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RESUMO

O estado de Santa Catarina, por suas caracteristicas geograficas e da
qualidade das aguas litordneas, tornou-se um ambiente ideal para o
cultivo de organismos marinhos, especialmente moluscos bivalves,
como ostras da espécie Crassostrea gigas. O fato de as ostras serem
tradicionalmente consumidas in natura, reforca a necessidade de
medidas eficientes de controle da producdo e de métodos adequados e
rapidos para deteccdo de patdgenos. O método de coleta, as condigdes
de armazenamento sob refrigeracdo e manuseio influenciam sobre a
qualidade das ostras comercializadas, sendo que algumas espécies,
como Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus séo
potencialmente patogénicas para 0 homem, representando riscos a salde
publica. As analises convencionais para deteccdo e quantificagdo de
Vibrio spp., como a ISO 21872 e Numero mais Provavel (NMP), apesar
de ainda muito utilizadas no Brasil, sdo técnicas laboriosas, demoradas e
de sensibilidade reduzida. Os métodos moleculares atuais, como o PCR
em tempo real, por exemplo, sdo extremamente sensiveis, rapidos e
eficientes para a deteccdo de patdgenos alimentares. Com base nisso,
esse estudo teve como objetivo comparar os métodos I1SO 21872 e PCR
em tempo real em amostras de ostras (C. gigas) artificialmente
contaminadas com V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus e
avaliar os efeitos da temperatura e do tempo no armazenamento de
ostras (C. gigas) contaminadas com V. parahaemolyticus. Foram
analisadas um total de 70 amostras de ostras contaminadas
artificialmente com Vibrio spp. e foi possivel obter as seguintes
positividades para o método 1SO 21872: V. cholerae, 78,6%; V.
parahaemolyticus, 71,43%; V. vulnificus, 78,6%; V. cholerae e V.
alginolyticus, 64,29%; V. vulnificus e V. mimicus 64,29% e 100% de
detecgdo para todas as amostras pelo método de PCR em tempo real. Os
resultados mostraram uma alta sensibilidade do método PCR em tempo
real. Com relacdo aos efeitos da temperatura e do tempo no
armazenamento de ostras (C. gigas) contaminadas com V.
parahaemolyticus, verificou-se que as ostras contaminadas naturalmente
com V. parahaemolyticus, apresentaram um aumento nas contagens no
quinto dia de armazenamento, de 1,9 log NMP g™ para a temperatura de
7°C e 3,5 log NMP g™ para temperatura de 20°C, valores superiores
foram observados nas contagens de amostras artificialmente
contaminadas no quinto dia de armazenamento, de 3,8 log NMP g para
a temperatura de 7°C, e valores superiores de 5,2 log NMP g para



temperatura de 20°C, sendo assim, as condigdes de armazenamento
influenciaram sobre a qualidade microbioldgica final das ostras.

Palavras-chave: Ostras, Crassostrea gigas, Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, ISO 21872, PCR em tempo real.



ABSTRACT

Due the existence of countless environmental preservation areas, such as
bays and estuaries, associated with the good quality of the water, the
coast of Santa Catarina state, Brazil, has become ideal for marine
organisms cultures, especially bivalve mollusks such as the oyster
species Crassostrea gigas. The fact that the oysters are traditionally
consumed in natura reinforces the need for effective measures to control
the production and appropriate methods and rapid detection of
pathogens. The method of collection, the storage conditions under
refrigeration and handling influence on the quality of commercialized
oysters, and some species such as Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus and Vibrio vulnificus are potentially pathogenic to
man, representing a risk to public health. Conventional methods for
detection and quantification of Vibrio spp. such as 1SO 21872 and Most
Probable Number (MPN), still widely used in Brazil, has laborious,
hight time consuming and reduced sensitivity. Current molecular
techniques, such as real-time PCR, for example, are extremely sensitive,
fast and effective for the detection of foodborne pathogens. On that
basis, this study aimed to compare the ISO 21872 and real-time PCR
methods in oyster samples (C. gigas) artificially contaminated with V.
cholerae, V. parahaemolyticus and V. vulnificus and evaluate the effects
of temperature and time in storage oyster (C. gigas) contaminated with
V. parahaemolyticus. They analyzed a total of 70 samples oysters
artificially contaminated with Vibrio spp. so it was possible to obtain the
following positive aspects to the ISO 21872 method: V. cholerae,
78.6%; V. parahaemolyticus, 71.43%; V. vulnificus, 78.6%; V. cholerae
and V. alginolyticus, 64.29%; V. vulnificus and V. mimicus 64.29% and
100% detection rate for all samples by PCR method in real time. The
results showed a high sensitivity of PCR in real time. In relation to the
effects of temperature and time storage of the oysters (C. gigas)
contaminated with V. parahaemolyticus, it was found that the oysters
contaminated naturally V. parahaemolyticus, showed an increase in
counts on the fifth day of storage, 1.9 MPN g™ for temperature 7°C and
3.5 MPN g™ for temperature 20°C, higher values were observed in the
samples artificially contaminated on the fifth day of storage, 3.8 MPN g
! for temperature 7°C and higher values of 5.2 MPN g™ for temperature
20°C and thus storage conditions influenced on the final microbiological
quality of oysters.



Keywords: Oyster, Crassostrea gigas, Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, ISO 21872, Real time PCR.
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INTRODUCAO

A aquicultura compreende a criacdo e o cultivo de organismos
em ambiente aquatico controlado, mediante técnicas especificas, cujo
objetivo é o desenvolvimento, crescimento e comercializacdo destes,
sejam eles cultivados em aguas salgadas, salobra ou doce (PILLAY e
KUTT, 2005; SANTOS et al., 2009).

Em seu ultimo relatorio, a Food and Agriculture Organization
(FAO) sinalizou a atividade como uma grande promessa para suprir a
crescente demanda por fontes saudaveis de proteina estima-se que o
atual consumo mundial de pescados, seja de 19,2 kg de pescado por
habitante ao ano (FAO, 2014).

A producdo mundial de pescado em 2012 foi de 158 milhdes de
toneladas, das quais 136,2 milhGes de toneladas foram utilizadas no
consumo humano. Dessas 136 milhdes de toneladas, 69,6 milhGes de
toneladas (51,1%) tiveram origem na pesca, enquanto 66,6 milhdes
(48,9%) de toneladas tiveram origem na aquicultura. Por sua vez, a
producdo mundial de aquicultura em 2012 (66,6 milhdes de toneladas)
estd dividida da seguinte forma: aquicultura de agua doce, com 41,9
milhGes de toneladas (62,9%) do total e aquicultura marinha com 24,7
milhGes de toneladas (37,1 %) do total (FAO, 2014).

O cultivo de moluscos bivalves no litoral brasileiro, tem se
mostrado uma atividade viavel, no qual a demanda vem gradativamente
aumentando e varias pesquisas vém sendo desenvolvidas visando o
aumento da producédo. A producdo de ostras, seja através de sua extracéo
em bancos naturais, ou da implantacdo de estruturas de cultivo, é uma
fonte de renda importante para a economia de muitas comunidades
pesqueiras situadas ao longo da costa brasileira (FERREIRA, 2006;
OSTRENSKY et al., 2008; SANTA CATARINA, 2010).

No Brasil, a espécie conhecida como ostra do Pacifico ou
Japonesa (Crassostrea gigas, THUNBERG, 1793) é a mais cultivada
especialmente, nas regibes Sudeste e Sul, devido ao investimento em
tecnologias e a producéo regular de sementes em laboratério (MELO et
al.,, 2010; TURECK, 2010). O Laboratério de Moluscos Marinhos da
UFSC é o principal laboratério no Brasil a produzir regularmente
semente de ostras do Pacifico, considerado o principal pilar de
sustentacdo da atividade, sendo um dos grandes responsaveis por Santa
Catarina ser o principal estado produtor de moluscos marinhos, além de



26

possuir a capacidade de atender a demanda de outros estados como, S&o
Paulo, Parand, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Piaui, Pernambuco, Bahia,
Rio Grande do Norte e Ceard (FERREIRA e OLIVEIRA NETO, 2008;
CRUZ, 2011).

Segundo o Ministério da Pesca e da Aquicultura (MPA), o estado
de Santa Catarina comporta a maior producdo nacional de moluscos
bivalves e o segundo maior produtor de moluscos da América Latina
(BRASIL, 2013). Responsavel por aproximadamente 90% da produgéo
nacional de ostras de cultivo comercializadas em todo o territério
nacional, sendo o municipio de Floriandpolis 0 maior produtor de ostras
de Santa Catarina (SANTOS et al., 2012; SOUZA e PETCOV, 2013).
As Baias norte e sul sdo responsaveis por 94,37% da producdo estadual
de ostras cultivadas (SANTA CATARINA, 2014).

Considerando que as ostras (C. gigas) sdo geralmente
consumidas in natura, sem cozimento prévio, sdo vistas como alimento
de alto risco e estdo largamente associadas com intoxicagdes e infecgdes
alimentares. Sua curta vida de prateleira e um meio propicio para o
desenvolvimento de patdgenos, torna-se de extrema importancia para o
crescimento e ganho do mercado externo, o desenvolvimento de
processos que possam Vvir a garantir a seguranca alimentar dos
consumidores de ostras produzidas em Santa Catarina (PORTELLA,
2005; RAMOS, 2007; MIOTTO, 2012).

A microbiota presente nas ostras costuma refletir as condigdes
do ambiente de cultivo, podendo ser influenciada pela temperatura e
salinidade da &gua, porém, o método de coleta e as condicBes de
armazenamento e manuseio também exercem grande influéncia sobre
sua qualidade microbioldégica (FELDHUSEN, 2000; VIEIRA et al.,
2011). A conservacdo serd garantida, enquanto 0s animais sdo mantidos
em baixas temperaturas e estiverem com suas valvas fechadas, mas a
sua decomposi¢cdo ocorre muito rapidamente apds a morte (VIEIRA,
2004).

As bactérias patogénicas relacionadas a alimentos marinhos
podem ser divididas em trés grupos, aquelas que sdo componentes
naturais de ambientes marinho ou estudrio (Vibrio spp., Listeria
monocytogenes, Clostridium botulinum e Aeromonas hydrophila);
bactérias entéricas que estdo presentes neste ambiente devido a
contaminacdo fecal; e bactérias introduzidas durante o manuseio ps-
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coleta ou processamento (FELDHUSEN, 2000; JAKSIC et al., 2002;
NORHANA et al., 2010).

Diferentes espécies do género Vibrio ocorrem naturalmente em
ambientes marinhos, costeiros e estuarios, sendo que algumas espécies,
como Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus e Vibrio cholerae séo
potencialmente patogénicas para 0 homem, e podem estar presentes em
moluscos crus ou parcialmente submetidos a coccdo (THOMPSON et
al., 2004).

A utilizacdo de métodos de deteccdo de micro-organismos € uma
das ferramentas que garantem a seguranca microbiolégica dos
alimentos. Métodos tradicionais utilizados em microbiologia sédo
baseados nos aspectos morfologicos e bioquimicos para tipagem,
subtipagem e identificacdo de géneros, espeécies e subespécies
microbianas. Neste sentido, métodos microbioldgicos classicos também
chamados convencionais sdo aplicados, porém tais métodos apresentam
desvantagens que podem levar a liberacdo de lotes de alimentos
contaminados devido a amostras falso-negativas (MAZIERO, 2007;
GANDRA et al., 2008).

Os métodos rapidos de andlises microbioldgica de alimentos
surgiram como consequéncia da necessidade de se reduzir o tempo
necessario para a obtencdo de resultados analiticos e melhorar a
produtividade laboratorial, visando a simplificagdo do trabalho. A
principal vantagem dos métodos rapidos é permitir liberagcdo mais rapida
de resultados na indlstria de alimentos, como uma ferramenta de
triagem os resultados negativos sdo considerados definitivos, enquanto
resultados positivos sdo considerados presuntivos e requer a
confirmacado dos resultados por um método de referéncia (MARLONY
etal., 2003; FENG, 2007).

As metodologias moleculares sdo mais rapidas e sensiveis, a
introducdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) estabeleceu uma
alternativa vidvel aos métodos tradicionais de cultura, sendo a PCR em
tempo real o avango promissor na tecnologia em diagnostico
microbiano. A metodologia permite a amplificacdo, deteccdo e
guantificacdo de DNA em Unica etapa, agilizando a obtencdo de
resultados e minimizando o risco decorrente de possiveis contaminagdes
(MARLONY et al., 2003; LOURENCO, 2011).
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O diagnostico molecular via PCR representa redugdo custos,
tempo de anélise, aumento da confiabilidade e da especificidade e é de
facil aprendizagem, além disso, é capaz de detectar célula no estado
viavel ndo cultivavel (VNC) (TEODORO et al.,, 2006). Assim, a
inovacdo em métodos microbioldgicos qualitativos é requerida a fim de
reduzir ou eliminar os inconvenientes dos métodos convencionais
(TANG et al., 2009; IPARDES, 2011).

Desta forma, a dissertacdo foi dividida em trés capitulos: o
primeiro, uma revisdo bibliografica a respeito de todos os assuntos
abordados neste trabalho, tais como: malacocultura no Brasil;
caracterizacdo da ostras Crassostrea gigas; aspectos da microbiologia
de moluscos bivalves; Vibrio spp.; métodos de detec¢do no controle de
microbiologia de alimentos; método numero mais provavel (NMP);
metodologia ISO/TS 21872; reacdo em cadeia da polimerase (PCR);
PCR em tempo real. O segundo capitulo, teve como objetivo: detectar
Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus através dos
métodos ISO 21827 e PCR em tempo real em ostras (Crassostrea gigas)
artificialmente contaminadas; comparar o desempenho entre 0os métodos
de deteccdo. O terceiro e Ultimo capitulo, teve como objetivo; avaliar o
efeito no crescimento de V. parahaemolyticus e de bactérias halofilicas
em ostras (Crassostrea gigas) naturalmente e artificialmente
contaminadas armazenadas em diferentes tempos a 7°C e 20°C.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Malacocultura no Brasil

A aquicultura, que envolve o cultivo de moluscos, algas,
camardes, crustdceos e peixes, € uma atividade que tem adquirido
importancia em diversos paises de vasto litoral como fornecedora de
proteina animal. Na América Latina, a aquicultura tem avangado, sendo
gue os principais paises produtores sdo Brasil, México, Equador e Chile
(SOUZA-FILHO, 2003; FAO, 2010).

Segundo o Ministério da Pesca e da Aquicultura (MPA), destaca-
se a regido Nordeste, atualmente a maior produtora de pescados do
Brasil, isto se deve ao aumento da produgdo de peixes nativos e camarao
naquela regido, ja na regido Sul, que estd em segundo lugar, é
caracterizada principalmente pela producdo de peixes de dgua doce e de
moluscos (BRASIL, 2013).

A malacocultura, é baseada no cultivo de trés espécies: o
mexilhdo, a ostra e a vieira representando uma das principais atividades
da aquicultura mundial. O Brasil ¢ o segundo maior produtor de
moluscos bivalves da América Latina, ficando atras apenas do Chile
(VICENTE et al., 2010). O cultivo de moluscos é o setor da aquicultura
brasileira que apresenta grande potencial de expansdo, no entanto, na
pratica, a producdo esti concentrada nas zonas costeiras do estado de
Santa Catarina (OSTRENSKY, 2008; JACOMEL e CAMPQOS, 2014).

No Brasil, o cultivo de ostras e mexilhdes é a fracdo mais
importante da malacocultura, sendo mais desenvolvida nos Estados do
Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Espirito Santo e Santa Catarina, que é 0
maior produtor nacional. A malacocultura em Santa Catarina surgiu no
final da década de 80 sendo desenvolvida em quase toda a costa
catarinense, responsavel por aproximadamente 90% de toda a producéo
nacional (SANTOS et al. 2013).

A criacdo de moluscos bivalves no Brasil é representada
principalmente pelo cultivo de ostras da espécie Crassostrea gigas,
destacando-se devido a alta fecundidade, rapido crescimento e
rentabilidade comercial, sendo de maior interesse econdmico, em funcgéo
do valor alimenticio da carne e do uso da concha como matéria prima
(AZEVEDO, 2011).
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Em razdo da existéncia de condi¢fes oceanograficas favoraveis,
tais como inimeras areas protegidas, como baias, enseadas e estuarios,
ricas em fitoplancton e temperaturas adequadas, contribuem para que o
estado de Santa Catarina, como maior produtor nacional de moluscos
bivalves (CONCEICAO, 2002; ANACLETO, 2007; SANTOS et al.,
2009). Esta atividade tem apresentado um crescimento bastante
significativo, atualmente a sua producgéo é de aproximadamente 24 mil
toneladas (SANTA CATARINA, 2013).

A Universidade Federal de Santa Catarina e a Empresa de
Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina sdo as
precursoras da atividade, fornecendo tecnologia e assisténcia técnica aos
produtores. O setor produtivo est4d organizado em associagdes,
cooperativas e federacdo de empresas (SANTOS et al., 2009). Todo este
cenario confere ao Estado uma posicdo de exceléncia nacional em
cultivos de moluscos bivalves, além de deter mais de 90% da producéo
brasileira de ostras e mexilhdes cultivados (BRASIL, 2013).

A producéo de ostras e mexilhdes em Santa Catarina concentra-
se em uma faixa que engloba 12 municipios, que se estende desde Séo
Francisco do Sul (norte do Estado) até Palhoca (regido centro-leste).
Entre estes municipios, destaca-se Floriandpolis como o maior produtor
de ostras de Santa Catarina e consequentemente, do Brasil (SANTOS et
al., 2011).

A producdo total de moluscos comercializados em 2014 por
Santa Catarina (mexilhdes, ostras e vieiras) foi de 21.553,6 toneladas,
representando um aumento de 12,95% em relacdo a 2013 (Figura 1).
Atuou diretamente na producdo um contingente de 610 maricultores,
representando um aumento de 3,56% em relacdo a 2013 (SANTA
CATARINA, 2014).
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Figura 1. Evolucdo da producdo de moluscos comercializados em Santa
Catarina.
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Fonte: SANTA CATARINA, 2014.

De acordo com a FAO, os moluscos ocupam o segundo lugar na
producdo da aquicultura mundial, representando 27% do total e ficando
atrads somente do pescado de agua doce, que ainda representa a maior
parte da producdo (54%). Cabe destacar que a maior parte dessa
producdo é proveniente da cultura de ostras, particularmente C. gigas
(OLIVEIRA, 2011).

O cultivo de ostras no Brasil iniciou-se em 1971 em Salvador
pela Universidade da Bahia. Ja em 1974 foi introduzida no Brasil a
espécie C. gigas, atualmente a principal espécie cultivada de ostra
(OLIVEIRA et al., 2006). Em 1987, os primeiros exemplares foram
trazidos de Cabo Frio para Santa Catarina e com eles iniciou-se um
cultivo experimental. (POLI et al., 2004)

O Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), que fica localizado na Barra da
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Lagoa, em Floriandpolis, desempenhou um papel crucial e identificou o
potencial das 4guas marinhas de Florianépolis para o cultivo da ostra (C.
gigas) e posteriormente, iniciou e expandiu a producdo em laboratério
destas ostras, tornando-se o principal produtor de sementes do pais
(SOUZA FILHO, 2003).

Atualmente, os municipios que mais contribuiram para a
producdo total do estado de Santa Catarina foram Floriandpolis, com
uma producdo de 2.707,46 toneladas, representando um aumento
33,17% em relacdo a safra 2013, seguido por Palhoca 576 toneladas e
S8o José 180,5 toneladas. Considerando que todos esses municipios
fazem parte da Grande Floriandpolis e localizam-se dentro das Baias
Norte e Sul, equivale dizer que essas Baias sdo responsaveis por 94,37
% da producdo estadual de ostras cultivadas. A comunidade do Ribeirdo
da llha, no municipio de Floriandpolis, destaca-se como a maior
produtora de ostra, representando 83,4% da producdo de Floriandpolis e
61,48% da producdo estadual (SANTA CATARINA, 2014).

A comercializacdo de ostras (C. gigas) na safra 2014 foi de
3.670,36 toneladas. Esta producéo € o recorde estadual, representando
um aumento de 25,17% em rela¢do a safra 2013 (Figura 2).

Figura 2. Evolugdo da producéo de ostras comercializados em Santa Catarina.
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A producdo desta espécie ex6tica em aguas catarinenses trouxe
uma nova alternativa de renda aos pescadores artesanais, além de
desenvolver forte consciéncia ecoldgica em relacdo a protegdo das dguas
marinhas da qual depende a qualidade do produto (POLI, 2004).

2.2  Caracterizacdo da ostra Crassostrea gigas

A espécie Crassostrea gigas conhecida como Ostra do Pacifico
ou Japonesa pertence ao Filo MOLLUSCA, Classe PELECYPODA ou
BIVALVIA, Familia OSTREIDAE, Género Crassostrea (BARNES,
1990).

A ostra (C. gigas, THUNBERG, 1793) ¢é a principal espécie
produzida em sistemas aquicolas ao redor do mundo devido ao seu
potencial de crescimento rapido e a sua ampla tolerancia a diferentes
condi¢des ambientais (FAO, 2010).

Originaria do leste da Asia, especificamente China e Coreia,
além de ser endémica no Japdo, atualmente a espécie C. gigas apresenta-
se distribuida mundialmente, podendo ser encontrada da América do
Norte (EUA e Canada) a América do Sul (Brasil, Chile e Argentina), na
Europa (desde a Noruega até Portugal e em paises mediterraneos)
(AREIAS, 2012; FAO, 2014). Seu habitat natural inclui zonas costeiras
protegidas e estuarinas, podendo também ser encontrada em regides de
mar aberto (FAO, 2014).

As ostras possuem uma estrutura fisica composta por um corpo
macio, ndo possuem esqueleto interno, a valva superior ou direita é
plana e a valva inferior ou esquerda que € levemente céncava, encaixada
sob a articulacdo, sendo a valva pela qual a ostra encontra-se fixada ao
substrato (Figura 3). O masculo adutor une as duas valvas sendo o
responsavel pelo fechamento das mesmas, atuando contra a pressao do
ligamento e quando estd relaxado, as valvas encontram-se abertas
(RUPP, 1999; FREITAS, 2001).
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Figura 3. Ostra (Crassostrea gigas)

Fonte: FAO, 2005.

A ostras, possui um sistema digestivo completo e um sistema
nervoso formado por um ganglio cefalico e outro visceral, além de
corddes nervosos ventrais. O sistema circulatério é aberto, com o
coracdo constituido por um ventriculo e duas auriculas, veias, artérias e
hemolinfa (MIOSSEC et al., 2009).

Assim como as demais espécies de moluscos bivalves, as ostras
sdo organismos filtradores e alimentam-se de particulas em suspenséao
na coluna de agua, que tanto podem ser organicas como inorganicas,
incluindo fitoplancton, mas também podem conter micro-organismos e
outras substancias dissolvidas (DUPUY et al., 2000; FAO, 2004,
MIZUTA, 2010). Sendo que, as bactérias patogénicas, que estejam
eventualmente presentes na Aagua de cultivo, apds serem filtradas,
poderdo permanecer viaveis no trato digestivo das ostras (MORAES et
al., 2000).

Os cilios branquiais produzem uma corrente de agua até o
interior do animal, enviando as particulas em suspensdo até os
filamentos branquiais, onde séo retidas e levadas por batimentos ciliares
até os palpos labiais, onde ocorre uma selecdo, tanto quimica quanto por
tamanho (FURLAN, 2004; RUPP, 1999). As particulas filtradas séo
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menores que 50 um e, principalmente, em torno de 1 a 10 um
(MIOSSEC et al., 2009).

O ciclo de vida natural de uma ostra compreende varias fases,
ostras adultas (machos e fémeas) liberam seus gametas na dgua e dessa
fecundacdo nasce uma larva que nada livremente até atingir o estagio de
pedivéliger, no qual se forma um pé através do qual a larva ira se fixar
ao substrato (VALENTE, 2012). Ostras adultas sdo hermafroditas,
maturando normalmente primeiro como machos, podendo alternar de
sexo durante seu ciclo de vida. Em zonas com boa disponibilidade de
alimentos, as fémeas dominam a populacéo (FAO, 2011).

Os sistemas de cultivo de ostras podem ser de fundo ou
suspensos, sendo que os cultivos suspensos podem ser fixos (mesa) ou
flutuantes (espinhel ou longline e balsa). Estes sdo escolhidos conforme
as condig¢des do local, considerando a profundidade, a¢do das correntes,
ondas e ventos (RAMOS, 2012; VALENTE, 2012). No Brasil, trés
sistemas de cultivo sdo possiveis: o cultivo em balsa, em mesa ou do
tipo longline, sendo o Ultimo o mais utilizado atualmente em diversos
lugares e 0 mais recomendado para locais mais profundos e expostos,
sujeitos a acdo de ventos e correntes. (NEEMA, 2008).

A taxa de crescimento das espécies do género Crassostrea
depende de diversos fatores, além da espécie, como a distribui¢do
geogréfica, o clima, a localizacdo e as diferencas genéticas entre
individuos (HELM e BOURNE, 2004). O tamanho comercial da espécie
C. gigas € de 8 cm, que é atingido em cerca de 7 a 8 meses de cultivo no
estado de Santa Catarina no Brasil, devido as condi¢des encontradas no
Estado, por outro lado na Franga, para a mesma espécie, 0 tempo
necessario para alcancar o tamanho comercial é de aproximadamente
dois anos (MIZUTA, 2010).

De acordo com Poli (2004), as ostras (C. gigas) tém limite de
tolerancia de salinidade e temperatura. A faixa de melhor desempenho é
de salinidade de 18-32 ppm, podendo seu cultivo ser realizado em
salinidade inferior ou superior, porém seu crescimento é mais lento. Os
limites de salinidade e temperatura variam muito, dependendo da
variedade e localizagdo geogréafica que se encontram. Em alguns locais a
salinidade pode variar entre 2-25 ppm entre 0 verdo e inverno, ostras
jovens e adultas podem sobreviver durante semanas em ambientes com
baixa salinidade, fechando suas valvas, assim como pode tolerar
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salinidades elevadas de até 45-50 ppm, como ocorre em cultivos na
Franca, sendo gque a mortalidade é observada em salinidades acima de
50 ppm (MIOSSEC et al., 2009).

2.3 Aspectos gerais da microbiologia de moluscos bivalves

O estado microbiolégico de ostras apdés a coleta estd
diretamente relacionado a qualidade microbiol6gica da agua, que €
influenciada também pela temperatura e salinidade da &gua, distancia
entre o local de cultivo e areas poluidas com material fecal ou a
ocorréncia de bactérias naturalmente presentes na agua (FELDHUSEN,
2000). Além dos patogénicos, podem ser encontrados nos moluscos
bivalves micro-organismos deteriorantes, que provocam alteragdes
sensoriais, diminuindo a vida util do produto. A grande quantidade de
carboidratos em ostras cerca de 5,6%, é o que diferencia a sua
deterioragdo de peixes, camardes e lulas. (JAY, 2005).

A contaminagdo desses alimentos também pode ocorrer na
etapa de processamento, caso ndo sejam implementadas préaticas
adequadas de higiene no seu manuseio e armazenamento (FARIAS et
al., 2010). Assim como, o descuido com o tempo e a temperatura
durante as etapas de colheita e armazenamento (IWAMOTO et al.,
2010).

Segundo Feldhusen (2000), as bactérias patogénicas associada a
doencas causadas devido ao consumo de moluscos bivalves e outros
produtos marinhos sdo divididas em trés grupos, conforme a fonte de
contaminacéo:

a) Bactérias que ocorrem naturalmente no ecossistema aquatico:
Aeromonas hydrophila, Clostridium botulinum, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus e Listeria
monocytogenes

b) Bactérias presentes nesse ambiente como resultado da
contaminagdo fecal humana e de animais de sangue quente: Salmonella
spp., Escherichia coli patogénica, Shigella spp., Campylobacter spp.

c) Bactérias que chegam nestes produtos durante a manipulacéo
e 0 processamento: Bacillus cereus e Staphylococcus aureus.
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As bactérias da familia Enterobacteriaceae (como Salmonella,
Shigella e E. coli) ocorrem em alimentos de origem marinha como
resultado de contaminagdo causada pela atividade do homem ou dos
animais. Esta contaminacdo tem sido normalmente associada a
contaminacdo fecal ou a poluicdo das aguas naturais ou de ambientes
aquaticos, onde estes organismos podem sobreviver durante um longo
periodo, ou a contaminacdo direta dos produtos durante o
processamento (HUSS, 1997).

A concentracdo de micro-organismos nos moluscos filtradores
varia de um animal para outro e depende também das condicGes
meteoroldgicas, da temperatura, da matéria total particulada (turbidez) e
da fisiologia alimentar do molusco (HUSS, 1997). As bactérias da
familia Enterobacteriaceae, como os coliformes a 45°C e a Escherichia
coli tém sido utilizadas como indicadores da qualidade sanitaria das
aguas onde os moluscos sdo cultivados e dos préprios moluscos bivalves
(BARARDI et al., 2006).

O Ministério da Saude através da Resolucdo RDC n°12 de 02 de
janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) que aprova o regulamento técnico e principios gerais para
estabelecimento de critérios e padrdes microbiol6gicos para alimentos,
estabelece para moluscos bivalves in natura limites maximos permitidos
de Estafilococos coagulase positivo de até 1,0 x 10° UFC.g™ e auséncia
de Salmonella sp. em 25g. O limite para coliformes a 45°C somente é
estabelecido para moluscos bivalves, temperados ou ndo,
industrializados, resfriados ou congelados, sendo este de 5,0 x 10
NMP.g™, ndo existindo nesta legislagdo, limites estabelecidos para V.
parahaemolyticus em moluscos bivalves in natura. Ha apenas limites de
V. parahaemolyticus em pratos prontos a base de frutos do mar crus, que
61,0 x 10° NMP.g™" (BRASIL, 2001).

O Brasil permaneceu muito tempo sem a implantacdo de um
programa especifico para o0 monitoramento sanitario de moluscos. Por
isso, considerando a necessidade de estabelecer requisitos de inspe¢do
industrial e sanitaria dos estabelecimentos de processamento de
moluscos bivalves, como medida de prevencdo de efeitos nocivos a
salde do consumidor, e com a finalidade de garantir padrdes minimos
de qualidade, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), em maio de 2012, instituiu o Programa Nacional de Controle
Higiénico Sanitario de Moluscos Bivalves (PNCMB). O PNCMB
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abrange as etapas de retirada, transito, processamento e transporte de
moluscos bivalves destinados ao consumo humano. E importante
destacar que, para a definicdo de retirada de moluscos bivalves, a
Instrucdo Normativa n°7 considera apenas limite de ndmero mais
provavel (NMP) para a bactéria Escherichia coli em 100 gramas da
parte comestivel dos moluscos bivalves como um dos critérios para
retirada liberada de moluscos bivalves das areas de cultivo, sendo este
limite < 230 NMP 100 g™. Outras bactérias patogénicas, como por
exemplo, Vibrio parahaemolyticus, ndo sdo abordadas, nesta legislacéo.

Estudo realizado por Ramos (2007), avaliando a qualidade
bacterioldgica de aguas de cultivo e ostras (C. gigas) cultivadas na Baia
Sul da Ilha de Santa Catarina observou a presenca de V. cholerae, V.
parahaemolyticus e V. vulnificus, observada na Baia Sul da llha de
Santa Catarina, especialmente nos meses de verao.

Embora ndo sejam estabelecidos parametros de contagens para
nenhuma espécie de Vibrio em moluscos bivalves in natura, os padrdes
microbioldgicos existentes para outros micro-organismos consideram
gue estes moluscos in natura ndo sejam consumidos crus, o que deve ser
reavaliado pelas autoridades da Vigilancia Sanitaria, visto que embora
seja microbiologicamente mais seguro nao consumi-los crus, este é o
principal modo de consumo em varias regibes, e deve ser considerado
para que os limites microbiologicos estabelecidos estejam adequados as
caracteristicas do alimento que chega a mesa do consumidor (RAMOS,
2007).

As ostras, bem como os demais moluscos, apresentam um
tempo de vida de prateleira curto e varidvel em funcdo de suas
caracteristicas intrinsecas (CORDEIROS et al., 2007). A alta atividade
de agua, o pH neutro e pelo fato de frequentemente abrigarem bactérias
psicrotroficas, com habilidade de multiplicagdo em ambiente
refrigerado. Devido a isto, ha ainda a presenca de enzimas autoliticas,
responsaveis pelo surgimento de odores e sabores desagradaveis no
produto, contribuindo para sua rapida deterioracio (CODEX
ALIMENTARIUS, 2004).

2.4 Vibrio spp.

O género Vibrio pertence a familia Vibrionaceae, onde estdo
agrupadas bactérias patogénicas para o0 homem, causando desde
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gastroenterites auto limitantes até quadros graves de septicemia,
podendo levar o paciente a Obito (DECHET, 2008). Sdo micro-
organismos habitantes naturais de ambientes aquaticos, de clima tropical
e temperado, presentes em agua salgada, salobra e doce, podendo estar
presentes em moluscos bivalves e outros crustaceos (GIBOTTI et al.,
2000; BUT et al., 2004; WHO, 2005).

As espécies que constituem o género Vibrio sdo bacilos Gram-
negativos, curvos ou retos, ndo formadores de esporos, mesoéfilos, que
medem entre 0,5 — 1,0 um de largura e entre 1,4 — 3,0 um de
comprimento, sdo anaerdbicas facultativas e ndo esporulados
(MCLAUGHLIN, 1995; THOMPSOM e SWINGS 2006). A maioria
das espécies patogénicas é modvel possuindo flagelo Unico e polar,
fermentam glicose sem producdo de gas e sdo catalase positivos.
(KONEMAN et al. 2008). Sdo principalmente mesofilas, as espécies
patogénicas, isto é, ocorrem, em geral, em aguas tropicais e em nimero
mais elevado em &guas temperadas nos finais do verdo ou principios do
outono (HUSS, 1997).

O género Vibrio inclui mais de 30 espécies, das quais a0 menos
14 séo reconhecidas patogénicas para 0 homem (IWAMOTO, 2010).
Entre estas espécies tém sido associadas a doencas transmitidas por
alimentos, Vibrio cholerae, sorogrupos Ol e 0139, sdo 0s mais
importantes, uma vez que sdo associados com surtos de epidemias e
pandemias de diarreia em varias partes do mundo (PRUZZO et al.,
2005; DALMASSO et al., 2009).

Os micro-organismos  patogénicos possuem  capacidade
adaptativa, 0 que permite sua sobrevivéncia no organismo hospedeiro e
assim sdo capazes de provocar infeccdes. A expressdo dos fatores de
resisténcia e viruléncia é regulada por determinadas condicfes, como
ambiente que a bactéria se encontra (MAYER, 2010).

O género Vibrio apresenta versatilidade de estratégia de
patogenicidade, fatores de viruléncia e capacidade de sobrevivéncia e
multiplicacdo em uma diversidade de ambientes. O repertdrio genético
desta bactéria para adaptacdo a mudancas e ambientes hostis, foi
demonstrado pelo surgimento de cepas que manifestam mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos (THOMPSON et al., 2004).

Em moluscos bivalves diferentes espécies de Vibrio tém sido
isolado correspondendo a 75% das doencas transmitidas pelo consumo
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de alimentos de origem marinha. Gastroenterites e infeccdes de pele tém
sido associadas, € 0 numero de casos tém aumentado nos Gltimos anos
(TEPLITSKI et al., 2009) Estes patégenos permanecem vidveis e
cultivaveis, na dgua, mesmo na auséncia de matéria organica (PRUZZO
et al., 2005).

Duas espécies em particular sdo importantes patégenos
humanos transmitidos pelo consumo de alimentos de origem marinha, V.
parahaemolyticus e V. vulnificus (LISTON, 1990; YEUNG e BOOR,
2004; OLIVER, 2005; DRAKE et al., 2007). A concentragdo tanto de V.
parahaemolyticus quanto de V. vulnificus em ostras estd diretamente
relacionada a temperatura da agua, quando a temperatura da agua esta
acima de 20°C observa-se em maiores concentracfes e raramente
isolados quando a temperatura das aguas estd abaixo de 15 °C.
(PRUZZO et al., 2005; SU e LI1U, 2007).

Estudo realizado por Ramos et al. (2014), observou a presenca
de V. parahaemolyticus e V. vulnificus em amostras de aguas de cultivos
provenientes da Baia Sul de Florianépolis no Estado de Santa Catarina e
constatou que, as maiores densidades encontradas para as diferentes
espécies foram nos meses de verdo, quando a temperatura da agua
apresentou média de 24°C.

2.4.1 Vibrio cholerae

O V. cholerae é classificado com base nos antigenos somaticos
(antigeno O) dentro de sorogrupos (BAUMMAN et al., 1984). Esta
espécie é constituida de 206 sorogrupos, sendo que destes, somente dois
sorogrupos, O1 e 0139, sdo os causadores da colera epidémica. O V.
cholerae ndo O1/ndo 0139 estdo amplamente distribuidos no ambiente
aquatico e podem causar surtos de diarreia. (VARNAM e EVANS,
1991; RIVERA et al. 2001). E importante 0 monitoramento da presenca
de V. cholerae, independente do sorotipo ou sorogrupo, patogenicidade,
ou viruléncia devido a descoberta da transferéncia lateral de genes que
pode realmente ocorrer no ambiente aquatico (CHAKRABORTY et al.,
2000).

O reservatorio comprovado da célera é o homem, no entanto, a
presenca desse micro-organismo no habitat aquatico e sua associacédo a
quitina, zooplanctons e peixes, podem favorecer a contaminagdo dos
moluscos bivalves durante o processo de filtragdo (CALIXTO, 2010).
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A dose infectante da bactéria necessaria para causar as
manifestacdes clinicas varia de acordo com a via, se ingerida com agua,
a dose infecciosa é de 10*a 10° células e quando ingerida com alimentos
10%a 10° células séo necessérios (HANDA, 2007).

2.4.2 Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus é uma bactéria Gram-negativa,
anaerébica facultativa, e que se apresenta na forma de bastonete,
apresenta um unico flagelo polar e € moével quando cultivado em meio
liquido. Seu crescimento ocorre em temperaturas de 10 e 48°C, sendo
gue a temperatura 6tima de 35-37°C, o melhor pH para seu crescimento
é o pH alcalino que varia entre 7,5 e 8,5. Apresenta halofilismo restrito,
exigindo um minimo de 1% de NaCl e concentragdo favoravel de para o
desenvolvimento de V. parahaemolytcius é de 2 a 4% sendo 8% a
concentracdo méxima tolerada (VIEIRA, 2004; ZAMORA-PANTOJA
etal., 2013).

Ocorre naturalmente em aguas oceénicas e costeiras, na maioria
das areas, V. parahaemolyticus é mais numeroso no ambiente durante os
meses mais quentes, assim a maioria dos surtos ocorre nesse periodo. Os
sintomas mais comuns de doencga provocada por V. parahaemolyticus
sdo: diarreia, dores abdominais, nausea, vOmito e enxaqueca, febre e
calafrios pouco frequentes. O periodo de incubacdo varia de 4 a 96
horas, e em média 12 horas, os sintomas podem persistir por 2 a 10 dias
(SENAI, 2000; BATES et al., 2004).

A dose infectante minima de aproximadamente 10° UFC (JAY,
2005; CHOI et al., 2009). Os sintomas geralmente sdo autolimitados e
desaparecem apds um periodo de uma semana ou menos, € nao €
necessario o tratamento com antibidticos. A doenca tem sido associada
ao consumo de ostras, caranguejos, camardo, lagosta e peixe crus. No
entanto, a contaminacao cruzada pode propiciar que outros alimentos se
tornem veiculos (SENAI, 2000; BATES et al., 2004; JAY, 2005).

2.4.3 Vibrio vulnificus

Vibrio vulnificus é um bacilo halofilico, mével em meio liquido
devido a um Unico flagelo polar, Gram-negativo, ndo formadora de
esporos e capaz de causar uma infeccdo muito grave em individuos
suscetiveis. Os sintomas da doenca podem variar desde uma
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gastroenterite até uma septicemia primdria e fasiite necrosante, com uma
taxa de mortalidade superior a 50% nos casos de septicemia. A infeccdo
resulta do consumo ou manipulagdo de frutos do mar contaminados,
mais frequentemente ostras, ou pela exposicdo de ferimentos ou lesdes
de pele a agua do mar contaminada (IGBINOSA e OKOH, 2008;
HORSEMAN e SURANI, 2011).

Os sintomas gastrointestinais sdo leves a moderados, auto
limitantes e podem ocorrer mesmo em consumidores sem os fatores de
predisposicdo. A septicemia severa tem sido descrita como a
apresentacdo mais comum das doencas causadas por Vibrio vulnificus,
ou ainda como secundéria a infecgdo da pele (HORSEMAN e SURANI,
2011).

O répido aparecimento dos sintomas (uma a sete horas ap6s o
consumo de ostras cruas) e a evolu¢do da infeccdo indicam que V.
vulnificus é capaz de driblar rapidamente a resposta imune em
organismos infectados. A primeira barreira encontrada pela bactéria é a
acidez estomacal e a estratégia adotada por V. vulnificus parece ser a
mesma adotada por outras bactérias Gram negativas, que neutralizam o
baixo pH quebrando aminoacidos em aminas e CO2 (JONES e
OLIVER, 2009).

Uma das diferencas entre a infecgdo pela pele a septicemia
primaria € a porta de infeccdo. A infeccdo pela pele pode resultar da
entrada da bactéria por lesGes pré-existentes, que pode ser simplesmente
caminhar em aguas contaminadas ou ainda pela inoculacdo por lesdes
traumaticas que ocorrem geralmente durante a manipulagdo de
pescados, mariscos e instrumentos contaminados (facas, anzois, etc. O
periodo de incubacéo é de 7 dias, podendo chegar a 12 (HORSEMAN e
SURANI, 2011).

A bactéria pode ser encontrada em ambientes marinhos
costeiros ou estudrios onde a temperatura varia entre 9 a 31°C, sendo
que a temperatura 6tima é de 18°C e salinidade entre 15 a 25 ppm. A
salinidade acima de 30 ppm reduz a incidéncia de V. vulnificus
independentemente da temperatura da &gua (HORSEMAN e SURANI,
2011).
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2.5 Meétodos de deteccdo no controle de microbiologia de
alimentos

Para o controle microbiolégico de alimentos sdo aplicadas
diversas técnicas. No entanto, as mais empregadas sdo as técnicas
microbioldgicas convencionais, reconhecidas mundialmente como
métodos padrdo de deteccdo de patdgenos em alimentos. Tais métodos,
em teoria, sdo capazes de identificar células vidveis em amostras de
alimentos seguindo 0s estagios de pré- enriquecimento e enriquecimento
seletivo (RUCKERT, 2006; GE e MENG, 2009).

Os métodos convencionais recebem essa denominagdo porque
foram desenvolvidos hd muitos anos e desde entdo vem sendo
empregados como métodos oficiais na maioria dos laboratorios de
microbiologia de alimentos. Esses métodos estdo descritos em
publicacfes consideradas de referéncia, internacionalmente aceitos e
recomendados pela American Public Health Association (APHA), pelo
International Commission on Microbiological Specification for Foods
(ICMSF) e pela Food and Drug Administration (FDA) (GOLDBECK,
2008).

De maneira geral, os métodos convencionais de microbiologia
de alimentos tem como base a microbiologia classica que se
fundamenta, por exemplo, para deteccdo de uma determinada bactéria
em pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo, plagqueamento do
micro-organismo alvo em meio de cultura apropriado e na confirmagéo
por meio de testes soroldgicos, bioquimicos e morfolégicos (GANDRA
et al., 2008; BENETTI, 2009; LI et al.,, 2009; FDA, 2012). Na
microbiologia classica, para se atingir as devidas competéncias e
corretas interpretacdes sdo necessarios muito treino, experiéncia e
conhecimentos prévios em microbiologia (ALTEKRUSE et al., 1998).

As propriedades fenotipicas pelas quais as bactérias séo
identificadas podem ndo ser expressas e, quando expressas, ainda existe
a dificuldade de interpretacdo dos resultados e classificagdo. A
confirmacao de positivos pelos métodos convencionais exige entre 4 ¢ 5
dias, ou até 7 dias se forem necessarias confirmacdes soroldgicas
(MALORNY et al., 2003; GANGRA et al., 2008). Assim, a inovagao
em métodos microbioldgicos qualitativos é requerida a fim de reduzir ou
eliminar os inconvenientes dos métodos convencionais (TANG et al.,
2009; IPARDES, 2011).



46

Os resultados dos testes bioquimicos podem conduzir o analista
a erros, pois sofrem variabilidade pela acéo de fatores ambientais sobre
a expressdo @énica, 0 que acarreta resultados distintos. Outras
caracteristicas relevantes sdo o baixo poder discriminatério em micro-
organismos com baixa variabilidade genética e o limitado numero de
testes devido aos custos dos mesmos (GANDRA et al., 2008).

O tempo gasto para a obtencdo dos resultados é uma
desvantagem muito discutida, pois determinadas analises demandam de
varios dias para a obtencdo de resultados conclusivos. Apesar dos
progressos na formulagdo de meios de cultura seletivos a detecgdo
continua demorada e trabalhosa (GE e MENG, 2009).

E importante destacar que diversas bactérias patogénicas em
condi¢des adversas podem sofrer injuria, o que pode inibir a
multiplicacdo nos meios de cultura empregados. As células viaveis ndo
cultivaveis (VNC), representam um perigo a salde publica, visto que,
podem estar presentes e alimentos podem ser liberados pela ndo
deteccdo de patdgeno (FORSYTHE, 2002; MAZIERO, 2007).

Especialmente na indlstria de alimentos sdo necessarios
métodos mais rapidos para fornecer informacgdes adequadas da possivel
presenca de patdgenos em matérias-primas e produtos finais
possibilitando a intervencdo no controle do processo de fabricacéo e
para 0 monitoramento. Esses métodos rapidos detectam e enumeram 0s
micro-organismos com prematuridade, e possibilitam a sua
caracterizacdo e isolamento para uso microbiolégico, quimico,
imunolégico, soroldgico e molecular (DE SA, 2012).

Desse modo, métodos rapidos alternativos estdo sendo
desenvolvidos e empregados como potenciais substitutos aos métodos
classicos ou como complementares a estes, entre 0s métodos
alternativos destacam-se os métodos fundamentados em técnicas de
biologia molecular, sendo a Polymerase Chain Reaction (PCR) a técnica
mais explorada (FORSYTHE, 2002; TANG et al., 2009; ANDRADE et
al., 2010;).

Pode-se perceber que os avangos em biotecnologia tém
alavancado as técnicas de deteccdo de micro-organismos e influenciado
0 desenvolvimento de técnicas cada vez mais rapidas, automatizadas e
sofisticadas. Entretanto, métodos rédpidos sdo geralmente utilizados
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como técnicas de triagem, ou seja, resultados positivos requerem
confirmacdo por método oficial (FDA, 2012).

A PCR ja esta presente no controle de qualidade de alimentos,
em laboratérios e nas linhas de producdo de alguns paises. Entre eles,
pode-se citar os Estados Unidos, que desenvolve e valida seus métodos
moleculares para a triagem e identificacdo de patdgenos para uso interno
por meio das agéncias reguladoras, incluindo a Food and Drug
Administration (FDA), disponibilizados no Bacteriological Analytical
Manual (BAM) e no Microbiology Laboratory Guidebook (GE e
MENG, 2009).

2.5.1 Meétodo nimero mais provavel (NMP)

Um dos métodos usados para a deteccdo e enumeracdo de
Vibrio em moluscos bivalves e na dgua salgada € método do nimero
mais provavel (NMP) conforme descrito no Bacteriological Analytical
Manual (BAM) do Food and Drug Administration dos EUA (FDA).
Este método baseia-se na inoculacdo de diluicdes decimais de uma
amostra em varias séries de tubos. Cada diluicdo (podendo conter micro-
organismos viaveis ou nao) é inoculada em trés ou cinco tubos de meio
de enriquecimento. Os tubos sdo considerados positivos se apresentarem
colonias caracteristicas em Agar de tiossulfato, citrato, bilis e sacarose
(TCBS), devidamente confirmadas com testes bioquimicos, ou
imunoldgicos (FDA, 2004).

Apesar de ser muito Gtil, este método é muito laborioso e requer
grandes quantidades de tubos com meio de enriquecimento e placas de
agar. Além disso, muitas vezes é dificil distinguir as col6nias de V.
parahaemolyticus de algumas col6nias de V. vulnificus ou V. mimicus
em TCBS, uma vez que estas formam coldnias idénticas (colonias
verdes ou verde-azuladas, com 2 a 3 mm de didmetro) (SU e LIU,
2007).

Para facilitar a identificacdo dos isolados suspeitos, varios Kits
comerciais de testes bioquimicos, como Api 20E® e Api NE®
(bioMérieux), RapID™ System NF PLUS (Remel Inc.), e BBL™
Crystal™ Enteric Nonfermenter kit (Becton, Dickinson and Company),
estdo disponiveis para a rapida identificacdo de membros da familia
Enterobacteriaceae.

Por fim, sdo usadas tabelas de NMP para saber qual a
concentragcdo estimada para a combinagdo de tubos positivos
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(devidamente confirmados) encontrada. Os valores de NMP séo
habitualmente calculados com base em trés diluigdes decimais com
0,19, 0,01g e 0,001g de in6culo, distribuidas em séries de trés ou cinco
tubos. Estes resultados apenas fornecem uma estimativa da concentracgao
inicial de bactérias presentes na amostra, mas ndo fornecem uma
contagem direta das mesmas. Este método é particularmente (til para
baixas concentragfes de micro-organismos (<100/g), mas apenas
permite quantificar organismos viaveis (FDA, 2006).

2.5.2 Metodologia ISO/TS 21872

Outra metodologia disponivel é a descrita pela Organizagio
Internacional de Normalizacdo (ISO), a ISO/TS 21872: 2007. A
metodologia é dividida em duas parte:

Parte 1: Deteccdo de Vibrio parahaemolyticus e Vibrio
cholerae.

Parte 2: Deteccdo de outra espécies incluindo o Vibrio
vulnificus.

A metodologia descrita na norma possui 4 etapas: duas fases de
enriquecimento em solugdo salina alcalina peptonada, a fim de detectar
0s organismos alvos, pois podem estar presentes em pequenas
guantidades e muitas vezes sdo acompanhados por um nimero maior de
outros micro-organismos que pertencem a familia Vibrionaceae ou outra
familia de micro-organismos. A fase de isolamento e identificacdo em
dois meios seletivos de cultura (Agar de tiossulfato, citrato, bilis e
sacarose - TCBS + outro meio seletivo).

A sua identificacdo preliminar é estabelecida com base na
aparéncia da coldnia em agar TCBS. As colbnias de V. cholerae séo
lisas e amarelas, as colonias de V. parahaemolyticus aparecem em azul,
e/ou verde e as col6nias de V. vulnificus so verdes (RIVER, 2010).

As col6nias positivas em TCBS devem ser inoculadas em um dos
trés meios de acordo com a espécie de Vibrio sp.: Agar colistina
polimixina B-celobiose (CPC), ou Agar sodio dodecil sulfato polimixina
B sucrose (SDS) ou ainda o colistina polimixina -celobiose modificado
(CPCm). A norma sugere ainda a coloragdo Gram e o0 teste de
motilidade em solugdo salina.
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A identificacdo  bioquimica, conforme previsto nas
metodologias BAM (FDA, 2004) e ISO (ISO, 2007) pode ser feita
através kits comerciais como Api 20E® ou pelo uso de meios e solugdes
especificas para comprovacgdo de caracteristicas fenotipicas proprias de
Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus. Entretanto, o uso
destes meios e solugBes ndo é pratico quando existe um ndmero muito
grande de amostras, sendo neste caso mais recomendado o uso de
sistemas como o ja citado APl 20E®, sendo mais faceis de usar e mais
rapidos, requerendo no maximo 24h para finalizar as analises.

A identificacdo bioquimica através de kits, sdo baseados na
avaliagdo da capacidade dos micro-organismos de utilizarem
determinados substratos ou de produzirem determinados metabolitos,
onde os testes sdo executados com pequenos volumes de meio de
cultura, os quais se encontram na forma desidratada ou liofilizada, e s&o
reidratados pela adicdo de pequeno volume da amostra a ser testada.
Apo0s a incubacdo faz-se a leitura dos resultados, normalmente através
de uma combinagdo de nimeros obtida de acordo com o resultado de
cada um dos testes que faz parte do sistema. Cada combinacdo de
nlmeros corresponde a um micro-organismo diferente (MACHADO,
2007).

2.5.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), foi
idealizada por Kary Mullis e Randall Saiki na década de 1980, e a partir
desta data houve uma revolugdo na genética molecular devido a nova
abordagem que proporcionou para o estudo dos genes (LOEFFELHOLZ
e DENG; RUCKERT, 2006).

A primeira etapa na identificacdo de micro-organismos baseado
em DNA ¢ o isolamento de DNA gendmico. O isolamento de DNA a
partir de matrizes alimentares para utilizacdo em PCR ¢ dificultada pelo
fato de muitos ingredientes em alimentos poderem atuar como
inibidores de PCR. A qualidade do DNA também pode ser reduzida por
muitas das condigdes comuns a processamentos de alimentos, tais como
0 baixo pH, altas temperaturas, alta pressao, e hidrélise (CHAPELA et
al., 2007; KESMEN et al., 2009; BOTTERO & DALMASSO 2011).

Existem indmeros métodos de extracdo de DNA, manuais €
automatizados, com uso de kits comerciais e do método, os passos
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basicos para extracdo do DNA de uma amostra consiste em lise celular,
ligagdo, lavagem e eluigdo final (CHAPELA et al., 2007).

Apos a quantificacdo e pureza, 0 DNA extraido é adicionado a
uma mistura (também conhecida como pré-mix) que contém os dNTPs
(desoxirribonucleotideos trifosfatos), que sdo as bases nitrogenadas
ligadas com trés fosfato, os primers também chamados de
oligonucleotideos (ou iniciadores) e a enzima DNA polimerase em uma
solucdo tamp&o. Toda esta mistura é colocada no termociclador, o qual
faz ciclos de temperatura pré-estabelecidos com tempos exatos
especificos para cada reacdo (fragmento a ser amplificado)
(GOLDBECK, 2008).

A PCR é uma técnica da biologia molecular, que permite
produzir um grande namero de cépias da sequéncia especifica de DNA
alvo através de uma reacdo enzimatica, sendo necessario conhecer
apenas a estrutura da regido a ser amplificada e ndo o DNA completo. A
sequéncia de DNA altamente especifica fornece informacdes bioldgicas
em todos os niveis taxondmicos, sendo ideal para a detec¢do especifica
de micro-organismos (LI et al., 2009; RUCKERT, 2006;).

Possui como principio a capacidade da enzima polimerase
(Tag DNA polimerase) replicar sequéncias de DNA, a partir de um par
de pequenos fragmentos iniciadores da fita réplica, denominados
oligonucleotideos, iniciadores ou primers. As variacGes de temperatura
promovem a desnaturacdo, a hibridizacdo e a extensdo do DNA de
organismos ou células, por meio de variagBes alternadas e ciclicas de
temperatura em termociclador (LAZCKA et al., 2007). O método de
reacdo em cadeia da polimerase é capaz de fornecer resultados rapidos e
sensiveis para a deteccdo de patdgenos em alimentos (PAGADALA et
al., 2011).

Os métodos baseados em PCR servem ndo sé para detectar
micro-organismos contaminantes e patogénicos, mas também para evitar
perdas econdmicas devido a falsos positivos. Além disso, testes com
base em meios de cultura seletivos, muitas vezes ndo conseguem
detectar certas cepas dentro da populacdo-alvo, resultando na
subestimacao dos nimeros (JUSTE et al., 2008). No entanto, os tempos
de enriquecimento para PCR sdo mais curtos do que com outros
métodos, devido a maior sensibilidade da técnica (MARTIN et al.,
2010).


http://pt.wikipedia.org/wiki/DNTP
http://pt.wikipedia.org/wiki/Primer
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Iniciador&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://pt.wikipedia.org/wiki/DNA_polimerase
http://pt.wikipedia.org/wiki/Solução_tampão
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2.5.4 PCR em tempo real

PCR em tempo real € um método que permite a deteccdo e
quantificacdo dos produtos gerados a cada ciclo de amplificagdo. Este
método requer equipamentos especificos para a leitura a cada ciclo
(ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2012). A precisdo é influenciada
pelo desenho do primer, pela qualidade do DNA, presenca de inibidores
da reacdo (EDWARDS & LOGAN, 2009), manuseio e armazenamento
de amostras, primers, sondas e enzimas (DIONISI et al., 2003).

O SYBR® Green é um corante, que se liga a dupla fita de DNA
e com a excitagdo de luz emitida por um sistema oOtico, emite
fluorescéncia verde. Sua utilizagdo pode ter vantagens devido ao baixo
custo, tornando desnecessario o uso de sondas o que permite diminuir o
custo das analises (GASANOV; HUGHES; HANSBRO, 2005;
SWAMINATHAN, 2007a). A desvantagem € a ligacdo em todo DNA
fita dupla que surge durante a reacdo, incluindo os dimeros dos
iniciadores e outros produtos inespecificos, podendo superestimar a
concentragcdo do fragmento alvo (BOTTERO & DALMASSO 2011,
CHUANG et al., 2012).

Esse problema pode ser evitado com uma otimizagéo cuidadosa
da PCR para reduzir a formacdo de dimeros de primers. A avaliacdo de
curvas de fusdo também pode auxiliar na determinacdo especifica do
produto desejado. A temperatura de fusdo (melting temperature- Tm) é a
temperatura na qual 50% das moléculas de DNA estdo como fita
simples e 50% estdo ligadas as sequéncias complementares
(RASMUSSEN, 2006).

A PCR em tempo real também pode ser realizada utilizando a
sonda TagMan®, esse sistema utiliza outra forma de gerar a
fluorescéncia. E o wuso de uma sonda fluorescente, dirigida
especificamente a uma regido interna da sequéncia que se deseja
amplificar e, seu uso acrescenta um nivel adicional de especificidade
para a reacdo de amplificacdo (DE SA, 2012).

Os produtos da reacdo séo detectados pela fluorescéncia gerada
ap6s a atividade exonuclease 5—>3' da Tag DNA polimerase
(HOLLAND et al., 1991; KESMEN et al., 2009). A medida que vai
ocorrendo & amplificacdo, a Taq DNA polimerase, pela sua atividade
exonucleésica, desloca-se para a extremidade 5’ da sonda TagMan®
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contendo o fluordforo (reporter) e cliva a sonda. Pelo fato do reporter
ser liberado e ndo permanecer préximo ao quencher (molécula que
aceita energia do fluoréforo na forma de luz e a dissipa na forma de luz
ou calor), ha liberacdo de fluorescéncia (MORTARINO et al., 2004;
YANG e ROTHMAN, 2004).

A separacédo do fluoréforo do quencher resulta em um aumento
da intensidade da fluorescéncia, assim, durante o processo de
amplificacdo a emisséo de luz é aumentada de forma exponencial. Esse
aumento da fluorescéncia ocorre apenas quando a sonda hibridiza e
quando a amplificacdo da sequéncia alvo é estabelecida (GALIMBERTI
et al., 2013). O resultado da analise € apresentado como Cycle Treshold
(CT), que significa o primeiro ciclo de amplificagdo no qual h& aumento
significativo de fluorescéncia e serd proporcional ao nimero de cépias
inicial de DNA (JOTHIKUMAR; GRIFFITHS; WANG, 2003;
SWAMINATHAN, 2007a; LOGAN et al., 2009).

Com amostras de alimentos, a atengéo especial deve ser dada a
possivel presenca de inibidores, e a eficiéncia de extracdo de DNA. Um
conhecimento microbiolégico profundo do alimento em questdo,
incluindo a sua microbiota habitual e potenciais contaminantes, sdo
também pré-requisitos Uma vez decidido qual micro-organismo sera
detectado, os genes-alvo e um par de primer especifico para reconhecé-
lo, deve ser selecionado e desenhado. A selecdo do gene-alvo é de
grande importancia, um gene altamente conservado entre espécies
diferentes podem ser usado como estratégia para uma ampla base de
detecgdo, entretanto, se a sequéncia de DNA usada for Unica para uma
determinada espécie, fornecera um teste altamente especifico (HANNA;
CONNOR; WANG, 2005). Sondas, primers e as condi¢des de PCR
deve ser otimizados, ndo apenas para um baixo limite de deteccdo
(sensibilidade), mas também para uma alta eficiéncia da reacdo. A
concentracdo ideal de cada um dos oligonucleotideos usados no ensaio
também deve ser otimizada. A quantidade de DNA polimerase
acrescentada também é importante; pouca quantidade da enzima pode
levar a amplificacdo ineficiente e uma perda de sensibilidade
(EDWARDS e LOGAN, 2009).

As caracteristicas da PCR em tempo real possibilitam a
eliminacdo da etapa laboriosa pos-amplificacdo (preparo do gel para
eletroforese), convencionalmente necessaria para visualizacdo do
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produto amplificado. Desta forma, pode-se observar que as vantagens da
PCR em tempo real em relacdo a PCR convencional e aos métodos
tradicionais de analises de patdgenos sdo inimeras e incluem, rapidez na
obtencdo dos resultados, reprodutibilidade e capacidade quantitativa.
(YANG e ROTHMAN, 2004; GAMMON et al., 2007).

Atualmente, varios sistemas de PCR em tempo real estdo
disponiveis no mercado por empresas como Applied Biosystem,
DuPont, Merck, Qiagen e Roche, permitindo a deteccdo de patdgenos
em diferentes matrizes alimentares.
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1 INTRODUCAO

Nos altimos 10 anos, o Brasil se tornou o segundo maior produtor
de moluscos bivalves da América Latina, devido ao desenvolvimento da
atividade de aquicultura, que passou por grandes avangos produtivos
(FAO, 2014).

O consumo de moluscos, especialmente ostras cruas, € pratica
crescente em todas as regiGes litoraneas do Brasil. A preferéncia do
consumidor por ostras frescas pode representar riscos, devido a sua vida
atil curta, que limitam a comercializacdo global de produtos frescos em
larga escala (RODRIGUES e CARVALHO FILHO, 2011).

O problema tende a se agravar quando hd aumento da temperatura
ambiental, pois as taxas de filtracdo e de crescimento das ostras também
sdo aceleradas nessas condigdes, consequentemente aumentando a
possibilidade de bioacumulacdo de bactérias patogénicas pelas ostras
(CHRISTO, 2006). Esses patogenos podem ocorrer naturalmente no
ambiente marinho, como € o caso das espécies de Vibrio, e podem estar
presentes nos pescados € moluscos crus ou parcialmente submetidos a
coccdo (THOMPSON; 1IDA; SWINGS, 2004).

As trés principais espécies: Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus e Vibrio vulnificus, sdo consideradas potencialmente
patogénicas ao homem e conhecidas por causar infecgdes, representando
riscos a salde publica (THOMPSON; IIDA; SWINGS, 2004; DRAKE;
DEPAOLA; JAYKUS, 2007; NEOGI et al.,, 2010; 1IZUMIYA et al,
2011).

Para a deteccdo de patdgenos, os métodos convencionais sdo 0s
mais utilizados no controle microbioldgico de alimentos. Na indUstria
de alimentos os métodos analiticos microbioldgicos sdo essenciais para
a liberacdo de lotes de alimentos seguros, porém, outras técnicas estdo
sendo estudadas e inseridas no controle de qualidade microbioldgica
para suprir dificuldades encontradas na utilizacdo de métodos
convencionais (ANDRADE et al., 2010). A inovacdo em métodos
microbiolégicos qualitativos é requerida a fim de reduzir ou eliminar os
inconvenientes dos métodos convencionais (TANG et al.,, 2009;
IPARDES, 2011).
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A PCR revolucionou a andlise genética, visto que as pesquisas
propiciaram o desenvolvimento de diversas técnicas derivadas, ja
consolidadas principalmente em laboratdrios como ferramenta
complementar aos métodos oficiais de andlise microbioldgica
(CORTEZ, 2006). Na analise microbiolégica de alimentos ha a
necessidade de procedimentos rapidos e eficazes, pois a rapida e elevada
iminéncia de novas contaminagdes alimentares conduz a esta
necessidade (PASSO, 2009).

Diversos autores, tem utilizado a PCR em tempo real para
deteccdo de V. parahaemolyticus (NORDSTROM et al., 2007; KIM et
al., 2008) V. cholerae (GUBALA, 2006; GUBALA e PAROLE, 2006) e
V. vulnificus (PANICKER e BEJ, 2005; GORDON et al., 2008; WU et
al., 2008) em amostras de ostras.

No entanto, ressalta-se assim que os testes baseados em PCR
estdo entre os mais rapidos utilizados atualmente, permitindo a deteccdo
de patogenos de relevancia e reconhecidos como potenciais alternativas
aos métodos de cultura (JUSTE et al., 2008; KILLNER, 2008; PASSO,
2009). Os tempos de enriquecimento para a PCR em tempo real, sdo
mais curtos do que com outros métodos, devido a maior sensibilidade da
técnica (MARTIN et al., 2010).

Este trabalho teve por objetivo comparar os metodologias 1SO
21872 e o PCR em tempo real para detectar Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus e Vibrio vulnificus em ostras (Crassostrea gigas)
artificialmente contaminadas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1  Amostras

As amostras de ostras (C. gigas) foram coletadas no més de
dezembro de 2014, no Distrito de Santo Anténio de Lisboa, localizado
na parte noroeste da Ilha de Santa Catarina. Ap6s a coleta as amostras
de ostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo
reciclavel e levadas ao Laboratorio de Microbiologia do Departamento
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da UFSC.

As amostras de ostras foram imediatamente lavadas, com escova sob
agua corrente potavel. Todo material aderido as conchas foram
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retirados, e as ostras foram colocadas em bandejas plésticas previamente
higienizadas com alcool 70%.

Foram coletadas um total de 70 amostras de ostras frescas, de
tamanho médio de 10 cm, sendo que 6 ostras constituiram cada amostra,
totalizando 420 ostras analisadas.

2.2

Preparagéo das culturas bacterianas

Foram utilizadas cinco cepas de Vibrio sp. fornecidas pela
Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ. Cada micro-organismo foi
individualmente inoculado de acordo com o protocolo de reativacdo:

Vibrio alginolyticus (ATCC 17749) e Vibrio vulnificus (ATCC
27562): inoculados individualmente em 10 ml de caldo
nutriente (Difco) suplementado com 3% NaCl e incubado por
24h a 37 °C (= 1 °C). O caldo com crescimento foi inoculado
em placas de Agar Marine (Difco) e incubado por 24h a 37 °C
(x1°C).

Vibrio cholerae (ATCC 14039): inoculado individualmente em
10 ml de caldo Tryptic Soy Broth (TSB, Oxoid) e incubado por
24h a 37 °C (£ 1 °C). O caldo com crescimento foi inoculado
em placas de Tryptic Soy Agar (TSA, Oxoid) e incubado por
24h a 37 °C (+ 1 °C).

Vibrio cholerae (ATCC 14039): inoculado individualmente em
10 ml de caldo Tryptic Soy Broth (TSB, Oxoid) e incubado por
24h a 37 °C (x 1 °C). O caldo com crescimento foi inoculado
em placas de Tryptic Soy Agar (TSA, Oxoid) e incubado por
24h a 37 °C (+ 1 °C).

Vibrio mimicus (ATCC 33653): inoculado individualmente em
10 ml de caldo nutriente (Difco) e incubado por 24h a 37 °C (x
1 °C). O caldo com crescimento foi inoculado em placas de
Agar Nutriente (Difco) e incubado por 24h a 37 °C (x 1 °C).

Vibrio  parahaemolyticus (ATCC  17802):  inoculado
individualmente em 10 ml de caldo nutriente (Difco)
suplementado com 3% NaCl e incubado por 24h a 37 °C (£ 1
°C). O caldo com crescimento foi inoculado em placas de Agar
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Nutriente (Difco) suplementado com 3% NaCl e incubado por
24ha 37 °C (£ 1°C).

Uma Unica coldnia de cada cultura foi repicada separadamente em
tubos de 10 ml de TSB (V. cholerae e V. mimicus) e TSB com 3% NaCl
(V alginolyticus,V. parahaemolyticus e V. vulnificus) e foram incubados
a 37 °C (x 1 °C) por 6h. As culturas foram transferidas para tubos e
centrifugados a 3000 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi desprezado
e o pellet foi ressupenso em 50 ml de solucéo salina (1%) para produzir
uma concentracdo de cultura de aproximadamente 10° UFC ml™ de
acordo com a escala padrdo de McFarland.

Para etapa de contaminacéo artificial das ostras com diferentes
espécies de Vibrio, foram utilizadas as combina¢bes de micro-
organismos divididos em cinco amostras (Al, A2, A3, A4, A5) de
acordo com a Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizagdo e numero de amostras de ostras artificialmente
contaminadas com Vibrio spp.

Amostras de ostras  Vibrio spp. inoculados Namero de
amostras
Al V. cholerae 14
A2 V. parahaemolyticus 14
A3 V. vulnificus 14
A4 V. cholerae + V. 14
alginolyticus
A5 V. vulnificus + V. 14
mimicus
Total 70

2.3 Ensaios Microbiolégicos

Os ensaios microbiol6gicos de isolamento foram realizados
utilizando-se simultaneamente, 0 método ISO/TS 21872:2007, segundo
a especificacdo técnica, Parte 1- Deteccdo de V. parahaemolyticus e V.
cholerae e Parte 2 — Deteccdo de outras espécies incluindo o V.
vulnificus e 0 PCR em tempo real, conforme a Figura 1.
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Figura 1. Fluxograma para deteccao de Vibrio spp. pelos métodos ISO 21872 e

PCR em tempo real.
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2.3.1 Contaminacéo das amostras

As culturas bacterianas obtidas no item 2.2, foram utilizadas para
a etapa de contaminacdo artificial das amostras. Foram realizadas

contagens para confirmar a concentraco inicial das culturas 10° UFC

ml™ em placas de TSA (V. cholerae e V. mimicus) e TSA com 3% NaCl
(V alginolyticus, V. parahaemolyticus e V. vulnificus) e incubadas a 37

°C (x 1 °C) por 24h.

Uma aliquota da cultura de 10° UFC ml™ foi utilizada para
atingir a concentragdo desejada (10" UFC ml™). As contaminages das

amostras com as cepas de Vibrio spp. foram realizadas, na etapa

seguinte.
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2.4  Deteccdo pelo método ISO/TS 21872
2.4.1 Primeiro enriquecimento seletivo

Para cada amostra pesou-se 25g de ostras em saco estéril e
posteriormente foram adicionados 225 ml de &gua peptonada alcalina
pH 8,6 (APW-Oxoid). As amostras foram homogeneizadas no
equipamento Bag Mixer® por 1 minuto e foi inoculada uma aliquota da
concentracdo de cultura obtida no item 2.3.1 e as amostras
homogeneizadas novamente por 1 minuto e incubou-se por 6h a 41,5°C
(x1°C).

2.4.2 Segundo enriquecimento seletivo

ApoGs a incubagdo, foi transferido 1mL da cultura obtida no
primeiro enriquecimento seletivo para um tubo contendo 10 mL de agua
peptonada alcalina (APW) e incubou-se por 18h a 41,5°C (£ 1 °C).

2.4.3 Isolamento e ldentificacdo

A partir das culturas obtidas no item 2.4.1 e 2.4.2, foram
realizadas as inoculagbes em dois meios seletivos. O primeiro meio
seletivo utilizado foi o &gar tiossulfato citrato bile sacarose (TCBS)
recomendado pela 1SO 21872, para o isolamento e identificacdo de
Vibrio spp. O segundo meio seletivo utilizado para isolamento e
identificacdo foi o agar sddio dodecil sulfato polimixina B sucrose
(SDS) para V. cholerae e V. vulnificus e o 4gar triptona de soja cloreto
de trifeniltetrazélio (TSAT) para V. parahaemolyticus. As inoculagtes
foram realizadas com alca de platina na superficie das placas pela
técnica de esgotamento, apds foram invertidas e incubadas por 24h a
37°C (x1°C).

Verificou-se as placas quanto a presenca de coldnias suspeitas
de serem V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus. As
caracteristicas das colonias foram observadas de acordo com cada meio
seletivo:

e V. cholerae: coldnias amarelas (sacarose positiva), 2 a 3mm de
didmetro em agar tiossulfato citrato bile sacarose (TCBS) e
col6nias roxas, com halo opaco e com 2 mm de didmetro ou
maiores em o agar sédio dodecil sulfato polimixina B sucrose
(SDS).
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e V. parahaemolyticus: colonias lisas ou planas, verde azuladas
(sacarose negativa) com 2-3mm de diametro em agar tiossulfato
citrato bile sacarose (TCBS) e colbnias planas, com halos
opacos vermelho escuro e com 2-3mm de didmetro em &gar
triptona de soja cloreto de trifeniltetrazolio (TSAT).

e V. vulnificus: col6nias lisas ou planas, verde azuladas (sacarose
negativa) com 2-3mm de didmetro em agar tiossulfato citrato
bile sacarose (TCBS) e colbnias roxas, com halo opaco e com 2
mm de didmetro ou maiores em o &gar sodio dodecil sulfato
polimixina B sucrose (SDS).

Foram selecionadas 5 colénias tipicas suspeitas ou todas (quando
houve menos de 5) nos dois meio de isolamento. Apds as coldnias
suspeitas foram inoculadas na superficie de placas com agar salino
nutritivo e incubadas por 24 h a 37°C (= 1 °C) para posterior
confirmacao bioquimica.

2.4.4 Confirmacdo Bioquimica

Inicialmente realizou-se uma triagem, através da coloracdo de
Gram, teste de oxidase, teste de motilidade e halotolerancia. Segundo a
ISO 21872, as colbnias isoladas em &gar salino nutritivo foram
submetidas a coloracdo de Gram para o estudo da morfologia bacteriana
com o auxilio de um microscopio, o teste da oxidase, através de tiras de
oxidase (Newprov). As coldnias isoladas em agar salino nutritivo foram
inoculadas em tubos de agua peptonada alcalina (APW) e incubadas por
6h a 37°C (= 1 °C), apds uma gota da cultura foi depositada em lamina,
coberta por uma laminula e observada a motilidade com auxilio de um
microscépio. Para os testes de halotolerancia, foram preparadas séries de
tubos com 4gua peptonada e adicdo de NaCl em diferentes
concentracdes (0%, 2%, 6%, 8% e 10%) e incubou-se os tubos por 24h a
37°C.

Ap6s a triagem inicial, as culturas Gram negativas, oxidase
positiva, motilidade positiva e crescimento em 0% e 2% de NaCl para V.
cholerae, 2%, 6% e 8% para V. parahaemolyticus, 2% e 6% para V.
vulnificus, foram submetidas a identificacdo taxondmica das espécies e
confirmacéo pelo kit API 20E (Biomérieux).
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Utilizando uma suspenséo bacteriana preparada a partir de uma
colonia isolada em &gar salino nutritivo em 5 ml de solucdo salina
contendo 0,85% NacCl, foram inoculadas em galerias de APl 20E e
incubadas por 18-24h a 37° C (+ 1 °C). Ap0s incubacdo, a identificagéo
do micro-organismo € realizada pelas mudangas de cores nos
microtubos, apds o sistema indicador ter sido alterado pelos metabolitos
ou pelos reagentes. A leitura de cada galeria de APl 20E gerou um
codigo de 7 digitos e utilizou-se de um software para a confirmacdo dos
resultados.

2.5 Detec¢do pelo método PCR em tempo real

2.5.1 Teste preliminar

Foi realizado inicialmente um teste preliminar para o kit Vibrio
triple® (QIAGEN), a fim de avaliar as condicbes de preparo de mix,
extracdo e condicOes de ciclagem. Pra isso foram utilizados o DNA de
V. cholerae (ATCC 14039), V. parahaemolyticus (ATCC 17802) e V.
vulnificus (ATCC 27562) como controle positivo e 0 DNA da cepa de
Escherichia coli (ATCC 25922) como controle negativo.

2.5.2 Preparo das amostras

Para a realizacdo do protocolos de PCR em tempo real, foi
retirada uma aliquota de 1ml da cultura obtida apds o periodo de
incubacdo da etapa do primeiro enriquecimento seletivo, utilizado na
metodologia 1SO 21872. Essa aliquota foi transferida assepticamente
para um microtubo de 2 ml identificado e foi realizada uma
centrifugacdo de 30.000,g por 10 minutos, o pellet foi ressuspendido em
20 pL de PBS, posteriormente foi levado ao equipamento de extracdo de
DNA.

2.5.3 Extracdo de DNA

A extracdo e purificacdo do DNA bacteriano foi realizada de
forma automatizada no equipamento QiaCube® (Qiagem) utilizando o
kit DNeasy Blood and Tissue® (Qiagen) com protocolo especifico para
0 equipamento, no Laboratério de Microbiologia de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Este equipamento
seguiu as mesmas etapas de um procedimento manual, agilizando os
procedimentos de purificacdo a partir de 12 amostras por corrida.
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2.5.4 PCR em tempo real

Para realizacdo da PCR em tempo real, inicialmente foram
preparadas as reacoes, utilizando o kit Vibrio triple® (Qiagen) para a
deteccdo qualitativa de V. cholera, V. parahaemolyticus e V.
Vulnificus, conforme a Tabela 2.

Tabela 2. Mix da reagdo de PCR para deteccéo de Vibrio spp. em amostras de
ostras artificialmente contaminadas.

Composigdo Amostra Controle (+) Controle (-)
Master Mix 10 ul 10ul 10ul
DNA- amostras 10 wl - -
DNA- controle postivo - 10ul -
H,O livre de RNase — - - 10wl
controle negativo
Volume total 20pl 20pl 20pl

Fonte: dados primarios do kit Vibrio triple® (2015)

Em todas as reacOes realizadas de PCR neste estudo, cada rotor
incluiu um controle negativo, realizada uma reagcdo com agua isenta de
RNase e um controle positivo do préprio Kit.

Para a deteccdo da regido especifica do genona dos patdgenos, o
produto alvo foi amplificado e detectado por sonda fluorescente que se
ligam a ele, a medida que o produto de PCR acumula ha um sinal
registrando pelo Rotor-Gene. As condicOes de ciclagem da PCR foram
realizadas conforme o protocolo do kit: 5 minutos a 95°C (Ativagédo
enzima Tag DNA polimerase); 15 segundos a 95°C (deshaturacao); 15
segundos a 60°C (anelamento); 10 segundos a 60°C (extensao), seguidos
por 40 ciclos de PCR.

Os resultados foram expressos, quanto a presenca/auséncia de
V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. Vulnificus para ambos os
métodos, 1SO 21872 e PCR em tempo real.
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2.6 Analise Estatistica

Os dados ndo paramétricos, foram tratados estatisticamente pelo
software BioEstat 5.0 utilizando o teste de McNemar (SIEGEL, 1956),
segundo a equacdo: (IND — PD| - 1)*/ (ND + PD) = x*. O resultado foi
significativo quando x* > 3,84, admitindo-se um erro padrio de 5% (o =
0,05). Foram realizados os seguintes calculos para os métodos
qualitativos:

a) Concordancia relativa: Grau de correspondéncia entre a
resposta obtida pelo método de referéncia e a resposta obtida pelo
método alternativo em amostras idénticas;

b) Desvio positivo (PD): O método alternativo se torna um falso
positivo quando mostra um desvio positivo se ele indica um resultado
positivo quando o método de referéncia indica um resultado negativo;

c) Desvio negativo (ND): O método alternativo indica um desvio
negativo se ele demonstra um resultado negativo quando o método de
referéncia da um resultado positivo;

d) Sensibilidade relativa: Capacidade do método alternativo para
detectar o alvo quando ele ndo ¢é detectado pelo método de referéncia.

O célculo de concordancia relativa, sensibilidade relativa foram
calculados através das equacoes:

Concordéancia relativa = (PA + NA) / N. 100 (1)

Sensibilidade relativa = (PA/N.). 100 )

PA = NUmero de resultados positivos nos dois métodos
utilizados;

NA = NUmero de resultados negativos nos dois métodos
utilizados;

N.=Total de resultados positivos obtidos pelo método de
referéncia;
N = Numero de amostras analisadas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Deteccdo pelo método ISO/TS 21872

As amostras artificialmente contaminadas com Vibrio spp.
apresentaram as seguintes positividades pelo método 1SO 21872: V.
cholerae, 78,6% (11/14); V. parahaemolyticus, 71,43% (10/14); V.
vulnificus, 78,6% (11/14); V. cholerae e V. alginolyticus, 64,29% (9/14);
V. vulnificus e V. mimicus 64,29% (9/14). Das 70 amostras testadas,
houve a deteccdo (presenca) de V. cholerae, V. parahaemolyticus e V.
vulnificus na maioria das amostras.

As amostras artificialmente contaminadas com Vibrio spp. que ndo
apresentaram colénias tipicas no primeiro meio seletivo (TCBS) e no
segundo, (SDS) para V. cholerae e V. vulnificus (TSAT) para V.
parahaemolyticus, porém reacdes tipicas na etapa de triagem
bioguimica, foram submetidas a identificagdo taxondmica pelo kit API
20E. Os resultados dos micro-organismos identificados (%) foram:
amostra 1(Aeromonas hydrophila, 65%); amostra 2 (Aeromonas
salmonicida ssp, 69%); amostra 3 (V. anguillarum, 45,3%); amostra 4
(V. alginolyticus, 99,3%) e amostra 5 (V. vulnificus, 43,8%).

Segundo Croci et al. (2007) sdo considerados positivos 0s
isolados identificados pelo kit APl 20E, quando a probabilidade for
superior a 80%. Em seu estudo, avaliando diferentes métodos
bioguimicos e moleculares para identificacdo de V.parahaemolyticus,
constatou uma baixa sensibilidade (53%) na identificacdo correta
através do sistema API 20E, indicando a possibilidade de produzir
resultados falso negativos.

O uso do agar de TCBS é recomendado pela 1SO/TS21872,
todavia, observou-se diferenca na leitura de coldnias caracteristicas para
as trés espécies estudadas, principalmente pelo fato de colbnias de V.
cholerae possuirem as mesmas caracteristicas de colonias de V.
alginolyticus, o mesmo aconteceu para V. vulnificus e V. mimicus.

Entretanto o TCBS ndo diferencia V. vulnificus de V.
parahaemolyticus ou V. mimicus, as coldnias destes trés espécies, que
ndo fermentam sacarose, aparecem redondas, verdes e com 2 a 3 mm de
didmetro no TCBS, sendo necessarios outros métodos para confirmagédo
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da espécie, como o uso de testes bioguimicos ou moleculares
(WILLIAMS; FROELICH; OLIVER, 2013).

Segundo Blanco-Abad et al. (2009) o V. alginolyticus é
abundante nas &guas do oceano Atlantico e tem uma maior taxa de
multiplicacdo o que pode levar a inibicdo do crescimento de V.
parahaemolyticus nos meios de cultura, levando a resultados falso-
negativos, o autor recomenda que seja empregado um método de PCR
direto para que se tenham resultados mais confiaveis.

O Agar SDS é um dos meios recomendados pela metodologia
ISO 21872, ele foi desenvolvido para diferenciar as colbnias de V.
vulnificus e V. parahaemolyticus que possuem 0 mesmo aspecto em
TCBS. As caracteristicas que permitem a diferenciacdo baseiam-se na
fermentacdo da sucrose e na atividade sulfatase, que produzem um halo
ao redor da colbnia. Além disso, sdo acrescentados um detergente e a
polimixina B para aumentar a seletividade do
meio, entretanto, € importante ressaltar que, neste meio, tanto as
col6nias de V. vulnificus como de V. cholerae ndo-O1 possuem o
mesmo aspecto (HARWOOD; GANDHI; WRIGHT, 2004), razdo pela
qual, na metodologia ISO ele é usado em conjunto com o TCBS.

Rosec et al. (2012), em estudo avaliando a metodologia
ISO/TS21872-1 em produtos marinhos frescos, considerou pouco eficaz
a utilizagdo do agar TCBS como meio seletivo na pesquisa de
V.parahaemolyticus e recomenda a utilizagdo de &gar cromogénico e
confirmacdo molecular na pesquisa deste micro-organismo.

3.2  Deteccdo pelo método PCR em tempo real

O teste preliminar realizado com o kit Vibrio triple® (Qiagen)
para avaliacdo da eficiéncia do teste foi satisfatério, tendo o controle
positivo e 0 DNA conhecido de V. cholera, V. parahaemolyticus e V.
vulnificus amplificado com sucesso. O controle negativo do teste
preliminar e para cada amostra ndo tiveram amplificacdo. As condigdes
de ciclagem e preparo do mix sugeridos no protocolo do kit foram
adequadas e, portanto, mantidas para as analises das amostras. Das 70
amostras testadas, houve amplificacdo para todas (presenca), sendo as
amostras e Cycle Threshold (CT) das curvas amplificadas estdo
demonstrados na Tabela 3.
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Tabela 3. Nimero da amostra e Cycle Threshold (CT) obtidos na amplificagdo
pelo método de PCR em tempo real nas diferentes amostras de ostras
artificialmente contaminadas com Vibrio spp.

N° de amostra Al A2 A3 A4 A5
1 25,37 20,02 18,20 18,05 16,15
2 22,28 18,52 18,35 17,63 20,34
3 22,40 18,31 17,04 10,61 20,21
4 27,07 18,01 16,24 29,58 30,49
5 22,48 25,22 16,30 17,19 16,26
6 21,98 17,36 17,60 26,78 16,17
7 27,58 19,69 19,22 12,85 19,99
8 24,83 20,34 19,83 16,02 18,01
9 23,87 19,44 13,92 16,03 19,88
10 24,15 19,66 15,57 27,98 23,48
11 23,97 19,18 17,51 15,58 21,25
12 23,29 18,18 18,07 30,39 23,55
13 22,11 19,99 19,45 14,31 25,65
14 22,45 18,79 26,25 16,07 22,04
Legenda:

Al=V. cholerae

A2=V. parahaemolyticus

A3=V. vulnificus

A4=V. cholerae e V. alginolyticus
A5=V. vulnificus e V. mimicus

Como pode ser observado, os valores de Cycle Threshold (CT)
positivos variaram de 10,61 a 30,49, ou seja, quanto maior for a
quantidade inicial do alvo, mais cedo ocorreu um aumento significativo
da fluorescéncia e mais baixo o valor de CT (ANDERSEN et al., 2006).

Essa diferenca pode ocorrer devido a fatores relacionados a
amostra, quantidade de DNA utilizado, presenca de outros micro-
organismos na matriz alimentar que competem no meio de
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enriquecimento, efetividade do método de extracdo, além disso, ndo é
possivel conhecer qual o gene de interesse amplificado, devido ao kit ser
comercial.

Estudo realizado por Kim et al. (2012), desenvolveram um ensaio
de PCR multiplex para a deteccdo e quantificacdo de V. cholerae, V.
parahaemolyticus e V. vulnificus em frutos do mar, sendo que, apds o
enriquecimento de 8 horas, os valores positivos de CT variaram de 16,2
a 28,2.

3.3 Comparagéo entre os métodos de detecgdo

Tanto o método de referéncia 1ISO 21872 quanto o método
alternativo PCR em tempo real, foram capazes de detectar V. cholerae,
V. parahaemolyticus e V. wvulnificus em amostras artificialmente
contaminadas. Os resultados de x* foram < 3,84, para cada amostra, néo
apresentando diferenca estatistica significativa a nivel de 95% de
confianca. A comparacdo entre 0s métodos de deteccdo pode ser
observada na Tabela 4.

Tabela 4. Avaliacdo estatistica dos resultados das andlises de Vibrio spp. em
amostras de ostras artificialmente contaminadas pelo teste McNemar.

Amostras Métodos PA NA ND PD x* Valorp
(+) () () (9

Al ISO PCR 11 0 0 3 1,33 0,25
A2 ISO PCR 10 0 0 4 2,25 0,13
A3 ISO PCR 11 0 0 3 1,33 0,25
A4 ISO PCR 9 0 0 5 3,2 0,063
A5 ISO PCR 9 0 0 5 3,2 0,063
Legenda:
PA= Concordancia de amostras com resultados positivos em ambos os métodos

(+/+)

NA= Concordancia de amostras com resultados negativos em ambos o0s
métodos (-/-)

ND= Desvio negativo (método de referéncia positivo e método alternativo
negativo (R+/A-)

PD= Desvio positivo (método de referéncia negativo e método alternativo
positivo (R-/A+)
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Segundo os dados obtidos neste estudo, nao foi possivel observar
a concordancia de resultados negativos e um desvio negativo em ambos
0s métodos, pois 0 método alternativo, detectou a presenca das trés
espécies de Vibrio para todas as amostras realizadas.

Os resultados da concordéncia relativa (Tabela 5), mostraram
um percentual entre 62,29% a 78,57%, de equivaléncia ao grau de
correspondéncia obtidos pelo método ISO 21872 e PCR em tempo real.
A sensibilidade relativa para 0 método alternativo PCR em tempo real,
foi de 100% de deteccao.

Tabela 5. Caélculo da concordancia relativa e sensibilidade relativa entre os
métodos ISO 21872 e PCR em tempo real na detec¢do de Vibrio spp. em
amostras de ostras artificialmente contaminadas.

Amostras N Concordancia N, Sensibilidade
relativa (%) relativa (%)
(PA+NA)/N. 100 (PA/N,) . 100

Al 14 78,57 11 100

A2 14 71.43 10 100

A3 14 78,57 11 100

Al 14 64,29 9 100

A5 14 64,29 9 100

Legenda:

N = Numero de amostras analisadas;

N. = Total de resultados positivos obtidos pelo método de referéncia.

PA= Concordancia de amostras com resultados positivos em ambos os métodos
(+/+)

NA= Concordancia de amostras com resultados negativos em ambos o0s
métodos (-/-)

Fonte: dados primarios (2015)

O método ISO 21872, demonstrou-se estatisticamente
semelhante ao PCR em tempo real quanto a capacidade de deteccdo, no
entanto, algumas amostras positivas detectadas através do método de
PCR, ndo foram confirmadas pela metodologia classica, podendo trazer
implicacBes importantes quanto a satide dos consumidores expostos. E
necessario considerar que, em se tratando da garantia de inocuidade dos
produtos envolvidos e da seguranga alimentar dos consumidores, as
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amostras positivas ndo detectadas pelo método I1SO 21872, podem
acarretar inimeros problemas a nivel de satde publica.

Estes resultados evidenciam a elevada sensibilidade do método PCR em
tempo real, permitindo detectar células viaveis e ndo viaveis, exigindo
uma menor quantidade de células para detec¢do. Os falsos negativos,
que poderdo surgir pelo método classico, sd&o um perigo para a
seguranca alimentar quando 0s micro-organismos patogénicos sao
classificados como ausentes na amostra, ndo havendo detec¢do no
momento de amostragem, podendo estas estar viaveis no momento do
consumo (LOURENCO, 2011).

A maior diferenca entre os dois métodos de deteccéo, reside no
custo beneficio, ja que os kits comerciais de PCR em tempo real,
tendem a encarecer bastante as analises. Porém, a presenca de células
viaveis mas ndo cultivavel (VNC) representa um problema de salde
publica, pois as células neste estado ndo sdo detectadas pelas
metodologias classicas utilizadas na rotina em laboratérios, resultando
numa avalia¢do inadequada de alimentos contaminados com patogenos.
Estas células ao serem ingeridas, e ao entrarem em contato com o
consumidor, podem retomar a capacidade de se multiplicar e causar
doencas (DOYLE; BEUCHAT e VILLE, 2001; DOYLE e BEUCHAT,
2007).

Estudo realizado por Garrido-Maestu et al. (2014), validaram
um protocolo de qPCR multiplex in house, para deteccdo simultanea de
V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus e compararam com 0
método 1SO 21872. O método desenvolvido foi aplicado para 58
amostras naturalmente contaminadas, entre elas peixes, crusticeos,
moluscos, agua e algas, nenhuma das amostras foram positivas para
V.vulnificus pelos dois métodos, porém para V. cholerae (sete positivos
para ISO e treze positivos para PCR) e para V.parahaemolyticus (um
positivo para ISO e quatro para PCR) as frequéncias mais elevadas
foram para 0 método qPCR.

Outros autores também destacaram a PCR em tempo real com
maior frequéncia de deteccdo em comparacdo aos métodos de cultura
tradicional em amostras de moluscos bivalves (FEDIO et al., 2007,
ROSEC et al., 2009).

As técnicas baseadas em PCR tem o potencial para permitir
uma rapida e sensivel deteccdo de agentes patogénicos de origem
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alimentar (KOBAYASHI et al., 2009; HYEON et al., 2010). Além
disso, a grande vantagem do método PCR em tempo real em relagéo ao
método ISO 21872 é principalmente o tempo de andlise, enquanto o
método alternativo foi possivel detectar em menos de 48 horas, 0
método convencional levou cinco a seis dias para confirmacéo final.

O tempo de analise representa um dos fatores de maior discussao
guando h& comparacdo de métodos moleculares com os classicos, sendo
a PCR em tempo real uma ferramenta alternativa para identificacdo
rapida e precisa (ANDRADE et al., 2010).

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que, a
comparagdo entre os dois métodos de deteccdo ndo diferiram
estatisticamente entre si, porém, o método PCR em tempo real detectou
0 maior nimero de amostras positivas. Este método é uma alternativa
especialmente interessante pois reduz bastante o tempo de analise das
amostras contribuindo assim para um aumento da segurancga alimentar
dos consumidores deste tipo de produtos.

Com este trabalho tornou-se evidente que as caracteristicas e
capacidades da técnica de PCR em tempo real e existe uma necessidade
de melhora na metodologia classica disponivel para que ndo se
produzam resultados falsos-negativos, evitando assim que a seguranca
na producdo de alimentos de origem marinha seja colocada em risco,
protegendo assim o consumidor final.

Os métodos alternativos qualitativos podem ser utilizados como uma
poderosa ferramenta na detec¢do de micro-organismos patogénicos em
alimentos. Porém, h& necessidade de padronizacdo de protocolos e de
validagdo internacional, mesmo ap6s anos da introdugdo da PCR e sua
aplicacdo na deteccdo de patdgenos alimentares.

Além destas caracteristicas apesar do investimento inicial de
implementacdo da tecnologia de PCR em tempo real, o tempo Util para o
conhecimento dos resultados é reduzido enormemente em relacdo aos
testes realizados por métodos classicos, sendo que todo este tempo
ganho gera uma eficiéncia maior para liberagdo de resultados.

Deve ter-se ainda em conta que o0s custos nas analises
alimentares regulares realizadas por tecnologia de PCR em tempo real,
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em comparacdo com métodos de diagndstico classico definidos pelas
normas da 1SO, ndo diferem muito e que pela rapidez do alcance destes
mesmos resultados, podem deste modo realizar-se um volume de
analises muitissimo maior.
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EFEITO NO CRESCIMENTO DE Vibrio parahaemolyticus EM
OSTRAS (Crassostrea gigas) ARMAZENADAS SOB DIFERENTES
CONDICOES DE TEMPERATURA E TEMPO
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui um territorio privilegiado em termos de costa
litornea e um enorme potencial para o desenvolvimento de sistemas de
maricultura, apostando na producdo de alimentos seguros e regionais.
Santa Catarina concentra a maior parte desta producdo, visto que suas
condicdes geograficas sdo adequadas para o cultivo destes animais
(RAMOS et al., 2012).

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), em maio de 2012, instituiu o Programa Nacional de Controle
Higiénico Sanitario de Moluscos Bivalves (PNCMB). O PNCMB
abrange as etapas de retirada, transito, processamento e transporte de
moluscos bivalves destinados ao consumo humano. E importante
destacar que, para a definicdo de retirada de moluscos bivalves, a
Instrucdo Normativa n°7 considera apenas limite de numero mais
provavel (NMP) para a bactéria Escherichia coli em 100 gramas da
parte comestivel dos moluscos bivalves como um dos critérios para
retirada liberada de moluscos bivalves das areas de cultivo, sendo este
limite < 230 NMP 100 g™. Outras bactérias patogénicas, como por
exemplo, Vibrio parahaemolyticus, ndo sdo abordadas, nesta legislacéo
(BRASIL, 2012).

Todavia, a mesma instrucdo ndo fixa um tempo e uma
temperatura na qual os moluscos podem ficar armazenados com o
objetivo de assegurar a qualidade microbiol6gica, sendo importante
avaliar os efeitos do binbmio tempo e temperatura mais adequado.

E de interesse do governo de Santa Catarina, da secretaria de
estado da agricultura e pesca, o desenvolvimento e aplicagdo de medidas
de controle microbiolégico para atender as exigéncias da Unido
Europeia em moluscos bivalves (SOUZA, 2014). A maioria das nacgdes
que exportam produtos de origem marinha tem desenvolvido programas
préprios, de acordo com a regulamentacdo de mercados modelo
(BARARDI et al., 2006).

Nos Estados Unidos, através do National Shellfish Sanitation
Program (NSSP) recomenda padrGes de tempo e temperatura de
armazenamento de moluscos bivalves vivos dentro das conchas para
transporte até o processamento. Recomenda-se que as ostras sejam
armazenadas em temperatura < 10°C por um periodo que varia de 10 a
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36 horas. Este tempo é determinado em funcdo da temperatura da agua
no momento da retirada dos moluscos e da presenca de espécies do
género Vibrio spp. (FDA, 2012). Sendo assim, os valores recomendados
podem servir como modelo para estudos.

A possibilidade de consumidores de alimentos de origem
marinha serem infectados por vibrios patogénicos através da ingestao de
ostras, depende tanto da presenca e quantidade microbioldgica no
habitat marinho, quanto das praticas de manuseio e processamento
destes moluscos (VIEIRA et al., 2011). A capacidade filtradora e de
bioacumulacdo das ostras faz com que a quantidade de bactérias em seu
intestino seja superior a encontrada na agua, uma vez que possui a
capacidade de filtrar cerca de quatro litros de agua por hora (VIEIRA;
VASCONCELOS; CARVALHO, 2007).

A bioacumulagdo de V. parahaemolyticus em moluscos
bivalves associa-se a temperatura das aguas de cultivo, que fornecem
um ambiente favoravel & multiplicacdo do agente patogénico em
temperaturas acima de 20 °C, e quando abaixo de 15°C favorecem ao
desaparecimento deste micro-organismo, ou sua entrada em estado
viavel porém néo cultivdvel em métodos da microbiologia classica (SU
e LIU, 2007). Todavia, tratando-se o Brasil de um pais tropical com
temperaturas elevadas durante boa parte do ano, esse cenario torna-se
propicio em toda a sua costa litoranea.

Vibrio parahaemolyticus, tem adquirido notavel importancia
nas Ultimas décadas para comunidade cientifica, uma vez que foi
protagonista de diversos surtos alimentares (SU e LIU, 2007;
NELAPATI et al., 2012). Os sintomas comumente descritos e
associados com infec¢des causadas por V. parahaemolyticus s&o
caracterizados por diarreia, ndusea, vOmito, cefaleia, febre, dor
abdominal. Os surtos registrados indicam que a causa é o consumo de
alimentos de origem marinha crus ou inadequadamente cozidos, ou
cozidos e recontaminados (LEE et al, 2008; GARRIDO et al., 2012).

Esta particularidade favorece a atuagdo das toxinas
“Thermostable Direct Hemolysin” (TDH), “Thermostable Related
Hemolysin” (TRH) e “Thermolabile Hemolysin” (TLH), reconhecidas
como principais fatores de viruléncia, responséaveis pela manifestacéo de
gastrenterite humana e identificadas fenotipicamente através da
hemolise total dos eritrocitos humanos, o conhecido fendmeno de Ka-
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nagawa (PEREIRA; VIANA e RODRIGUES, 2004; GONZALEZ et al.,
2005; HEITMANN et al., 2005).

A microbiota presente nas ostras costuma refletir as condigdes
do ambiente de cultivo, podendo ser influenciada pela temperatura e
salinidade da agua (FELDHUSEN, 2000; VIEIRA et al. 2011). Durante
a retirada, transporte e armazenamento, micro-organismos patogénicos e
deteriorantes podem se multiplicar afetando negativamente o aspecto
sensorial das ostras e também podem vir a representar uma potencial
ameaca a saude do consumidor (MUDOH et al., 2014).

O armazenamento em gelo e refrigeracdo permanecem como 0s
métodos mais frequentemente empregados para armazenamento devido
a simplicidade e relativo baixo custo (CHEN et al., 2013). As ostras
devem ser dispostas com a parte concava para baixo e a parte lisa para
cima, de forma a conter a 4gua do mar, este procedimento ajuda na
conservagdo do produto (SANTA CATARINA, 2007).

Este trabalho teve como objetivo, avaliar o efeito do crescimento
de V. parahaemolyticus em ostras (Crassostrea gigas) naturalmente e
artificialmente contaminadas armazenadas em temperatura de
refrigeracdo (7°C) e temperatura ambiente (20°C) durante o periodo de 5
dias.

2 MATERIAL E METODOS
2.1  Amostras

As ostras (C. gigas) foram adquiridas de um cultivo na
localidade de Santo Antdnio de Lisboa, Floriandpolis, Santa Catarina.
Foi coletado um total de 96 ostras de tamanho médio (10 cm). As ostras
foram, acondicionadas em caixa isotérmica contendo gelo em
embalagem vedada até a realizacdo das analises.

A agua salina filtrada e esterilizada foi obtida do Laboratério de
Moluscos Marinhos, localizado na unidade da Barra da Lagoa do Centro
de Ciéncias Agrarias da UFSC, acondicionada em gal@es de plastico. O
estudo foi realizado em triplicata, nos meses de inverno de 2015, onde a
temperatura média da &gua do cultivo foi de 21°C (+ 1°C).
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2.2 Preparagdo das amostras

2.2.1 Ostras naturalmente contaminadas

As 48 ostras escolhidas apresentavam valvas bem fechadas e
lavadas com &gua potavel para eliminar residuos presentes na parte
externa das conchas, ap6s divididas em dois lotes de 24 ostras cada. As
ostras foram adicionadas em bandejas de plastico com a concha plana
para cima, o primeiro lote foi imediatamente submetido a temperatura
de 7°C (£ 1°C) em refrigerador, e o0 segundo lote armazenado a
temperatura de 20°C (+ 1°C) em estufa, ambas periodo de 5 dias.

2.2.2 Ostras artificialmente contaminadas

Para a etapa de contaminacdo artificial primeiramente, a cepa de
V. parahaemolyticus (ATCC 17802) fornecida pela Fundagédo Oswaldo
Cruz — FIOCRUZ, foi reativada em 10 ml de caldo nutriente (Difco)
suplementado com 3% NaCl e incubada a temperatura de 35°C (£ 1°C)
por 24h. O caldo com crescimento foi inoculado em placas de Agar
Nutriente (Difco) suplementado com 3% NaCl e incubado a 35 °C (x
1°C) por 24h.

Uma Unica coldnia em placas foi repicada em tubos de 10 ml
caldo tripticase de soja (TSB, Oxoid) suplementada com 3% NaCl e
incubada a 35°C (+ 1°C) por 6h. A cultura foi transferida para um tubo e
centrifugada a 3000 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi desprezado
e o pellet foi ressupenso em 50 ml de solucéo salina (1%) para produzir
um concentracdo de cultura de aproximadamente 10° UFC.mI™* de
acordo com a escala padrao de McFarland.

As 48 ostras escolhidas apresentavam valvas bem fechadas e
lavadas com agua salina filtrada para eliminar residuos presentes na
parte externa das conchas. Apds, as ostras foram colocadas com a
concha plana para cima, em um aquario (dimensdes: 50 x 32 x 29 cm),
contendo 20L de agua salina filtrada e esterilizada, por um periodo de
adaptacdo de 3h, com aeracdo constante. Posteriormente a agua salina
foi contaminada com a cultura de V. parahaemolyticus a uma
concentracdo de 10° UFC.ml™ e permaneceram por mais 3h no aquério.
Foram realizadas contagens para confirmar a biocumulagéo, em placas
de agar tripticase de soja (TSA-Difco) suplementada com 3% NaCl e
incubadas a 35 °C (£ 1 °C) por 24h.
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As ostras contaminadas foram retiradas do aquario, e divididas
em dois lotes de 24 ostras cada e acondicionadas em bandejas de
plastico com a concha plana para cima. O primeiro lote foi
imediatamente submetido a temperatura de 7°C (+ 1°C) em refrigerador
e 0 segundo lote armazenado a temperatura de 20°C (z 1°C) em estufa,
ambos por um periodo de 5 dias.

2.3 Ensaios microbioldgicos

Os ensaios microbioldgicos foram realizados nos tempos 0, 1, 3,
e 5 dias de armazenamento, para os lotes de ostras naturalmente e
artificialmente contaminadas com V. parahaemolyticus, submetidos a
temperatura de 7°C (x 1°C) e 20°C ( 1°C).

2.3.1 Preparo e dilui¢bes das amostras

A cada lote, 6 unidades de ostras foram abertas com faca estéril
prépria e o liquido intervalar e a carne transferidos assepticamente para
saco plastico estéril. Em seguida, pesada uma aliquota de 25g e
homogeneizada em 225 ml de tampédo fosfato salino (PBS-Oxoid).
Foram preparadas diluicdes decimais até 107 em tampéo fosfato salino
(PBS), utilizados para os ensaios para a contagem de bactérias
halofilicas e contagem de V. parahaemolyticus.

2.3.2 Contagem de bactérias halofilicas

A partir das diluigdes citadas no item 2.3.1, volumes de 100ul
foram semeados por espalhamento em placas contendo agar tripticase de
soja (TSA-Difco) suplementada com 2,5% NaCl. As placas foram
incubadas a 35°C (x£1°C) por 48h. Apos este periodo realizou-se a
contagem das coldnias e o resultado expresso em UFC.g™ (MUDOH et
al., 2014).

2.3.3 Contagem de Vibrio parahaemolyticus — PCR em tempo real

A contagem de V. parahaemolyticus inicialmente foi realizada
pela técnica do Numero Mais Provavel (NMP). A partir das diluicdes
citadas no item 2.3.1, volumes de 1 ml foram inoculados em série de
trés tubos contendo 10 ml de &gua peptonada alcalina (APW-Oxoid)
suplementada com 3% de NaCl e incubada a 35°C (x 1 °C) por 18 horas.
Apos, a confirmacdo dos tubos com turvacao, investigou-se a deteccdo
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de V. parahaemolyticus por PCR em tempo real, segundo as etapas
seguintes.

2.3.3.1 Extracdo de DNA

Para a deteccdo de V. parahaemolyticus, por PCR em tempo
real, os tubos de &gua peptonada alcalina (APW) que apresentaram
turvagéo segundo o item 2.3.3, foram submetidos a etapa de extragdo do
DNA bacteriano. Para cada tubo turvo, foi transferida uma aliquota de
200ul em microtubos especifico para extragdo de DNA e a cultura
fervida por 10 minutos, ap6s os tubos permaneceram por 10 min em
bloco de gelo (MUDOH et al., 2014). Todos os tubos extraidos nesta
etapa, foram mantidos congelados para a confirmacao por PCR.

2.3.3.2 Desenho de primers

Os primers para o Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802) foram
desenhados no programa Primer3 Plus, apds o alinhamento no programa
Bioedit e informacdes das sequéncias disponiveis no banco de genomas
GenBank (HALL, 1999; UNTERGASSER et al., 2007). Os iniciadores
foram analisados por meio do programa OligoCalc e PrimerBlast
(KIBBE, 2007) para verificagdo de estruturas secundérias e analises in
silico de especificidade. Os primers selecionados para reacdo de PCR
sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia de primers desenhados para quantificacdo de V.
parahaemolyticus em ostras naturalmente e artificialmente contaminadas.

Primer Sequéncia (5" para 3") Tamanho do
amplicon (bp)
Forward AAAATT CGT GCG AAAGTGCT 20
Reverse ~ AAC AAG GAT CACTCG CGT TC 20
2.3.3.3 Avaliacdo da seletividade dos primers

A seletividade dos primers foi avaliada para a sequéncia alvo de
DNA e de DNA ndo correspondente & regido alvo, comumente
encontrado em moluscos e no ambiente marinho e filogeneticamente
relacionados com a espécie alvo.
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Foram utilizadas, nove cepas bacterianas: V. cholerae (ATCC
14039), V. vulnificus (ATCC 27562), V. mimicus (ATCC 33653), V.
alginolyticus (ATCC 17749), Aeromonas hydrophila (ATCC 7966),
Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella Typhimurium (ATCC
14028), Bacillus cereus (ATCC 11778), Listeria monocytogenes
(ATCC 19111). Para a realizagdo deste teste foi preparado o mix de
reacdo, conforme descrito nas etapas seguintes, assim como as mesmas
condicdes de ciclagem. Foi utilizado em duplicata como controle
positivo V. parahaemolyticus (ATCC 17802) e duplicata do controle
negativo sem nenhuma amostra de DNA.

2.3.34 Construcdo da curva padrédo

A curva padrdo foi preparada com diluices em série de DNA
gendmico isolado a partir de V. parahaemolyticus. O ndmero de copias
do genoma foram calculadas com base no tamanho do V.
parahaemolyticus (nimero de acesso GenBank JX262976.1) genoma
(5,13 MBP) utilizando a constante de Avogadro (6,023x10%) e o peso
molecular do DNA (660 Da/bp). O DNA gendmico foi diluido em dez
vezes em é&gua ultrapura e concentracdes finais 10° a 10° copias do
genoma por 2 pl, o equivalente a 5,52 ng a 5,52 fg.

A curva padrdo para cada uma das diluicbes foram realizadas
em duplicata e representadas pelo ciclo de quantificacdo (Cq) versus o
logaritmo do nimero de cépias do genoma bacteriano. Os critérios de
confiabilidade foram coeficiente de correlacdo e a eficiéncia de
amplificacio. O coeficiente de correlacio R® é uma medida
correspondente a todos os dados ajustados em linha reta, entre as
repeticOes e o intervalo linear do ensaio (ACHILLEOS e BERTHIER,
2013). A eficiéncia de amplificacdo foram determinadas utilizando a
equacdo E = (10™ — 1) x 100, onde E ¢ a eficiéncia e 0 s é o declive
obtido a partir da curva (BUSTIN et al., 2009).

2.3.35 Preparo da reacdo e condi¢des de ciclagem

O volume da reacdo final utilizada foi de 25pL, conforme
protocolo Rotor-Gene SYBR® Green kit (Qiagen) contendo: 7,5 pL de
dgua livre de RNase; 12,5uL do mix de reacdo; 1,5uL do primer
forward; 1,5uL do primer reverse e 2uL de DNA.

As amplificagbes do DNA foram feitas em equipamento de
PCR em tempo real (RotorGene Q - Qiagen) com as seguintes condigdes
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de ciclagem: 5 minutos a 95°C (ativacdo inicial da enzima); 5 segundos
a 95°C (desnaturacdo); 10 segundos a 60°C (anelamento e extensdo),
seguidos por 40 ciclos de PCR. Em todas as reacdes realizadas de PCR
neste estudo, cada rotor incluiu um controle negativo, realizada uma
reacdo com agua isenta de DNA e um controle positivo de V.
parahaemolyticus.

A populacdo total de V. parahaemolyticus neste estudo foi
determinada convertendo o numero de tubos de APW positivos
confirmados na PCR em tempo real, através da utilizacdo da tabela do
nlimero mais provavel (NMP) e o resultado expresso em NMP g™,

2.4  Analise Estatistica

Os resultados dos ensaios microbioldgicos foram transformados
em valores de log para realizar as analises estatisticas, as quais foram
realizadas com auxilio do software BioEstat 5.0.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia
ANOVA, utilizando um nivel de significancia de 5%. Havendo
diferenca entre as médias, foi aplicado o teste de Tukey para compara-
las por um periodo de até 5 dias.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Contagem de bactérias halofilicas

Os resultados das contagens de bactérias halofilicas em ostras
naturalmente contaminadas com V. parahaemolyticus, armazenadas a
7°C e 20°C, podem ser observados na figura 1. Segundo os dados, houve
um aumento nas contagens atingindo 5,5 log UFC g™ para a temperatura
de 7°C, porém valores superiores de 7,6 log UFC g podem ser
observados para temperatura de 20°C. Os resultados das contagens de
bactérias halofilicas em ostras naturalmente contaminadas com V.
parahaemolyticus, apresentaram diferenca estatistica significativa (p <
0,05) para temperatura de 7°C e 20°C no periodo de 5 dias de
armazenamento.



105

Figura 1. Contagens de bactérias halofilicas em ostras naturalmente
contaminadas com V. parahaemolyticus armazenadas a 7°C e 20°C.
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Né&o foram observadas diferencas estatisticas significativas (p <
0,05) entre as médias das contagens de bactérias halofilicas em ostras
naturalmente contaminadas com V. parahaemolyticus para o tempoOe 1
dia, armazenadas a 7°C, porém houve um aumento significativo
observado nos tempos 3 e 5 dias. As amostras armazenadas a 20°C,
apresentaram diferenga (p < 0,05), pois foi observado um aumento
significativo entre todos os tempos de armazenamento.

Com relacdo a temperatura, verificou-se que, quando as ostras
foram submetidas ao armazenamento em temperatura de refrigeracdo a
7°C, as contagens de bactérias halofilicas foram menores em relacdo a
temperatura elevada de 20°C. As bactérias halofilicas presentes nas
ostras costumam refletir de acordo com as condi¢des do ambiente de
cultivo e possui influéncia com a temperatura da agua de cultivo,
métodos de coleta das ostras e as condi¢fes de armazenamento também
exercem grande influéncia.

Estudo realizado por Lorca et al. (2001), avaliando os efeitos de
trés temperaturas (7°C, 13°C e 21°C) de armazenamento de ostras
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(Crassostrea virginica) durante o periodo de 10 dias, evidenciaram um
aumento de 2,0 a 4,0 log para contagem de bactérias halofilicas em
todas as condi¢es de armazenamento.

De acordo com estudos da literatura, diversos micro-organismos
podem estar envolvidos no ambiente marinho, sendo a microbiota das
ostras bastante variada, podendo incluir bactérias patogénicas, como
Vibrio sp., Pseudomonas sp, Serratia sp., Proteus sp., Clostridium sp. e
Bacillus sp., Salmonella sp., Escherichia coli e Staphylococcus aureus
(KITTIGUL et al., 2007; LEE, et al, 2008). Todos esses patdgenos
podem ser transmitidos pelo ambiente, ou como resultado de
contaminacédo fecal humana e de animais de sangue quente, favorecendo
a multiplicacdo acelerada em condicdes inadequadas de armazenamento
(CRUZ-ROMERO; KERRY; KELLY, 2008).

Cao et al. (2009), avaliando as bactérias predominantes em
ostras (C. gigas) armazenadas em duas tem?eraturas (5°C e 10°C)
observaram contagens de 7,0 Log UFC g~ no décimo dia para
temperatura de 5°C e no sexto dia para temperatura de 10°C. As espécies
predominantes neste estudo foram bactérias do género Pseudomonas,
Vibrionaceae, Enterobacteriaceae, Staphylococcus e Bacillus.

Os resultados das contagens de bactérias halofilicas em ostras
artificialmente contaminadas com V. parahaemolyticus, armazenadas a
7°C e 20°C, podem ser observados na figura 2. Segundo os dados, houve
um aumento nas contagens atingindo 6,3 log UFC g™ para a temperatura
de 7°C, porém valores superiores de 8,0 log UFC g podem ser
observados para temperatura de 20°C. Os resultados das contagens de
bactérias halofilicas em ostras artificialmente contaminadas com V.
parahaemolyticus, apresentaram diferenga estatistica significativa (p <
0,05) para temperatura de 7°C e 20°C no periodo de 5 dias de
armazenamento.
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Figura 2. Contagens de bactérias halofilicas em ostras artificialmente
contaminadas com V. parhaemolyticus, armazenadas a 7°C e 20°C.

Log UFC/g

|
0 1 3

i

Tempo de armazenamento (dias)
L A 20°C

Né&o foram observadas diferencas estatisticas significativas (p <
0,05) entre as médias das contagens de bactérias halofilicas em ostras
artificialmente contaminadas com V. parahaemolyticus para 0s tempos
0, 1 e 3 dias, armazenadas a 7°C, porém houve um aumento significativo
observado nos tempos 0 e 5 dias. As amostras armazenadas a 20°C, ndo
apresentaram diferenca (p < 0,05) no tempo 0 e 1 dia. Foi observado um
aumento significativo nas contagens a partir do terceiro dia.

A contaminacdo artificial com V. parahaelmolyticus, contribuiu
no presente estudo com um aumento inicial na contagem de bactérias
halofilicas, porém a temperatura de refrigeracdo a 7°C, foi capaz de
manter constante as contagens nos trés primeiros dias de
armazenamento e um aumento observado nas contagens de bactérias
halofilicas submetidas a temperatura abusiva de 20°C. Os resultados
estdo de acordo com Mudoh et al. (2014), que avaliaram os efeitos de
trés temperatura (5°C, 10°C e 20°C) de armazenamento em amostras de
ostras (C. virginica) e observaram um aumento significativo nas
contagens de bactérias halofilicas de 4,5 a 9,4 log UFC g™ entre o tempo
0 e 7 dias de armazenamento a 20°C.
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3.2 Contagem de Vibrio parahaemolyticus - PCR em tempo real
3.2.1 Avaliagdo da seletividade dos primers

O controle negativo e as nove cepas bacterianas ndo
correspondente a regido alvo de DNA, ndo amplificaram e foi
observada amplificacdo para o controle positivo V. parahaemolyticus
(ATCC 17802). A seletividade dos primers avaliada pela PCR em
tempo real foi satisfatoria, de acordo com a norma ISO 22118 (ISO,
2011b), a qual define seletividade como a medida da inclusdo (detec¢do
do micro-organismo alvo) e exclusividade (ndo deteccdo de micro-
organismos nao alvo).

De acordo com Wanderley (2011), a determinacdo da
especificidade in silico e experimental para um sistema baseado em
PCR deve ser considerada como um pré-requisito para qualquer estudo
que faca uso da PCR, pois a escolha dos iniciadores que serdo
utilizados na PCR é de crucial importancia, além de ser um dos
principais fatores para se estabelecer a alta sensibilidade e
especificidade da reaco.

3.2.2 Construcdo da curva padrao

Os resultados obtidos na construgdo da curva padrdo, para
avaliacdo do desempenho da reacdo de gPCR apresentaram, correlacéo
linear satisfatoria (R* = 0,99), coeficiente angular da reta de (S= -3,44),
correspondendo a uma eficiéncia de 95%.

Segundo Bustin et al. (2009), a eficiéncia de amplificacdo da
PCR deve ser estabelecida por meio de curvas de calibracdo, pois tal
calibracdo fornece uma indicacdo simples, rapida e reprodutivel da
eficiéncia média da PCR, a sensibilidade analitica do ensaio. Estes
resultados estdo de acordo com Zang e Feng (2006), a qual uma curva
padréo de confianca deve apresentar um valor de R? mais elevado do
que 0,95 e uma inclinacdo entre -3,9 e -3,0, correspondendo a eficiéncia
de PCR entre 80 e 115%, respectivamente.

O ensaio de PCR desenvolvido, assegurou de forma confiavel a
deteccdo de quantidades de DNA de V. garahaemolyticus que variam de
10° copias do genoma (5,62 ng) para 10° copias do genoma (5,52 ftg). O
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limite de deteccdo (LOD) foi de 1 cdpia do genoma por reacgdo,
mostrando a alta sensibilidade do método.

Os resultados estdo de acordo com European Union Reference
Laboratory (LRUE), determina a sensibilidade de um método de
guantificacdo de PCR através do LOD, sendo a menor quantidade de
amostra que pode ser detectado de forma confiavel.

3.2.3 Contagem de Vibrio parahaemolyticus em ostras

Os resultados das contagens de V. parahaemolyticus em ostras
naturalmente contaminadas, armazenadas a 7°C e 20°C, podem ser
observados na figura 3. Segundo os dados, houve um aumento nas
contagens atingindo 1,9 log NMP g™ para a temperatura de 7°C, porém
valores superiores de 3,5 log NMP g podem ser observados para
temperatura de 20°C. Os resultados das contagens de V.
parahaemolyticus em ostras naturalmente contaminadas, apresentaram
diferenca estatistica significativa (p < 0,05) para temperatura de 7°C e
20°C no periodo de 5 dias de armazenamento

Figura 3. Contagens de Vibrio parahaemolyticus em ostras naturalmente
contaminadas armazenadas a 7°C e 20°C.
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Né&o foram observadas diferencas estatisticas significativas (p <
0,05) entre as médias das contagens de V. parahaemolyticus em ostras
naturalmente contaminadas armazenadas a 7°C, foram observadas
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diferencas significativas no tempo 0 e 5 dias, porém ndo houve aumento
significativo observado entre os tempos 1, 3 e 5 dias. As amostras
armazenadas a 20°C apresentaram diferencga estatistica e um aumento
observado nos tempos 0, 1 e 5 dias. Ndo foi observada diferenca
significativa entre 1 e 3 dias de armazenamento a 20°C.

Ramos (2012), observou a presenga natural de V.
parahaemolyticus em baixas contagens variando de 0,9 a 1,9 log NMP
g™ em ostras (C. gigas) nos meses da primavera e verdo, periodo em que
a temperatura das aguas manteve-se em média proxima a 24°C. Ainda
gue em baixas concentracbes 0s resultados deste estudo foram
semelhantes e revelaram a presenca natural de V. parahaemolyticus de
0,9 log NMP g™ nos meses de inverno, periodo em que a 4gua manteve-
se em média proxima a 21°C.

Diversos estudos tém demonstrado uma correlagéo positiva entre
a temperatura da agua e ocorréncia de V. parahaemolyticus (DEPAOLA
et al., 2003; DEEPANJALI et al., 2005; CHAE et al., 2009; WANG et
al., 2010). Segundo Curtis et al. (2003), o cultivo de moluscos bivalves,
especialmente de ostras C. gigas no Brasil, apresenta um padréo rapido
de crescimento, devido as 6timas condi¢des geograficas, assim como a
temperatura da dgua, que frequentemente esta entre 20°C e 25°C.

No Brasil, o controle microbioldgico para a comercializacdo de
ostras, sdo seguidos os parametros estabelecidos através da RDC n°12
de 02 de janeiro de 2001 do Departamento de Vigilancia Sanitaria, o
qual ndo estabelece limites para V. parahaemolyticus (BRASIL, 2001).
A legislac@o atual libera o consumo in natura que atendam aos limites
microbioldgicos estabelecidos somente se ndo consumidos crus, no
entanto, considerando que as ostras sdo tradicionalmente consumidas
crus ou levemente cozidas, podem representar alto risco e de uma forma
geral, estdo associadas a infeccdo alimentar (DE MATOS, 2013).

Considerando esta legislacdo a qual o nivel maximo de V.
parahaemolyticus permitido de 1,0 x 10° NMP g™ (3,0 log NMP g™),
para pratos prontos, a contagem de V. parahaemolyticus em ostras
naturalmente contaminadas em temperatura de refrigeracdo (7°C),
apresentou valores inferiores durante os tempos de armazenamento ao
limite méximo permitido. O armazenamento em temperatura superiores
(20°C) apresentou um valor superior no tempo de 5 dias, em rela¢do ao
limite maximo permitido.
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Estudo conduzido por Mudoh et al. (2014), avaliando os efeitos
de trés temperatura (5°C, 10°C e 20°C) de armazenamento de ostras (C.
virginica) colhidas durante os meses de verdo, observou uma
concentracdo inicial de 3,5 log UFC g™ de V. parahaemolyticus e um
aumento significativo de 7,5 log NMP g no décimo dia de
armazenamento a 20°C. Embora, comparando com o0s valores
encontrados neste estudo, foram inferiores para a contaminagéo natural
inicial de V. parahaemolyticus, devido as ostras colhidas nos meses de
inverno e avaliadas no periodo de 5 dias, porém o abuso de temperatura
também apontou um aumento significativo no quinto dia de
armazenamento a 20°C.

Os resultados das contagens de V. parahaemolyticus em ostras
artificialmente contaminadas, armazenadas a 7°C e 20°C, podem ser
observados na figura 4. Segundo os dados, houve um aumento nas
contagens atingindo 3,8 log NMP g™ para a temperatura de 7°C, porém
valores superiores de 5,2 log NMP g* podem ser observados para
temperatura de 20°C. Os resultados das contagens de V.
parahaemolyticus em ostras naturalmente contaminadas, apresentaram
diferenca estatistica significativa (p < 0,05) para temperatura de 7°C ¢
20°C durante o periodo de 5 dias de armazenamento.

Figura 4. Contagens de Vibrio parahaemolyticus em ostras artificialmente
contaminadas armazenadas a 7°C e 20°C.
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Foram observadas diferencas estatisticas significativas (p <
0,05) entre as médias das contagens de V. parahaemolyticus em ostras
artificialmente contaminadas armazenadas a 7°C, entre os tempos 0 e 5
dias, porém nao houve aumento significativo observado entre os tempos
0, 1 e 3 dias. As amostras armazenadas a 20°C apresentaram diferenca
estatistica e um aumento observado nos tempos 0, 1 e 5 dias. Nao foi
observada diferenca significativa entre 1 e 3 dias de armazenamento a
20°C.

Considerando a legislacdo a cLuaI 0 nivel maximo de V.
parahaemolyticus permitido de 1,0 x 10° NMP g™ (3,0 log NMP g™
para comparacao dos resultados observados neste estudo, a contagem de
V. parahaemolyticus em ostras artificialmente contaminadas em
temperatura de refrigeracdo (7°C), apresentou valores inferiores nos
tempos 0, 1 e 3 dias de armazenamento ao limite méximo permitido. O
armazenamento em temperatura superiores (20°C), apresentou valores
superior nos tempos 1, 3 e 5 dias, em relacdo ao limite maximo
permitido.

Nos Estados Unidos, apds um surto envolvendo ostras, a Food
and Drug Administration (FDA), através do o Programa Nacional de
Sanitizacdo de Moluscos (National Shellfish Sanitation Program —
NSSP - Guide for the Control of Molluscan Shellfish (2009), estabeleceu
um limite de atencdo para V. parahaemolyticus, sendo este nivel de
contaminagéo igual ou superior a 1,0 x 10° NMP g-* (4,0 log NMP g™,
Kanagawa positivo ou negativo.

Parveen et al. (2013), avaliando através de um modelo preditivo
a multiplicacdo de V. parahaemolyticus em ostras (C. virginica)
armazenadas em diferentes temperatura (5°C, 10°C, 15°C, 20°C 25°C e
30°C), puderam observar um rapido aumento nas contagens entre 15°C a
30°C em 3 dias e ndo foi observado um aumento nas contagens para
temperatura de 5°C no periodo de 10 dias pelo modelo preditivo
desenvolvido, sugerindo armazenamento em temperatura abaixo de
10°C eficaz na prevencao, da multiplicacdo de V. parahaemolyticus em
ostras ap0s a coleta.

No presente estudo a temperatura de refrigeracdo de 7°C
submetida tanto para ostras contaminadas com niveis menores e maiores
de V. parahaemolyticus, foi possivel verificar uma contagem baixa nos
trés primeiros dias de armazenamento, sendo um dos pardmetros mais
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importantes para o controle da multiplicagdo de V. parahaemolyticus e
outras bactérias envolvidas no ambiente marinho.

4 CONCLUSAO

Este estudo disponibiliza informag6es que podem contribuir no
controle de V. parahaemolyticus em ostras comercializadas,
especialmente para consumo in natura. O método de coleta e as
condicdes de armazenamento sob refrigeracdo e manuseio influenciam
sobre a qualidade do produto comercializado.

No intuito de assegurar a saude do consumidor, é essencial o
desenvolvimento e aplicacdo de medidas de controle higiénico-sanitérias
na producdo de ostras, principalmente, por meio de monitoramento
bacterioldgico das ostras e da agua de cultivo. Por isso, considerando a
necessidade de estabelecer requisitos de inspe¢do industrial e sanitaria
dos estabelecimentos de processamento de moluscos bivalves, como
medida de prevencéo de efeitos nocivos a salide do consumidor, e com a
finalidade de garantir padrdes de qualidade.

Destaca-se a importancia para a definicdo de retirada de moluscos
bivalves, devido a Instru¢cdo Normativa n°7 considerar apenas limites da
bactéria Escherichia coli e limites de biotoxinas produzidas por
microalgas. Outras bactérias patogénicas, como por exemplo, Vibrio
parahaemolyticus, ndo sdo abordadas nesta legislacao.
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