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RESUMO

Bactérias do género Vibrio sio associadas com surtos epidemiologicos devido ao
consumo de ostras cruas. O presente estudo objetivou quantificar Vibrio total, sacarose
positivo e negativo, isolar e identificar V. parahaemolyticus de ostras in natura e congeladas,
comercializadas na Praia do Futuro em Fortaleza, além de determinar o perfil de viruléncia
dessas cepas, através dos testes de Kanagawa e producio de urease. Foram analisadas 300
ostras: 150 comercializadas in natura ¢ 150 congeladas. A quantificagio foi feita através da
Contagem Padrio em Placas e as cepas identificadas bioguimicamente. No teste de
Kanagawa, utilizou-se Agar Wagatsuma ¢ a detecgio de urease foi feita em caldo uréia
contendo 1% de NaCl. As contagens de Vibrio para as ostras in natura variaram de 475 est a
36.000 UFC (Unidades Formadoras de Colénia) g” e nas congeladas houve variacio de 400
est a 26.250 UFC g™'. Foram isoladas 39 cepas (48,8%) de V. parahaemolyticus das amostras
de ostra in natura, sendo que 10,2% apresentaram-se como Kanagawa positivas e uma
amostra (2,6%) foi positiva, concomitantemente, para os dois testes. Das ostras congeladas,
isolou-se 49 cepas (69%) de V. parahaemolyticus, sendo 16,3% positivas para o teste de
Kanagawa e apenas uma (2%) positiva para o teste de urease. Conclui-se que as ostras in
natura possuiam uma microbiota de vibrio superior as ostras congeladas, entretanto as
congeladas apresentaram um maior isolamento de V. parahaemoiyticus. Ambas apresentaram
cepas dessa bactéria Kanagawa e urease positivos. Os moluscos podem representar risco de
doengas se consumidos sem cocgfo prévia.

Palavras-chave: Ostra. Vibrio parahaemolyticus. Viruléncia.



ABSTRACT

Vibrio bacteria are associated with epidemiological outbreaks due to consumption
of raw oysters. This study aimed to quantify total, sucrose positive and negative Vibrio,
isolate and identify V. parahaemolyticus in fresh and frozen oysters, marketed in Praia do
Futuro in Fortaleza, and to determine the virulence profile of these strains using Kanagawa
and urease tests. It was analyzed 300 oysters: 150 marketed fresh and 150 frozen.
Quantification was done by Standard Plates Counts and the strains were biochemically
identified. In Kanagawa test was used Wagatsuma Agar and detection of urease was
performed in urea broth containing 1% of NaCl. Vibrio counts for fresh oysters varied from
475 est to 36,000 CFU (Colonies Forming Units) g™ and for frozen oysters varied from 400
est to 26,250 CFU g. It was isolated 39 strains (48.8%) of V. parahaemolyticus of fresh
oysters samples, and 10.2% were Kanagawa positive and a sample (2.6%) was positive,
concomitantly, to the two tests. For frozen oysters it was isolated 49 strains (69%) of V.
parahaemolyticus, 16.3% were positive for Kanagawa test and only one (2%) was positive for
urease test. We conclude that fresh oysters had a Vibrio microbiota higher than the frozen, but
frozen had the further isolation of V. parahaemolyticus. Both strains of these bacteria were
urease and Kanagawa positive. So, mollusks can be a risk of illness if consumed without prior
cooking.

Keywords: Oyster. Vibrio parahaemolyticus. Virulence.
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Vibrio parahaemolyticus ISOLADOS DE OSTRAS (Crassostrea rhizophorae)
COMERCIALIZADAS EM FORTALEZA-CE, BRASIL

RAYZA LIMA ARAUJO

1. INTRODUCAO

O consumo de moluscos bivalves ocorre de maneira crescente em todas as regides
litordneas do Brasil devido as riquezas dos recursos naturais do ecossistema aquético
(PEREIRA; RODRIGUES; VIANA, 2007). A produg¢do de ostras no Brasil tem demonstrado
um crescimento bastante significativo, verificando-se um incremento de 22% da produgéo no
pais em 2004 (OSTRENSKY; BORGHETTI; SOTO, 2008). No Brasil, principalmente no
Nordeste, a maior parte da produgdo de moluscos bivalves é obtida de forma extrativa, a
exemplo do estado do Ceard, onde os cultivos ainda sfio incipientes e nfo representam
atividade economica expressiva (PEREIRA et al., 1991).

De acordo com Mendes et al. (2004), as ostras extraidas do ambiente natural nio
sdo submetidas a um processo de sanitizagdo adequado, além de serem consumidas cruas ou
parcialmente cozidas. Soma-se a isso a caracteristica bioldgica dos bivalves serem filtradores
e reterem, consequentemente, varios organismos, patogénicos ou nfo, provenientes da dgua de
captura dos moluscos. Dessa forma, ha possibilidade de uma possivel veiculagdo de
microrganismos capazes de provocar doengas no consumidor desse tipo de pescado.

Dentre os microrganismos que ocorrem no pescado destacam-se as bactérias do
género Vibrio, tendo sido isoladas do Aabitat marinho em vérias zonas de clima temperado e
tropical de todo o mundo (THOMPSON; IIDA; SWINGS, 2004). As bactérias do género
Vibrio caracterizam-se como bacilos Gram negativos curvos, aerdbicos ou anaerdbios
facultativos, geralmente halofilicos, e a maioria é capaz de fermentar glicose sem produgdo de
gas. Os vibrios fazem parte da microbiota das ostras e sofrem influéncia sazonal, aumentando
nos meses de verfio (VIEIRA, 2004). Dentro desse género, a espécie de Vibrio
parahaemolyticus destaca-se como enteropatégeno, estando associada a surtos epidémicos
apoOs o consumo de moluscos bivalves crus ou mal cozidos (LIMA, 1997). Essa espécie vem

sendo isolada de alimentos marinhos, na maioria das vezes, em niveis razoavelmente
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elevados, cerca de 10° g'l; entretanto, nem todo V. parahaemolyticus é patogé€nico
(PARVATHI et al., 2006).

Um dos principais fatores de viruléncia associados a essa espécie € a produgéo da
Thermostable Direct Hemolysin (TDH), que pode ser detectada através da hemolise total dos
eritrocitos humanos — teste de Kanagawa (WONG et al., 2000). Outro importante fator de
patogenicidade relacionado a espécie ¢ a producio da hemolisina TDH-related, conhecida
como TRH (OKUDA et al., 1997), identificada devido a ocorréncia de casos de gastrenterite
causados por cepas de V. parahaemolyticus Kanagawa e TDH negativas (CABRERA-
GARCIA; VASQUEZ-SALINAS; QUILONES-RAMIREZ, 2004). Essas hemolisinas (TDH
e TRH) sdo codificadas pelos genes 7dh e trh que t€m aproximadamente 70% de sequéncias
nucleotidicas similares (NISHIBUCHI et al., 1989). A ocorréncia de cepas de V.
parahaemolyticus TDH e TRH positivas oriundas de ambiente é muita baixa, menos de 1%,
se comparada aos isolados clinicos, que podem apresentar até 95% de positividade para esses
fatores de viruléncia (DEPAOLA et al., 2000).

A espécie de Vibrio parahaemolyticus constitui a principal causa de gastrenterite
bacteriana associada ao consumo de frutos do mar nos Estados Unidos (MEAD et al., 1999) e,
desde entdo, o6rglos governamentais tém desenvolvido uma série de estratégias para evitar
doengas causadas por moluscos contaminados. Essas medidas incluem o monitoramento da
qualidade da 4gua e de bactérias especificas, além da adog¢do de niveis maximos permitidos de
V. parahaemolyticus em moluscos bivalves (DANIELS et al., 2000).

Outro importante fator de viruléncia associado ao Vibrio parahaemolyticus ¢ a
capacidade de hidrolisar uréia, que pode ser utilizada para determinar cepas potencialmente
patogénicas (KAYSNER et al., 1994). Segundo Cai; Ni (1996) existe uma forte relagéo entre
a presenca do gene frh e o fendtipo urease positivo, reiterando a assertiva de que a presenga
da enzima pode ser utilizada como fator de viruléncia.

O consumo de ostra € responsavel por incontaveis surtos epidémicos, € um deles
foi registrado no Alasca tendo como agente causador V. parahaemolyticus sorotipo 06:K18.
Nesse evento, 62 pessoas foram hospitalizadas e, em dez, a bactéria foi confirmada em cultura
(MC LAUGHLIN et al., 2005).

Outro estudo realizado no Rio de Janeiro avaliou a presenca de V.
parahaemolyticus em cinqiienta amostras de moluscos bivalves marinhos compostas por
quarenta ostras coletadas em quinze restaurantes da cidade e dez mexilhdes capturados de

banco natural em Ponta de Itaipu - Niteréi. Os resultados apontaram elevada incidéncia da

rasncn‘
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bactéria em ostras comercializadas em restaurantes (PEREIRA; VIANA; RODRIGUES,
2004).

Muitos paises que comercializam ostras desenvolveram um conjunto de normas
proprias, baseadas em andlises microbioldgicas da dgua de seu cultivo e/ou da sua carne. A
maioria desses padrdes normativos esta baseada na pesquisa de coliformes, pois esse grupo é
indicador de contaminagéo fecal (MACHADO et al., 2001). Nesses paises, a obrigatoriedade
de se proceder a purificacdo ou depurag@o dos bivalves depende da classificacdo da area de
origem (NATIONAL SHELLFISH SANITATION PROGRAM, 1997). Quando provenientes
de 4reas aprovadas, os bivalves podem ser enviados diretamente para comercializacdo, mas
quando oriundos de areas restritas, a depuracdo € obrigatoria, sendo vedada sua extragdo em
areas proibidas ou nfo classificadas.

Segundo Jacobi (2000), apesar desses procedimentos serem adotados
internacionalmente, ainda nfo sio observados no Brasil. Assim, a baixa qualidade da 4gua dos
estuarios brasileiros, a falta da pratica de depurag@o dos moluscos antes da comercializacdo e
a estocagem indevida do produto concorrem para o aumento da sua carga microbiana que,
aliada & forma de consumo in natura das ostras, sdo responsaveis pelos incontaveis surtos
epidémicos causados pela sua ingestdo.

Dessa forma, a presente pesquisa teve como objetivo quantificar Vibrio total,
Vibrio sacarose positivo e Vibrio sacarose negativo de amostras de ostras comercializadas in
natura e congeladas na Praia do Futuro em Fortaleza, isolar ¢ identificar cepas de Vibrio
parahaemolyticus, além de determinar o perfil de viruléncia dessas cepas, através dos testes

de Kanagawa e producéo de urease.



14

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostragem

Foram analisadas trinta amostras de ostras, Crassostrea rhizophorae,
comercializadas nas formas in natura (n=15) e congeladas (n=15) obtidas em duas barracas
da Praia do Futuro, regido litordnea de Fortaleza-CE. As amostragens foram feitas no periodo
de agosto de 2009 a agosto de 2010. Cada amostra foi constituida por dez ostras (Figura 1),
perfazendo um total de 300 animais analisados, sendo as ostras in natura oriundas da Barraca
A e as congeladas da Barraca B. Os exemplares de ostras com as valvas fechadas foram
embalados em sacos plasticos, acondicionados em bolsa térmica e transportados ao
Laboratorio de Microbiologia Ambiental ¢ do Pescado, do Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR/UFC), onde foram realizadas as analises microbioldgicas. As ostras congeladas
foram transportadas em recipiente isotérmico contendo gelo. O periodo entre a coleta € a

analise bacterioldgica ndo excedeu duas horas.

] N g q 0

Figura 1 — Amostra constituida por dez ostras comercializadas congeladas na Praia do Futuro em Fortaleza-CE.

2.2. Determinaciio do pH e parimetros morfométricos

De cada amostra, foram determinados os pardmetros morfométricos: tamanho de

cada ostra e seu peso total. O tamanho foi mensurado com emprego de um paquimetro digital



(Digimess) considerando a distdncia entre o umbo e a parte ventral da ostra. O peso total da
amostra foi determinado em balanca eletrnica semi-analitica (Quimis BG 2000), a partir da
obtengdo da massa visceral e do liquido intervalvar das dez ostras que constituiram cada
amostra. A determinagdo do pH do homogenato, formado pela massa visceral e liquido

intervalvar, foi feita com utilizagdo de um pHmetro (Hanna instruments pH211).

2.3. Preparacio das amostras

As dez ostras de cada amostra foram lavadas vigorosamente em agua corrente e
abertas assepticamente para retirada da massa visceral e do liquido intervalvar, que foram
macerados em gral previamente esterilizado. Em seguida, foram homogeneizados, em
agitador magnético (Coler Parmer) por 15 minutos, 50 g do material macerado e 450 mL de
agua peptonada alcalina (APA pH 7,5) (Difco) contendo 1% de NaCl. Esse homogenato
constituiu a diluigio decimal seriada de 10™ a partir da qual foram preparadas as demais

diluigdes de 102 a 10™, utilizando-se a proporgdo de 1:9.

2.4. Analises Bacteriologicas

2.4.1. Quantificagdo de Vibrio total e Vibrio sacarose positivo e negativo

A quantificacdo de Vibrio total e Vibrio sacarose positivo e negativo foi feita pelo
método de Contagem Padrdo em Placas (CPP) conforme as recomendacdes de Downes; Ito
(2001) (Fluxograma 1). De cada diluigdo foi retirada uma aliquota de 0,2 mL e semeada, em
duplicata, pela técnica de espalhamento (spread plate) com utilizaggo da alca de Drigalsky em
placas contendo Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS) (Difco), com incubagio a
35°C/18 h. Para realizagdo da contagem, foram escolhidas as placas das diluigdes que

possuiam crescimento, no intervalo entre 25 e 250, de colonias sacarose positivas € negativas.
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Figura 2 — Fluxograma da quantificagfo de Vibrio total, Vibrio sacarose positivo e negativo em ostras in natura
e congeladas.
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A determinag3o da CPP de Vibrio total foi feita pela multiplicacdo do namero de
coldnias viaveis (UFC), pelo inverso do valor da diluigdo da placa selecionada e pelo fator de
correcdo (cinco), sendo expresso em UFC g™'. Para a contagem de Vibrio sacarose positivo e
negativo, foi utilizada a mesma formula da contagem de Vibrio total, com substituicdo da
varidvel “nimero de col6nias vidveis” pelo nimero de colonias sacarose positivas (CPP de

Vibrio sac +) e sacarose negativas (CPP de Vibrio sac -).

2.4.2. Isolamento e identificacio de Vibrio parahaemolyticus

De cada coleta, foram isoladas, da diluicdo escolhida para a contagem, seis
coldnias sacarose negativas as quais foram inoculadas, separadamente, em tubos de Agar
Triptona Soja (TSA) (Difco) contendo 1% de NaCl. Posteriormente, esses tubos foram
incubados a 35°C por 24 horas.

Do crescimento ocorrido no meio TSA foi realizada a identificagdo fenotipica de
V. parahaemolyticus de acordo com esquema de Noguerola; Blanch (2008), que recomenda as
provas bioquimicas de hidrdlise da arginina (A) e descarboxilacdo da lisina (L) e ornitina (O).
As cepas que seguiram a chave A-/L+/O+ foram submetidas as provas de indol, produgéo de
H,S, ONPG (o-nitrofenil B-D-galactopiranosideo), manitol, Voges-Proskauer (VP), D-

glucosamina e crescimento a 0% e 8% de NaCl (Figura 3).
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Figura 3 — Fluxograma do isolamento e identificagdo de Vibrio parahaemolyticus em amostras de ostras in

natura e congeladas. ONPG: o-nitrofenil -D-galactopiranosideo. VP: Voges Proskauer. D-gluc: D-glucosamina.
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2.4.2.1. Hidrélise da arginina e descarboxilaggo da lisina e ornitina

As cepas foram inoculadas em tubos contendo meio Base Descarboxilase (Difco)
acrescido de 1% de NaCl e 0,5% dos aminoacidos a serem testados (arginina, lisina e
ornitina). O meio base, sem aminoacido, foi utilizado como controle. Os tubos foram
incubados a 35°C por cinco dias, sendo examinados diariamente. A coloragdo purpura do
meio indicou a positividade do teste. Em caso negativo, a coloragéo do meio apresentou-se
amarela, resultante da produggio de produtos acidos provenientes da fermentagio da glicose

presente no meio. Os tubos controle apresentaram coloragdo amarela.

2.4.2.2. Produc¢do de Indol e de H,S

Todas as cepas foram inoculadas com agulha de platina em tubos contendo Agar
Sulfeto-Indol-Motilidade (SIM) (Difco) e incubadas a 35°C por 48 horas. Apds o periodo de
incubagdo foram adicionadas ao meio cinco gotas do reagente de Kovacs. A positividade do
teste foi evidenciada pela formagio de um halo vermelho. O resultado negativo foi
caracterizado pela formagio de um halo amarelo. Ainda no meio de cultivo SIM foi
determinada a prova de produ¢do de H,S com positividade evidenciada pelo escurecimento do

melo.

2.4.2.3. ONPG (o-nitrofenil B-D-galactopiranosideo)

Todas as cepas em identificagdo foram inoculadas em tubos contendo 0,25 mL de
salina estéril a 0,85% de NaCl, adicionou-se entdo uma gota de tolueno em cada tubo com
posterior agitagdo. Os tubos foram incubados a 35°C por cinco minutos e, em seguida,
adicionou-se 0,25 mL de soluc@o tamponada de ONPG 13,3 mM. Os tubos foram incubados
em estufa a 35°C/24h. A mudanga de coloragdo do meio de incolor para amarelo indicou a

positividade do teste.
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2.4.2.4. Manitol

Uma algada de cada cepa foi inoculada em tubos contendo caldo purpura de
bromocresol (meio basal) acrescido de 1% de NaCl e 0,5% de manitol, com incubagéo a 35°C
por até sete dias. A positividade do teste foi indicada pela mudanga de coloraggo do meio de
purpura para amarelo, devido a liberagdo de produtos acidos derivados da fermentagdo do

carboidrato.

2.4.2.5. Voges-Proskaeur (VP)

Todas as cepas em identificagdo foram inoculadas em tubos contento caldo MR-
VP (Difco) acrescido de 1% de NaCl, com incubagdo a 35°C por 48 horas. Apo6s o periodo de
incubag@o, foram adicionados, para cada mililitro do meio, 0,6 mL do reativo Barrit I (a-
naftol a 30%) e 0,2 mL do reativo Barrit II (KOH a 40%). Apos agitagdo vigorosa, os tubos
foram deixados em repouso por 15 a 30 minutos. A coloragdo rosea na superficie do meio

indica positividade da prova.

2.4.2.6. D-glucosamina

As cepas foram inoculadas em tubos contendo Caldo Purpura de Bromocresol
(meio basal) acrescido de 1% de NaCl e 0,5% de D-glucosamina, com incubagdo a 35°C por
até sete dias. A positividade do teste foi indicada pela mudanga de coloragdo do meio de

purpura para amarelo.
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2.4.2.7. Crescimento a 0 e 8% de NaCl

Uma algada de cada cepa foi inoculada em tubos contendo Caldo Triptona a 1% e
Caldo Triptona a 1% com adi¢do de 8% de NaCl, com incubacdo a 35°C por 24 horas. A

positividade dos testes foi indicada pela turvacéo do meio.

2.4.3. Determinagdo de fatores de viruléncia

As cepas confirmadas como V. parahaemolyticus foram testadas quanto a
presenga de fatores de viruléncia através de dois testes fenotipicos: B-hemoélise em Agar

Wagatsuma (Teste de Kanagawa) e producdo de urease.

2.4.3.1. Teste de Kanagawa

As cepas de V. parahaemolyticus foram inoculadas em placas contendo Agar
Wagatsuma enriquecido com 100 mL L™ de solugio a 20% de hemécias desfibriladas de
ovelhas, com incubagcdo a 35°C/24h. A formagdo de um halo transparente indicou a

positividade do teste.

2.4.3.2. Teste de hidrolise da uréia

As cepas de V. parahaemolyticus foram inoculadas em Caldo Uréia (Difco)
contendo 1% de NaCl. A incubagio foi feita em estufa a 35°C por 24 horas. A positividade do

teste foi caracterizada pela mudanca de coloragdo do meio de amarelo para roseo.



22

2.5. Analises estatisticas

Realizou-se analise estatistica para verificar a existéncia ou ndo de correlagio
entre as contagens de Vibrio total e Vibrio sacarose negativo e os respectivos valores de pH da
ostra, tamanho da ostra (cm) e peso do homogenato (g) para as amostras de ostras
comercializadas in natura e congeladas. Os dados foram submetidos a anélise de varidncia a
nivel de significancia (o)) de 5%, tendo sido utilizado o programa estatistico Bio Estat 5.0. Nos
casos em que a distribui¢do normal e a homocedasticidade ndo foram verificadas, os dados

foram logaritmizados antes das analises.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores da Contagem Padrdo em Placas (CPP) de Vibrio total, Vibrio sacarose
positivo e Vibrio sacarose negativo nas amostras de ostra in natura variaram de 475 est a
36.000 UFC g™, 175 est a 22.500 UFC g’ e 225 est a 15.250 UFC g, respectivamente
(Tabela 1). Em algumas coletas, ndo foram observadas contagens entre 25 e 250 coldnias até
mesmo nas placas de menores dilui¢cdes, sendo utilizado nos resultados o valor estimado
(UFC g est).

Tabela 1 — Quantificacfio de Vibrio total, Vibrio sacarose positivo (Sact) e Vibrio sacarose negativo (Sac-) em
UFC g e logy, para amostras de ostras (Crassostrea rhizophorae) comercializadas in natura em Fortaleza — CE.

Vibrio total Sac + Sac -
Amestra n UFCg' loge UFCg' logo UFC g’ logy
1 10 4.175 3,62 2475 3,39 1.700 .23
2 10 TTTS 3,89 3.475 3,54 4300 3,63
3 10 22.250 4,35 7.000 3,85 15.250 418
4 10 1.625 321 725 2,86 900 2,95
5 10 475 est 2,68 175 est 2,24 300 est 2,48
6 10 19.500 429 9.750 3.99 9.750 3,99
7 10 36.000 4,56 22.500 4,35 13.500 4,13
8 10 1.950 3.29 825 2,92 1.125 3,05
9 10 27.250 444 17.500 424 9.750 3,99
10 10 23.750 438 13.750 4,14 10.000 4,00
11 10 2.025 3,31 450 2,65 1.575 3,20
12 10 1.475 3,17 425 2,63 1.050 3,02
13 10 600 est 2,78 375 est 2.57 225 est 2,35
14 10 2.025 3,31 1.175 3,07 850 2,93
15 10 2.700 343 1.550 319 1.150 3,06
Média 10 10.238 3,65 5.477 3,31 4.762 3,35
DP 0 11.976,65 0,62 7.168,69 0,68 5.305,39 0,60

*n: numero de ostras. DP: desvio padrio.

Vieira et al. (2010), em pesquisa sobre Vibrio da microbiota de ostras Crassostrea
rhizophorae cultivadas no Estuario do Rio Pacoti (Ceara), obtiveram contagens superiores as
do presente estudo, verificando valores maximos de 7,77; 7,61 e 7,49 log;o UFC g'1 de Vibrio
total, Vibrio sacarose positivo e sacarose negativo, respectivamente. Essa diferenca entre os
indices pode ser decorrente da origem das ostras. As amostras da presente pesquisa foram
obtidas de restaurantes, enquanto aquelas estudadas por Vieira et al. (2010) foram coletadas
diretamente do ambiente de cultivo. Nesse sentido, Lee; Younger (2002) destacam que a

concentracdo de contaminantes, incluindo os vibrios, em moluscos filtradores cultivados esta
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relacionada as condi¢Ses meteorologicas, bem como a influéncia da contaminac@o antropica
na qualidade da agua durante o tempo de permanéncia dos organismos no cultivo.

O o6rgao americano Food and Drug Administration (FDA) regula a extracio de
ostras e moluscos do ambiente dependendo da quantidade de Vibrio parahaemolyticus no
musculo dos bivalves, sendo considerados improprios para o consumo, ou seja, capazes de
causar doencas no homem, aqueles animais que apresentam niveis do microrganismo maiores
que 10.000 UFC g' do musculo (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 1999). Segundo os autores, deve haver uma revisdo quanto a esta orientagdo,
j4 que amostras de ostras coletadas em areas consideradas improprias para a extragdo de
moluscos, no Noroeste do Pacifico (1997), e em Oyster Bay (1998) apresentavam niveis de V.
parahaemolyticus inferiores a 200 UFC g™

Os resultados referentes as contagens bacteriologicas das amostras de ostras
congeladas encontram-se descritos na Tabela 2. Foi observada uma oscilagdo de 400 est a
26.250, 100 est a 10.000 e 175 est a 16.250 UFC g™ de Vibrio total, Vibrio sacarose positivo e

Vibrio sacarose negativo, respectivamente.

Tabela 2 — Quantificacio de Vibrio total, Vibrio sacarose positivo (Sact) e Vibrio sacarose negativo (Sac-) em
UFC g e log, para amostras de ostras (Crassostrea rhizophorae) comercializadas congeladas em Fortaleza —
CE.

Vibrio total Sac + Sac -

Amostra n UFC g—l logio UFC g'1 logio UFC g'1 logio
1 10 700 est 2,85 225 est 235 475 est 2,68

2 10 7.600 3,88 3.675 357 3.925 3,59

3 10 2.925 3,47 1.250 3,10 1.675 3,22

4 10 1.525 3,18 500 2,70 1.025 3,01

5 10 2.300 3,36 900 2,95 1.400 3,15

6 10 1.775 3,25 450 2,65 1.325 3,12

7 10 2.625 3,42 100 2,00 2.525 3,40

8 10 775 est 2,89 100 est 2,00 675 est 2,83

9 10 400 est 2,60 200 est 2,30 200 est 2,30
10 10 26.250 442 10.000 4.00 16.250 421
11 10 6.125 3,79 2125 .33 4.000 3,60
12 10 4.950 3,69 2.050 3,31 2.900 3,46
13 10 400 est 2,60 225 est 2.35 175 est 2,24
14 10 1.900 3,28 675 2,83 1.225 3,09
15 10 2.750 3,44 1.350 3,13 1.400 315
Média 10 4.200 3,34 1.588 2,84 2.612 3,14

Desvio Padrio 0 6.453,33 0,49 253047 0,58 3.961,66 0,51
*n: niimero de ostras.
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Os valores obtidos nas contagens das amostras de ostras congeladas foram
inferiores aos da ostra in natura (Figura 4). Esse fato pode ser explicado pelo tipo de
estocagem, uma vez que baixas temperaturas concorrem para diminui¢go de vibrios (SHEN et
al., 2009). Lin; Roch-Chui; Cheng-Chun (2004) estudaram a susceptibilidade de Vibrio
parahaemolyticus a baixas temperaturas (-5 e -18°C) e observaram que o decréscimo das
c€lulas viaveis do microrganismo foi proporcional a0 aumento do tempo de estocagem. Os
autores sugerem que a diminuigdo na carga de vibrio estd relacionada ao efeito prejudicial
causado pela formagd@o de cristais de gelo e pela concentragdo de solutos que ocorrem em
temperatura de congelamento. Outrossim, Sousa (2007) observou um decaimento na carga de
V. parahaemolyticus inoculados experimentalmente em camardo mantido em freezer a -21°C.
O mesmo autor relatou a recuperagdo de V. parahaemolyticus até o oitavo dia de experimento,
em contagens de 2,7 a 7,1 log;o UFC g™ Esses dados podem ser comparados aos do presente
estudo, uma vez que mesmo havendo uma redugfo na carga bacteriana em relago as ostras in
natura, ainda assim foi possivel quantificar Vibrio em 100% das amostras dos moluscos
congelados.

Outro fator que pode ter concorrido para diferencga entre a quantificagdo de Vibrio
em ostras in natura e congeladas foi a estocagem em meio ambiente. Pereira et al. (2007)
alertam para o perigo da estocagem de ostras em temperatura ambiente posto que essa
condi¢do propicia uma multiplicagdo bacteriana no alimento e acelera sua decomposigio,

diminuindo seu prazo de validade.

3000

UFC g

6000 Ostrain natuia
Osora congelada
4000

2000

L)
VT Sac+ Sac-

Figura 4 — Comparagio da quantificaciio de Vibrio total (Vt), Vibrio sacarose positivo (Sac+) e Vibrio sacarose
negativo (Sac-) em UFC g para amostras de ostras comercializadas in natura e congeladas em Fortaleza-CE.

A variac@o nas contagens de Vibrio entre as amostras de ostras congeladas pode

estar relacionada com a diferenga no periodo de estocagem uma vez que os moluscos foram
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obtidos em diferentes intervalos de tempo. Segundo Russel (2002), as taxas metabolicas dos
microrganismos infectantes de alimentos podem ser reduzidas quando estocados a baixas
temperaturas, assim como a sua sobrevivéncia e habilidade de multiplicagdo. Assim, a
aplicacdo de congelamento na estocagem de ostras para comercializagdo constitui um meio
eficiente na reducao de células viaveis de Vibrio.

Os valores relacionados aos pardmetros morfométricos € ao pH da massa visceral
e liquido intervalvar encontram-se descritos na Tabela 3. Observou-se que os valores do pH
das ostras in natura variaram de 6,35 a 6,86 e para as ostras congeladas houve uma oscilagdo
de 6,51 a 6,79, com variacdo (desvio padrdo) menor que 0,15 para os dois tipos de
comercializag¢@o. Ostras Crassosstrea gigas cultivadas em diferentes regides da Baia Sul no
Estado de Santa Catarina apresentaram pH meédio de 6,1 (RAMOS, 2007), enquanto que
monitorando a qualidade de ostras C. gigas cultivadas no Alaska, Estados Unidos, Oliveira et
al. (2006) encontraram valores de pH para a carne do animal entre 6,6 € 6,9 com alteragdo
menor que 0,4.

O tamanho das ostras analisadas variou de 7,15 a 8,74 cm para as amostras de
ostras in natura e de 7,01 a 8,50 cm para as congeladas. Observou-se entdo, que os
pardmetros morfométricos apresentaram maiores valores para as amostras de ostras

comercializadas in natura (Tabela 3).

Tabela 3 — Parametro ambiental (pH) ¢ morfométrico (tamanho e peso total: liquido intervalvar e parte mole) em
amosiras de ostras (Crassostrea rhizophorae) comercializadas in natura e congeladas em Fortaleza — CE.

Ostras in natura Ostras congeladas
Amostra n pH Tamanho Peso pH Tamanho Peso
{cm) total (g) (cm) total (g)

1 10 - 7,15 80,00 6,67 7,36 90,88
2 10 6,86 7,36 95,58 6,63 7,59 113,86

3 10 6,86 7,69 96,21 6,79 825 99,32
4 10 6,59 8.19 97.89 6,51 8,10 101,72

5 10 6,50 7,98 100,7 6,69 7,84 89,60

6 10 6,35 7,58 103,34 - 7,62 97.14
7 10 6,36 7.67 118,48 6,66 8,50 103,13
8 10 6,71 8,74 118,21 6,73 7,56 80,00

9 10 6,63 8,7 146,02 - 7,01 66,91

10 10 6,56 8,18 116,53 6,67 7,38 81,49
11 10 6,56 7,93 149,95 - 7:25 55,35
12 10 6,54 8,05 114,10 6,56 7,21 85,80
13 10 6,44 8,11 106,18 6,67 7,36 90,88
14 10 6,62 7,75 97,14 6,63 7,59 113,86
15 10 6,54 7,44 109,00 6,79 8,25 99,32
Média 10 6,58 7.9 109,96 6,67 7,66 91,28

Desvio padrio 0 0,154 0,453 18,610 0,082 0,439 15,98
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De acordo com a analise estatistica realizada (Tabelas 4 e 5), ndo foi observada
correlagdo estatisticamente significativa entre as contagens de Vibrio total e Vibrio sacarose
negativo € o pH, tamanho da ostra e peso do homogenato, j4 que ndo foram encontrados
valores de p < 0,1 e valores de r > 0,30 tanto para as amostras de ostras in natura quanto para
congeladas. De maneira geral, considera-se que ndo ha relagio entre as contagens de Vibrio e

0s parametros ambientais € morfométricos de ostras (VIEIRA et al., 2010).

Tabela 4 — Varidveis do teste estatistico entre a CPP de Vibrio total e Vibrio sacarose negativo em log;o UFC g‘1
¢ 0 pH, tamanho (cm) e peso total (g) de ostras comercializadas in natura em Fortaleza-CE.

CPP pH Peso total (g) Tamanho (cm)
: r=0,0852 r=0,1713 r=-0,1155
Kilimigitotal p=0.7722 p=0,5415 p=0,6818
o~ 4 r=0,1530 r=0,1931 r=-0,1136
e p=0,6016 p=0,4905 p=0,6869

Tabela 5 — Varidveis do teste estatistico entre a CPP de Vibrio total e Vibrio sacarose negativo em log,o UFC g’
e o pH, tamanho (cm) ¢ peso total (g) de ostras comercializadas congeladas em Fortaleza-CE.

CPP pH Peso total (g) Tamanho (cm)
- r=-0,0733 r=0,0579 r=0,1169
Vgl p=0,8210 p=08377 p=06783
e " r=-0,0905 r=0,0627 r=-0,1736
G et p=0,7797 p=0,8244 p = 0,5360

A espécie de Vibrio parahaemolyticus foi isolada em aproximadamente 87% (n =
13) das amostras de ostras in natura e em 93% (n = 14) das amostras de ostras congeladas.
DePaola et al. (2000) isolaram V. parahaemolyticus em 77% das amostras de ostras in natura
obtidas de diferentes locais de comercializa¢do no Estado de Washington, Estados Unidos.
Fuenzalida et al. (2006) analisando ostras da costa sul do Chile em janeiro de 2004 e margo de
2005, constataram que 53% dos exemplares apresentavam V. parahaemolyticus.

No presente estudo, das 83 cepas de Vibrio sacarose negativo isoladas das
amostras de ostras in natura, 50,6% (39 cepas) foram confirmadas como V.
parahaemolyticus. Das amostras de ostras congeladas foram isoladas 72 cepas de Vibrio
sacarose negativo, sendo aproximadamente 68% (49 cepas) V. parahaemolyticus. Pereira et

al. (2007) estudando a diversidade de vibrios em ostras comercializadas in natura no Rio de
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Janeiro, isolaram 178 cepas de Vibrio sp., sendo que aproximadamente 45% destas
correspondiam a espécie de V. parahaemolyticus.

Os resultados dos testes de viruléncia aplicados as cepas de Vibrio
parahaemolyticus isoladas de amostras de ostras comercializadas in natura e congeladas
encontram-se na Tabela 6.

Entre as 39 cepas de V. parahaemolyticus isoladas das ostras in natura,
aproximadamente 10% (quatro cepas) apresentaram-se Kanagawa positivas (Figura 5). Além
dessas, uma amostra (2,6%) foi positiva, concomitantemente, para o teste de Kanagawa e
urease (Figura 7A). Afora essa, nenhuma outra cepa apresentou positividade para o teste de
urease.

Das 49 cepas de V. parahaemolyticus isoladas de ostras congeladas, 16,3% foram
positivas para o teste de Kanagawa (Figura 6) e apenas uma (2%) foi positiva para o teste de
urease (Figura 7B). N#o ocorreu nessas amostras, nenhuma cepa Kanagawa e urease
positivas. Cook et al. (2002) sugerem que a capacidade de hidrolisar uréia € um indicativo da
presenca de TDH e, principalmente, de TRH. Sugere-se, entdo, que aproximadamente 2% das
cepas de V. parahaemolyticus isoladas no presente estudo sdo carreadoras de TRH, sendo uma

minoria carreadora de TDH.

Tabela 6 — Niimero de cepas de Vibrio parahaemolyticus isoladas de ostras comercializadas in nafura ¢
congeladas em Fortaleza-CE com fatores de viruléncia.

Origem das cepas
Fatores de viruléncia Ostras in natura  QOstras congeladas

(n=39) (n=49)
Urease 0 1 (2%)
Kanagawa 4 (10,2%) 8 (16,3%)
Urease+Kanagawa 1 (2,6%) 0

Figura 5 — Cepas de Vibrio parahaemolyticus Kanagawa positivas isoladas de amostras de ostras
comercializadas in natura em Fortaleza-CE.
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Figura 6 — Cepas de Vibrio parahaemolyticus Kanagawa positivas isoladas de amostras de ostras
comercializadas congeladas em Fortaleza-CE.

Figura 7 — Cepa de Vibrio parahaemolyticus Kanagawa e urease positiva isolada de ostras in natura (A), cepa
de Vibrio parahaemolyticus urease positiva isolada de ostras congeladas (B).

No presente estudo, a quantidade de cepas de Vibrio parahaemolyticus portadoras
de fatores de viruléncia foi superior aos achados de Nishibuch; Kaper (1995) os quais
detectaram o fendmeno Kanagawa em apenas 1 a 2% de cepas de V. parahaemolyticus
oriundos de ambientes. DePaola et al. (2003) estudando exemplares de ostras coletados na
costa do Alabama, Estados Unidos, detectaram a presenca de aproximadamente 11,2% de
cepas de V. parahaemolyticus tdh positivas. Kelly; Stroh (1989) analisando cepas de Vibrio
parahaemolyticus isoladas de amostras ambientais (ostra e agua) e de pacientes com
gastrenterite no noroeste do Pacifico, observaram que apenas 0,9% dos isolados de ostras
eram Kanagawa positivas. O mesmo estudo ainda revelou que 8% dos isolados ambientais

eram urease positivos e Kanagawa negativos, sugerindo-se que a expressdo fenotipica do
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fendmeno de Kanagawa ndo € obrigatoria para a ocorréncia de gastrenterite. Discordando,
Sazaki (1983) ressalta que os niveis de V. parahemolyticus capazes de causar gastrenterite no
homem € bastante variavel, pois depende da quantidade de células do microrganismo e da
presenga de fatores de viruléncia e que mesmo em contagens consideradas pequenas esse

microrganismo pode ser responsavel por surto de gastrenterite.
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4. CONCLUSAO

Conclui-se que a etapa de congelamento das ostras pode ter um efeito redutor
sobre a densidade total da populag@o de Vibrio, entretanto as ostras congeladas apresentaram
um maior isolamento de Vibrio parahaemolyticus. As ostras comercializadas tanto in natura
quanto congeladas apresentaram cepas dessa bactéria Kanagawa e urease positivas. Dessa

forma, os moluscos podem representar risco de doengas se consumidos sem cocgo prévia.
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