sdo enviados para os mercados dos grandes centros de
consumos, como Rio de Janeiro e Sdo Paulo. InUmeras pessoas estdo
envolvidas na cadeia econbmica do pescado, apenas na Z-18 o numero de
pescadores registrados e atuantes ultrapassa 900 pescadores dependentes
diretos da pesca, o numero de embarcacbes € de 58 em cinco empresas,

gerando renda direta para mais de 3500 pessoas nesse municipio.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Area de Estudo

A area de estudo ficou compreendida onde ocorre a atuacao da frota
pesqueira dos pescadores da Colbnia Z-18, que se estende a cerca de 80km
ao norte e a 120km ao sul do municipio de Passo de Torres (SC) e a

aproximadamente 15km da costa (FIGURA 1).

o-fiorres

5

FIGURA 1. Imagem identificando a area de atuacéo da frota pesqueira e os dois pontos de coleta: Coleta 1 (Cl)
(29°15'45.46"S, 49°31'45.98"0) e Coleta 2 (Cll) (29°42'49.61"S, 49°53'45.61"0). Fonte: Google Earth 2009.
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3.2. Escolha das Embarcacdes e da Pesca

As embarcacdes foram selecionadas levando em consideracéo o tipo
de pesca exercida e a espécie-alvo. As amostragens foram realizadas em dois
periodos sazonais em um barco por estacdo. Essas embarcacdes tinham
praticamente as mesmas dimensfes, numero de tripulantes, mas de
estratégias e petrechos de pesca (redes e demais equipamentos) diferentes.

As dimensfes das embarcacdes foram de 13m de comprimento e
capacidade de armazenagem de 8 toneladas de pescado. Na primeira
embarcacdo, a espécie-alvo foi o linguado (Paralichthys spp.), que foi
capturado por rede de fundo, com uma extensdo de cerca de 9km. A segunda
embarcacao foi direcionada a pesca da tainha (Mugil cephalus ou M. curema),
que utilizou a rede de meia-adgua e com dimensao de cerca de 10km.

3.3. Periodo de coleta

As amostras foram coletadas em dois periodos, delimitadas pela
estacdo do ano (primavera e verao) nos meses de novembro (Cl) e marco (Cll),
respectivamente. A escolha destes periodos esta relacionado as diferencas
existentes nas correntes marinhas, que alteram a constituicdo dos nutrientes,
temperatura e salinidade da agua (STRAMMA & PETERSON 1990; ORSI et
al., 1995).

3.4. Local de Coleta das Amostras nas Embarcacfes e no
Pescado

As coletas foram realizadas em trés pontos, o primeiro ponto de
coleta (Ponto A) localizado no convés do barco pesqueiro e realizado no

momento da saida do Porto do Passo de Torres (FIGURA 2). O segundo ponto
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(Ponto B) foi a amostra retirada do pescado no momento da entrada no barco,
ainda emalhado na rede, sem ter havido contato com o convés ou com a
tripulacdo (FIGURA 3). O terceiro ponto de coleta (Ponto C) foi realizado no
pescado armazenado no conveés antes de ser descarregado no porto, estando

este pelo menos 4h fora da agua armazenado exposto ao sol no convés na

viajem do fim da pescaria a entrega do pescado no porto (FIGURA 4 e 5).

FIGURA 2: Barco deixando o porto do Passo de Torres FIGURA 3: Rede de 9 km sendo puxada. Crédito

(SC) e indo em diregdo a saida dos molhes para o Alto fotogréafico: Diego Antonio Viana Gomes. Novembro /
Mar. Crédito fotografico: Diego Antonio Viana Gomes. 2007.
Novembro / 2007.

FIGURA 4: Barco entrando do Alto Mar para o rio FIGURA 5: Pescado no convés do barco misturado com
Mampituba com o pescado armazenado no convés. Crédito  detritos marinho. Crédito fotografico: Diego Antonio
fotografico: Diego Antonio Viana Gomes. Margo / 2008. Viana Gomes. Marco / 2008.
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3.5. Amostragem

As amostras foram coletadas com “swabs” esterilizados nos trés
pontos de coleta (A, B e C). No convés foi delimitada uma &area de
aproximadamente 25cm? (BROWN et al., 2007). No pescado, foram coletadas
amostras de cinco peixes com o mesmo “swab”, para aumentar a abrangéncia
na diversidade de microrganismos coletados, € no convés as coletas seguiram
a ordem aleatéria dos pescados no armazenamento (FIGURA 6), perfazendo

um total de trés amostras por coleta, totalizando seis amostras.

FIGURA 6: Pescado colocado no convés apés desmalhe. Crédito fotografico: Diego Antonio Viana Gomes.
Novembro / 2007.
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3.5.1. Meio de transporte

As amostras foram armazenadas em tubos de ensaio estéreis
contendo meio Tripticaseina de soja (TSB) semi-solido acrescido de 20% de
agua marinha (sendo este 0 meio de transporte que apresentou a melhor
conservacao no estudo piloto que antecedeu o experimento), acondicionadas
em caixas isotérmicas com gelo para serem transportadas até o laboratorio.

A agua marinha utilizada no preparo dos meios de cultura foi
coletada do mar, filtrada e esterilizada em autoclave (SCHUT et al., 1993).

3.6. Processamento das Amostras

Apoés o desembarque, as amostras foram levadas para o laboratério
de Microbiologia da ULBRA-Torres, onde os “swabs” que estavam
acondicionados no semi-sélido foram colocados em tubos contendo 10ml (10™)
agua peptonada e agitados por um periodo de 10min. para homogeneizacao.
Apoés o processo de homogeneizacao, 1ml do preparado foi inoculado em 9ml
(10%) de &agua peptonada e novamente homogeneizado. Apés, 100ul das
diluicdes foram semeados em nove placas de Petri sendo trés placas de agar
tripticase soja (TSA), trés placas de TSA acrescido de 20% de agua marinha e
trés placas de agar de infusdo de cérebro e coracédo (BHI) acrescidos de azida
(0,002%) e 6,5% de NaCl. As placas foram incubadas a 30°C por 24-48h.

3.6.1. Selecao dos Isolados

Apbés o periodo de incubacdo, as colbénias foram selecionadas
randomicamente, levando em consideragcdo um mapa de placa contendo quatro

cavidades de 1cm? (STRAUCH, 1988; OLIVEIRA et al., 2006). Para cada placa
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foram selecionadas em média 15 colbnias, perfazendo um total de 125 isolados
por coleta.

3.6.2. Isolamento

As colbnias foram isoladas em seu proprio meio inicial, pela técnica
de esgotamento em estrias e selecionadas aquelas que cresceram em até 48h
a 30°C (SEELEY etal., 1991).

3.6.3. Estocagem dos isolados

AplOs o0 esgotamento, as bactérias foram inoculadas em um caldo
BHI com 20% de agua marinha e incubadas a 30°C por 24h. Uma aliquota de
850yl foi retirada e depositada em microtubos com 150ul de glicerol, sendo
homogeneizada e estocada em “freezer’ a -20°C, segundo Rabelo-Goncalves
et al. (2005) com modificacdes. Outra aliquota foi retirada e inoculada em tubo
de TSA inclinado e incubado novamente 24-48h a 30°C perfazendo uma
amostragem de trabalho.

3.7. Identificacdo Bacteriana

3.7.1. Caracteristicas de Morfologia Celular

Os isolados foram crescidos em caldo BHI e a partir deste cultivo de
24h a 30°C foi realizada a coloracdo de Gram, 0 que permitiu a separacao dos
isolados em diferentes grupos de acordo com suas caracteristicas morfologicas
celulares (SEELEY et al., 1991).

3.7.2. Testes Bioquimicos e Fisioldgicos

Os isolados foram submetidos aos seguintes testes bioguimicos e
fisiologicos convencionais: teste de catalase, teste de oxidase, presenca de

enzimas extracelulares pela hidrolise da gelatina, amido e esculina.



21

Fermentacdo de frutose, glicerina, glicose, lactose, manitol, sacarose e xilose.
Teste da bile esculina, oxidac&o e/ou fermentacéo da glicose (O/F), capacidade
de crescimento nas concentracdes de 3%, 5%, 6,5%, 8%, 10%, 12%, 15% e
20% de NaCl. Teste de motilidade, prova de producdo de acido sulfidrico e
indol, teste do fator de aglutinacdo, utilizacdo de citrato, hidrdlise da uréia,
prova de formacao de hemalise, prova vermelho de metila e Vogues Proskauer,
seguindo os modelos metodolégicos de MacFaddin (2000) e ANVISA (2004)
(Anexo A).

3.8. Andlise genotipica dos isolados

3.8.1. Extracao de acidos nucleicos e amplificacdo da regido 16S
rRNA

Os genes da regido 16S do rRNA foram amplificados a partir do DNA
gendmico dos isolados, pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando 0s oligonucleotideos iniciadores FC27 (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e R530 (5-CCGCGGCTGC TGGCACGTA-
3’), descritos por Gotang et al. (2007).

O DNA gendmico foi extraido pelo método de lise térmica de acordo
com o protocolo de Hagen, et al. (2002). A PCR foi realizada no Thermal cycler
(MJ 65. Research, Inc.PTC-100). Cada 25ul da reagcao da PCR continha 25ng
DNA, 0.2uM de cada oligonucleotideo iniciador, 1.5mM MgCl,, 0.2mM dNTPs,
10mM Tris-HCI (pH 9,0) e 1U of Tag DNA polimerase (Cenbiot="*™/UFRGS).
As condicdes de amplificacdo foram: 5min a 94°C, 30 ciclos de 94°C por 1min,

53°C por 1min e 72°C por 1min seguido por um passo final a 72°C por 5min. O
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produto da amplificacédo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etidio e visualizado Kodak Digital Science™ DC120.

O fragmento de DNA de 330 bp foi purificado do gel e submetido ao
sequenciador automatico (BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit -
Applied Biosystems) no Laboratério de Biologia Molecular da Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA).

3.8.2 Anédlises das sequéncias de DNA

Todas as sequéncias nucleotidicas obtidas foram analisadas e
editadas utilizando o software CHRONOS “performing DNA sequence analysis”
e comparadas com sequéncias de DNA existentes na base de dados do
“National Center for Biotechnology Information - Basic Local Alignment Search

Tool “ (NCBI-BLAST) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em novembro de 2007 e marco de 2008 foram realizadas as coletas
Cl e CIl, respectivamente. Estas foram direcionadas, com o objetivo de isolar
bactérias do convés das embarcacgbes, do pescado antes de entrar no barco e
do pescado armazenado no convés (FIGURA 7). No convés do barco, os
pescadores desenvolvem suas atividades e € onde o pescado é colocado apds
a captura permitindo o contato direto do pescado, no momento do desmalhe,
com diversos outros organismos que sao carregados com o arrastamento da
rede pelo fundo do oceano (SEVERINO-RODRIGUES et al., 2007).

Das amostras processadas, 122 cepas foram identificadas e
caracterizadas. Esses microrganismos identificados foram divididos em
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo que o grupo das Gram-

positivas foi distribuido em 10 géneros e as Gram-negativas em um género.
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FIGURA 7. Pescadores recolhendo a rede de pesca. (A) local no convés do barco onde os
pescadores estdo desmalhando o pescado e (B) pescado armazenado no convés do barco. Crédito
fotografico: Diego Antonio Viana Gomes. Margo/2008.

4.1 Identificacdo bioquimica das bactérias presente no convés
das embarcacdes

No convés dos barcos (ponto A), antes da entrada do pescado,
foram identificados 19 isolados (15,6%) Gram-positivos distribuidos em trés
géneros Staphylococcus, Corynebacterium e Brochothrix. Duas espécies
pertencentes ao género Staphylococcus foram identificadas sendo nove (7,4%)
Staphylococcus aureus e sete (5,8%) Staphylococcus epidermidis. Ainda,
foram identificados trés (2,6%) isolados como Corynebacterium aquaticum e

um (0,8%) como Brochothrix thermosphacta.
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4.2 Microrganismos isolados dos pescados antes da entrada no
conveés e imediatamente antes da saida das embarcacdes

As bactérias Gram-positivas encontradas no pescado antes destes
entrarem em contato com a tripulacdo e com o convés do barco (ponto B)
foram identificadas como: Vagococcus fluvialis cinco (4%) isolados,
Rhodococcus corynebacterioides oito (6,6%), Salinicoccus alkaliphilus cinco
(4%) isolados, Salinicoccus roseus quatro (3,3%), Bacillus sp. trés (2,5%),
Marinococcus halotolerans. seis (4,9%) isolados, Micrococcus luteus cinco
(4%) isolados. Como Gram-negativas foram identificadas: Psychrobacter
marincola sete (5,7%) isolados, P. nivimaris, seis (4,9%), P. maritimus seis
(4,9%) isolados e P. luti seis (4,9%) isolados perfazendo um total de 61
isolados (50%).

No pescado estocado pronto para ser desembarcado (ponto C), 42
(34,4%) isolados bacterianos foram identificados como: Aerococcus viridans
(3,3%), Brochothrix thermosphacta (2,5%), Corynebacterium aquaticum (4,8%),
Exiguobacterium aurantiacum (7,4%), Psychrobacter luti (1,6%), Salinicoccus
alkaliphilus (0,8%), Staphylococcus aureus (2,5%), Staphylococcus epidermidis
(6,6%), Streptococcus iniae (1,6%), e Vagococcus fluvialis (3,3%).

4.3. Distribuicdo dos isolados identificados bioquimicamente
nos diferentes pontos de coleta

Setenta e oito isolados (78) dos cento e vinte dois (122) foram
identificadas utilizando provas bioquimicas. Destes, 45 isolados foram da
primeira coleta (Cl) e 33 da segunda coleta (CIl). Diferentes géneros e

espécies foram identificados (TABELA 1).
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TABELA 1. Relagdo do ndmero de bactérias Gram-positivas identificadas de
acordo com as coletas realizadas e os pontos de amostragem.

COLETAI E COLETA I
ISOLADO ;
PONTO A PONTOB PONTO C:ponTOA PONTOB PONTOC
Aerococcus viridans 1 i 3
Bacillus 3
Brochothrix
1 1 2
thermosphacta
Corynebacterium
. 3 2 3
aquaticum
Marinococcus 5
halotolerans
Micrococcus luteus 5
Salinicoccus alkaliphilus 5 1
Salinicoccus roseus
Staphylococcus aureus 2 1 7 2
Staphylococcus
_p y o 2 4 5 4
epidermidis
Streptococcus iniae
Vagococcus fluvialis 3 2 2 2
Total 4 26 15 15 2 16

Legenda: Pontos de Coleta: (A) isolado do convés antes do pescado entrar no barco, (B) pescado antes de entrar em
contato com o barco, (C) pescado saindo do barco e entregue para a venda. | — Coleta ocorrida no més de novembro
de 2007 Il — Coleta ocorrida em margo de 2008.

Em relacdo os géneros de bactérias Gram-positivas identificadas, os
géneros Staphylococcus e Vagococcus foram os que apresentaram a maior
distribuicdo dos isolados, nos diferentes pontos de amostragem. Dentre 0s
isolados, 12 foram identificados como Staphylococcus aureus, todos isolados
no convés (ponto A) e no peixe ja estocado (ponto C). As caracteristicas
fisiologicas e bioquimicas apresentadas pelos 12 isolados estdo listadas no
Anexo B (B1). A manipulacdo dos pescadores e o contato com os locais de

convivio humano séo a possivel forma de contaminacdo desse pescado por
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essa bactéria (ALBUQUERQUE et al., 2006). Por terem uma resisténcia
notadvel a concentracdes de sal, S. aureus foi isolado do convés do barco
pesqueiro nas duas coletas. O reservatério natural do S. aureus é a pele
humana, o cabelo e as membranas mucosas superficiais, ndo fazendo parte da
microbiota normal do pescado ou dos produtos da pesca. Um pequeno nimero
destes microrganismos é aceitavel em todos os produtos alimentares em que
houve manipulagdo pelo homem. A intoxicagdo alimentar causada por S.
aureus, também pode ser considerada, pois se a estocagem ou o transporte do
mesmo nao acontecer em condicbes adequadas, podera ocasionar o
desenvolvimento e a producdo enterotoxinas que ndo sdo destruidas pelo
cozimento (SCHLIEVERT et al., 2000; RAPINI et al., 2005). O S. aureus ja
havia sido isolado de pescado, ligado a contaminacdo cruzada, em locais de
armazenamento, peixarias e em um mercado publico em Fortaleza (VIEIRA et
al., 2001; VARGAS & QUINTAES, 2003; ALBUQUERQUE et al., 2006).

O Staphylococcus epidermidis foi encontrado no convés e nos
pescados ja& embarcados. As caracteristicas fisiologicas e bioquimicas
apresentadas pelos 15 isolados identificados estéo listadas no Anexo B (B2).

Esses isolados ja se encontravam no convés antes da captura do
pescado e ndo foram detectados nos pescados antes destes entrarem no
barco. Entretanto, isolados de S. epidermidis foram isolados nos pescados
ap0s a estocagem no convés, demonstrando a possibilidade de ter ocorrido
contaminacgdo cruzada do conveés para os pescados. Uma das possibilidades &
que O convés ja apresente um biofilme com a agregacdo de varios

microrganismos, entre eles o S. epidermidis que € um organismo que pode



28

formar biofilmes em superficie de biomateriais (CHRISTENSEN et al., 1982;
GOTTENBOS et al., 1999). O isolamento de Staphylococcus no convés do
barco ratifica a presenca desse género ao ambiente, demonstrando que a
contaminacdo desse produto por contato humano e/ou superficies
contaminadas (convés) pode ocorrer.

Dois isolados caracterizados como Streptococcus iniae foram
isolados na ClI, a partir das escamas do linguado (Paralichthys spp.) que estava
armazenado no convés do barco. Ao detectar esse patdgeno associado ao
pescado deve se considerar ja uma ameacga para 0 consumo humano, pois S.
iniae é responsavel por surtos de infec¢des invasivas na pele de pescados e de
humanos (WEINSTEIN et al., 1997). Na Asia, varios casos foram relatados a
partir de pacientes que tiveram sepses por S. iniae (WEINSTEIN et al., 1997).
No Brasil, o consumo de pescado cru (Sushi) nédo faz parte das tradigdes, e o
pescado que é preparado cozido, diminuindo significativamente as chances de
causar doencas. No ambiente, esse microrganismo é o agente causador de
doencas em peixes e responsavel por surto em aquicultura (AUSTIN &
AUSTIN, 1999; MICHEL et al., 2007).

O Vagococecus fluvialis foi encontrado tanto no linguado (Paralichthys
spp.) quanto na tainha (Mugil spp.) com cinco e quatro isolados
respectivamente presentes no convés de armazenamento. Esses isolados
foram caracterizados como V. fluvialis conforme os testes bioquimicos e
fisiologicos (TEIXEIRA et al.,, 1997) (Anexo B, B4). O V. fluvialis & descrito
como isolado de agua e animais mamiferos (MICHEL et al., 2007). Os casos

reportados de doencas causadas por esse microrganismo sao raros (TEIXEIRA
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et al., 1997; AL-AHMAD, 2008), essa bactéria € encontrada no ambiente e
existe um pequeno grau de patogenicidade ligado a essa espécie, seu
isolamento ligado ao pescado nas duas coletas reforca a presenca desse
microrganismo nos pescados do sul do Brasil, podendo fazer parte de sua
microbiota.

Outro importante isolado identificado no pescado no convés do
barco foi Aerococcus viridans, coco Gram-positivo retirado no linguado
(Paralichthys spp.) armazenado no convés na Cl e na tainha na CIl. O
isolamento desse microrganismo no convés nao representa um perigo em
potencial, pois essas bactérias sdo reportadas como patdogenos oportunistas
raros (CETIN et al.,, 2007). A. viridans foi isolado em ambiente hospitalar
(MILDRED et al.,, 1968), em pacientes com bacteremia portadores de HIV
(RAZEQ et al., 1999), em casos de endocardite (AUGUSTINE et al., 1994) e
infeccdo generalizada (UH et al., 2002). A. viridans é encontrado naturalmente
no ambiente, desses, 0 marinho, principalmente associados a crustaceos
(LAUBIER & LAUBIER, 1993; STEWART et al., 2004).

Um bacilo Gram-positivo encontrado na ClI e na CIl foi o
Corynebacterium aquaticum sinonima Leifsonia aquaticum (SUZUKI et al.,
1999), sendo cinco isolados no convés e no pescado armazenado na Cl e trés
no pescado armazenado na CIl. Os testes bioquimicos e fisiolégicos estao
apresentados no Anexo B (B.6). Essa bactéria € um patdgeno oportunista, que
foi isolada e descrita pela primeira vez por Liefson em 1962, a partir de agua
destilada. Moore & Norton (1995) reportam que cepas dessa espécie podem

causar varias doengas em pessoas com 0O sistema imune debilitado como
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peritonites (CORONA et al.,, 2008), endocardites e meningites em criancas
(BECKWITH et al., 1986). Em alimentos, ja foram isolados de peixe e leite de
bdfalo (OLIVEIRA et al., 2005). Bactérias do género Corynebacterium sdo
amplamente difundidas nos solos e nas aguas, além da pele e mucosas em
humanos e animais. Esses microrganismos foram encontrados no conves e no
pescado apOs entrar em contato com o barco, um dos fatores que pode estar
relacionado com a presenca dessa bactéria € o processo de lavagem apos a
pesca quando chega de cada viagem com a &agua proveniente do rio
Mampituba, sendo que a agua nao recebe nenhum um tipo de tratamento para
0 Seu uso.

Duas espécies do género Salinicoccus foram isoladas dos linguados
antes de entrarem no barco e dos linguados armazenado no convés do barco
pronto para descarregar no porto. Cinco isolados foram identificados como
Salinicoccus alkaliphilus (ZHANG et al., 2002) isolados dos linguados
(Paralichthys spp.) antes de entrarem em contato com o barco, e somente um
foi isolado no pescado armazenado no convés apOs 4h de captura. As
caracteristicas fisiolégicas e bioguimicas apresentadas pelas cepas de
Salinicoccus estao listadas no Anexo B (B.7). Esse microrganismo ja havia sido
isolado de lagos salgados e é descrito com tendo uma grande capacidade de
suportar variacdes de temperaturas, pH e salinidade (CHEN, 2008). Essas
bactérias, ainda ndo foram descritas em superficie de animais marinhos ou,
principalmente, fazendo parte da microbiota do linguado e de outros animais de
fundo oceénico. Testes moleculares poderdo confirmar esses isolamentos

posteriormente. A presenca de Salinococcus foi observada antes e apds o
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armazenamento no convés, demonstrando a permanéncia desse
microrganismo na superficie desse peixe mesmo apos 4h de estocagem no
convés da embarcacdo. Pela sua grande capacidade de tolerar as variacfes de
salinidade e temperatura, caracteristicos da espécie, esses organismos
mantiveram-se presentes aderidos ao pescado mesmo com as troca de
condicbes ambientais do mar/convés/estocagem. Foram isolados também
quatro isolados de S. roseus identificadas conforme Chen et al. (2008). Os
isolados foram encontrados somente nos linguados antes de entrarem em
contato com o convés do barco. Esses microrganismos ja foram isolados de
esponjas marinhas (Echinodictyum sp., Spongia sp., Sigmadocia fibulatus e
Mycale mannarensis) no sul da india (ANAND et al, 2006) demonstrando uma
associacdo com o Oceano. Os isolamentos dessas cepas reforcam sua
presenca no linguado (Paralichthys spp.) no mar, e a confirmacdo de sua
deteccdo no Sudoeste do oceano Atlantico.

Anderson (1962) foi um dos precursores em isolar do ambiente
marinho, organismos do género Micrococcus. Estudos caracterizaram a
presenca deste género em diversas regidbes como o mar do Norte, o mar
Baltico e o oceano Atlantico setentrional (HEINANEN & KUPARINEN, 1991;
CABAJ et al.,, 2006). Essa bactéria €, predominantemente, encontrada em
animais mamiferos, mas pode ser isolada no ambiente (KOCUR et al., 2006).
Micrococcus luteus foi isolado da superficie das escamas do linguado antes de
entrar na embarcacédo, na primeira coleta. A presencga dessa espécie no litoral
norte do Rio Grande do Sul corrobora com a preferéncia de ambiente para este

grupo em aguas temperadas a frias.
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Seis isolados de Marinococcus halotolerans foram isolados na CI.
Esses isolados sé&o procedentes do linguado (Paralichthys spp.), antes de
entrar em contato com a tripulacdo ou com o barco, e foram caracterizados
através de testes bioquimicos conforme Li et al., (2005) (Anexo B, (B.8)). A
bactéria M. halotolerans foi descrita recentemente e, portanto seus habitats e
sua dispersdo no ambiente ainda permanecem uma incégnita. O isolamento
desta bactéria, do linguado (Paralichthys spp.) demonstra a relagédo entre o M.
halotolerans e os hébitos de vida do linguado na fase adulta. Pereira et al.
(2004) constataram a influéncia do ambiente na microbiota de mexilhdes
(Perna perna) relacionado-os com as bactérias de seu habitat.

Um importante isolado identificado no pescado e no convés do barco
foi o Brochothrix thermosphacta. Um isolado foi retirado do linguado
armazenado no convés na Cl, um no convés do barco antes da entrada dos
pescados na Cll e dois isolados das tainhas (Mugil spp.) armazenadas no
convés do barco na CIl. Este género apresenta mudanca nos padrées
morfologicos, de acordo com o tempo de crescimento, variando de bastonetes
longos a cocos e cocobacilos. Os resultados dos testes bioquimicos e
fisioloégicos estdo apresentados no Anexo B (B.10). Stackebrandt & Jones
(2006) descreveram B. thermosphacta como uma bactéria que decompde as
carnes em baixas temperaturas (1°C a 4°C). Por essa caracteristica € um
importante organismo na decomposi¢cdo dos alimentos, pois consegue crescer
em temperatura de geladeira, e caso o0 pescado ndo seja armazenado em

condicbes adequadas, pode sofrer a deterioragdo da carne, e como
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consequéncia produzir uma série de metabolitos finais, liberados no decorrer
da decomposicéo havendo perda de qualidade do produto (PIN et al., 2002).

4.4 Amplificacdo, purificacdo e sequenciamento do gene 16S
rRNA

Foram selecionados seis grupos com perfil fenotipicamente idénticos
em relacdo aos testes fisioldgicos e bioquimicos, e desses selecionado um
representante para os testes moleculares. Estas cepas nao puderam ser
identificadas apenas pelas caracteristicas fenotipicas e foram analisadas
genotipicamente pela amplificacdo por PCR seguido de sequenciamento da
regido 16S do rRNA como descrito por Gontang et al., 2007. Apdés o
sequenciamento, o DNA das cepas foi comparado com sequéncias existentes
do banco de dados do “National Center for Biotecnology Information” NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) usando o programa “Basic Local Alignment
Search Tool” (BLAST). O resultado do alinhamento das sequéncias permitiu
identificar o0s microrganismos como: Rhodococcus corynebacterioides,
Exiguobacterium aurantiacum, Psychrobacter nivimaris, Psychrobacter
marincola, Psychrobacter luti e Psychrobacter maritimus, indicados com seus

isolados (TABELA 2).
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TABELA 2. Isolados identificados pelo sequénciamento de DNA da regido 16S
rRNA, em relagdo ao numero de isolados e percentual de homologia com as
cepas presentes no NCBI.

Homologia
Isolados identificados n Local Coleta das Cepas do NCBI
Sequéncias
Exiguobacterium sp. 9 C I, 99,9% Exiguobacterium aurantiacum
Psychrobacter luti 8 B,C I, 94,0% Psychrobacter luti cepa LMG 21276
Psychrobacter marincola 7 B | 98,7% Psychrobacter marincola
Psychrobacter sp. 6 B | 100,0% Psychrobacter maritimus
Psychrobacter nivimaris 6 B | 92,0% Psychrobacter nivimaris cepa P24a
Rhodococcus corynebacterioides 8 B | 96,0% Rhodococcus corynebacterioides

Legenda: 4— Pontos de Coleta: (B) pescado antes de entrar em contato com o barco, (C) pescado saindo
do barco e entregue para a venda. | — Coleta ocorrida no més de novembro de 2007 Il — Coleta ocorrida
em marco de 2008 n= NGmero de amostras

O isolamento de bactérias do género Psychrobacter (JUNI & HEYM,
1986), em pescados como o linguado (Paralichthys spp.) e a tainha (Mugil spp.)
capturados no litoral sul do Brasil representa o primeiro registro deste género
em aguas mais quentes (mar temperado) na regido sul do oceano Atlantico.

Oito isolados foram agrupados em um mesmo grupo fenotipicamente
idéntico em relagdo aos testes fisioldgicos e bioquimicos. Desse grupo de
bactérias foi escolhido o isolado 003 para ser submetido ao sequenciamento do
DNA da regiao 16S rRNA (Anexo C, C.1), no qual obteve-se similaridade de
94% com a espécie P. luti cepa LMG 21276, confirmando assim com os testes
bioquimicos e fisiologicos para essa bactéria conforme descrito por Bozal
(2003) (Anexo B, B.11). Esta é a primeira descricdo de isolamento dessa

espécie associado a peixe no Oceano, assim como fora do circulo polar de
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isolamento marinho. Esta bactéria foi isolada das escamas, tanto do linguado
qguanto da tainha. Esse microrganismo foi isolado do linguado antes de entrar
no barco e no pescado armazenado no convés. Em relacdo a tainha, P. luti foi
isolado somente do pescado presente no convés. O P. luti ja havia sido
descrito anteriormente como contaminante de racdo para pescado e no
intestino de pescados que consumiram essa racao em cativeiro (RINGO et al.,
2006), mas nunca isolado do ambiente fora do circulo antartico.

O Psychrobacter nivimaris foi outra espécie encontrada no linguado.
Onde foram isoladas seis cepas com as mesmas caracteristicas fenotipicas
apresentadas (Anexo B, (B11)). Desse grupo de bactérias foi escolhido a cepa
203 para o sequenciamento DNA da regido 16S rRNA (Anexo C, C.2). Apés o
alinhamento das sequéncias obteve-se um similaridade de 92% com a espécie
Psychrobacter nivimaris cepa P24a. Essa espécie ja havia sido relatada em
amostras de neve na regido sul do Oceano Atlantico e também em algas
marrons no mar da Korea (LEE et al., 2006), demonstrando a grande dispersao
desse microrganismo no Oceano. Entretanto, ndo ha descricdo de patologias
associadas a essa espécie. Ao encontrar esse microrganismo fazendo parte da
microbiota do linguado demonstra a importancia das correntes oceanicas no
transporte desses organismos nos mares.

Sete isolados identificados como Psychrobacter maritimus foram
isolados na CI (Anexo B, B.11). Desse grupo foi escolhido um isolado 006 para
0 sequenciamento de DNA da regido 16S rRNA. O alinhamento das
sequéncias demonstrou que esse isolado apresentava uma homologia de

100% com o género Psychrobacter spp. cepa YDC-6. Testes bioquimicos e
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fisiolégicos colocaram esse isolado como P. maritimus. Esse microrganismo €
um psicrotréfico encontrado em diversas regides oceanicas (SCHERER &
NEUHAUS, 2006), isolado de esponjas marinhas (Stelletta tenui, Halichondria
rugosa e Dysidea avara) na China (LI et al., 2007), agua e sedimentos
(ROMANENKO et al., 2004). O linguado (Paralichthys spp.) por ser um peixe
bentdnico € encontrado em contato com o sedimento e pode ter contribuido
para que o P. maritimus se agregasse as suas escamas. Esse microrganismo
pode estar associado no processo de decomposicdo do pescado no
armazenamento, por suas caracteristicas de crescimento em baixa temperatura
e a grande tolerancia a sais (ROMANENKO et al., 2004).

A cepa 12 foi selecionada de sete isolados caracterizados em um
mesmo grupo fenotipico para o sequenciamento de DNA da regido 16S rRNA
(Anexo C, C.3), no qual obteve-se similaridade de 88% com o género
Psychrobacter spp. Confirmando os resultados das provas bioquimicas e
fisiolégicas como Psychrobacter marincola caracterizadas conforme
Romanenko, et al. (2004) (Anexo B, B.11). Essa espécie foi primeiramente
isolada associada a um tunicado (Polysyncraton sp.) no Grande Golfo
Australiano (ROMANENKO et al. 2002). O Golfo Australiano recebe interacées
de correntes polares semelhante ao sul do Brasil (KWOK & COMISO, 2002),
essa similaridade é provavelmente a responsavel pelo transporte desses
microrganismos para fora do circulo polar, tanto na Australia quanto para o sul
do Brasil.

Todas essas cepas do género Psychrobacter sofreram a influéncia e

a dinamica das correntes oceanicas no sul do Brasil e sua dispersédo sofre
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diversas influéncias de diferentes correntes em relacdo a época do ano.
Durante o periodo de inverno até o inicio do més de dezembro, no qual foram
realizadas as coletas das amostras da Cl observou-se uma maior diversidade
de Psychrobacter Isto ocorre porque durante este periodo ha a entrada das
aguas de origem sub-antartica que transportam uma ramificacdo costeira da
corrente das Malvinas (STRAMMA & PETERSON 1990; ORSI et al., 1995). As
aguas frias e de baixa salinidade, se misturam, com as aguas quentes e salinas
de origem tropical transportadas pela corrente do Brasil. Criando-se assim,
uma associacdo de aguas de diferentes regides oceanicas podendo tanto
carregar nutrientes como microrganismos (SCHMID et al.,, 2000). Essas
bactérias, possivelmente, vieram dispersas por esses corredores polares nos
meses do inverno e outono, e permanecem em menor quantidade conforme a
temperatura das aguas sobe e as caracteristicas fisico-quimicas mudam.

Ao encontrar microrganismos do género Psychrobacter no linguado
e na tainha ressalta a importancia das correntes marinhas e a associacao com
outros organismos para a dispersao.

Do linguado (Paralichthys spp.) foram isoladas oito cepas de
Rhodococcus corynebacterioides. A identificagcdo desses microrganismos foi
baseados no sequenciamento de DNA da regido 16S rRNA do isolado 249 que
teve uma similaridade de 96% para a espécie Rhodococcus corynebacterioides
(Anexo C, C.4),. A anadlise dos testes fisioldégicos e bioquimicos confirmaram
essas cepas como R. corynebacterioides (Anexo B, B.12). A espécie R.
corynebacterioides sofreu alteracdo taxondmica, pois pertencia ao género

Nocardia, e varias sequéncias do 16 S rRNA foram depositadas no Genebank
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como Nocardia corynebacterioides. Essa bactéria ja tinha sido isolada de solos
costeiros em um estudo realizado na Argentina (BARENGO et al., 2002), e &
descrita como um efetivo agente biorremediador de Oleo bruto em agua
marinha (GENTILI et al., 2006). O R. corynebacterioides tem a capacidade de
degradar uma variedade de substratos que vado desde degradacdo de
aflotoxinas (TENIOLA et al., 2005) a recicladores de polimeros (PAN et al.,
2009). Esse € um microrganismo importante ecologicamente nos ciclos dos
elementos e seu isolamento nas escamas do linguado (Paralichthys spp.) é
importante, pois essa bactéria nunca tinha sido citada habitando a superficie de
animais marinhos. Um dos pontos relevantes é a verificagdo em estudos
posteriores da influencia desse organismo na decomposicdo dos pescados.
Foram também identificadas nove bactérias como Exiguobacterium
aurantiacum, sendo isoladas na Cl somente do pescado antes de entrarem em
contato com o convés do barco. Desse grupo de bactérias foi escolhido o
isolado 201 para o sequenciamento de DNA da regido 16S rRNA (Anexo C,
C.5). O alinhamento da sequéncia de DNA obteve similaridade de 92% com o
género Exiguobacterium cepa CNJ771. Os testes bioquimicos e fisioldgicos
estdo apresentados no Anexo B (B.12). Esse microrganismo € de origem
ambiental, e raramente causa alguma patologia (PITT et al., 2007. Na india,
estudos recentes com E. aurantiacum verificaram sua capacidade de degradar
6leo diesel (MOHANTY & MUKHERJI, 2008) e agrotoxicos (LOPES, et al.,
2005). Em ambiente marinho, esses microrganismos nunca tinham sido

isolados em pescado na América do Sul.
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4.5 Microrganismos que néao puderam ser identificados

Das 250 cepas de bactérias isoladas na Cl e na CIl apenas 179
permaneceram ativas para os testes bioquimicos e fisiologicos e 14 cepas nao
puderam ser identificadas, pois as provas bioquimicas e fisiolégicas ndo se
mostravam capazes de classifica-las em grupos de acordo com a literatura
atual. Os microrganismos marinhos sdo estimados entre as maiores
diversidades de procariotos do planeta (CURTIS et al., 2002), e o litoral do sul
da América, conforme Cirano et al (2006), sofre interferéncia constante de
diferentes correntes marinhas formada de associacdo de varios pontos do
oceano, essa caracteristica afirma a grande diversidade microbiolégica dessa
regido.

4.6 Microrganismos que nao resistiram ao processamento

Dos 250 isolados na Cl e CIl, 71 ndo conseguiram ser repicados
apos 3 cultivos. Esses microrganismos ndo desenvolveram colbnias visiveis em
meios de cultivo. Uma explicacdo para este fato € que muitos microrganismos
dependem de oligonutrientes, e muitas vezes s6 sobrevivem em simbiose com
outras bactérias e organismos (JENSEN & FENICAL, 1994; KELECOM, 2002).

O linguado por ser um peixe bentdnico (que habita o sedimento
marinho), pode ter carregado microrganismos tipicos de sedimento marinho
como os Bacillus spp., isolado na amostra Cl. Muitas espécies de Bacillus sao
descritas em ambiente marinho em grande diversidade, mas a manutencéo
desses isolados é de dificil conservacdo em laboratorio (OGUNTOYINBO,

2007).
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No processamento das amostras também foram isoladas oito
colénias em meio agar de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) acrescidos de
azida (0,002%) e 6,5% de NaCl, mas no decorrer do processamento estas
acabaram perdendo viabilidade. Bactérias ambientais isoladas nos oceanos
sao de dificil manejo em laboratério, pois os meios de cultivo e as condi¢des
quimicas fisicas e biolégicas ndo sao reproduzidos para subsidiar o

metabolismo basico dessas bactérias ambientais (EILERS et al., 2000).



5. CONCLUSOES

Foram identificadas as bactérias Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium aquaticum e Brochothrix
thermosphacta presentes nas embarcacdes no convés do barco pesqueiro
antes do pescado entrar na embarcacao.

As bactérias identificadas como Vagococcus fluvialis, Rhodococcus
corynebacterioides, Salinicoccus alkaliphilus, S. roseus, Bacillus sp.,
Marinococcus halotolerans, Micrococcus luteus, Psychrobacter nivimaris, P.
marincola, P. luti e P. maritimus foram isoladas dos pescados antes de sua
entrada no barco e as espécies Aerococcus Vviridans, Brochothrix
thermosphacta, Corynebacterium aquaticum, Exiguobacterium aurantiacum, P.
luti, Salinicoccus alkaliphilus, Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Streptococcus iniae e Vagococcus fluvialis no pescado durante o desembarque

no Porto.
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A amplificacdo e seqlienciamento da regido 16S do rDNA auxiliou na
identificagdo dos Rhodococcus corynebacterioides, Exiguobacterium
aurantiacum, Psychrobacter nivimaris, P. marincola, P. luti e P. maritimus.

A influéncia de fatores abidticos causados pelas correntes marinhas,
pode ter influenciado o surgimento de alguns géneros isolados somente em um

dos periodos das coletas.
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ANEXO A

1. Meio Base para Carboidratos

Foi utilizado o padrdo base de meios para carboidratos ao qual foi
acrescido de 1% do carboidrato a ser testado, tendo como indicador de pH
purpura de bromocresol conforme MacFaddin (2000). Ap6s inoculados os tubos
com as amostras estes foram incubados a 30°C (+1°C), por até 15 dias. As
amostras eram consideradas positivas ou negativas apés a alteracéo do pH do
meio. Os acUcares testados foram: frutose, glicerina, glicose, lactose, manitol,

sacarose, xilose.

2. Teste de Catalase
Para o teste de catalase foi utilizado a peroxido de hidrogénio a 3%
nas culturas de 24h de crescimentos. Para a inoculacdo foi depositada uma

gota de peroxido de hidrogénio sobre uma lamina, e com o auxilio de um fio
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bacteriologico foi acrescido a colénia em estudo na gota de peréxido de
hidrogénio.

Foram consideradas positivas as amostras que obtiveram a
presengca de bolhas “efervescéncia”, com a conversdo do peréxido de
hidrogénio em agua e oxigénio. Foram consideradas negativas para os testes

as que nao apresentaram bolhas (ANVISA, 2004).

3. Teste de Oxidase

Para o teste de oxidase foram utilizadas tiras reagentes de oxidase,
e, empregadas as culturas de 24h de crescimentos incubadas a 30°C (x1°C).
As colbnias testadas foram inoculadas com palitos de madeira esterilizados
acrescidos as tiras. As amostras consideradas positivas foram as que
provocaram nas tiras a reacdo de enegrecimento em no maximo 1min

(ANVISA, 2004).

4. Hidrdlise da gelatina

O meio para teste de liquefacdo da gelatina foi realizado conforme
descrito por MacFaddin (2000). Tubos de ensaio contendo 5 ml de meio de
cultura foram inoculados com um fio bacteriolégico e posteriormente incubados
a 30°C (x1°C) por um periodo de 15 dias. As amostras foram observadas
diariamente. Para avaliar os resultados e confirmar a capacidade de hidrélise
do isolado, as amostras foram colocadas a uma temperatura de 5°C por 30min.

Amostras positivas 0 meio de cultura permanecia liquefeito.
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5. Hidrdlise do amido

O prova de hidrélise do amido testa a capacidade da bactéria de
produzir a amilase. Esse teste foi realizado conforme descrito por MacFaddin
(2000). As amostras foram inoculadas por estria na superficie do Agar amido e
incubadas a 30° (x1°C) por 48 h. A hidrdlise foi verificada pela formacao de
halos em volta do crescimento celular, revelados pela adicdo de uma solucdo

de Lugol sobre o meio.

6. Hidrdlise da esculina

Foi verificada a capacidade das bactérias em hidrolisar a esculina,
utilizando-se o0 meio de cultura com a seguinte composi¢cao: TSA 4 g, citrato
férrico 0,05 g, esculina 0,1 g, agua destilada 100 ml.

A inoculacéo foi realizada com colénias de crescimento recente (18-36

h), picando a base do meio e semeando na superficie do Agar com o auxilio de
um fio bacteriolégico. Os tubos foram incubados a 30°C (x1°C) por um periodo
de até 15 dias. Os resultados foram considerados positivos quando a cor do
meio passou para marrom escuro ou preto. Foi considerado negativo quando o

meio ficou inalterado apds ser incubado até 15 dias (ANVISA, 2004).

7. Bile esculina

Para o teste de hidrolise da esculina na presenca de 4% de sais
biliares foi utilizado o meio comercial agar bile-esculina e preparado conforme a
descricdo do fabricante em tubos de ensaio. As amostras foram inoculadas

com uma estria na superficie do Agar e incubadas a 30°C (x1°C) por até 15
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dias. Os resultados foram considerados positivos quando a cor do meio passou
para marrom escuro ou preto. Foi considerado negativo quando o meio ficou
inalterado (palha) apos ser incubado até 15 dias. A verificacdo do crescimento
nesse meio caracterizou o positivo a tolerancia de 4% de sais biliares (ANVISA,

2004).

8. Oxidacao/Fermentacao (OF)

As bactérias foram testadas quanto as vias metabdlicas utilizadas
para degradar carboidrato através do meio OF.

O meio OF foi pesado e hidratado conforme o fabricante, adicionado
1% de glicose ao total do meio, distribuindo 2ml em tubos com tampa, e
esterilizado em vapor fluente por 20min (ANVISA 2004). A inoculacdo por
picada foi realizada em dois tubos contendo meio de cultura para cada isolado.
Posteriormente, um tubo foi selado com 6leo mineral estéril e os dois tubos
incubados a 30°C (x1°C). As amostras eram consideradas positivas ou
negativas quando no periodo de 15 dias havia modificacdo do pH sendo

indicado pelo indicador de pH do meio.
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ANEXO B

B.1. Resultados dos testes bioquimicos e fisiolégicos das cepas identificadas
como Staphylococcus aureus.

TESTES BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS DAS CEPAS DE
Staphylococcus aureus

%) o —

] i S} = = 5 O
seoy 8 388838, c828888 0828288 ¢
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lsolado 3858 S 3 %20 S xS0 5065338825%838
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AT3%7 A CE + - + - - - -+ o+ 4+ o+ N
DT 17 A CE + - + + + + + -+ - + + + + o+ - -+ NT -
129 A CE + - + + + + + - - + - - + 4+ 4+ + + + - - + - +
134 A CE + - 4+ N + 4 4+ - - 4+ - - 4+ 4+ + + + + - - + - r
138 A CE + - + + + + + - - + - - 4 N 4+ + + + - - - - T
151 A CD + - + - + + 4+ N - 4+ - - + N + + + + - - + - -
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501 A CE + - + + + + + - - + - - + 4+ 4+ + - - - - N - o+

Legenda: (+) Teste positivo, (-) Testes negativo. (NT) Nao testado, (A) Cor da colénia amarela, (C) Cor da col6nia
creme, (CE) Cocos em arranjo de estafilococus, (CD) Cocos em diplococos.
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B.2. Resultados dos testes bioquimicos e fisiolégicos das cepas identificadas
como Staphylococcus epidermidis.

TESTES BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS DAS CEPAS DE Staphylococcus

epidermidis
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Legenda: (B) Cor branca da col6nia, (C) Cor creme da coldnia, (CT) Cocos em tetrade, (DC) Cocos em pares, (+/-)
Teste Positivo mas fraco: (+) Teste positivo, (-) Testes negativo, (NT) N&ao testado.
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B.3. Resultados dos testes bioquimicos e fisioldégicos das cepas identificadas

como Streptococcus iniae.

TESTES BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS DAS CEPAS DE

Streptococcus iniae
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Legenda: (+) Teste positivo, (-) Testes negativo. (TR) Incolor “Translucido”.
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B.4. Resultados dos testes bioquimicos e fisiologicos das cepas identificadas

como Vagococcus fluvialis.

TESTES BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS DAS CEPAS DE Vagococcus

fluvialis
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28 o3 235358£s8%2c8s8s £ , 2%5 8
8L © = 4 0 2 3 8 S ¥ 22 o 8 = = 3 = O o
% £8 €588 225cs858880v88: £8E5 5
solados O 6 O 0 S =06l adaoddoco® I IS 006 =
219 - - NT + NT + - - + - + 4 - - - - - - % - - . . 4+ cB
221 - - NT + NT + e + CC
239 - - NT + NT + - - + - + + - - - - - - % - - . . 4+ ¢C
246 - - NT + NT + - - + - + + + - - - - - % - - . . 4+ C
BT002 - - 4+ - 4+ < <+ < ¥+ 4+ 4+ - - - - <% - - NT - =+ cC
BT3%24 _ _ _ 4+ _ + - - % - 4+ 4 4 - - - - - 4+ - - NT - + CB
BT3%28 _ _ . + _ + - - % . 4+ 4 4 - - - - - 4+ - - NT - + CB
BT3% 43 . . R + R + - - 4+ - + 4+ + - - - - - - - - NT - + cCB
BTP3% 8 . . R + R + - - - - ¥ 4 + - - - - - ¥ - - NT - + cCB
Legenda: (+) Teste positivo, (-) Testes negativo. (NT) N&ao testado. (CB) cocobacilo, (C) cocos, (CC) cocos em

cadeias.



B.5. Resultados dos testes bioquimicos e fisiologicos das cepas
identificadas como Aerococcus viridans, Crescimento variando de 48 a 72h.
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TESTES BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS DAS CEPAS DE Aerococcus

viridans

o

©

o &

_ ICTS(S

. o, 552 .0B8T 2 . s 5% g
2 2 2 358888238222 g o £ $5 g Se
= o = = = = ®© = he] =
Isolados & 3 8 § £ 820 2SR 888338888, 2 E ¢ 56
= = ) (S s =
O 0 0 8splladbhoec 82 d&ITS>SES50SS5S060EF 0 S5
DT3%1 . e - - - - - 4+ B CD
139 o+ o+ o+ 4+ 4+ o+ o+ o+ .+ C CD
188 + + + + -+ + + + o+ - + B CD
191 T e TS -+ B CT

Legenda. (+) Teste positivo, (-) Testes negativo, (B) Cor da colbnia Branca

Cocos em tétrade, (CD) Cocos em diplococos.

, (C) Cor da colbnia creme, (CE)
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B.6. Resultados dos testes bioquimicos e fisioldgicos das cepas identificadas
como Corynebacterium aquaticum.

TESTES BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS DAS CEPAS DE
Corynebacterium aquaticum

Q
_ &
@ = 9 [CRCHE) 3 o &
® — S 8

Q _ = 0 ® SR T © © © ]
r_‘@%ggggmgggég\igzgzzz 3 s 85 gé

ST 8 3 5 &€ 8 <€ 8 3 S Ze s e E 5 g 28 e,
lsolado B X 2 £ § 2 2 €2 8 5 2 b S333R S8 2 2 EvzZaR &
OO0 0O O 0 1L X =20 »n Wwm »no oaddda T = £ D5 <0>>0 1
324 + + + o+ o+ o+ ¥ + NT + -+ -
87 + + + o+ o+ + + NT + -+ -

92 N

+ + + o+ o+ T + NT + - 4+ -
C37 + + + o+ o+ + +1 + -+ -
CT3%3 4+ + + o+ o+ + +1 + -+ -
DT3% 15 + + + + + +1 + -+ -
DT3% 43 4 + + o+ o+ + + + -+ -
LAC + + + o+ o+ + + + -+ -

Legenda. (1) Testado a 22°C e 30°C, (+) Teste positivo, (-) Testes negativo, (NT) N&o testado.
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B.7. Resultados dos testes bioquimicos e fisiologicos das cepas identificadas
como Salinicoccus sp.

TESTES BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS DAS CEPAS DE Salinicoccus sp.

o a
g ko]
5 - L
o — - Q 0O G O 3 g £
3 8 o 9 o =3 8 O Q g O 8 © © 5] g o g)(n
S 8 v @ v 222 8 © 2 Z2 Z ke o = S 35 &
S o Q8 8 v E0&8 ZZ ¥ Z o o o = = 8 T ®© © e =
2200 50 S00 g0 @ X2 w E L © g = = =
Isolado T X=g 2= S=ad I W 3 I S &« 8& T 2 E @ 2 o & 8%
OO0 0 a0 L X =200 @b Y6 © 4 4 & T = £ D52 < O > > 0 =0
S. alkaliphilus
BT1P + + + - - - - - - 4+ NT + + + + + - - - 4 - NT - - RO cT
BT 13 + 4+ 4+ - - - - - - 4+ N 4+ + 4+ + + - - - % - - - - RO cT
BT3% 11 + 4+ 4+ - - - - - - 4+ N 4+ + + + + - - - ¥ - - - - RO cT
BEO3 # + 4+ - - - - - -+ 4+ + + 4+ 4 + - - - + - - - - pRo cT
BT 33 + 4+ 4+ - - - - - -4+ + 4+ + 4+ + + - - - % - NT - - rO cT
CT 02 + + + - - - - - - 4+ NT + + + + + - - - 4 - NT - - RO cT
S. roseus
BT o+ - - - - - LT+ L tF L 4 4 - - - - 4+ 4 w ~ VE CD
BT123 o+ - - - - LT Lt L+ oy - - - -+ 4+ - - VE cT
BTCC o+ - - - - P Y Ly - - - - 4+ 4+ - - VE cT
BT3%0003 o+ oo - oot Tt Y L+ o - o o+ 4+ - - VE cT

Legenda : (RO) Cor rosa da colénia, (VE) cor da coldnia vermelha, (CD) Cocos em diplococos(CT) Cocos em
tétrade, (+) Teste positivo, (-) Testes negativo, (NT) N&o testado, (1) fraco positivo.
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B.8. Testes bioquimicos e fisiolégicos das cepas identificadas como
Micrococcus luteus

TESTES BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS DAS CEPAS DE Micrococcus

luteus

8

>

2

S 8

18‘-’(8

. S s 535 2.000% o g & 23

£ 2028 8,808 38 292228 o £ g3 2

T ® QL 2 vd 83 Y 22 g 20 cc=87TTE S E € ©°
25 5 L2 6 5 0L L 0 0 o e H ST o s = 5 5

| T X 2 = @ 2 == &8 0 = X 3% ) S8R 3 2 2 E 0 =0 X o )
Isolado 0 6 O 0 8 I X O v Wwd & b & Taoa=5<<05>500L > O
BT19, + + - - - - 4 - - - - 4 NT ++ + + - - - - - 4+ 4+ - + - cT CA
BT26 4+ + . . . . . T -+ 4+ - + - CT CA
BT3%31 + + . - . - . - - - - 4 4+ 4 4+ 4+ - - - - - 4+ + - 4+ - CT CA
BTB15 + + - - - - . . . - - 4+ 4 4+ 4+ 4+ - - - - - + 4 - + - CT CA
BTB16 + + . - . - . - - - - 4 NT 4 + + - - - - - 4 4+ - 4+ - CT cCA

Legenda: (CT) Células em Tétrade, (CA) colonia amarela. (+) Teste positivo, (-) Testes negativo, (NT) N&o testado.



B.9. Resultados dos testes bioquimicos e fisioldgicos das cepas
identificadas como Marinococcus halotolerans.

TESTES BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS DAS CEPAS DE Marinococcus
halotolerans

©

c

() O O O ) 3

- S

2 9 4 o T o &g 8 % 8 2 g S

8 % 9 o o 8 8 £ F z =z Z S o £ R

S 28 £ 85582 2 88983888 o

G X = 2 = X X v X & O T [) o o

Isolado O 60 0 I X & b o & 2 8 T = £ 0SS5 0
BT 2 -+ 4+ 4+ o+ o+ 4+ o+ o+ + - - - cCL
BTB 4 -+ o+ o+ o+ o+ o+ 4 o+ o+ + CcL
BTB 8 -+ 4+ 4+ o+ o+ 4+ o+ o+ + CL
BTB 17 -+ o+ o+ o+ o+ o+ 4 o+ o+ + CcL
BT3% 21 4 - 4+ 4+ 4 + + + NT NT + + + CL
BTB 35 + - + 4+ + o+ o+ o+ NT + + o+ - + - - - - - CL

Legenda: (CL) colbnia laranja, (+) Teste positivo, (-) Testes negativo, (NT) N&o testado.

71
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B.10. Resultados dos testes bioquimicos e fisiolégicos das cepas
identificadas como Brochothrix thermosphacta.

TESTES BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS DAS CEPAS DE
Brochothrix thermosphacta

(=]

_ Q

o _ _O0 ©ooo & o &

2 — © T = k=l 3

o 3 v 9 53 3 £ QQ2 0S8 S8 & < © G E

S s 29 38 290 2= = =g T Z2 2 Z ] o £ g a
Isolado T 8 § S 2 2 2 €8 &8 3 222 2o ce 383X S e
£ £ 5 8 0 5 0 %L 98 0 0 oo TS0 B ‘o — % 5

s S X =2 = g 2 = = 8 0 = X N X3 ] & % g;EmEn_xm
O 0 O O a0 1L X =20 »n um dbe od—4a T =5 D <O >> 0l

CT3% 17 4+ - . + - 4+ + + - + + - + + + + - - - - - -+ -+ o+ +
195 + + + o+ 4+ + o+ o+ o+ 4+ + + o+ +
348 - - 4 + o+ 4+ + o+ o+ o+ 4+ + + o+ +
376 oo -+ -+ o+ o+ + o+ o+ o+ 4+ + + o+ +

Legenda: (+) Teste positivo, (-) Testes negativo



B.11. Resultado dos testes bioquimicos e fisiologicos
Psychrobacter spp.
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das cepas de

TESTES BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS

3
Q
IS
S
£ 2 09 9 .
3] T n o K <
7 Q N O ™ =
a o © © © o
v 2 2g g O
° IS & _ — = — ) c c ¢ (ST
e - -8Q _00 00 d 8 8o & =
3 299 v 0 =2 008 g8 &8 38 & S EE gE|E 9
2 P82 0P 0 3¢ 8S B3 s2 2 22 o © 5 0o o @ o
‘o Vo5 ® QL S v E@8 22 Zo o oo = =98 T B o 0 0 e o
: he) =2 c S L L ¥ = 05 = 8 S =
22 Isolado gE xE29 532 83 £8h $S3 A 3RS TcQ@ EwWLP x5 5
w o ZO0 00O I LX 20V mMhY Odd AaNIT =ZED OO0 OOWL =
0,
BT3%201  , , _ _ _ NT - -+ o+ o+ o+ o+ - - - - - - - 4+ + - - - CB
R
E 203 -+ + - - - - NT - -+ + + + + 4+ - - - - - - - - + 4 - - - CB
0,
= BT3% 26 + + - - - - N - - + 4+ + + + + - - - - - - - - + + - - - CB
c
a BTB 13 + + - - - - N7 - - + 4+ + 4+ 4+ + - - - - - - - -+ + - - - CB
BTB 17 + + - - - - NT - - + 4+ + 4+ 4+ - - - - - - - - - + + - - - CB
0,
BT3% 28 + + - - - - N7 - - + 4+ + 4+ 4+ + - - - - - - - -+ + - - - CB
003 -+ + + - - - - - - 4+ + 4+ + - - - - - - - - - -+ 4+ - - - CC
148 S+ + + - - - - - - 4+ + 4+ + - - - - - - - - - -+ 4+ - - - CC
) 211 -+ + + - - - - - - 4+ + 4+ + - - - - - - - - - -+ 4+ - - - CC
5 222 -+ + + - - - - - -+ + 4+ + - - - - - - - - - -+ 4+ - - - CC
o BT4 + + + - - - - - - 4+ 4+ + 4+ - - - - - - - - - -+ 4+ - - - CC
CTE5 + + + - - - - - -+ 4+ 4+ 4+ - - - - - - - - - -+ 4+ - - - CC
BT124 + + + - - - - - - 4+ 4+ + 4+ - - - - - - - - - -+ 4+ - - - CC
0,
CT3% 16 + + + - - - - - -+ 4+ + 4+ 4+ - - - - - - - - -+ 4+ - - - CC
006 -+ + - - - - - - - 4+ 4+ 4+ 4+ + - - - - - -+ - - + 4+ + - - CB
4 043 S+ + - - - - - - - 4+ 4+ 4+ + + - - - - - -+ - - + 4+ + - - CB
£ 4z8
= S+ + - - - - - - - 4+ 4+ 4+ + + - - - - - -+ - - + 4+ + - - CB
1S
o 522 -+ + - - - - - - - 4+ 4+ 4+ 4+ + - - - - - -+ - - + 4+ + - - CB
BTB31 -+ + - - - - - - - 4+ 4+ 4+ 4+ + - - - - - -+ - - + 4+ + - - CB
BT4
d -+ + - - - - - - - 4+ 4+ 4+ 4+ + - - - - - -+ - - + 4+ + - - CB
12 + + + - - - - - - - + 4+ + 4+ 4+ ++ - - - - - - - ++ - - - CC
f_t, B06 + 4+ 4+ - - - - - - N+t +t + +++ 4+ - - - - - N -+ + - - - CC
o)
e BTO + + + - - - - - - - 4+ + + 4+ + + 4+ - - - - - - - + 4+ - - - CC
£ o
g BTS%125 , , 4 . . . . . . . 4% NT F o+ - - - - = - -+ % - - - CC
o BTBY + + - = - - - - - 4+ 4+ N F A+ A+ A+ - - - - - - -+ + - - - CC
129 + 4+ 4+ - - - - - - N+t 4+ + ++H+H+ - - - - - T -+ + - - - CC
QM + + + - - - - - - - + 4+ + 4+ 4+ + + - - - - - - - + + - - - CC

Legenda: (CC) Cocos ,(CB) Cocobacilo, (+) Teste positivo, (-) Testes negativo, (NT) Nao testado.



B.12. Testes bioquimicos e fisiol6gicos das cepas de

aurantiacum e Rhodococcus corynebacterioides.
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Exiguobacterium

TESTES BIOQUIMICOS E FISIOLOGICOS

? 09 9 N
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VPE B 58 QO L 8 0E R Z ZL 2o oo= 8 TR R a8 E L ©
Isolado Q= £ © S © © 5 0§ Q9 © ©oh S 2B w0 gov 0= 5 5
D8 X O 2= g 2 =8 ¢ £ SN K] pdL 2 0ol P 22X 9O o
ZOO0O W OO 4 L X2 om he odd a8 =D OO0 oouw = O
42 - + - NT + + -+ + + - - - - - - - - -+ + - - CC ccv
o
o i31 -+ - -+ 4+ -+ -+ o+ o+ - - - - - - - 4+ + 4 - - cc cv
g3
8'8 i28 -+ - - 4+ 4+ - + - + 4+ 4+ - - - - - - - - - - 4+ + + - - cCC cv
o2
8T 249 - 4+ - NT + + - 4+ - + 4+ 4+ - - - - - - . - 4+ 4+ 4+ - - cc v
T Qa
S 2 BT42 -+ - NT + + NT + - + + + - = - - - - - - - - 4+ 4+ 4 - - cC ¢V
o>
§ BTB19 + - - 4+ + NT 4+ - + + + - - - - - - - N - 4+ + + - - cc cv
BT3%31 . + - NT + + NT + - + + NT - - - - - - - - NT - + + + - - cC cv
BT3%2€ . + - NT + + - + - + 4 4 - - - - - - - - NT - + + + - - cC cv
YW
e BT3% 42 _ P + - NT - NT + NT + 4+ - - = = = 4+ - - + + + - + B cL
=] 0,
3 BT3% 1€ _ + -+ + - NT - NT + + + + - - - - - 4+ - - 4+ 4+ + - + cB cL
8
= BTB10 + -+ + - NT - NT + + + + - - - - - 4 - - 4+ + + - + cB cL
5 201
@© -+ -+ + - NT - NT+ + + + - - - - - 4+ - - 4+ + + - + CB CL
e
3 139 -+ -+ + - NT - NT + NT + + - - - - - + - - + + + - + CcB CL
~
g 163 -+ -+ + - - S ST S S A S
S NT NT cB CL
g 27, -+ - F - N - N+ 4+ - - - - -+ - -+ 4+ 4+ -+ CB CL
=] .
(=]
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240 -+ -+ + - NT - NT + + 4+ 4+ - - - - - 4+ - - + 4+ + - + CB CL

Legenda: (CC) Cocos ,(CB) Cocobacilo, (+) Teste positivo, (-) Testes

positivo, (CV) cor da coldnia vermelha, (CL) cor da col6nia laranja.

negativo, (NT) Nao testado, (1) Fraco
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ANEXO C

70 80 o8 188 118 128 1308 148 158 168
FICGEGTGAGTAATACTTAGGAATCTACCTAQTAQE GGGGEGEATAGCTCGGGG AAAGCTCGEAATTAAT aCCGecatACGACCTACGEG AGAAAGEGGGECAAG

AL

C.1.: Eletroferograma da sequéncia de DNA da regido 16S rRNA da bactéria
003.
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88 28 188 118 128 138 148 158 168 178
GCGGCGGACGGGTGAGTAATACTTAGGAATCTACCTAGTAGEGGEGEATAGCACGEGEG AAACTEGTATTAATACCGCATACGACCTACGGG AGANAGE

I

Jllal'l, I I A LWL

C.2.: Eletroferograma da sequéncia de DNA da regido 16S rRNA da

bactéria 203.
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68 70 80
[GGagc GG GLOI TTAATAGTTA GQANTCTAGGTY TTgC tggE GGGATagCt c ggGGAAACTG tHATTa TTTTITGGCEGE MGGAC CTA GHT

il

28 160

110 128

138 148

C.3.: Eletroferograma da sequéncia de DNA da regido 16S rRNA da bactéria

12.

68 78 8a o8

188
GETGAGTARCAGGTGG GTGATCT GCCCT GCACTTCT BGATAAGCCC EGGARAGTEGGTCTAATACCGGATAGGACTGCECGGTECATGCCEGTETGGTGEAAAGATTTATCGET

i

118

12

Ly

il

a 138 148

el

158 168 178

du!l RREIIELIET |

C.4.. Eletroferograma da sequéncia de DNA da regido 16S rRNA da

bactéria 249.
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[

0

MGHTHTGGGATANCCHCGAGANATECGGEGECTANTACCGGATGTGTCATCGGACCGEATEGTECC GT TGATGANAG GCGETHI(

i

C.5.: Eletroferograma da sequéncia de DNA da regido 16S rRNA da

bactéria 201.



79

10. VITA

Ingressei em marco de 2002 no curso de Licenciatura Plena em
Ciéncias Biolégicas da Universidade Luterana do Brasil - Torres. Durante o
periodo da universidade trabalhei em 12 projetos, participei como monitor nas
disciplinas de Microbiologia e Imunologia, Estudos em Morfologia Humana,
Estudos em Patologia Humana, Estudos em Fisiologia Humana, Cariologia,
Biologia Geral e Histologia, perfazendo um total de 2800h. Fui o primeiro
bolsista remunerado do laboratério de microbiologia da universidade e
premiado em duas edi¢des da Iniciacdo Cientifica. Participei da organizacdo do
museu Marinho e trabalhos relacionados com educacéo, salude e pesquisa na
Colbnia de Pescadores Z-18 de (SC).

Em janeiro de 2007 finalizei o Curso de Ciéncias Biologicas e em
marco de 2007 iniciei o mestrado no programa de POs-Graduacdo em
Microbiologia Agricola e do Ambiente da Universidade Federal do Rio Grande

do Sul.



80

Atualmente sou professor e pesquisador da Universidade Luterana
do Brasil - Torres. Tendo experiéncia na area de Educacdo, Bioquimica e

Microbiologia, com énfase em Microbiologia Ambiental.



