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RESUMO: Foi desenvolvido método para a evidenciagdo de virus em filés
de peixe. Amostras de 50 gramas foram submetidas a agitacdo mecdnica durante
5 min em 200 ml de dgua bidestilada esterilizada, em pH 7,3-7,5. As substdncias
em suspensdo foram removidas mediante uma filtracdo de clarifica¢do. A suspen-
sdo clarificada foi em seguida submetida & ultrafiltracdo através de membrana
de alginato de sddio, sendo esta posteriormente dissolvida em 2 ml de citrato de
sodio a 3.8%. A suspensdo ohtida foi, a seguir, centrifugada a 10.000 rpm durante
20 min, a 4¢C, adicionando-se ao sobrenadante penicilina, estreptomicina e
anfotericina B. O isolamento de virus foi feito em culturas primdrias de células
de rim de macaco rhesus, células Hela e por inoculagdo em camundongos recém-
nascidos. A identificacdo sorolégica levou aos seguintes resultados: de 51 filés
de peixe foram isoladas duas estirpes de poliovirus tipo 1, duas de poliovirus tipo
3 e uma de coxsackievirus B4, o que corresponde a uma percentagem de positi-
vidade de 9,8%. A identificagdo intratipica das quatro estirpes de poliovirus
isoladas revelou ser uma delas semelhante e as demais diferentes das estirpes

vacinais.
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INTRODTUCGCAZAKO

Grande numero de informagdes disponi-
veis sobre a possibilidade dos alimentos po-
derem veicular determinados virus e, even-
tualmente, transmitir doencas de etiologia vi-
ral, pode ser encontrado em estudos epide-
miolégicos 1,23. Com o aperfeicoamento
das técnicas de concentragdo, comegam a
acumular-se dados adicionais sobre a ocor-
réncia de virus patogénicos em alimen-
tos 4,3,7,3,10, Com base nos estudos epidemio-
logicos e laboratoriais, constata-se que os
virus entéricos estdo freqiientemente asso-
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ciados a alimentos, havendo mesmo evidén-
cias de relacdo causa-efeito entre a inges-
tdo de alimentos e surtos de poliomielite.
Esta observacao, feita por Cliver 3, em 1969,
tem particular interesse nao s6 em termos
dos poliovirus, mas como ilustracdo do mo-
do como outros enterovirus poderdo disse-
minar-se, tendo como veiculo os alimentos,
dadas as semelhangas epidemiolégicas co-
muns a estes.

As membranas soliveis de alginato de
sddio, descritas por Gértner ¢, oferecem efi-

Biomédicas da

405



SCHMID, A, W et al. Evidenciagdoe de
Sande publ.,, S. Paulo, 11:405-9, 1977.

viru s

patogénicos humanos em filés de peixe. Rev.

ciéncia de recuperagao para enterovirus ue
pode variar entre 70 ¢ 100% », apresentan-
do a vantagem de sua solubilizacdo ser feita
em pH proximo da neutralidade, com o que
se contorna a possibilidade de inativacio
dos virus sensiveis a variaches amplas do
pH 1zt

O objetivo do presente trabalho € o iso-
lamento e identificacdo de virus de deter-
minado tipo de alimento — filés de peixe —
usando-se filtros de alginato soluvel, apos
tratamento do material em estudo segundo
técnica determinada.

MATERIAL E METODOS

Filés de peixe

Foram examinados 51 filés de pescada,
de 530 gramas, adquiridos em peixarias,
mercados, feiras livres e supermercados do
Municipio de S3o Paulo, de outubro de 1975
a outubro de 1976, Comprava-se o peixe
na qualidade de consumidor comum e man-
dava-se preparar os filés no ato. Os pei-
xes eram cortados e manipulados pelo ven-
dedor sem maiores precaucghes de higiene,
e geralmente nao eram lavados. Em segui-
da, transportava-se o material diretamente
para o laboratério, onde era guardado em
geladeira a 4°C até ser examinado.  Os
exames eram realizados logo em seguida ou
no maximo dentro de 24 horas.

Método de concentracdo de virus

Depois de pesados, os filés de peixe eram
colocados em um Erlenmeyer, juntando-se
200 ml de agua bidestilada esterilizada.
Para facilitar a eluicdo dos virus eventual-
mente presentes, o meio era alcalinizado
com solucdo de hidroxido de sodio 0,1 N
até se obter pH de 7,3 a 75. O material
era agitado vigorosamente durante 5 min,
removendo-se em seguida as substancias em
suspensdo por meio de filtragdo em filtro
de fibra de vidro (AP-20, Millipore Co.).
A suspensdo clarificada era entao subme-
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tida a ultrafiltracdo através de membrana
de alginato de sédio (SM 127 10, Sarto-
rius GmbH); esta membrana era dissolvi-
da, apos a filtragdo, em citrato de sddio
a 3,8%. Em seguida, centrifugava-se o
material a 10.000 rpm por 20 min a 4°C ¢
adicionava-se ao sobrenadante penicilina,
estreptomicina e anfotericina B nas concen-
traches finais de, respectivamente, 2.000 U,
2000 ng e 1 ug por ml. As provas
de esterilidade eram realizadas em meios
de tioglicolato e Sabouraud.

Culturas de células

Para o isolamento dos virus foram utili-
zadas culturas de células primdrias de rim
de macaco rhesus (Flow Laboratories, E.
U. A) e celulas da linhagem HelLa. O
meio de Eagle MEM adicionado de anti-
bioticos nas concentraches usuais e conten-
do 2% de soro fetal bovino serviu de meio
de manutencdo para as culturas prepara-
das.

Isolamento ¢ identificacdo dos virus

As suspensies concentradas de filés de
peixe foram inoculadas nas culturas de cé-
lulas renais de macaco rhesus e de HeLa em
(quantidades de 0,1 ml, e por via subcuta-
nea em camundongos recém-nascidos em
quantidades de 0,03 ml.  Para cada sus-
pensdo utilizaram-se 5 tubos de cada tipo de
célula ¢ lotes de 5 camundongos. As cultu-
ras eram acompanhadas durante 15 dias ¢
os camundongos ficavam em observacido até
3 semanas. A identificacdo dos enterovirus
isolados foi feita mediante provas de neu-
tralizacdo, utilizando misturas de soros hi-
perimunes, segundo o esquema de Lim &
Benyesh-Melnick 11,

Identificagdo intratipica de poliovirus

Esta foi realizada pelo método da com-
paracdo dos indices de neutralizacdo se-
gundo & microtécnica 14,'5,1%, Adotou-se o
critério de Plotkin e col.'s para a identi-
ficacdo das estirpes de virus.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Alguns comentdrios s@o necessdrios a
respeito das dificuldades iniciais encontra-
das. A ultrafiltracdo direta das suspensdes
de filés de peixe mostrou-se inviavel devido
a presenca de numerosos fragmentos tissu-
lares, provocando a obstrugcdo das mem-
branas de alginato de sodio. A remogéo
das particulas grosseiras em suspensio foi
insuficiente quando o material era centri-
fugado a 5.000 ou 10.000 rpm durante 15 a
30 min. Foi possivel eliminar os fragmen-
tos e as particulas em suspensdo mediante
uma filtracdo rapida, com pressdo positiva,
através de membrana de fibra de vidro
(AP-20), com obtenc¢do de um filtrado cla-
ro e transparente, técnica que, segundo ob-
serva¢es anteriores s, s6 elimina 2 a 5%
do total de virus presentes. Os filtrados
assim obtidos passavam facilmente através
de ultrafiltros de alginato de sodio (SM
127 10). O volume inicial de 200 ml de
suspensdo foi processado, em média, em 15

min, dando um volume final de cerca de
100 ml, utilizando-se uma pressdo de 4 a 5
atmosferas. A duragio total do processa-
mento de cada amostra de peixe ndo costu-
mava ultrapassar uma hora.

Os resultados do isolamento sdo apresen-
tados na Tabela abaixo; como se verifica,
foram evidenciados enterovirus em 5 dos 51
filés de peixe examinados, do que resulta
uma taxa de positividade de 9,87,. As
amostras de poliovirus foram isoladas em
culturas de células de rim de macaco e o
coxsackievirus, em camundongos. A iden-
tificacdo intratipica revelou que as duas
amostras de poliovirus do tipo 1 eram he-
terologas a estirpe LSc 2ab de vacina Sa-
bin, e das duas do tipo 3 uma foi heterolo-
ga ¢ a outra isologa a estirpe atenuada de
Sabin Leon 12 ab. E interessante obser-
var que a estirpe isdloga foi isolada cerca
de um més apo6s a vacinacdo em massa
contra a poliomielite no Municipio de Sao
Paulo, realizada em outubro de 1975.

TABELA

Virus isolados de filés de peixe adquiridos no Municipio de S&o Paulo
(outubro 1975 - outubro 1976)

Neo de Virus
Origem amostras identificados
examinadas
Peixarias 30 2 Poliovirus tipo 1
1 Coxsackievirus B4

Mercados 10 1 Poliovirus tipo 3
Feiras livres Y —_—
Supermercados 2 1 Poliovirus tipo 3 (Sabin)
Total 51

O presente trabalho nfo permite deter-
minar a fonte de contaminag¢do por virus
dos filés de peixe examinados. Contudo,
o0 mais provavel é que ela tenha ocorrido
pela manipulacdo durante o preparo dos

filés. Os enterovirus isolados poderiam ser
provenientes das maos do proprio manipu-
lador ou, eventualmente, do conteudo intes-
tinal do peixe. Observou-se que a faca do
manipulador ndo entra em contacto com as
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visceras do peixe durante a preparacdo
dos filés; assim, ja deveria estar contami-
nada anteriormente em conseqiiéncia da
limpeza e evisceragdo de outros peixes.
Esta possibilidade existe, sem duvida, de
vez que as facas e as mesas em que 3o
preparados os peixes habitualmente néo
sdu lavadas e desinfetadas de modo conve-
niente. E nosso propodsito verificar, em
trabalhos futuros, a presenca de virus hu-

manos no conteudo intestinal de peixes co-
mumente utilizados na alimentagao.
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ABSTRACT:

The purpose of this study was to develop a method for detection

of virus in fish fillets. Samples (50g) of fish fillets were minced and shaken for

5 min with 200 ml of doubled distilled water (pH 7.3-7.5).
This food extract was subjected to filtration through

was clarified by filtration.

The mixture

a sterile sodium alginate membrane, which was thereafter dissolved in 2 ml of a
3.8% sodium citrate solution, and centrifuged at 10000 rev/min for 20 min, at
4°C. Penicillin, streptomycin and amphotericin B were added to the supernatant
fraction. Virus isolations were done in primary rhesus (Macaca mulatta) monkey

kidney cultures, HeLa cultures and newborn mice.

Fifty one fish fillets were

examined. The agents isolated were: 2 type 1 poliovirus, 2 type 3 poliovirus and

one type B4 coxsackievirus, giving an isolation rate of 9.8%.

Using the intra-

{ypic serodifferentiation for the characterization of the four polioviruses strains
isolated from the fish fillets, only one was similar to the vaccine strain, and the
three others were classified as non-vaccine like strains.

UNITERMS: Viruses, human pathogenic. Virus cultivation.
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