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R E S U M O : Foi desenvolvido método para a evidenciação de vírus em filés
de peixe. Amostras de 50 gramas foram submetidas à agitação mecânica durante
5 min em 200 ml de água bidestilada esterilizada, em pH 7,3-7,5. As substâncias
em suspensão foram removidas mediante uma filtração de clarificação. A suspen-
são clarificada foi em seguida submetida à ultrafiltração através de membrana
de alginato de sódio, sendo esta posteriormente dissolvida em 2 ml de citrato de
sódio a 3,8%. A suspensão obtida 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 vírus foi feito em culturas primárias de células
de rim de macaco rhesus, células HeLa e por inoculação em camundongos recém-
nascidos. A identificação sorológica levou aos seguintes resultados: de 51 filés
de peixe foram isoladas duas estirpes de poliovírus tipo 1, duas de poliovírus tipo
3 e uma de coxsackievírus B4, o que corresponde a uma percentagem de positi-
vidade de 9,8%*. A identificação intratípica das quatro estirpes de poliovírus
isoladas revelou ser uma delas semelhante e as demais diferentes das estirpes
vacinais.

UNITRRMOS: Vírus patogênicos humanos. Vírus, cultura.

I N T R O D U Ç Ã O

Grande número de informações disponí-
veis sobre a possibilidade dos alimentos po-
derem veicular determinados vírus e, even-
tualmente, transmitir doenças de etiologia vi-
ral, pode ser encontrado em estudos epide-
miológicos 1,2,3. Com o aperfeiçoamento
das técnicas de concentração, começam a
acumular-se dados adicionais sobre a ocor-
rência de vírus patogênicos em alimen-
tos 4,5,7,8,10. Com base nos estudos epidemio-
lógicos e laboratoriais, constata-se que os
vírus entéricos estão freqüentemente asso-

ciados a alimentos, havendo mesmo evidên-
cias de relação causa-efeito entre a inges-
tão de alimentos e surtos de poliomielite.
Esta observação, feita por Cliver 3, em 1969,
tem particular interesse não só em termos
dos poliovírus, mas como ilustração do mo-
do como outros enterovírus poderão disse-
minar-se, tendo como veículo os alimentos,
dadas as semelhanças epidemiológicas co-
muns a estes.

As membranas solúveis de alginato de
sódio, descritas por Gärtner 6, oferecem efi-
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ciência de recuperação para en te rov í rus que
pode variar entre 70 e 100%9, apresentan-
do a vantagem de sua so lubi l ização ser fe i t a
em pH p róx imo da neu t r a l i dade , com o que
se contorna a poss ib i l i dade de i n a t i v a c ã o
dos v í r u s sensíveis a var iações amplas do
pH 1 2 , 1 7 .

O ob je t ivo do presente t r a b a l h o é o iso-
lamento e i d e n t i f i c a ç ã o de ví rus de deter-
m i n a d o t ipo de a l imen to — f i l é s de peixe —
usando-se f i l t r o s de a lg ina to solúvel, após
t ra tamento do mater ia l em estudo segundo
técnica determinada.

MATERIAL E MÉTODOS

Filés de peixe

Foram examinados 51 f i l é s de pescada,
de 50 gramas, a d q u i r i d o s em pe ixa r i a s ,
mercados, f e i r a s l ivres e supermercados do
Munic íp io de São Paulo, de ou tub ro de 1975
a o u t u b r o de 1976. Comprava-se o peixe
na q u a l i d a d e de consumidor comum e man-
dava-se p r e p a r a r os f i l é s no ato. Os pei-
xes eram cortados e man ipu l ados pelo ven-
dedor sem maiores precauções de h ig iene ,
e ge ra lmente não eram lavados. Em segui-
da, t ransportava-se o ma te r i a l d i re tamente
para o l abora tó r io , onde era guardado em
geladei ra a 4oC até ser examinado. Os
exames eram rea l izados logo em seguida ou
no m á x i m o den t ro de 24 horas .

Método de concentração de vírus

Depois de pesados, os f i lés de peixe eram
colocados em um Erlenmeyer , juntando-se
200 ml de água bidestilada esteri l izada.
Para f a c i l i t a r a e lu ição dos v í rus eventual-
mente presentes, o meio era a l c a l i n i z a d o
com solução de h idróxido de sódio 0,1 N
até se obter pH de 7,3 a 7,5. O m a t e r i a l
era agitado vigorosamente du ran t e 5 m i n ,
removendo-se em seguida as substâncias em
suspensão por meio de f i l t r ação em f i l t r o
de f i b r a de v id ro (AP-20, Mi l l ipore Co.) .
A suspensão c l a r i f i c a d a era então subme-

t ida a u l t r a f i l t r a ç ã o através de membrana
de alginato de sódio (SM 127 10, Sarto-
r ius G m b H ) ; esta membrana era dissolvi-
da, após a f i l t ração , em citrato de sódio
a 3,8%. Em seguida, centr i fugava-se o
mate r i a l a 10.000 rpm por 20 min a 4oC e
adicionava-se ao sobrenadante pen ic i l ina ,
es t reptomicina e a n f o t e r i c i n a B nas concen-
trações f i n a i s de, respectivamente, 2.000 U,
2.000 mg e 1 mg por ml. As p r o v a s
de es ter i l idade eram real izadas em meios
de t iogl icola to e Sabouraud .

Culturas de células

Para o isolamento dos v í rus fo ram u t i l i -
zadas c u l t u r a s de cé lu las pr imár ias de rim
de macaco rhesus (Flow Laboratories, E.
U. A.) e células da l inhagem HeLa. O
meio de Eagle MEM adicionado de anti-
bióticos nas concentrações usuais e conten-
do 2% de soro fe ta l bovino serviu de meio
de manu tenção para as cu l tu ra s prepara-
das.

Isolamento e identificação dos vírus

As suspensões concent radas de f i l é s de
peixe fo ram inoculadas nas cu l tu ras de cé-
lu la s rena is de macaco rhesus e de HeLa em
q u a n t i d a d e s de 0,1 ml, e por via subcutâ-
nea em camundongos recém-nascidos em
quan t idades de 0,03 ml. Para cada sus-
pensão u t i l i za ram-se 5 tubos de cada tipo de
c é l u l a e lotes de 5 camundongos . As cul tu-
ras eram acompanhadas d u r a n t e 15 dias e
os camundongos f i c a v a m em observação até
3 semanas. A iden t i f i cação dos en teroví rus
isolados foi fe i ta mediante provas de neu-
t r a l i zação , u t i l i z ando mis turas de soros hi-
pe r imunes , segundo o esquema de Lim &
Benyesh-Melnick 1 1 .

Identificação intratípica de poliovírus

Esta foi realizada pelo método da com-
paração dos índices de neutral ização se-
gundo a microtécnica 14,15,16;. Adotou-se o
cr i t é r io de P lo tk in e col. 13 para a ident i -
f i cação das estirpes de vírus.



RESULTADOS E DISCUSSÃO

Alguns comentários são necessários a
respeito das dificuldades iniciais encontra-
das. A ul t raf i l t ração direta das suspensões
de f i lés de peixe mostrou-se inviável devido
à presença de numerosos fragmentos tissu-
lares, provocando a obstrução das mem-
branas de alginato de sódio. A remoção
das partículas grosseiras em suspensão foi
insuf ic ien te quando o material era centri-
fugado a 5.000 ou 10.000 rpm durante 15 a
30 min . Foi possível e l iminar os fragmen-
tos e as part ículas em suspensão mediante
uma f i l t ração rápida, com pressão positiva,
através de membrana de f ib ra de vidro
(AP-20), com obtenção de um filtrado cla-
ro e transparente, técnica que, segundo ob-
servações anteriores1 8 , só e l imina 2 a 5%
do total de vírus presentes. Os filtrados
assim obtidos passavam facilmente através
de u l t r a f i l t ros de alginato de sódio (SM
127 10). O volume in ic ia l de 200 ml de
suspensão foi processado, em média, em 15

min, dando um volume f i n a l de cerca de
100 ml, utilizando-se uma pressão de 4 a 5
atmosferas. A duração total do processa-
mento de cada amostra de peixe não costu-
mava ultrapassar uma hora.

Os resultados do isolamento são apresen-
tados na Tabela abaixo; como se verifica,
foram evidenciados enterovírus cm 5 dos 51
filés de peixe examinados, do que resulta
uma taxa de positividade de 9,8%. As
amostras de poliovírus foram isoladas em
culturas de células de rim de macaco e o
coxsackievírus, em camundongos. A iden-
tif icação intratípica revelou que as duas
amostras de poliovírus do tipo 1 eram he-
terólogas à estirpe LSc 2ab de vacina Sa-
bin, e das duas do tipo 3 uma foi heterólo-
ga e a outra isóloga à estirpe atenuada de
Sabin Leon 12 a1b. É interessante obser-
var que a estirpe isóloga foi isolada cerca
de um mês após a vacinação em massa
contra a poliomielite no Município de São
Paulo, realizada em outubro de 1975.

O presente trabalho não permite deter-
minar a fonte de contaminação por vírus
dos filés de peixe examinados. Contudo,
o mais provável é que ela tenha ocorrido
pela manipulação durante o preparo dos

filés. Os enterovírus isolados poderiam ser
provenientes das mãos do próprio manipu-
lador ou, eventualmente, do conteúdo intes-
tinal do peixe. Observou-se que a faca do
manipulador não entra em contacto com as



vísceras do peixe durante a preparação
dos filés; assim, já deveria estar contami-
nada anteriormente em conseqüência da
limpeza e evisceração de outros peixes.
Esta possibil idade existe, sem dúvida, de
vez que as facas e as mesas em que são
preparados os peixes habitualmente não
são lavadas e desinfetadas de modo conve-
niente. É nosso propósito verificar, em
trabalhos futuros , a presença de vírus hu-

manos no conteúdo intestinal de peixes co-
mumente utilizados na alimentação.
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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). The mixture
was clarified by filtration. This food extract was subjected to filtration through
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-
typic 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.

U N I T E R M S : Viruses, human pathogenic. Virus cultivation.
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