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GALVAO, E. B. Ocorréncia de Vibrio parahaemolyticus em ostras (Crassostrea sp.),
extraidas de ambientes naturais da ilha de Sdo Luis — MA. [Vibrio parahaemolyticus
research and Staphylococcus coagulase positive do oysters mangrove (Crassostrea), extracted
from Natural Environments of the S&o Luis Island - MA.]. 2016. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Animal) - Universidade Estadual do Maranh&o, S&o Luis, 2016.

RESUMO

O Maranhdo é um estado com extenso litoral, possibilitando para muitas familias, como meio
de sobrevivéncia a pesca. Os municipios de Raposa e Paco do Lumiar se destacam pelas
condicdes litoraneas e pelos ricos manguezais, fazendo com que o pescado e mariscos sejam a
principal fonte de renda e alimentacdo da populagdo local. A ostra é considerada como uma
excelente fonte nutricional e de renda para a populacdo e também um atrativo turistico. A
preferéncia pelo consumo in natura, nos chama a atengdo, uma vez que alimentos crus ou mal
cozidos sdo importantes veiculadores de doencas. Este estudo foi conduzido com o objetivo
de avaliar a presenca de dois micro-organismos de grande relevancia para a satde publica em
ostras do género Crassostrea sp. Foram analisadas no periodo de maio a dezembro de 2014,
um total de 64 amostras de ostras, coletadas em quatro pontos de extragdes naturais nos
municipios de Raposa (Porto do Braga e Cais da Raposa) e Paco do Lumiar (Porto do
Cumbique e Porto do Pau Deitado), pertencentes a Ilha de Sdo Luis — MA. Buscou-se
identificar a ocorréncia de Vibrio parahaemolyticus e Staphylococcus spp. Para o isolamento
e a contagem de V. parahaemolyticus, utilizou-se 0 método descrito no BAM/FDA, com
modificagdes segundo a ISO/TS-21872-1 para temperatura. Para contagem de
Staphylococcus spp utilizou-se a IN N°62/MAPA.. A contagem de V. parahaemolyticus variou
de <3 a 5,5 NMP/g, sendo que a maior média obtida foi para o Porto do Braga (PB) com
média de 5,5 NMP/g. De 64 amostras de ostras foram caracterizadas 81 cepas de Vibrio spp,
destas 9 foram confirmadas como V. parahaemolyticus. Oito (88,8%) das 9 cepas
apresentaram positividade para os testes de patogenicidade. Nas condicdes da presente
pesquisa a contagem e isolamento de V. parahaemolyticus foram consideradas baixas, no
entanto, a maioria das cepas confirmadas apresentou potencial patogénico, sugerindo
possiveis riscos a salde publica. A contagem para Staphylococcus spp. encontrou-se dentro
dos padr@es da legislacdo vigente, com uma variac¢do de contagem de <10 a 2,7x10 UFC/qg, e
néo foi detectado a presenca de Staphylococcus coagulase positivo.

Palavras-chave: molusco bivalve, qualidade microbioldgica, saide publica



GALVAO, E. B. Ocorréncia de Vibrio parahaemolyticus e Staphylococcus coagulase
positivo em ostras (Crassostrea sp.), extraidas de ambientes naturais da ilha de S&o Luis
— MA. [Vibrio parahaemolyticus research and Staphylococcus coagulase positive do oysters
mangrove (Crassostrea), extracted from Natural Environments of the S&o Luis Island - MA.].
2016. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade Estadual do Maranhdo, Séo
Luis, 2016.

ABSTRACT

Maranh&o is a state with a long coastline, which allows many families a means of
survival through fishing. The state has the second longest coastline and is the second largest
fish producer in the Northeast, comprising about eighty percent of Brazilian mangroves. In
this scenario the municipalities of Fox and Lumiar Palace stand out for coastal conditions and
the rich mangroves, causing the fish and shellfish are the main source of income and food for
the local population. The oyster is considered an excellent source of nutrition and income for
the population, and also a tourist attraction. The preference for fresh consumption, draws our
attention, since raw or undercooked foods are important backers of diseases. This study was
conducted to evaluate the presence of two very important micro-organisms to public health in
the genre Crassostrea oysters. Were analyzed in the period May 2014 to December 2014, a
total of 64 samples of oysters collected at four points of natural extractions in the
municipalities of Fox (Porto Braga and Clothes fox) and Paco do Lumiar (Port Cumbique and
port Pau Laying) belonging to the Saint Louis Island - MA. Sought to identify the occurrence
of Vibrio parahaemolyticus and Staphylococcus sp. For the isolation and V. parahaemolyticus
count, we used the method described in BAM / FDA, with modifications according to ISO /
TS 21872-1 to-temperature. Staphylococcus spp count used to IN 62 / MAP. The V.
parahaemolyticus count ranged from <3 to 5.5 MPN / g, and the highest average was for the
Port of Braga (PB) with an average of 5.5 MPN / g. 64 samples of oysters were characterized
81 strains of Vibrio spp, these 9 were confirmed as V. parahaemolyticus. Eight (88.8%) of 9
strains were positive for pathogenicity tests. Under the conditions of this study counting and
isolation of V. parahaemolyticus were considered low, however, most of the confirmed strains
showed potential pathogenic suggesting possible public health risks. The count for
Staphylococcus sp. met within the standards of the current legislation, with a range of counts
<10 to 2,7x10 CFU/g, and has not detected the presence of Staphylococcus coagulase
positive.

Keywords: bivalve mollusk, microbiological quality, public health
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1 INTRODUCAO

O litoral maranhense é extenso e rico em areas estuarinas, que sdo favoraveis ao
desenvolvimento de diversos recursos pesqueiros como peixes, sururu, sarnambi e ostras
(CAVALCANTI, 2003).

As ostras (Crassostrea sp.) sao pertencentes a familia Ostreidae e classe Bivalvia. Este
género alberga espécies que habitam desde regides costeiras podendo ser encontradas fixas as
raizes aéreas da vegetacdo de mangue, e que também podem habitar as faixas entre marés,
sendo encontradas em costdes rochosos ou em bancos submersos (QUEIROZ e JUNIOR,
1990).

A ostra € um alimento de grande valor nutricional, principalmente por ser uma rica
fonte proteica e pelo seu alto teor de micronutrientes (CAVALCANTI, 2003).

Crassostrea sp. possui habito alimentar filtrador com capacidade de filtrar até 10 litros
de agua por hora e cerca de 200 litros por dia (WARD, 1996). Devido a esta caracteristica
esses organismos podem absorver e acumular contaminantes quimicos e microbianos em
geral, uma vez que a selecdo de particulas é feita somente pelo tamanho (GALVAO et al.,
2009).

A incidéncia de microrganismos e contaminantes em alimentos de origem marinha
como as ostras, depende sobretudo da qualidade microbioldgica do ambiente em que estes
animais se encontram (BEIRAO, 2000).

Huss (1997) afirmou que existem dois grupos de bactérias de importancia para a salude
humana que podem contaminar os produtos de origem marinha: a) aqueles presentes no
ambiente como Aeromonas hydrophila, Clostridium botulinum, Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus e Listeria monocytogenes; b) e bactérias da familia
Enterobacteriaceae como Salmonella spp., Shigella spp., e Escherichia coli que estdo
presentes no meio, devido a contaminagéo por dejetos humanos.

Devido o consumo in natura de ostras, ser uma pratica comum e muito apreciada nas
regides litoraneas do Brasil, existe uma preocupacdo dos 6rgdos da saude publica, que os
considera alimentos de risco, uma vez que estdo frequentemente envolvidos em casos de
intoxicacdo e (PEREIRA, 2007; VIEIRA, 2008).

Vibrio sp. se destacam, por esse ser o principal género envolvido em surtos de
toxinfeccao alimentar com pescado (MOURA FILHO et al., 2007; NESPOLO, 2009).
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A manifestacdo clinica da doenca é provocada principalmente pela producdo de
hemolisinas. A doenca provocada pelo V. parahaemolyticus € marcada por uma gastrenterite
com um periodo médio de incubacdo de 15 a 19 horas, e duracdo de 2 a 3 dias, sendo que 0s
principais sintomas sdo dores abdominais, nauseas, vomito e febre (BUTT et al., 2004).

No Brasil, ndo existe legislacdo especifica voltada para a avaliagdo microbioldgica de
moluscos bivalves consumidos crus. A Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC n° 12/2001
contempla somente moluscos bivalves cozidos, industrializados resfriados ou congelados.

Considerando a importancia das ostras como recurso alimentar, a forma de consumo, a
auséncia de um monitoramento constate e uma legislacéo vigente, foi desenvolvido estudos
microbioldgicos em ostras obtidas a partir de depésitos naturais localizados em municipios da
Ilha de Séo Luis, para a avaliacdo da qualidade deste alimento e confirmacao de seu potencial

como veiculadora de patégenos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Extracéo de Ostras no contexto econdmico e social em Raposa e Paco do Lumiar

A prética de extracdo de moluscos bivalves remonta a periodos pré-historicos, quando as
primeiras civilizagfes costumavam utiliza-los como moeda de troca e posteriormente como
importante iguaria. Com o passar do tempo, a atividade perdurou e além de complemento na
renda familiar de pescadores artesanais, seu foco de interesse foi além, passando a ter
importancia sob a 6tica empresarial, por meio do implemento da Ostreicultura (MUEDAS e
MOREIRA, 2000).

A ostra é um dos moluscos mais citados e explorados comercialmente devido ao seu valor
alimenticio e ao uso da concha como matéria-prima na fabricacdo de produtos industriais e
medicinais (CHRISTO, 2006).

O Municipio de Raposa esta localizado na microrregido da Aglomeracdo Urbana de
Sdo Luis, Mesorregido do Norte Maranhense, contém 29.775 habitantes, com uma area de
aproximadamente 66,208 km2. E destino alternativo & visitacio na capital S&o Luis do
Maranh&o, tendo como principais atrativos 0s passeios nas praias e dunas da regido, 0 vasto
manguezal e apreciacdo da gastronomia por meio de pratos tipicos baseados em frutos do mar
(IBGE, 2015).
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Raposa destaca-se por ser uma das cidades mais importantes do litoral maranhense
pela condigdo pesqueira. Os moluscos extraidos sdo de alto valor nutritivo e representam uma
alternativa de subsisténcia as comunidades pesqueiras, quer seja pelo consumo ou pela
comercializacdo (FERREIRA et al., 2014).

J& Paco do Lumiar, outro municipio do estado do Maranhdo, possui uma populacéao de
117. 877 habitantes e uma area de aproximadamente 122,828 km2. Como é cercado por rios e
regides costeiras, muitos com influéncia das marés, ocorre a presenca dos mangues que séo
importantes fontes de renda para parte de sua populacdo, atraves do extrativismo (IBGE,
2015). A mariscagem de bivalves esta entre as atividades mais comuns nos ecossistemas
manguezais (PEDROZA-JUNIOR, 2002).

As ostras sdo citadas com grande frequéncia no cenario econémico destas regides,
devido a sua abundancia, seu tamanho que possibilita a venda em duzia e seu sabor

caracteristico muito apreciado pelos turistas (MONTELES et al., 2009).

2.2 Biologia da Crassostrea sp.

As ostras sdo moluscos bivalves pertencentes ao Filo Mollusca e a Classe Bivalvia.
Sao seres invertebrados, de simetria bilateral, que vivem exclusivamente na agua, e sdo
formados por duas valvas unidas dorsalmente por um ligamento (LIRA et al., 2001).

Estudos recentes de genética molecular de ostras confirmaram que existem duas espécies
nativas da Crassostrea sp., a Crassostrea rhizophorae fortemente associada a manguezais e a
Crassostrea brasiliana, geralmente associada a areas lamacentas. A Crassostrea gigas,apesar
de ndo ser nativa, € comumente encontrada no Brasil, geralmente encontrada fixa em costdes
rochosos (PEREIRA et al., 1998; MACCACCHERO et al., 2007; VARELA et al., 2007).

Ostras do género Crassostrea sp. apresentam conchas espessas, calcarias e frageis, de
tamanho e formato variavel de acordo com o substrato de fixacdo e disponibilidade de
alimento. S8o oviparas e hermafroditas sequenciais, sem dimorfismo sexual e apresentam
fecundacdo externa seguida de desenvolvimento larval, que permanece livre por 15 dias e
apos fixa-se a um substrato, e passa a fase séssil (BEGON et al., 2007).

As conchas das ostras do género Crassostrea sp. possuem valva direita maior e escavada e
esquerda, que se encaixam atraves da cicatriz muscular, fruto da presenca de um Unico
musculo adutor, que se localiza nas proximidades da margem dorsal da concha

(WAKAMATSU, 1973).
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Assim como os demais moluscos sdo organismos filtradores, que bombeiam entre 0,5
a 4,0 litros de agua por hora. Devido a esta caracteristica, sdo capazes de reter contaminantes
e microrganismos. Os microrganismos sobrevivem no estbmago das ostras por certo periodo
de tempo, mantendo seu poder infectivo, antes de serem atacados e digeridos por fagocitose.
Este comportamento fisiol6gico causa uma concentracdo de microrganismos patogénicos na
parte comestivel do bivalve (CARROZZO, 1994; BEIRAO et al., 2000).

2.3 Ostra como Alimento

A ostra é um alimento de grande valor nutricional, principalmente por ser uma rica
fonte proteica e pelo seu alto teor de micronutrientes. E um importante constituinte da dieta
das populacBes litoraneas, sendo o seu consumo um habito alimentar diario em muitas
comunidades de pescadores (CAVALCANTI, 2003).

A carne de ostra crua (por 100 g) € composta por 83,6 g de agua, 8,9 g de proteina, 4,7
g de carboidratos disponiveis, 1,6 g de lipidios, 50 mg de colesterol, vitaminas D (5ug), E
(0,85 mg), C (5 mg), B6 (0,1 mg), B12 (16,5 ug), 0,2 mg de riboflavina, 0,6 mg de acido
pantoténico, 0,13 mg de tiamina, além de minerais como célcio (92 mg), magnésio (44 mg),
sodio (280 mg), ferro (6,3 mg) e fosforo (165 mg). Seu valor caldrico é de 69 kcal/100 g de
carne de ostra crua (FAVIER et al., 1999).

2.4 Qualidade Microbioldgica das Ostras

O consumo de moluscos bivalves marinhos como as ostras, € uma pratica frequente nas
regides litoraneas do Brasil, onde séo geralmente consumidas in natura, somente adicionadas
de gotas de limdo e sal a gosto. Esta pratica proporciona um risco potencial para a saude
humana, pois 0s moluscos em seu processo natural de filtragdo acumulam sujidades e retém
microrganismos em suspensdo na agua, com bactérias, leveduras, protozoarios e virus
patogénicos, além de metais e outros componentes quimicos toxicos. Diante deste fato, existe
uma grande preocupacdo principalmente quando essas fontes proteicas provém de areas
poluidas ou contaminadas (BEIRAO et al., 2000; WHO, 2005).

Muitos microrganismos patogénicos podem contaminar os alimentos marinhos, sendo que
bactérias sdo frequentemente isoladas, e podem desencadear infec¢Bes intestinais,
dermatoldgicas e sistémicas. Coliformes totais, coliformes termotolerantes, Salmonella,
Vibrio, Aeromonas e Staphylococcus configuram-se como indicadores de qualidade sanitaria

de grande importancia e sdo frequentemente pesquisados em alimentos de origem dulcicola,
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estuarina e marinhos (PEREIRA et al.,2004; PEREIRA et al., 2006; CHRISTO et al., 2008;
SANTOS e VIEIRA, 2013).

Além das enterobactérias, a literatura relata infecgdes provocadas por Vibrio spp. tanto
através da ingestao de produtos marinhos quanto através de ferimentos na pele, que podem ser
infectados a partir de um ambiente marinho contaminado. Dessa forma, bactérias do género
Vibrio sp., sdo muito importantes quando se procura o diagnostico para infec¢des de origem
marinha.

A vulnerabilidade das ostras frente a microrganismos acarretam elevada perecibilidade ao
produto, exigindo cuidado no manuseio e conservagéo, para garantir qualidade do alimento in

natura.

2.5 Aspectos gerais e fatores de viruléncia do Vibrio parahaemolyticus

V. parahaemolyticus é considerado um habitante comum dos estuérios, sendo
encontrada em todo o ambiente estuarino incluindo agua, sedimentos, particulas suspensas,
plancton, peixes e moluscos, e é raramente encontrada em agua doce (OLIVER e KAPER,
2001).

V. parahaemolyticus, pertence a familia Vibrionaceae, e é uma bactéria Gram negativa
na forma de bastonetes curvos, mdveis por meio de flagelo polar e ndo esporogénico. E
anaerobio facultativo, apresentando metabolismo respiratorio e fermentativo. Ndo cresce em
substrato com concentracdo de NaCl inferior a 1% e superior a 8%. N&o sdo redutores de H,S
em agar Kligler, sdo positivos as reacdes de oxidase e gelatinase, reduzem nitrato em nitrito e
fermentam a arabinose, galactose, manose, glicose e manitol e ndo fermentam a lactose,
celobiose, sacarose, xilose, sorbitol e inusitol. A faixa de pH 6timo para crescimento em
laboratdrio é entre 7,5 e 8,5. A temperatura 6tima é 37°C (KONEMAN et al., 2008).

O crescimento e multiplicacdo dependem de fatores como salinidade, temperatura e
concentragio de zooplancton. E frequentemente isolado ao longo do ano em climas tropicais e
durante 0s meses de verdo em climas frios ou temperados (NOVOTNY et al., 2004,
HERNANDEZ et al., 2005).

Em baixas temperaturas os vibrios permanecem nos sedimentos do fundo do mar em
concentracdo insuficiente para causar infec¢cbes. Sua concentragdo aumenta nos meses
quentes, devido as condigdes ecoldgicas favoraveis e do plancton, aumentando seu acumulo
em moluscos filtradores (GUTIERREZ e MARTOS, 1997).
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Este microrganismo foi isolado pela primeira vez por Fujino em 1951, na cidade de
Osaka, Japdo, a partir de um surto de gastroenterite ocasionado pela ingestdo de “shirasu”,
que sdo sardinhas fervidas em salmoura, parcialmente desidratadas. Neste surto ocorreram 20
oObitos entre 272 casos (FRANCO e LANDGRAF, 2005).

Desde entdo, essa bactéria tem sido reconhecida como um dos principais agentes
causadores de doencas transmitidas por alimentos marinhos, em muitos paises, como Estados
Unidos, Franca, México, Peru, Chile (SU e LIU, 2007; LAM et al., 2009).

As bactérias do género Vibrio sp. possuem a capacidade de se adaptar de maneira
dindmica as mudancas ambientais como temperatura, pH, salinidade e concentracdo de
nutrientes, utilizando uma variedade de mecanismos genéticos e fisioldgicos. Um destes
mecanismos € denominado estado viavel, mas ndo cultivavel (VNC), onde as bactérias
reduzem seu volume celular e adquirem a forma cocoéide. Este fendmeno representa um
estado de dorméncia, sobrevivéncia e persisténcia no meio ambiente. Neste caso 0 método
convencional de cultivo em placas torna-se pouco adequado, sendo necessaria a utilizacdo de
técnicas moleculares para sua deteccdo, pois esta técnica ndo necessita de cultivo (LLEO et
al., 2001).

A viruléncia das cepas patogénicas de V. parahaemolyticus associadas a quadros de
gastroenterites esta principalmente relacionada a producéo de uma hemolisina, cuja atividade
¢ demostrada com o aparecimento de areas de f-hemolise em Agar Wagatsuma (Meio bésico
acrescido de sangue humano). Este teste € denominado Kanagawa e estd estreitamente
relacionado com a enteropatogenicidade, sendo adotado como paraméntro na identificacdo de
cepas patogénicas e ndo patogénicas. Essa atividade hemolitica é atribuida a hemolisina
termoestavel direta (TDH), codificada pelo gene tdh, que foi assim denominada devido ao
fato de ndo ser inativada por aquecimento a 100°C por 10 minutos. (KAYSNER e DePAOLA,
2001).

A TDH € uma enterotoxina citotoxica, codificada pelo gene tdh que atua diretamente
nos eritrocitos, levando a hemdlise e aumento de permeabilidade vascular, além de atuar na
desorganizacdo do citoesqueleto com capacidade de induzir a apoptose das células do
hospedeiro (LYNCH et al., 2005).

Okuda e Nishibuchi (1998) observaram a producdo de uma hemolisina diferente da
TDH em cepas Kanagawa negativas causadoras de doencgas. Essa hemolisina foi denominada
de hemolisina termoestavel relativa (TRH) e é codificada pelo gene trh, que também ¢é

responsavel pela produgéo de enteropatogenicidade.
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Tem sido relatado que algumas cepas possuem capacidade de hidrolisar uréia,
sugerindo uma forte correlacdo com a presenca de TRH. A presenca desses fatores de
viruléncia geralmente ocorre em cepas oriundas de achados clinicos, enquanto naquelas
isoladas de ambiente ou alimentos marinhos sdo apontados resultados negativos ou com
percentuais oscilantes de até 1% no teste de Kanagawa e hidrolise de uréia (GONZALEZ et
al., 2005).

A associacdo da capacidade de hidrolisar ureia com a presenca do gene trh em cepas
de V. parahaemolyticus é devido a ligacdo genética entre a estrutura do gene da uréase (urec)

e trh no cromossomo de algumas espécies virulentas (IIDA et al., 1997).

2.6 A infeccdo no ser humano e ocorréncia em ostras

V. parahaemolyticus é considerado uma bactéria de carater emergente devido a sua
associacdo com surtos epidémicos apds o consumo de alimentos, em especial pescados e
moluscos consumidos in natura ou parcialmente submetidos & cocgdo. E o patdgeno
veiculado por alimentos marinhos que mais causa problemas de satde publica no mundo (SU
e LIU, 2007; NESPOLO, 2009).

A manifestacdo clinica mais comum da doenca causada por V. parahaemolyticus é a
gastroenterite, com um periodo médio de incubacdo de 15 a 19 horas, e duracdo de 2 a 3 dias.
Os principais sintomas sdo dores abdominais, nauseas, vomito e febre (BUTT et al., 2004).

Geralmente € uma doenca de curso autolimitante com gravidade moderada e de curta
duracdo (BARKER e GANGAROSA, 1974).

Entretanto, casos severos e prolongados podem acontecer, como por exemplo, sepse
que € caracterizada por febre ou hipotensao, podendo incluir sintomas como inchacgo e dor nas
extremidades do corpo, e em decorréncia deste quadro severo o paciente podera vir a dbito
(KLONTZ, 1990; HALLY, 1995).

Existem relatos de infeccdes extraintestinais em ouvidos e olhos, ap0s contato com
aguas naturais salgadas e casos de sepse seguida de Obito em pacientes com cirrose, no
entanto, a frequéncia é relativamente baixa (WEST, 1989).

A dose infectante de células V. parahaemolyticus Kanagawa positiva (KP+) se situa na
faixa de 10° a 10° células. Cepa KP+ isolada de um caso de gastrenterite ndo desencadeou
sintomas de doenca com uma dose de 200 células. No entanto, uma dose de 2 x 10° células de

V. parahaemolyticus KP+ gerou desconforto abdominal em um de quatro pacientes, enquanto
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uma dose de 3 x 10’ células geraram desconforto abdominal e diarreia em dois de quatro
pacientes (SANYAL e SEN, 1974 apud FDA, 2005).

Vaérios trabalhos tém sido desenvolvidos no intuito de detectar a presenca de V.
parahaemolyticus em alimentos, principalmente de origem marinha.

Pereira et al. (2004) analisaram 40 amostras de ostras coletadas em restaurantes do Rio
de Janeiro e 10 amostras de mexilhdes capturados de banco natural de Niteroi. Neste estudo,
141 cepas de V. parahaemolyticus foram isoladas, sendo a maioria originada de ostras. Todas
as cepas foram testadas quanto ao fendmeno de Kanagawa e nenhuma apresentou
positividade, enquanto no teste da hidrolise da uréia, 36% das cepas apresentaram-se como
produtoras de uréase.

Pereira et al. (2007) ap6s avaliacdo de 40 amostras de ostras servidas in natura em
restaurantes do Rio de Janeiro, constataram a presenca de V. parahaemolyticus e V.
alginolyticus em 75% dos estabelecimentos. Os autores ainda ressaltaram que 40% dos
estabelecimentos estocavam ostras a temperatura ambiente, o que constitui um risco para a
salide publica, pois propicia condi¢Ges de multiplicacdo de patdgenos no alimento.

Ramos (2007) pesquisou a presenca de Vibrio spp. em 180 amostras de ostras cultivas
na Baia Sul da llha de Santa Catarina, sendo detectado em 25 (13,88%) amostras, deste total 9
(36%) amostras foram confirmadas como V. parahaemolyticus.

Lee et al. (2008) investigaram a incidéncia de V. parahaemolyticus e a presenca dos
genes tdh e trh, em 72 amostras de ostras cruas comercializadas em Seoul na Koréia, de abril
a outubro de 2005, sendo encontrado um nivel total de vibrio de 1 a 4log NMP/g de abril a
dezembro em 48 amostras, com numero total cerca de 4log NMP/g nos meses de agosto e
setembro, nenhuma positividade para gene tdh e positividade para gene trh no més de
outubro. O estudo demonstrou que a prevaléncia e 0 nimero de V. parahaemolyticus foram
dependentes da época do ano.

Sobrinho et al. (2010) observaram que a presenca de V. parahaemolyticus em ostras
cultivadas no litoral sul do estado de Séo Paulo, Brasil, é alta, mas cepas patogénicas sao
raramente detectadas.

Sobrinho et al. (2011) detectaram V. parahaemolyticus em 100% das 74 amostras de
ostras comercializadas por vendedores em quiosques de praias, restaurantes e supermercados

e em 89,3% das amostras de ostras comercializadas em cidades da China.
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Rodrigues e Carvalho Filho (2011) encontraram V. parahaemolyticus em 85,7% das
84 amostras de ostras analisadas em todas as etapas de processamento (cultivo até o consumo

final), o que comprova grande ocorréncia deste agente em ostras.

2.7 Padrao Microbiol6gico para moluscos bivalves: Legislacdo Vigente

A legislagdo brasileira, por meio da RDC n° 12/01 do Ministério da Saude,
estabelece que a carne de moluscos bivalves in natura, resfriada ou congelada, esta apta para
0 consumo humano quando no produto, Salmonella sp. estiver ausente em 25g e a contagem
em unidade formadora de col6nias de Staphylococcus coagulase positiva ndo ultrapassar o
limite de 10° NMP/g. O limite méaximo permitido de V. parahaemolyticus, é estabelecido
apenas para pratos prontos a base de pescados, em cozinhas, restaurantes e similares, sendo
este de 10° cél/g.

As contagens de microrganismos tolerados pela RDC n° 12/01, para moluscos
bivalves, resfriados ou congelados, referem-se ao molusco ndo consumido cru. No entanto
sabe-se que moluscos sdo, tradicionalmente, consumidos crus ou levemente cozidos. Desta
forma, sdo vistos como alimento de alto risco, pois sdo frequentemente associados com
intoxicacdes alimentares (BEIRAO et al., 2000).

De acordo com os padrdes da Nova Zelandia e Japdo, o nivel maximo permitido de V.
parahaemolyticus em mariscos consumidos crus ¢ 100 NMP/g (LEE et al., 2008), enquanto
USFDA (United States Food and Drug Administration) requer menos que 10.000 NMP/g
(FAO/WHO, 2002). Isto porque, a partir de dados sobre surtos nos Estados Unidos foi
possivel determinar que a dose infectiva minima de V. parahaemolyticus é 10° células.

O FDA demonstrou que o numero de V. parahaemolyticus encontrado em ostras
oriundas de locais nos EUA com historico de surtos em 1998 foi de 100 a 1.000 células
(KAYSNER e DePAOLA, 2001).

A legislacgdo internacional para a producdo e comercializagdo de moluscos bivalves é
extremamente rigorosa, considerando 0s numerosos casos de doengas associados ao consumo
de frutos do mar contaminados (RICHARDS, 2003; YOUNGER et al., 2003).

A maioria das nag¢des que produzem alimentos de origem marinha apresenta legislagéo
propria, baseadas em regulamentacdes de grandes mercados como a Unido Europeia e 0s
Estados Unidos. A Diretriz Europeia 91/492/EEC, de 15 de Julho de 1991 (EUROPEAN
COMMUNITIES, 1991), estabelece as normas sanitarias que regem a producéo e a colocagdo

de moluscos bivalves vivos no mercado comum europeu. As areas demarcadas para o cultivo
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sdo classificadas de acordo com a qualidade microbiolégica da carne dos moluscos
produzidos nestas areas.

A legislacdo americana baseia-se na qualidade microbioldgica das aguas de cultivo
(NSSP-FDA, 2003). A producdo de moluscos provenientes de areas classificadas como
restritas, deve obrigatoriamente, como na legislagdo da Unido Europeia, passar por um
sistema de purificacdo ou ser transportada para areas de qualidade microbiolGgica superior,

previamente & sua introducao no mercado (CORREA, 2006).
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de Vibrio parahaemolyticus em
ostras extraidas de quatro pontos distribuidos nos municipios de Raposa e Paco do Lumiar, na
Ilha de Sao Luis/MA. Foram 16 coletas, totalizando 768 ostras analisadas, em um periodo de
oito meses. Para avaliacdo do V. parahaemolyticus foi utilizado os métodos descritos por
Bacteriological Analytical Manual online. A contagem de V. parahaemolyticus variou entre
0s pontos de coleta de <3 a 5,5 NMP/g. De 64 amostras de ostras isolou-se 81 cepas de Vibrio
spp, onde 9 cepas foram positivas para V. parahaemolyticus. Destas 9, 8 (88,8%)
apresentaram positividade para os testes de patogenicidade. Estes resultados mostram que nas
condigcdes deste estudo, a contagem e isolamento de V. parahaemolyticus podem ser
consideradas baixas, no entanto a maioria das cepas confirmadas revelaram potencial
patogénico, sugerindo possiveis riscos para a satde publica.

Palavras-chave: molusco bivalve, qualidade microbioldgica, satde publica.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the Vibrio parahaemolyticus count in oysters, extracted from
mangroves and rocks, at four points distributed in the municipalities of Paco do Lumiar and
Fox, on the island of Sao Luis / MA. 64 oyster samples were collected from the genus
Crassostrea sp. For microbiological assessment of V. parahaemolyticus was used the methods
described by the Bacteriological Analytical Manual online. The V. parahaemolyticus count
ranged from <collection points 3 to 5.5 MPN / g. 64 samples of oysters isolated 81 strains of
Vibrio spp, where 9 strains were positive for V. parahaemolyticus. Of these 9, 8 (88.8%)
strains were positive for the pathogenicity tests. These results show that under the conditions
of this study, the counting and isolation of V. parahaemolyticus can be considered low,
however most confirmed strains revealed pathogenic potential, indicating possible risks for
public health.

Keywords: bivalve mollusk, microbiological quality, public health.
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INTRODUCAO

O litoral maranhense é rico em areas estuarinas, favoraveis ao desenvolvimento de
diversos recursos pesqueiros como peixes, sururu, sarnambi e ostras’.

O Estado do Maranhéo tem o segundo maior litoral e é o segundo maior produtor de
pescado da Regido Nordeste, compreendendo cerca de oitenta por cento do manguezal
brasileiro. Nesse cenario 0os municipios de Raposa e Paco do Lumiar se destacam pelas
condicdes litoraneas e pelos ricos manguezais, fazendo com que o pescado e mariscos sejam a
principal fonte de renda e alimentacéo da populacéo local®.

A ostra é um alimento de grande valor nutricional, principalmente por ser uma rica
fonte proteica e pelo seu alto teor de micronutrientes™.

Crassostrea sp. sdo pertencentes a familia Ostreidae e classe Bivalvia. Este género
alberga espécies que habitam desde regiGes costeiras e também podem ser encontradas fixas
as raizes aéreas da vegetacdo de mangue, ocorrendo também na faixa entre marés de costbes
rochosos ou em bancos submersos®.

A ostra possui como os demais moluscos, um habito alimentar filtrador e devido a esta
caracteristica, podem absorver e acumular contaminantes quimicos e microbianos em gera”.

A preferéncia pelo consumo in natura, nos chama a atencdo, uma vez que alimentos
crus ou mal cozidos sdo importantes veiculadores de doencas.

Vale ressaltar que como tem a capacidade de absorver o que estd no ecossistema
aquatico, entdo a qualidade microbioldgica das ostras e outros moluscos filtradores, depende,
em grande parte, da qualidade microbiolégica do ambiente em que estes animais se
encontram®.

Huss®, esclareceu que existem dois grupos de bactérias de importancia para a satde

humana que podem contaminar os produtos de origem marinha, que sdo aqueles presentes no
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ambiente como Aeromonas hydrophila, Clostridium botulinum, Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus e Listeria monocytogenes; e as bactérias da familia
Enterobacteriaceae como Salmonella spp., Shigella spp., e Escherichia coli que estdo
presentes no meio, devido a contaminacgéo por dejetos humanos.

As bactérias do género Vibrio se destacam, por esse ser o principal género envolvido
em surtos de toxinfeccao alimentar com pescado” ®.

As espécies pertencentes ao género Vibrio, com excecdo do Vibrio cholerae, ocorrem
naturalmente em ambientes marinhos e estuarinos. O V. parahaemolyticus, é halo6filo
obrigatdrio, meséfilo, que multiplica-se ainda mais rapido em épocas mais quentes®.

Segundo Boutin et al.!°, V. parahaemolitycus tem um poder invasor considerével,
podendo se espalhar pelo organismo através do sistema circulatorio ou linfatico, provocando
até mesmo sepse.

V. parahaemolyticus produz uma enterotoxina similar a de V. cholerae, sendo capaz
de inflamar a mucosa do intestino delgado. Apresenta um periodo médio de incubagédo de 17
horas, diarreia aquosa, dores abdominais, colica leve a moderada, nausea e vémito, dor de
cabeca em 40% dos casos e febre em 25%. Em quase 1/3 dos casos a diarreia tem a forma
sanguinolenta®’.

A viruléncia das cepas patogénicas de V. parahaemolyticus relacionadas a quadros de
gastroenterites esta principalmente relacionada a producdo de uma hemolisina, cuja atividade
é demonstrada com o aparecimento de areas de 5-hemolise em Agar Wagatsuma (Meio bésico
acrescido de sangue humano). Este teste denominado Kanagawa e estd estreitamente
relacionado com a enteropatogenicidade, sendo adotado como paraméntro na identificacdo de
cepas patogénicas e ndo patogénicas. Essa atividade hemolitica é atribuida a hemolisina
termoestavel direta (TDH), que foi assim denominada devido ao fato de ndo ser inativada por

aquecimento a 100°C por 10 minutos. Outra hemolisina também é reconhecida como fator
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responsavel pela producdo de enteropatogenicidade, é a hemolisina termoestavel relativa
(TRH)™.

No Brasil, ndo existe legislacdo especifica voltada para a avaliagdo microbiologica de
moluscos bivalves consumidos crus. A Resolucio da Diretoria Colegiada - RDC n° 12/2001"
contempla somente moluscos bivalves cozidos, industrializados resfriados ou congelados.
Dessa forma, os cuidados com estes alimentos devem ser redobrados e os consumidores
devem ser informados sobre a qualidade higiénica e sanitaria e 0 risco que correm ao
consumirem ostras in natura.

Levando-se em conta as extensas faixas litoraneas do pais e do Estado do Maranh&o,
sdo discretas as informacGes sobre a ocorréncia de V. parahaemolyticus, uma vez que € uma
bactéria estritamente marinha.

Considerando a importancia das ostras como recurso alimentar em nossa regido,
objetivou-se nesta pesquisa, avaliar a ocorréncia destes dois microrganismos de relevancia
para a saude publica, bem como identificar cepas patogénicas, conhecendo desta forma, o

potencial de ostras como veiculadoras de doencas.

MATERIAL E METODOS
Identificacédo dos pontos de coleta

Os pontos foram identificados a partir de informacgdes dadas pelos marisqueiros a cerca
dos bancos naturais para extracdo, e o reconhecimento desses pontos foi feito via transporte

terrestre e embarcacgdo a motor, nos referidos municipios da Ilha de Séo Luis.
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Figura 1. Localizagdo dos pontos de coleta das ostras na llha de Sao Luis — MA, Brasil, 2014.

Quatro pontos de extracdo foram identificados e georreferenciados, sendo dois no
municipio de Raposa: Porto do Braga (S 02°25°215”/W 044°05°660") ¢ Cais da Raposa (S
02°24°985/W 044°06°243”) e dois no municipio de Pago do Lumiar: Porto do Cumbique (S

02°27°5317/W 044°07°507”) e Porto Pau Deitado (S 02°31°818”/W 044°05°0807).
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Figura 2. Locais de coleta das ostras. A - Porto do Pau Deitado (Pago do Lumiar/MA); B - Porto do Cumbique

(Paco do Lumiar/MA); C - Porto do Braga (Raposa/MA); D — Cais da Raposa (Raposa/MA), 2014.

Amostragem

Foram realizadas 16 coletas, somando um total de 64 amostras, coletadas em
intervalos quinzenais, entre 0s meses de maio a dezembro de 2014. Cada amostra foi
constituida por 12 ostras, conforme método analitico descrito por Kaysner e DePaola®,
totalizando 768 ostras analisadas. As amostras de cada ponto foram acondicionadas,
separadamente e transportadas em caixas isotérmicas refrigeradas até o Laborat6rio de

Microbiologia de Agua e Alimentos da UEMA, para imediata analise microbioldgica.

Preparo Inicial das Amostras

No laboratério as ostras foram lavadas cuidadosamente em &gua corrente com 0
auxilio de escova limpa para remocdo de residuos externos. Em seguida foram abertas
utilizando-se facas estéreis, para se retirar o conteddo interno composto por liquido

intervalvar e musculo, depositados em placas de Petri estéreis, para pesagem de 25 gramas.
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Pesquisa de Vibrio parahaemolyticus
Para acompanhamento dos testes para V. parahaemolyticus, utilizou-se uma cultura controle
(271315), cedida pelo Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro/RJ.

Para a pesquisa microbiolégica do V. parahaemolyticus utilizou-se os métodos
descritos pelo Bacteriological Analytical Manual online (Elliot, Kaysner e Tamplin®), com
modifica¢des segundo a ISO/TS-21872-1, para temperatura.

O estudo da viruléncia foi realizado a partir da verificacdo do fenémeno Kanagawa,
conforme Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods®®.

Os valores de salinidade foram avaliados através de salindmetro YSI modelo 33, como
possivel fator de influéncia no isolamento de V. parahaemolyticus.

Apos etapa inicial de diluicdo em triplicata (10, 1073, 10™), o enriquecimento foi feito
homogeneizando-se 25 g de amostra de ostra em 225 mL de Agua Peptonada Salina Alcalina
(APWA), e incubou-se em estufa bacteriologica de 42°C/18-24h. A partir do crescimento
bacteriano em APWA, coletou-se uma alcada das células que ficam concentradas na
superficie do meio e foram semeadas em placas contendo Agar Tiossulfato Citrato Bile
Sacarose (TCBS), incubadas a 45°C/18-24h. ApGs o crescimento, foi selecionado 3 a 4
colbnias ndo fermentadoras de sacarose (caracterizadas por col6nias verdes), que foram entdo
submetidas aos testes bioquimicos para confirmacdo. Confirmadas as cepas como V.
parahaemolyticus, realizou a pesquisa de hemdlise em Agar Wagatsuma acrescido de sangue
humano, para verificacdo da produc¢édo da hemolisina TDH.

A producdo da enzima uréase também foi pesquisada como um fator de viruléncia,
geralmente relacionada a producdo da hemolisina TRH.

Ap0s identificacdo bioquimica final, procedeu-se a contagem de V. parahaemolyticus
utilizando a tabela de NMP/g (NUmero mais provavel), quando se analisam trés tubos por

diluicdo, segundo Bacteriological Analytical Manual online.
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A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o sistema de Analises Estatisticas (SAS-
Estatistical Analylis System), através de teste de Tukey, com nivel 5% de significancia. Para

efeito de normalidade os dados foram transformados em log10.

RESULTADOS
Os resultados da contagem e isolamento do Vibrio parahaemolyticus, nos diferentes pontos

de coleta estdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1. Contagem e isolamento de V. parahaemolyticus em ostras do género Crassostrea
sp. coletadas entre 0s meses de maio a dezembro, na llha de S&o Luis/MA, 2014.

Pontos de Coleta Numero de Amostras Meédia NMP/g Amostras Confirmadas
Porto do Braga 16 5,5 2 (12,5%)

Cais da Raposa 16 4,6 4 (25 %)

Porto Cumbique 16 3,1 2 (12,5%)

Porto Pau Deitado 16 3,3 1 (6,25%)
TOTAL 64 : 9 (14,06%)

NMP — NUmero mais provavel por grama de amostra. As médias ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5%
de significancia.

Pelos dados apresentados na Tabela 1, observa-se que do total de 64 amostras
analisadas, 9 (14,06%), das amostras foram confirmadas para V. parahaemolyticus e a
contagem em média de NMP variou de 3,1 a 5,5 NMP/g.

N&o foram observadas diferencas significativas entre as médias de NMP/g para os
pontos de extracdo coletados, entdo pode-se afirmar que nos quatro pontos de coleta, as

contagens desta bactéria foi semelhante.

41



Tabela 2. Valores de salinidade em &guas coletadas nos quatros pontos de extracao de ostras,
Ilha de S&o Luis, 2014.

Pontos de Media%/DP Media%/DP
Coleta salinidade temperatura Média NMP/g Amostras Isoladas
PB 340,81 30+0,97 5,5x10 2 (12,5%)
CR 35,5+0,87 29,8+0,42 4,6x10 4 (25 %)
PC 32,25+1,93 29,7+0,59 3,1x10 2 (12,5%)
PD 28+1,96 29,8+0,98 3,3x10 1 (6,25%)
TOTAL ’ 9 (14,06%)

PB — Porto do Braga; CR — Cais da Raposa; PC — Porto do Cumbique; PD — Porto do Pau Deitado; DP — Desvio
padrdo. As médias diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

De acordo com a Resolucdo CONAMA®, alterada pela Resolucéo 410/2009 e pela
430/2011, as &guas salobras apresentam salinidade superior a 0,5 e inferior a 30, enquanto
aguas salinas possui valor igual ou superior a 30. A salinidade minima encontrada neste
estudo foi de 28% e a maxima 35,5%. Sendo observada diferenca estatistica entre as médias
de salinidade nas aguas dos diferentes pontos investigados (p<0,05). Dessa forma, as aguas
provenientes do Porto do Pau Deitado podem ser classificadas como salobras, enquanto as do
Porto do Braga, Cais da Raposa e Porto do Cumbique podem ser classificadas como salinas,
conforme demonstrado na Tabela 2.

Os pontos de coleta localizados no municipio de Raposa (Porto do Braga e Cais da
Raposa) identificados com a maior salinidade, foi também onde se observou as maiores
médias de contagem para V. parahaemolyticus.

O isolamento de V. parahaemolyticus neste estudo mostrou, estatisticamente que ha
correlacdo positiva da salinidade das aguas com o isolamento do V. parahaemolyticus, como
mostra a Tabela 2. Indicando que a populacdo de V. parahaemolyticus, pode ter sido

influenciada pela variagéo de salinidade.
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A média pluviométrica foi verificada a partir dos dados disponiveis no IMPE (Instituto
Nacional de Pesquisas Espaciais), e observou-se que o més de maio/2014, foi o de maior
indice pluviométrico, e também coincidiu com o més onde se obteve o maior numero de
isolados.

A média de temperatura das aguas durante o periodo da pesquisa variou de 29,7°C a
30°C. Em decorréncia da baixa variacdo de temperatura ndo se pode avaliar a influéncia da
mesma sobre a contagem e isolamento de V. parahaemolyticus.

A partir do exposto, pode-se verificar que a temperatura e pluviosidade, parecem ter

influenciado no isolamento de V. parahaemolyticus nesta pesquisa.

Patogenicidade

Tabela 3. Identificacdo de patogenicidade de Vibrio parahaemolyticus isolados em ostras do
género Crassostrea, Sao Luis — MA, 2014.

Identificacdo dacepa  Teste Kanagawa Prova de Urease Patogenicidade

a2lpb + - Sim
az22cr + - Sim
a23pd + - Sim
a24pc i i Sim
az26cer + - Sim
a28pc + - Sim
a30cr - + Sim
ad5pb i i Sim
a82cr - - Né&o
TOTAL 7 3 8

pb - Portodo Braga; cr - Cais da Raposa; pc — Porto do Cumbique; pd — Porto do Pau Deitado

Diante da sua relevancia epidemioldgica, as cepas de V. parahaemolyticus foram

analisadas quanto ao potencial patogénico, através do fendmeno Kanagawa em Agar contendo
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sangue humano para identificar a presenca da hemolisina termoestavel direta. E também foi
verificada a capacidade de hidrolisar ureia, uma vez que esta diretamente relacionada com a
presenca da hemolisina termoestavel relativa.

Observa-se na Tabela 3, que 7 (78%) das 9 cepas de V. parahaemolyticus
apresentaram positividade para este teste, uma caracteristica relevante a ser considerada, uma
vez que a maioria de isolados patogénicos sdo obtidos a partir de amostras clinicas. Quanto a
prova da uréase, 3 (33%) de 9 das cepas hidrolisaram a ureia.

Esses dados sdo de extrema relevancia para a salde publica, pois apesar de ndo ter
sido verificado altas contagens desta bactéria nesta pesquisa, no entanto foi confirmado que

quase a totalidade das cepas de V. parahaemolyticus apresentaram potencial patogénico.

DISCUSSAO

A Resolucdo da Diretoria Colegiada®™, estabelece os padrdes microbiolégicos para
contagens em alimentos, porém ndo estabelece para moluscos bivalves consumidos crus, que
é a forma mais comum de consumo das ostras na llha de Sdo Luis-MA. Essa auséncia de
regulamentacdo da Lei Brasileira dificulta a avaliagdo microbioldgica desse alimento, e
constitui uma inseguranga para 0s que consomem este molusco.

Aliado ao fato de ndo haver uma legislacdo especifica, também ndo ha um
monitoramento constante deste microrganismo a nivel ambiental e muito menos em casos de
diarreia, o que se confirma pela auséncia de dados no sistema de nacional saide, de casos ou
surtos envolvendo V. parahaemolyticus. Essas falhas geram duvidas, uma vez que este
microrganismo é de primordial importancia quando se fala de produtos marinhos.

Muitos dados apresentados em pesquisas destacam que as enfermidades veiculadas por
alimentos sdo frequentes no Brasil, e diversos casos estdo associados ao consumo de

alimentos de origem marinha'®*"*%,
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Apesar de ndo haver legislacédo especifica para este alimento, podemos inferir que as
contagens obtidas neste estudo foram baixas. Estes dados podem estar relacionadas a uma
adaptacdo desenvolvida pelo V. parahaemolyticus, citada e confirmada por diversos autores,
onde em condicdes adversas sdo capazes de produzir células viaveis que se tornam néo
cultivaveis, e somente em condi¢cdes de ambiente e temperatura ideal podem se multiplicar e
alcancar niveis que represente risco a satde do consumidor. Esse estado celular pode tornar as
cepas patogénicas mais resistentes aos métodos convencionais de processamento de
alimentos. Entdo a dificuldade de isolamento e a ndo deteccao do agente, por vezes pode estar
relacionado a existéncia de células viaveis, porém nao cultivaveis'®?.

Diversos trabalhos de investigacdo da ocorréncia desta bactéria em moluscos a nivel
ambiental também aparecem com contagens baixas, assemelhando-se aos resultados deste
trabalho.

Souza?, investigando a incidéncia de V. parahaemolyticus em 12 amostras de ostras
(Crassostrea sp.), provenientes de um criadouro natural, no estudrio do rio Coco,
Fortaleza/CE, confirmou a presenca de V. parahaemolyticus em apenas uma amostra, e a
contagem variou de <3 a 7 NMP/g.

Ramos®, realizou a contagem de V. parahaemolyticus de 180 amostras de ostras
(Crassostrea gigas) coletadas em seis diferentes regides de cultivo na Baia Sul da Ilha de
Santa Catarina, e encontrou um contagem que variou entre <3 a 7 NMP/g.

Pereira®®, avaliando a qualidade microbiolégica de ostras (Crassostrea gigas),
cultivadas e comercializadas na regido litordnea de Floriandpolis, n&o encontrou
contaminag&o por V. parahaemolyticus em nenhuma das amostras analisadas.

Porém em estudo gque analisou 50 amostras de moluscos bivalves, sendo 40 amostras
de ostras provenientes de restaurantes do Rio de Janeiro, e 10 amostras de mexilhdes

provenientes de banco natural de Niteroi, obtiveram o isolamento de 141 cepas de V.
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parahaemolyticus®*. O resultado deste estudo é superior ao encontrado nesta pesquisa, sendo
importante ressaltar que a maioria das amostras do trabalho citado acima, foram coletadas a
partir de restaurantes.

Os musculos das ostras apesar de estarem protegidos pela concha podem ser
contaminados durante as etapas da cadeia produtiva. Alguns microrganismos ja fazem parte
da microbiota natural dos pescados, mas se forem ingeridos pelo homem, podem veicular
doencas®.

A multiplicacdo de V. parahaemolyticus pode ocorrer no periodo compreendido entre
a coleta das amostras, no local de cultivo, até a sua chegada no comércio, sendo influenciada
pelo tempo de coleta, pela temperatura da ostra durante o transporte, pela taxa de
multiplicacdo de V. parahaemolyticus em funcdo da temperatura e pelo processo de
depuracao®®.

As espécies de Vibrio sp. desenvolvem, naturalmente em estuarios e ambientes
marinhos no mundo inteiro, sendo que a maioria das espécies por serem haléfilas obrigatérias,
sdo capazes de sobreviver e se multiplicar em aguas com elevada salinidade e temperatura
variando de 10 a 30°C?’. Semelhantemente, ao observado neste estudo, muitos autores
também detectaram em suas pesquisas a influéncia positiva da salinidade sobre a contagem e
isolamento de V. parahaemolyticus®%.

Doi, Barbieri e Marques® observaram que a pluviosidade, salinidade e as amplitudes
de maré influenciaram na concentracdo bacteriana ao analisar as aguas nos locais de
extrativismo de ostras no Estuério de Cananeia - SP.

Em pesquisa de ostras (Crassostrea gigas) e aguas provenientes da Baia Sul de Santa
Catarina, Brasil, também foi verificado que o acumulado pluviométrico apresentou uma

correlagdo positiva com as contagens de V. parahaemolyticus nas 4guas da Bafa Sul*.
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Nesta pesquisa a quase totalidade das cepas de V. parahaemolyticus apresentaram
potencial patogénico. Aliado a isto € importante salientar que V. parahaemolyticus é um
microrganismo termosensivel, porém suas hemolisinas ndo sdo, sendo, portanto denominadas
termoestaveis, pelo fato de néo serem inativadas por aquecimento a 100°C por 10 minutos™.

Diante da especificidade do teste em Agar Wagatsuma, pdde-se confirmar a
veracidade das analises desta pesquisa, inferindo-se que ha um possivel risco das das ostras
deste estudo veicular doenca alimentar provocada pelo V. parahaemolyticus, onde mesmo que
este alimento seja submetido a um tratamento térmico para destruir o microrganismo, se este
método ndo for eficiente, ndo serd suficiente para destruir as hemolisinas, podendo desta
forma provocar uma toxi-infeccdo alimentar. Na llha de S&o Luis, este fato se torna ainda
mais alarmante, uma vez que dificilmente a ostra passa por algum tipo de preparo, sendo
ingerida preferencialmente crua.

Diferentemente do observado neste estudo, pesquisas realizadas desde a década de 90,
demonstram que culturas isoladas do ambiente marinho apresentaram pouca ou nenhuma
atividade hemolitica, em oposicéo as culturas Kanagawa positivas, frequentemente isoladas
de casos clinicos®33%,

Costa Sobrinho®, avaliando a ocorréncia de V. parahaemolyticus patogénicos em 123
amostras ambientais de ostras (Crassostrea brasiliana) em S&o Paulo, detectou V.
parahaemolyticus em 99,2% das amostras, com densidades variando de < 0,5 log;o NMP g™ a
5,0 log;o NMP g™ e apenas uma amostra de ostra (0,8%) foi Kanagawa e tdh positivos.

DePaola®, afirma que cepas de V. parahaemolyticus isoladas de amostras clinicas
demonstraram esta atividade hemolitica, que tem sido chamada de fendmeno de Kanagawa

(KP), ao passo que somente 1 a 2% das cepas de fontes ndo clinicas sdo KP positivas.
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Os dados obtidos neste estudo com 77,77% de cepas ambientais Kanagawa positivas,
se confrontam com o que foi afirmado pelos autores acima, e vai de encontro ao que foi
demonstrado por Paranjpye®, encontrou 13 amostras ambientais (21%) positivas para TDH.

Por vezes cepas de V. parahaemolyticus, podem apresentam reacdo fraca de hemolise
sobre o Agar Wagatsuma, o que pode gerar duvidas, e parecer que nio foram positivas ao
teste®®. Nishibuchi®’, ao estudarem cepas apresentando com fraca reacéo de hemélise em Agar
Wagatsuma, verificaram que 86% delas apresentaram o gene tdh, e 16% das cepas que nédo
mostraram nenhuma hemdlise, ou seja, Kanagawa negativas, foram positivas para o gene tdh
em teste de hibridizacdo de DNA.

A habilidade de hidrolisar ureia é citada por diversos autores como indicador da
presenca de TRH®*° Evidéncias sugerem que a hidrélise da uréia é um marcador seguro para
identificar TRH em V. parahaemolyticus, uma vez que ja foi demonstrada uma ligacédo
genética entre a estrutura do gene da uréase (urec) e trh no cromossomo de algumas espécies
virulentas®.

Diante do obtido nesta pesquisa, mais uma vez se confirma a patogenicidade das cepas
isoladas, onde 7 de 9 cepas foram TDH positivas, 3 de 9 cepas foram TDH e TRH positivas, e
apenas 1 das 9 ndo apresentou nenhum tipo de viruléncia.

O fato de terem sido isoladas cepas que apresentam potencial patogénico, deve servir
de alerta aos consumidores e as autoridades sanitarias competentes para o desenvolvimento de
medidas de controle atraves de legislacdo adequada, monitoramento constante, tanto

ambientais quando de casos de diarreia e medidas educativas.

CONCLUSOES
Nas condigdes em que o trabalho foi realizado e de acordo como os dados obtidos é

possivel concluir que:
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As ostras (Crassostrea sp.) extraidas nos municipios da Ilha de S&o Luis, apresentam
potencial risco a satde publica, podendo veicular V. parahaemolyticus;

As cepas isoladas expressaram atividades das hemolisinas TDH e TRH, mostrando o
potencial patogénico das cepas de V. parahaemolyticus isoladas;

A salinidade parece ter influenciado quanto ao isolamento das cepas de V.

parahaemolyticus.

AGRADECIMENTOS
A Fundacio de Amparo a Pesquisa e ao Desenvolvimento Cientifico do Maranh&o

(FAPEMA) e a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

REFERENCIAS
. Cavalcanti AD. Monitoramento da contaminacdo por elementos traco em ostras

comercializadas em Recife, Pernambuco, Brasil. Cad Saude Publica.2003;19(5):1545-1551.

. Monteles JS, Castro TCS, Viana DCP, Conceicdo FS, Franca VL, Funo ICSA. Percepcao
socio-ambiental das marisqueiras no municipio de Raposa, Maranhdo, Brasil. Rev Bras
Engenharia de Pesca. 2009. 4(2):34-45.

. Queiroz C, Janior NS. Cultivo de ostras. Santa Catarina (BR): Acaresc;1990.

. Galvdo PMA, Rebelo MF, Torres, JPM, Guimardes JRD, MALM, O. Bioacumulagdo de
metais em moluscos bivalves: aspectos evolutivos e ecoldgicos a serem considerados para a
biomonitoracdo de ambientes marinhos. Braz J Aquat Sci Tech. 2009; 13(2):59-66.

. Beirdo H, Teixeira E, Meinert EM. Processamento e industrializacdo de moluscos. Seminario
e workshop de tecnologias para o aproveitamento integral do pescado; Campinas: ITAL,

Centro de Tecnologia de Carnes, 2000. p.38-84.

49



10.

11.

12.

13.

6. Huss HH. Garantia da qualidade dos produtos da pesca. Roma: Organizacdo das Nacdes

Unidas para a Alimentacdo e Agricultura, 1997. 176 p. (Documento Técnico sobre as Pescas,

n. 334).Dinamarca.Livro.

. Moura Filho LGM, Mendes ES, Silva RPP, Goes LMNB, Vieira KPBA, Mendes PP.

Enumeracdo e pesquisa de Vibrio spp. e coliformes totais e termotolerantes em sashimis de
atum e vegetais comercializados na regido metropolitana do Recife, Estado de Pernambuco.

Acta Sci. 2007; 29(1):85-90.

. Nespolo NM. Caracteristicas microbioldgicas de salmdo (Salmo salar) comercializado em

algumas cidades da regido nordeste do Estado de Sdo Paulo [dissertacdo de mestrado]. Sédo
Paulo (SP): Universidade Estadual Paulista; 2009.

Huss HH, Reilly A, Ben-Embarek PK. Prevention and control of hazards in seafood. Food
Control. 2000;11:149-156.

Boutin BK, Townsend SF, Scarpino PV, Twedt RM. Demonstration of invasiveness of Vibrio
parahaemolyticus in adult rabbits by immunofluorescence. Appl Envir Microbiol. 1979;
37:647-653.

Garcia-Lazaro M, Pulido MCA, Rivero A, Torre-Cisneros J. Colera y otras infecciones del
género Vibrio. Med. 2010;10(52):3489-3496.

Kaysner CA, DePaola A. Vibrio. In: DOWNES, F. P. & K. ITO (eds). Compendium of
Methods for the Microbiological Examination of Foods, 4. American Public Health
Association, Washington, D.C., 2001. Chapter 40, p. 405-420.

Brasil. Ministério da Saude. Resolugdo RDC n°12 de 02 de janeiro de 2001. Aprova o
regulamento técnico dos principios gerais para estabelecimento de critérios e padrdes
microbiologicos para alimentos. Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil. DF, 1 jan.

2001. Segédo 1, n°7-E.p.45-53.

50



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Elliot EL, Kaysner AC, Tamplin ML. V. cholera, V. parahaemolyticus, V. vulnificus and other
Vibrio spp. Bacteriological Analytical Manual Online, Chapter 9, 92 ed. US FDA Center Food
Safety and Applied Nutrition, 2004.

BRASIL. Resolucdo n° 357, de 17 de margco de 2005, do Conselho Nacional do Meio
Ambiente do Ministério do Meio Ambiente. Alterada pela Resolucdo 410/2009 e pela
430/2011, dispbe sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu
enguadramento, bem como estabelece as condicdes e padrdes de lancamento de efluentes, e
da outras providéncias. Diario Oficial da Unido, Poder Executivo, Brasilia, DF, 2005.
Potasman |, Paz A, Odeh M. Infectious outbreaks associated with bivalve shellfish
consumption: A worldwide perspective. Clin Infect Dis; 2002;35:921-928.

Welker CAD, Both JMC, Longaray S.M, Haas S, Soeiro MLT, Ramos RC. Analise
microbioldgica dos alimentos envolvidos em surtos de doencas transmitidas por alimentos
(DTA) ocorridos no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Rev Bras Biocienc. 2010: 8(1):44-
48.

Santos CAML, Vieira RHSF. Bacteriological hazards and risks associated with seafood
consumption in Brazil. Rev Inst Med Trop; 2013; 55(4):219-228.

Colwell RR, Brayton PR, Grimes DJ, Roszak DB, Huq SA, Palmer LM. Viable but
nonculturable Vibrio cholerae and related pathogens in the environment: implications for
release of genetically engineered microorganisms. Bio and Tech. 1985;3:817-820.

Nishino T, Nayak BB, Kogure K. Density- Dependent sorting of physiologically different
cells of Vibrio parahaemolyticus. Appl Environ Microbiol 2003;69(6):3569-3572.

Sousa OV, Vieira RHF, Menezes FGR, Reis CMF, Hofer E. Detection of Vibrio
parahaemolyticus and Vibrio cholerae in oyster, Crassostrea rizophorae, collected from a
natural nursery in the CocO River Estuary, Fortaleza, Ceara, Brazil. Rev Inst Med Trop.

2004;46(2):59-62.
51



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Ramos RJ. Monitoramento bacterioldgico de aguas do mar e de ostras (Crassostrea gigas) em
areas de cultivo na Baia Sul da llha de Santa Catarina [dissertacdo de mestrado]. Floriandpolis
(SC): Universidade Federal de Santa Catarina; 2007.

Pereira MA, Nunes MM, Nuemberg L, Schulz D, Batista CRV. Qualidade microbiolégica de
ostras (Crassostrea gigas) produzidas e comercializadas na regido litoranea de Florianépolis.
Braz J Microbiol. 2006;37(2).

Pereira CS, Viana CM, Rodrigues DP. Vibrio parahaemolyticus produtores de urease isolados
a partir de ostras (Crassostrea rizophorae) coletadas in natura em restaurantes e mexilhdes
(Perna perna) de banco natural. Cienc e tecnol de alimentos. 2004; 24(4):591-595.

Basti AA, Misaghi A, Salehi TZ, Kambar A. Bacterial pathogens in fresh, smoked and salted
Iranian fish. Food Control. 2006; 17:183-188.

Sobrinho PSC. Avaliacdo quantitativa do risco de doenca, causada por vibrio
parahaemolyticus associado ao consumo de ostras (crassostrea brasiliana) cruas cultivadas e
comercializadas no estado de S&o Paulo (Tese de doutorado em ciéncia dos alimentos) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo; 2007

Murray PR, Rosenthal KS, Kobayashi GS, Pfaller MA. Microbiologia Médica. 4% ed. Rio de
Janeiro: Editora Guanabara; 2004.

Fernandes RHS, Vieira, Vasconselos RF, Carvalho EMR. Quantificacdo de vibrios, de
coliformes totais e termotolerantes em ostra nativa Crassostrea rhizophorae, e na agua do
estuario do Rio Jaguaribe, Fortim-CE. Rev Bras Hig e Sanidade Animal. 2007; 01(1):01 — 13.
Rodrigues LAP, Filho CDC. Avaliacdo da ocorréncia de Vibrio parahaemolyticus em ostras
(crassostrea rhizophorae) cultivadas na Bahia de todos os santos.REVISTA?2012;14(19)

197-207.

52



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Doi AS, Barbieri E, Marques HLA. Densidade colimétrica das areas de extrativismo de ostras
em relacdo aos fatores ambientais em Cananeia (SP). Engenharia Sanitaria e Ambiental.
2014;19(2):165-171.

Ramos RJ. Vibrio sp. em ostras e aguas de areas de cultivo da Baia Sul de Santa Catarina
[tese de doutorado]. Santa Catarina (SC): Universidade Federal de Santa Catarina;2012.
Depaola A, Hopkins LH, Peeler JT, Wentz B, McPhearson RM. Incidence of Vibrio
parahaemolyticus in US coastal waters and oysters. Appl Environ Microbiol. 1990; 56: 2299
2302.

Hoashi K, Ogata K, Taniguchi H, Yamashita H, Tsuji K, Mizuguchi Y, Ohtomo N.
Pathogenesis of Vibrio parahaemolyticus: intraperitoneal and orogastric challenge
experiments in mice. Microbiol and Immunology J. 1990; 34: 355366.

Kaysner CA, Abeyta C, Stott RF, Krane MH, Wekell MM. Enumeration of Vibrio species,
including Vibrio cholera, from samples of an oyster growing area, Grays Harbor, Washington.
J of Food Protection.1990; 53: 300-301.

Costa Sobrinho OS, Destro MT, Franco BDGM, Landgraf M. Correlation between
environmental factors and prevalence of Vibrio parahaemolyticus in oysters harvested in the
southern coastal area of S&o Paulo state, Brazil. Appl environ microbiol. 2010; 76:1290 —
1293.

Paranjpye R, Hamel OS, Stojanovski A, Liermann M. Genetic Diversity of Clinical and
Environmental Vibrio parahaemolyticus Strains from the Pacific Northwest. Appl Environ
Microbiol. 2012; 78(24):8631-8638.

Nishibuchi M, Ishibashi M, Takeda Y, Kaper JB. Detection of the thermostable direct
hemolysin gene and related DNA sequences in DNA colony hybridization test. Infection and

Immmunity. 1985; 49(3):481-486.

53



38.

39.

40.

Kelly M, Stroh EMD. Urease-positive, Kanagawa-negative Vibrio parahaemolyticus from
patients and the environment in the Pacific Northwest. J Clin Microbiol. 1989; 27: 2820
2822.

Cook DW, Bowers JC, DePaola A. Density of total patoghenic (tdh+) Vibrio
parahaemolyticus in Atlantic and Gulf Coast molluscan shellfish at harverst. J Food
Protection. 2002; 65(12):1873-1880.

lida TO, Suthienkul KS, Park GQ, Tang RK, Yamamoto M, Ishibashi K, Yamamoto, Honda
T. Evidence for genetic linkage the ure and trh genes in Vibrio parahaemolyticus. J Med

Microbiol. 1997; 46:639—645.

54



ANEXO

55



ESTADO DO MARANHAO

SECRETARIA DE ESTADO DE MEIO AMBIENTE E RECURSOS NATURAIS
SECRETARIA ADJUNTA DE RECURSOS AMBIENTAIS

SUPERINTENDENCIA DE BIODIVERSIDADE E AREAS PROTEGIDAS,

AUTORIZAGAO DE ORGAQ GESTOR DE UNIDADE DE
CONSERVAGAO ESTADUAL

N° da Autorizagao N° do Processo SEMA Periodo de Validade

003/2014 21504/2014 Maio de 2014 a Janeiro de 2015
Objeto Descrigao

() Prosseguimento de Processo | PROJETO: Ostra como Bioindicador de Poluigao Aquatica:

de Licenciamento Ambiental Utilizagao de Bi d e Analise Microbiolégica para

( X ) Pesquisa Cientifica Validagao do P ial Indicador de Pol Ambientais.

() Manejo da Natureza

( ) Atividades Didaticas

( ) Atividades Sécio-Culturais
() Visitagao

Localizagao
Area de Protegdo Ambiental de Upaon-Agu / Miritiba / Alto Preguicas;

Responsavel (Pesquisador/Coordenador)

Nome: Eliane Braga Ribeiro ;

CPF: 711.805.163-20 N° Identidade: 043177442011-5

Endereco: Rua S&o José Q 03, Casa 16A — Santa Clara Sdo Luis-MA CEP: 65058544.
Telefone: (98) 32573439 - Celular: (98) 87017746/82556145.
Email:elianeribeiro.biologa@gmail.com Profissao: Bidloga

Registro no Conselho: CRBio: 59836/05-D Cadastro Técnico Federal-CTF 2935757

Instituicao

Nome: Universidade Estadual do Maranhdao

Enderego: Cidade Universitaria Paulo VI, CP 09, Tirirical — Sdo Luis — MA — CEP 65055970
CNPJ/CPF: 06.352.421/0001-68.

Havera coleta de material biolégico? (X)SIM ( )NAO SISBIO: 43813-1

[ FAMILIA | NOME COMUM | QUANTIDADE
| Ostreidae | Ostra do Mangue | 80 duzias, observangdo as condicionantes
Data e Local da Emissao - idade Expedidora (Assi a e Carimbo)
Séo Luis, 22 de maio de 2014 7/” Genilde Campags
Ambiznte e Recurs: .ga(;x EM
AUTORIZAGAO VALIDA SOMENTE SEM EMENDAS OU RASURAS

AS CONDICIONANTES DESTA AUTORIZAGAO ESTAO LISTADAS NO VERSO

1? VIA: INTERESSADO | 2° VIA: PROCESSO [ 32 VIA: ARQUIVO INTERNO

Esta Autoriza¢@o encontra-se em conformidade com a Portaria n°® 31 do dia 07 de margo de 2012 desta

SEMA publicada no DOE do dia 22 de margo de 2012.
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