F.G.RODRIGUES DEMENEZES R.LIMA ARAUJO, M.T. TORRESRODRIGUEZ, et al. 1457
Ostras contaminadas cbiibrio parahaemolyticus
Hig. Sanid. Ambientl6 (3): 1457-1460 (2016)

Higiene y Sanidad Ambientdl6 (3): 1457-1460 (2016)

Ostras, Crassostrea rhizophorae, contaminadas conVibrio
parahaemolyticus Kanagawa positivas

OYSTERS, CRASSOSTREA RHIZOPHORAE, CONTAMINATED WITH VIBRIO
PARAHAEMOLYTICUS POSITIVE KANAGAWA

Francisca Gleire RODRIGUES DE MENEZES Rayza LIMA ARAUJO,
Marina Teresa TORRES RODRIGUEZRafael dos Santos ROCHAOscarina
VIANA DE SOUSA", Regine Helena SILVA DOS FERNANDES VIEIRA

& Departamento de Engenharia de Pesca, Universktiral do Ceara, Brasil.
b Instituto Federal de Ciéncia e Tecnologia do Amazq(IFAM).
¢ Instituto de Ciéncias do Mar/ Labomar, Universielfiederal do Ceara, Brasil.

CorrespondenciaFrancisca Gleire Rodrigues de MENEZES. InstitutoQléncias do Mar —
LABOMAR. Av da Abolicao 3207, Meireles, FortalezaECCEP: 60165-081. Correo-e:
gleirerodrigues@yahoo.com.br

RESUMEN

Fue confirmada la identificacidon fenotipica de cepke Vibrio parahaemolyticusaisladas de ostras frescas y
congeladas, comercializadas en una playa del modesBrasil, a través de biologia molecular. Fadizada la
identificacién fenotipica por llave dicotdmica, enanto a las pruebas genotipicas, fueron realizadakante la
deteccion del gewib, para el géner¥ibrio y del gentl, para la especi¥ibrio parahaemolyticuskl potencial de
virulencia de las cepas fue investigado por meditadprueba de Kanagawa y la ureasa. De las 15 pephadas,
14 fueron confirmadas en el génafibrio y la especie/. parahaemolyticusDoce (86%) cepas fueron positivas
para la prueba de Kanagawa, sin embargo, ningepa presentd positividad para la ureasa. De esaafose
concluye que la llave dicotomica fue eficiente anidentificacion deV. parahaemolyticuy que las ostras
comercializadas son capaces de transmitir gasaogsial consumidor si son ingeridas crudas.

Palabras clave Bivalvos, VibrionaceaeYibrio parahaemolyticusvirulencia, ureasa, patdgeno.
ABSTRACT

The aim of the present research was to confirmptienotypic identification oVibrio parahaemolyticustrains
isolated from two markets of fresh and frozen agsta1 a beach at the Northeastern of Brazil by oubde biology
testes. In order to achieve this goal, phenotygeniification was performed by dichotomous key, lavigienotypic
tests were performed by detection of gerik, to confirmation of genud/ibrio, and genetl, to specieV.
parahaemolyticusAlso, the virulence potential of strains was stigated by Kanagawa and urease tests. Of the 15
tested strains, 14 were confirmed to geMilsrio and specieV. parahaemolyticusTwelve (86%) strains were
positive to Kanagawa test; however no strains yesdtive to urease test. Thus, we concluded tlatibthotomous
key was efficient in the identification &f. parahaemolyticugnd the marketed oysters are able of transmitting
gastroenteritis to consumer if they are eaten raw.

Keywords: Bivalves, Vibrionaceae(ibrio parahaemolyticusvirulence, ureasgathogen.
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INTRODUCCION

Vibrio parahaemolyticues una bacteria marina
potencialmente patogénica para los humanos y orga-
nismos marinos. Su habitat natural son las aguas
marinas y estuarinas debido a su exigencia de NaCl
para sobrevivir (Kumarét al, 2014). Su perfil como
agente etiolégico, principalmente relacionado a la
gastroenteritis, hace con que su presencia tenga
limites establecidos en la legislacion brasilera
(BRASIL, 2001) para pescados que se destinan al
consumo sin tratamiento térmico.

Leal et al. (2008)después de la identificacién de
clones deV. parahaemolyticugue llevaban factores
de virulencia con potencial pandémico en brotes en
los estados de Pernambuco, Ceara y Alagoas, reco-
mendaron la inclusiébn de estas bacterias en el
monitoreo rutinario de casos de diarreas a fin de
comprender y dilucidar su etiologia.

La produccion de una hemolisina es considerada
un factor de virulencia primario eN. parahae-
molyticusen casos de gastroenteritis. Esa caracteris-
tica es detectada sobre un medio diferencial prepa-
rado con sangre (Wagatsuma, 1968). Esta prueba es
llamada Kanagawa y las cepas que pueden hemolizar
la sangre en ese medio son llamadas Kanagawa
positivas (KP). La enzima es conocida como
Hemolisina Directa Termoestable (TDH), teniendo
como una de las caracteristicas el permaneceaactiv
100°C por hasta 10 minutdSakuraiet al, 1973).

Por ser un alimento normalmente ingerido sin
ninguna coccidn, la ostra es considerada un alisnent
de riesgo para el consumidor. Siendo los vibrios,
bacterias que hacen parte de la microbiota autacton
de las ostras, especialmenteVelparahaemolyticus
es de esperar que cuidados deban ser tomados en
cuenta para el consumo de este molusco. Basado en
estos factores de virulencia y en la presencid/de
parahaemolyticusen ostras crudas (Vieiret al,
2010) nos propusimos como objetivo en esta
investigacién ratificar por medio de Biologia
Molecular la presencia de 15 cepas/d@arahaemo-
lyticus clasificadas por la llave de Noguerola y
Blanch(2008), aisladas de ostras comercializadas en
la Playa del Futuro (Fortaleza), a través del then
realizar las pruebas de Kanagawa y Ureasa.

MATERIAL Y METODOS

Confirmacioén fenotipica

Fueron analizadas 18 cepas deV.
parahaemolyticus aisladas de ostragrassostrea
rhizophorae comercializadas en las formas fresca
(n=07) y congeladas (n=11), obtenidas en dos puntos
de venta de la Playa del Futuro, regién costera de
Fortaleza-CE.

Las 18 cepas eran de un trabajo preliminar sobre
la diversidad de vibrio (Costt al, 2013a) y habian
sido clasificadas a través de la llave de Nogaeyol
Blanch (2008), comibrio parahaemolyticusLos

tubos con las cepas puras estaban mantenidos en la
Bacterioteca del Laboratorio de Microbiologia
Ambiental y del Pescado de la Universidad Federal
de Ceara.

De cada tubo (mantenido en la Bacterioteca)
fueron retirados indculos y estriados en placas de
Agar Tiosulfato-Citrato- Sales de Bilis, Sacarosa
(TCBS) e incubadas por 18- 24h 935. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacién, de cada placa
fueron aisladas seis colonias sacarosa negativa y
repicadas, separadamente, en tubos de Agar Triptona
Soja (TSA) (Difco) conteniendo 1% de NaCl.
Posteriormente, esos tubos fueron incubados pbr 24
a 35°C.

De las 18 cepas, solo 15 fueron recuperadas. Esas
fueron entonces sometidas a la prueba de Kanagawa,
siendo inoculadas en placas conteniendo Agar
Wagatsuma enriquecido con 100 mL de solucion al
20% de hematies de sangre de carnero desfibrinada,
con incubacién a 35°C/24h. La formacion de un halo
transparente, tipg@, indicaria la positividad de la
prueba (Wagatsuma, 1968).

Las cepas fueron entonces probadas en relacién a
la hidrélisis de la urea siendo inoculadas en Caldo
Urea (Difco) conteniendo 1% de NaCl. La incubacién
fue realizada en la estufa a 35°C/24h. La poséaivid
de la prueba fue medida por el cambio de coloracion
del medio de amarillo a rosa Garrélyal (2005).

Confirmacién genotipica

Las herramientas moleculares basadas en el
principio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) fueron utilizadas en la confirmacién de la
identificacién fenotipica y en la investigacion ke
presencia del gen especifico para la espatie
parahaemolyticus.

Las estirpes seleccionadas fueron inoculadas en
Agua Peptonada Alcalina (APA) 1% e incubadas a
35°C/24h. Del crecimiento en APA fue retirado 1,0
mL para iniciar el proceso de extraccion del DNA
utilizandose el kit comercial DneasyTissue (Qiagen)

Para la identificacién fueron utilizados iniciadere
especificos para el génexbbrio -vib (Sousaet al,
2006). Para la especie d& parahaemolyticugue
utiizado el iniciador del gentl (hemolisina
termolabil)(Bej et al, 1999). Los iniciadores fueron
sintetizados por ICROMA bioTechnologie@rasil)

y estan detallados en la Tabla 1.

En todas las amplificaciones fue utilizada como
control, una cepa de referencigibrio parahae-
molyticus cedida por el Instituto Oswaldo Cruz-RJ
(I0C 18950). EI ADN total extraido fue amplificado
por la técnica de PCR para la identificacion del
géneroVibrio, genvib (Sousaet al, 2006)y el gentl
(Bej et al, 1999) especifico para especie, en
termociclador (Techne) (Tabla 2).

Los productos de la extraccion del ADN y del
PCR fueron sometidos al método de electroforesis en
gel de agarosa al 1% con la adicién de Gel Red para
la visualizacion de los productos amplificados én e
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Tabla 1: Iniciadores y condiciones de termociclaje utiliaa@n la investigacion molecular de las muestras de
V. parahaemolyticus.

Genes Secuencia de los iniciadores Condiciones de Amplicones
(5- 3) Termociclaje (pb)°
727F::5-agg cgg ccc cctgga cag a-3’ 94°C por 2 min.
Vib 30 ciclos (94°C por 1 min., 50°C por 1 min|, 696
1423R:5'-rcttetkktgcagceccactceca 72°C por 2 min);
72° por 8 min.
F: 5’-aaa gcggattatgcagaagca ctg-3 94°C/ 3 min.
t1? 30 ciclos (94°C/ 1 min., 58°C /1min., 72°C 450
R: 5’-gct act ttc tag cat tttctc tge-3’ 1min.);
72°C/ 5min.

t1* = hemolisina termolabil; directa termoestablegielaada; (p)= pares de bases

Tabla 2: Composicion y concentraciones empleadas en lasiog@s de investigacion molecufzara las
estirpes dé&/. parahaemolyticus.

PCR PCR
Reactivos de la Gen especifico para género Gen especifico paracespe
Reaccion vib tl
Tampé&o 10x 20 mMTris pH 8,4, 50 mMKCI 20 mMTris pH 8,4, 50 mNIK
dNTPs (2,5 mM) 0,25M 0,254M
Iniciador F (10 uM) 0,4uM 0,4 uM
Iniciador R(10 uM) 0,4uM 0,4 uM
MgCI2 (50 mM) 1,5mM 1,5mM
Taqg polimerasa (500U 4U 4U
Muestra 10 a 60 nd 10 a 60 ng
Vol. de la reaccion 25ulL 25uL

! La concentracién de las muestras variaron de6Dray.

transluminador (Espectroline-UV) con luz ultravio-
leta. Las corridas ocurrieron en gel de agarosa de
siete centimetros con voltaje de 120V, amperaje de
500mA vy duracién de 60 minutos. Los geles fueron
documentados en el sistema de foto documentacion
digital Kodak EDAS290. Fue utilizado un marcador
(ADN ladder - Sigma de 1000 pb) como patrén para
el tamafio molecular de los genes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fueron confirmadas 15 cepas de parahae-
molyticusaisladas a partir de los tejidos blandos de
ostras salvajesCrassostrea rhizophoragjor la llave
dicotémica (Noguerola y Blanch, 2008), siendo cinco
aisladas de ostras frescas y 10 de ostras congelada
Esa llave de identificacion se basa en las
caracteristicas bioquimicas y metabolicas de los
cultivos.

En cuanto a los factores de virulencia expresados
por esas estirpes, ninguna de ellas produjo larenzi
ureasa, entre tanto, 86% fueron positivas para la
prueba de Kanagawa presentando hemolisis de tipo
beta (ocho de las ostras congeladas y cinco de las

ostras frescas). Cepas \deparahaemolyticukP son
consideradas patogénicas, siendo aisladas mas
frecuentemente de casos clinicos en humanos
(Johnsonet al, 1984). Ese elevado porcentaje de
estirpes d¢&/. parahaemolyticukP aisladas de ostras
frescas y sobre todo de las congeladas es un dato
importante 'y estd en desacuerdo con otras
investigaciones en las que se correlaciona laidativ
hemolitica solamente con aislamientos clinicos
(Ottavianiet al, 2010).

La presencia deV. parahaemolyticusen la
microbiota de las ostras es normal. Viegt al.
(2010)estudiaron el ciclo completo de crecimiento de
la ostraCrassostrea rhizophorae identificaron esa
especie bacteriana en mas del 60% de las fases del
ciclo de vida del molusco, razén por la que no fue
aconsejado el consumo de la ostra cruda o mal
cocida. Esa correlacion con moluscos hace de ese
tipo de alimento uno de los que representa mayor
riesgo para la salud del consumidor.

La identificacion genotipica confirmo el género
de las cepas comdibrio, lo que fue ratificado en las
pruebas bioquimicas. Sin embargo, en la confirma-
cion utilizando el iniciador para el geh(gen para
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especie dé/. parahaemolyticusjueron positivas 14

de las 15 estirpes probadas, quedando una sirr-confi
macién para especie. En las pruebas fenaotipicas, es
cepa que mostré un resultado negativo para la
presencia del geth presento todas las caracteristicas
deV. parahaemolyticysncluyendo resultados positi-
vos para la prueba de Kanagawa (KP). Es conocido
gue otros vibrios pueden llevar el geh que expresa

el fenotipo de la hemolisina. Costa al (2013b)al
analizar vibrios aislados de ostras frescas detecta
algunos vibrios diferentes d&l. parahaemolitucus,
con capacidad de lisar hematies.

En la literatura es comun la afirmacién de que los
pescados crudos no albergan cepa¥/iteio para-
haemolyticuKanagawa positivos, pero si sucediera,
seria en un porcentaje muy reducido. Asi mismo, las
ostras adquiridas en los puntos de comercializacion
de la Playa del Futuro se mostraron capaces darcaus
gastroenteritis en el consumidor si fueran ingarida
frescas, como es el habito de los compradores. El

hecho de que las ostras congeladas presentaran un
mayor nimero de bacterias esta en desacuerdo con la

afirmacién de que temperaturas frias elimin@orio
parahaemolyticugYe et al, 2012). Sin embargo, ese
hecho puede no expresar la verdad, es decir, fas os
tras enteras podrian estar solamente guardadas en e
congelador lo que congelaria sus valvas, mientras e
musculo de los animales, cuando mucho, estaria frio

CONCLUSIONES

Se concluye que la llave de Noguerola y Bl&nch
es eficiente en la identificacion dé parahaemo-
lyticusy que las ostras comercializadas en los puntos
de venta A y B de la Playa del Futuro, Fortaleza

Ceara, ya sean congeladas o frescas, son capaces, s

son ingeridas crudas, de transmitir gastroenteaitis
consumidor.

Es recomendado nunca ingerir ostras sin la debida
coccion.
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