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RESUMO

Apesar dos riscos envolvidos com a contaminacao de peixes e mariscos
com Vibrio parahaemolyticus h4 uma falta de informacéo sobre a ocorréncia
destes na Europa. O Vibrio parahaemolyticus é muito abundante no ambiente
aguatico, nomeadamente nas aguas mais quentes.

Na sequencia das andlises efectuadas, no PCR em Tempo Real, 21% das
amostras revelaram ser positivas, no método classico, todas as amostras
tiveram resultado negativo. Os positivos, embora numa percentagem baixa,
poderdo ser um problema para a seguranca alimentar, uma vez que foram
detectados unicamente pelo método do PCR em Tempo Real, podendo
representar um factor adicional na ocorréncia de casos isolados do consumo

do alimento contaminado.

A compatibilizacdo dos resultados do PCR em tempo real com o Método
Classico de analise, nao foi possivel pois a técnica de PCR em Tempo Real,
oferece uma maior celeridade nos resultados, consegue de quantidades
reduzidas de amostras encontrar resultados que o Método Classico nao faz.

Palavras chave: PCR, Vibrio parahaemolyticus




ABSTRAT

Despite the risks involved with the contamination of seafood with Vibrio
parahaemolyticus is a lack of information on their occurrence in Europe. Vibrio
parahaemolyticus is abundant in the aquatic environment, particularly in warmer
waters.

Following testing, the Real Time PCR, 21% of the samples proved to be
positive, the classic method, all samples were negative. Although, a low
percentage of positives may be a problem for food security, since it was
detected only by the method Real-Time PCR and may represent an additional
factor in the occurrence of isolated cases of eating contaminated food.

The compatibility the results of Real-Time PCR with the classic method
of analysis wasn’t possible because the Real-Time offers more rapid results,

can of small amounts of samples, find results that the classical method doesn't.

Keywords: PCR, Vibrio parahaemolyticus
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1. INTRODUCAO

As profundas mudancas sucedidas nas sociedades modernas, de ordem
econdmica, social, demogréfica, cultural e alimentar, bem como o progresso
cientifico e tecnoldgico, influenciam a qualidade e a seguranca alimentar, quer
seja na percepgdo publica dos riscos, quer através da avaliagdo cientifica dos
mesmos.

Os habitos alimentares no mundo ocidental pouco lembram os dos
nossos avos da primeira metade do século XX. Cada vez menos os alimentos
sdo produzidos, servidos e consumidos no momento e com ingredientes
frescos de origem local. A ciéncia e a tecnologia de produto, o processamento
e a distribuicdo de alimentos desenvolveram-se abruptamente. Estes avancos
possibilitaram a disponibilidade de uma grande variedade de alimentos e
introduziram novos sabores e experiéncias de degustacdo e mais seguranca,
mas também trouxeram algumas preocupacdes, verificando - se, na segunda
metade do século XX, um aumento do numero de doencas infecciosas de
origem alimentar.

As doencas alimentares de origem microbiolégica constituem um dos
maiores problemas para a Seguranca Alimentar, sendo um problema crescente
em Saude Publica, tanto em paises desenvolvidos como em vias de
desenvolvimento. Estas doencas, causadas pelo consumo de alimentos
contaminados com microrganismos patogénicos e/ou suas toxinas, tém um
risco relativo semelhante ao das doencas nutricionais, (entre as quais se inclui,
por exemplo, a obesidade que considerada um flagelo da sociedade moderna),
mas um risco relativo de um milhdo de vezes superior ao provocado pelos
pesticidas e aditivos.

No entanto, as melhorias introduzidas na elaboracdo e manipulagdo dos
alimentos, nomeadamente a pasteurizacdo do leite, a desinfec¢do da agua e o
tratamento dos esgotos, permitiram controlar estas doencas, contribuindo para
a seguranca alimentar. Mas ndo podemos esquecer que 0S microrganismos
Sdo seres vivos que apresentam uma grande capacidade de adaptagcdo a
factores ambientais indspitos. O espectro destas doengas alimentares estq em
permanente modificacdo, observando-se que a prevaléncia de determinada

doenca varia de época para época. Actualmente surgem novas doencas




infecciosas de origem alimentar, outras reaparecem ap0s muitos anos de
auséncia, algumas tém um aparecimento esporadico e ha ainda as que séo
consideradas ja erradicadas.

A verdadeira preocupacdo acontece quando um microrganismo que até
a bem pouco tempo nédo tenha sido identificado como uma ameaca para a
saude publica, comeca a originar doencas, afectando a saude publica. Tem
surgido ao longo dos anos a evidéncia de doencas infecciosas de origem
alimentar relativamente a este tipo de microrganismos emergentes. Por
exemplo, Escherichia coli O157:H7, descrito pela primeira vez em 1982 na
carne de bovino para consumo (SILVA, 1998).Mais habitual o fenbmeno da
reemergéncia, em que um microrganismo patogénico, ja conhecido como
agente de doenca alimentar, origina uma nova forma de doenca associado a
novos tipos de alimentos ou aparece numa regido geografica onde
anteriormente ndo surgia. E o caso da salmonelose, doenca alimentar bem
conhecida, reportada hd décadas como doenga infecciosa e considerada
emergente pelo aumento da sua incidéncia em muitos paises nos ultimos 25
anos, sendo o serotipo predominante Salmonella enteritidis, normalmente
associado ao consumo de ovos e aves (D’AOUST et al., 1992).

N&o excluindo a constatacdo do aumento da incidéncia de Clostridium
botulinum, por exemplo em produtos da pesca embalados em vacuo,
consideram-se como emergentes 0s seguintes patogénicos: Campylobacter
jejunii; Escherichia coli com factores de patogenicidade (ex: E. coli O157:H7);
Listeria monocytogenes; Salmonella enteritidis PT6a, PT14b, PT11; Salmonella
typhimurium DT 104; Vibrio cholerae O1; Vibrio parahaemolyticus; Vibrio
vulnificus; Yersinia enterocolitica; virus Norwalk; Cryptosporidium spp e
Cyclospora spp. O grande problema destes microrganismos citados e o que
nos permite cataloga-los como emergentes, é o facto de serem transmitidos ao
Homem pelos animais. Contudo, ndo provocam geralmente doencas nos seus
portadores. Deste modo, como 0s animais aparentam ser saudaveis, 0
microrganismo patogénico sera ingerido "escondido”.

Estes patogénicos de origem alimentar partilham entre si o facto de
serem transmitidos ao homem através dos animais (zoonoses) mas, ao
contrario das zoonoses tradicionais, geralmente nao originam doenca no

animal. Por consequéncia, as premissas e preocupac¢des com a saude publica




devem incluir os animais saudaveis. Por exemplo, a galinha com o ovario
infectado com Salmonella enteritidis, a vitela que tem E. coli O 157:H7 ou as
ostras contaminadas com o virus Norwalk ou Vibrio vulnificus aparentam estar
saudaveis.

O aparecimento acentuado de microrganismos emergentes ou
reemergentes nas Ultimas duas décadas pode ser justificado pela evolucdo
tecnologica e por todas as alteracbes que tém vindo a ocorrer a nivel
ambiental, econdmico e social. Devemos lembrar que estes seres vivos
unicelulares tém uma enorme facilidade de evoluirem por mutacdes e
recombinac¢des genéticas, conduzindo ao aparecimento de microrganismos de
maior viruléncia e com grande capacidade de sobrevivéncia perante agentes
antimicrobianos e factores ambientais adversos. A crescente resisténcia a
antibioticos e a adaptacdo a essas novas condicbes ambientais adversas, mas
gue nao lhes séo letais, como sejam pH extremos, potenciais redox
modificados e condicbes de temperatura e pressdo extremas, induzem o
aparecimento de estirpes mais virulentas, com capacidade de passar barreiras
naturais de defesa do organismo e de se tornarem patogénicos mesmo quando

presentes em baixo nimero.




2. OBJECTIVOS
2.1. Objectivos Gerais

O objectivo fundamental deste estudo foi a implementacéo da técnica de
PCR em tempo real na deteccao de Vibrio parahaemolyticus em alimentos, a
sua compatibilizacdo com os resultados obtidos por analise microbiolégica

classica e a determinacéo do limite critico de detecgéo.

2.2. Objectivos Especificos

Pretende-se que no final deste estagio, a técnica para deteccao
do Vibrio parahaemolyticus esteja implementada, com a fiabilidade e
reprodutibilidade que é propria da metodologia do PCR, em tempo real,
permitindo ao Laboratério de Medicina Veterinaria a realizacdo desta analise
por rotina, como metodologia alternativa ao Método Classico.




3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Caracterizagédo Pescado em Portugal

A Pesca em Portugal € uma actividade econémica que foi responsavel
pelo desembarque estimado de 144 792 toneladas de pescado em 2009. As
organizacées mais representativas da fileira do pescado uniram-se para
dinamizar e reforcar o papel do sector das pescas, transformacgédo e
comercializacdo de pescado como um dos motores de desenvolvimento da
economia nacional. O sector representa um efeito total no PIB portugués
superior a 2,5 mil milhdes de euros e emprega mais de 90.000 pessoas
(TAVARES,2010).

A Campanha “Pescado Controlado” reforca todas as garantias que os
produtos adquirem, quer ao nivel do respeito pelas regras de sustentabilidade,
quer ao nivel do cumprimento dos mais elevados padrbes de higiene e
seguranca. Todo o pescado que entra no mercado nacional possui certificados
que garantem que foi capturado em estrito cumprimento de regras de
sustentabilidade estabelecidas pela Unido Europeia (Regulamento CE n°
1005/2008 do Conselho de 29 de Setembro de 2008 e Regulamento CE n°
1010/2009 do Conselho de 22 de Outubro de 2009).

Com uma costa de mar abundante em peixe, muitos estuarios de rios,
como as rias Formosa e a de Aveiro, onde a pesca se apresentava facil e de
elevado retorno, é facil aceitar que rapidamente o peixe se tornou um elemento
primordial para a alimentacdo, e consequentemente factor de fixacdo das
populacdes (TAVARES,2010).

Esta actividade tornou-se de crucial importancia econémica, potenciando
0 comércio e as artes e saberes ligados a pesca como a cordoaria (fabrico de
cordas e redes de pesca), a constru¢ao naval, a tanoaria e a extracgéo de sal.
Esta especializacdo moldou as culturas e tradicbes nao sé locais, como
nacionais, ritmando ao longo dos séculos a Historia, a Cultura e a Economia
Portuguesa. A consulta dos dados do Instituto Nacional de Estatistica
(INE,2010) Portugués sugere que a pesca € um sector que tem vindo a perder
peso relativo e absoluto na economia. A politica de pescas da Unido Europeia
reduziu a frota pesqueira em 20% numa década. Esta reducao foi superior a

meédia europeia porque a arqueacao bruta de cada embarcacdo é superior a




meédia europeia. A arqueacao bruta portuguesa em 2008 era de 106,5 mil GT
(medida internacional para medir a capacidade dos navios). Cada navio
portugués tinha em média uma capacidade de carga de 12,4 GT, pouco mais
de metade do que a média apurada para frota europeia como um todo, apesar
de deter 10% da totalidade das embarcacdes registadas na Unido Europeia.

O facto de se ter como vizinha a costa do Atlantico levou, naturalmente,
a que a gastronomia de Portugal se virasse para 0s produtos que o mar
oferece. O bacalhau ocupa o lugar de honra a mesa portuguesa durante todo o
ano e, gracas aos portugueses foi internacionalizado junto dos paises de
acolhimento, pela forma diferente que os portugueses usam na confeccao do
bacalhau. Desde tempos longinquos que este povo de marinheiros ruma a
Terra Nova, Gronelandia e Islandia para pescar. Em Portugal o bacalhau é
salgado, seco e preparado de forma a marcar a diferenca e a manter o genuino
sabor do bom bacalhau. Orgulhamo-nos de ter as melhores empresas de
transformacdo deste pescado que ocupam no panorama internacional lugares
de destaque na comercializacdo e exportacdo. Além desta outras
especialidades de peixes, que pescamos e transformamos como linguado, o
salmonete, a pescada e o peixe espada. E por fim o Ultimo mas nao o pior, um
dos peixes menos dispendiosos mas mais saborosos - a sardinha, um petisco
essencial nos churrascos e festas ao ar livre um pouco por todo o pais. Nos
mariscos temos caranguejos e os mexilhdes. O sector do pescado em Portugal
e industrias de transformacédo exportam grande parte do pescado. Ao sector,
outra industria forte esta associada a das conservas sendo as nossas
conservas, atum e sardinha, um dos produtos que mais se exporta. A industria
das conservas produz para o mercado nacional e para a exportagdo, conservas
de atum, sardinha, polvo entre outras, com a conquista de varias medalhas de
ouro em concursos internacionais (TAVARES, 2010).

3.1.1. Relevancia da pesca em Portugal

O sector do pescado, € um sector de grande importancia para a
subsisténcia das popula¢des ribeirinhas, assim como, um sector estratégico no
que concerne a alimentacdo e emprego dos portugueses. Em termos de
alimentacdo, Portugal, tem o maior consumo per capita de pescado da EU

(Unido Europeia) dos 25, cerca de 57 kg/ano/habitante, cujo consumo




representa um valor aproximado de 25% na dieta alimentar dos portugueses. E
um pais com uma costa continental extensa (942 km), sendo a sua Zona
Econdmica Exclusiva ainda mais expressiva (1656 mil km2), o que em termos
de emprego assume uma significativa importancia, ainda que o emprego no
sector das pescas seja inferior a 1% da populacéo activa, a percentagem de
pessoas dependentes da actividade da pesca, é vastissima. Trata-se pois de
uma actividade, que acaba por gerar muitos empregos em terra, em sectores
tdo diversos, como o do comércio de peixe fresco, das conservas, dos
congelados, das farinhas, da construcao/reparacdo naval, da cordoaria, dos
transportes, da administragdo, da investigacdo, da formacdo, entre outros
(FAO,2010).

3.1.2. Fisiologia do pescado

Os peixes sdo animais vertebrados, aquaticos, tipicamente ectotérmicos,
gue possuem o corpo fusiforme, os membros transformados em barbatanas
sustentadas por raios 6sseos ou cartilaginosos, as guelras ou branquias com
que respiram o oxigénio dissolvido na agua (embora os dipndicos usem
pulmdes) e, na sua maior parte, o corpo coberto de escamas(KING,1995;
HICKMAN et al, 2004).

No uso comum, o termo peixe tem sido frequentemente utilizado para
descrever um vertebrado aquatico com branquias, membros, se presentes, na
forma de nadadeiras, e normalmente com escamas de origem dérmica no
tegumento. Sendo este conceito do termo "peixe" utilizado por conveniéncia, e
nao por unidade taxonOmica, porque 0S peixes ndao compdem um grupo
monofilético, ja que eles ndo possuem um ancestral comum exclusivo. Para
que se tornasse um grupo monofilético, os peixes deveriam agrupar 0S
Tetrdpodes (KING, 1995; BONDS, 1996).

Os peixes (28.500 espécies catalogadas na FishBase) sdo, na maior
parte das vezes, divididos nos seguintes grupos:

. peixes 0sseos (Osteichthyes, com mais 22.000 espécies) a qual
pertencem as sardinhas, as garoupas, o bacalhau, o atum e, em geral, todos os
peixes com o esqueleto 6sseo;

. peixes cartilaginosos (Chondrichthyes, mais de 800 espécies) a

qual pertencem os tubardes e as raias; e




. varios grupos de peixes sem maxilas (antigamente classificados
como Agnatha ou Cyclostomata, com cerca de 80 espécies), incluindo as
lampreias e as mixinas.

Em vista desta diversidade, os zol6logos ndo mais aceitam a antiga
classe Pisces em que Lineu os agrupou, como se pode ver na classificagdo dos
Vertebrados(BONDS, 1996).

3.2.  Microbiologia do Pescado

Devido aos tecidos moles e ao seu habitat natural ser o meio aquatico,
0S peixes sdo extremamente sensiveis a contaminacdo microbiana. A sua flora
microbiana depende daquela que existe nas aguas onde vive.

Os microrganismos de deterioracdo comum nos peixes incluem as
espécies de Pseudomonas, Moraxella e Acinetobacter, encontrado
principalmente em peixes marinhos, e Bacillus e Micrococcus, encontrados em
peixes de &gua doce (FRAZIER, 1976; BHUNIC, 2008). No momento da
apanha, os peixes tém uma alta carga microbiana na superficie da pele, no seu
trato intestinal, e nas suas branquias.

O tipo e 0 nUmero de microrganismos que vivem em peixes variam
conforme a época, as espécies e 0s habitats naturais. Contaminacgdes
adicionais podem ocorrer durante a apanha, manipulacdo ou processamento
do peixe (FRAZIER, 1976; BHUNIC, 2008).

O Vibrio parahaemolyticus foi responsavel por numerosas epidemias de
gastroenterites veiculadas por produtos do mar, nos EUA. Essa bactéria ocorre,
largamente, nas aguas do Oceano Atlantico, do Pacifico e da Costa do Golfo e
foi isolada de produtos do mar, incluindo peixes, moluscos e crustaceos. Os
moluscos que se desenvolvem nas aguas contaminadas podem concentrar
virus, servindo como fontes de hepatite infecciosa. As ostras e 0s mariscos de
aguas poluidas causaram numerosas epidemias em diversas partes do mundo
(BLACKE et al, 1980; PELCZAR et al., 1981; DOYLE et al, 2007).

A presenca de Vibrio parahaemolyticus em pescado deve-se ao
desequilibrio entre 0 organismo, o ambiente e o agente patogénico. Quando
ocorrem mudangas bruscas no meio ambiente, o sistema de defesa do

organismo fica debilitado, devido ao gasto energético extra empregado na sua




adaptacdo as novas condi¢cdes, tornando-se vulneravel ao ataque do
patogénico presente no meio (PEREIRA, 2004).

O pescado devido a sua natureza halofilica sdo uma forte potencial de
contaminacgao por Vibrio parahaemolyticus (DESMARCHELIER,2003)

TANTIILO et al,2004, afirmam que na ultima década houve surtos de
Vibrio parahaemolyticus causadores de doencas que mereceram destaque, e
que apesar da menor severidade dos casos comparados a célera, que
produzem importantes surtos epidemiolégicos. Esta espécie, tem sido
reconhecida como importante causa de intoxicacdo alimentar, particularmente
no Japdo, que comem imenso pescado in natura (DESMARCHELIER, 2003;
TRABULSI e ALTERTHUM,2004).

3.3. Caracteristicas das espécies Vibrio
De acordo com THOMPSON e co-autores (2004), os membros da

familia Vibrionaceae caracterizam-se por serem bastonetes Gram negativos,
geralmente moéveis, mesofilicos e quimiorganotréficos, anaerdbios facultativos,
de um modo geral halofilicos e podem ser encontrados em ambientes
aguaticos em associacdo com eucariotas. O numero de espécies que
compdem o género Vibrio passou de 20 em 1981 para 47 em 2002 e,
actualmente ja conta com 81 espécies diferentes. Pelo menos 13 espécies sédo
passiveis de causar infeccdes em humanos apesar de a maioria ser causada
por V. cholerae, V. parahaemolyticus ou V. vulnificus, (FAO/WHO, 2001). Das
13 espécies, 8 estado directamente associadas ao consumo de alimentos. Uma
das formas mais comuns de infec¢cdes por Vibrio, resulta do consumo de
produtos de origem marinha.

Os vibrios sdo o género bacteriano predominante nas aguas estuarinas
e estdo associados a uma grande variedade de moluscos (como as améijoas,
mexilhbes e ostras (PEDRO et al.,, 2005), corais, peixes, camardes e
zooplancton (THOMPSON et al., 2004)). Aproximadamente 40 a 60% do
pescado e bivalves que encontramos a venda nos estabelecimentos comerciais
pode conter Vibrio spp. As espécies isoladas com maior frequéncia séo Vibrio
parahaemolyticus e Vibrio alginolyticus. O numero de vibrios nas aguas

superficiais e nos bivalves é sazonal e, normalmente, mais elevado de Abril a




Outubro, meses em que a temperatura se encontra mais elevada. Esta
sazonalidade € mais evidente para as infec¢cdes por Vibrio vulnificus e Vibrio
parahaemolyticus do que para outros vibrios como o Vibrio fluvialis que
ocorrem ao longo de todo o ano (MONTVILLE et al, 2008).

3.4. Vibrio parahaemolyticus

3.4.1. Caracterizagao

Vibrio parahaemolyticus é um bastonete, Gram -, encovado, fino e curto
(1,5-1,5x 0,5 um) , mével por um dnico flagelo polar, sendo um anaerdbio
facultativo levemente halofilico, crescendo preferencialmente na presenca de 3
a 6 NaCl (TWEDT, 1989; MONTEVILLE et al, 2008).

A sua gama de temperaturas de crescimento oscila entre 8 e 44C, com
o 6ptimo a 37<C. Outra caracteristica importante € a sua preferéncia por meios
alcalinos, tendo certas estirpes o seu Optimo a pH 9,0. Todas as estirpes séo
extremamente  termosensiveis sendo  rapidamente  destruidas a
50C(BHUNIC,2008).

3.4.2. Epidemiologia

Vibrio parahaemolyticus e outros Vibrios marinhos podem veicular
doencas através dos alimentos. Estes sdo classificados através dos seus
antigénios, foram identificados 12 diferentes grupos de antigeno "O"( antigénio
somatico) e aproximadamente 60 diferentes antigenos tipo "K" (antigeno
capsular) (MONTEVILLE et al,2008).

Estudos epidemiolégicos moleculares revelaram uma forte correlacao
entre a existéncia dos genes que codificam duas hemolisinas (tdh, trh ou
ambas) e a capacidade de provocar doencgas, 0 que vem demonstrar que estes
genes sao importantes factores de viruléncia. No entanto, uma pequena porgcao
das estirpes clinicas ndo apresenta nenhum dos genes referidos, o que torna
necessario isolar a bactéria que se suspeita ser responsavel pela doenca e
proceder a testes bioquimicos afim de a identificar (LIN et al., 1993). De acordo
com DEEPANJALI e co-autores (2005) cerca de 90% dos isolados clinicos
produzem hemolisina directa termoestavel (TDH), contudo apenas 1% dos

isolados ambientais produzem esta enterotoxina. Além disso, as estirpes
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clinicas exibem actividade hemolitica em agar de Wagatsuma, enquanto as
estirpes ambientais ndo o fazem. Esta actividade hemolitica, denominada
fendmeno de Kanagawa (KP), tem sido usada como marcador de viruléncia do
Vibrio parahaemolyticus. O KP ¢é causado pela TDH produzida por este
organismo.

Além da actividade hemolitica, a TDH jA demonstrou ter varias outras
actividades biologicas, tais como a enterotoxigenicidade, citotoxicidade,
cardiotoxicidade, letalidade em pequenos animais e capacidade de estimular a
permeabilidade vascular. O gene (tdh) que codifica a TDH foi detectado em
todas as estirpes KP positivas. O nivel de producédo de TDH estéa relacionado
com as condigdes culturais e um meio de cultura com pH baixo estimula a sua
producéo (LIN et al., 1993). Um outro factor de viruléncia, a hemolisina directa
termoestavel relacionada (TRH), encontra-se também associado as estirpes KP
negativas ou urease positivas.

As estirpes KP negativas também se encontram envolvidas em alguns
surtos de intoxicacdo alimentar e, esporadicamente, em casos de feridas
infectadas. E de salientar que as estirpes de Vibrio parahaemolyticus isoladas a
partir de produtos do mar sdo geneticamente muito heterogéneas e as KP
positivas ocorrem em proporc¢des extremamente baixas (WONG, 2003). Apesar
de ja se saber bastante acerca das toxinas do Vibrio parahaemolyticus, pouco
se sabe ainda sobre o processo de aderéncia.

Este é um passo essencial na patogénese da maioria dos
enteropatogénicos (agentes patogénicos que infectam os intestinos). Varios
autores propuseram como factores de adesdo a membrana exterior, os flagelos
laterais, os pili (importantes na adesdo e colonizacdo das superficies do
hospedeiro) ou uma hemaglutinina associada a célula. No entanto, a
importancia destes factores na doenca humana € ainda desconhecida.
(MONTVILLE et al, 2008). Além das propriedades de aderéncia existem ainda
factores relacionados com a superficie celular que regulam a resisténcia a lise
e outras defesas naturais do hospedeiro (JANDA et al., 1988).

A producao desta hemolisina foi experimentada com um agar especial
de sangue, denominado por Wagatsuma em que as espécies beta hemoliticas
eram chamadas de Kanagawa positivas (KP') e as ndo hemoliticas eram
Kanagawa negativas (KP’). No entanto, a dificuldade de preparar o meio,
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devido ao sangue que é necessario ser recentemente extraido, este método foi
suplantado por sondas TDH com protocolos de base para PCR (DOYLE et al,
2007)

3.4.3. Reservatorio

O Vibrio parahaemolyticus ocorre naturalmente em aguas estuarinas por
todo o mundo e pode ser facilmente isolado em aguas costeiras, sedimentos,
particulas em suspenséo, plancton e numa enorme variedade de peixes e
moluscos. Esta ultima fonte inclui, pelo menos, 30 espécies diferentes entre as
guais améijoas, ostras, lagostas, vieiras, camardes e caranguejos (
MONTVILLE, 2008; BHUNIC,2008).

O Vibrio parahaemolyticus é amplamente disseminado nos ambientes
costeiros de todo o mundo. A temperatura da agua, a salinidade, os
zooplancton, as mudancas das marés, 0 oxigénio dissolvido e os Vvérias
espécies de peixe, desempenham um papel importante no seu territério de
distribuicdo temporal (DOYLE et al, 2007). Este patogéneo normalmente néo é
encontrado nas agua durante os meses do Inverno, pois a temperatura é
demasiado baixa para a sua existéncia. A influéncia da temperatura da agua
tem-se demonstrado importante, pois a ocorréncia de epidemiologias ocorrem
durante os meses mais quente (KANEKO AND COWELL, 1978; DOYLE et al,
2007). Ocasionalmente, este foi isolado em aguas mais frias, mas com uma
baixa concentracdo (<5 UFC/Iitro).

DOYLE et al (2007), ndo observaram correlacdo entre a presenca do
Vibrio parahaemolyticus com a presencga de outros microrganismos, COmo 0s
coliformes fecais

As estirpes Kanagawa positivas (KP') sdo as mais importantes e
prevalentes nas doencas causadas nos humanos, apesar de as Kanagawa
negativas (KP) também terem sido isoladas em fezes diarréicas. As KP*
constituem uma pequena percentagem de Vibrio parahaemolyticus encontrado
em ambientes aquaticos ou em pescado. Este isolamento por si s6 ndo indica
que ndo constitui um perigo para a saude, pois o isolamento de Vibrio
parahaemolyticus de pescado envolve geralmente um passo de pré
enriquecimento, sendo descrito que KP* se desenvolve no trato intestinal do

humano e KP" sobrevive nos estuarios. O PCR com sondas de DNA passou a
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ser utilizado para a identificacdo do gene tdh isolado do Vibrio
parahaemolyticus (DOYLE et al,2007).

3.4.4. Alimentos associados

Os alimentos associados a este tipo de doenga provocada por Vibrio
parahaemolyticus, sdo 0s peixes e moluscos (em geral, ostras), crus, mal
cozidos ou cozidos e recontaminados. Existe uma correlagédo entre a doenca e
o consumo dos alimentos nos meses quentes do ano. Refrigeracdo impropria
dos alimentos contaminados ou permanéncia destes em temperatura ambiente
favorecem a proliferacdo dos microrganismos (DOYLE et al, 2007,
BHUNIC,2008).

3.4.5.Caracteristicas da Doenca

Vibrio parahaemolyticus tem um tempo de geracdo muito curto de 8 a 9
minutos a 37°C, mas tem uma rapida multiplicacdo, in vitro, como no
consumidor (DOYLE et al, 2007; MONTEVILLE et al,2008).

A inducéo dos sintomas de intoxicacdo exige a ingestdo de 105 a 107
células viaveis (10* UFC de células de KP*). Estes aparecem 10-18h apés a
ingestdo do alimento contaminado e consistem em diarreia liquida, cdlica
abdominal, naduseas, vomitos, dor de cabeca, febre e calafrios. Sdo sintomas
que podem estar presentes na infeccdo por este organismo. Ocasionalmente,
diarreia com sangue ou muco pode ocorrer (RIPPEY,1994; MONTEVILLE et al,
2008). A gastroenterite causada por Vibrio parahaemolyticus, €, em geral, uma
doenca auto-limitante,de gravidade moderada e de curta duragédo, sendo que
em casos mais graves sera necessaria uma hospitalizacao.

A duracéo da doenca pode variar de 2 a 7 dias (JANDA et al, 1988). Em
raras ocasidoes pode ocorrer septicémia (infeccdo generalizada que se
caracteriza por febre e hipotensao) e isolamento do microrganismo no sangue.
Nestes casos, 0s sintomas subsequentes podem incluir inchago e dores nas
extremidades.

A doenca é causada quando o organismo se instala no intestino delgado
dos individuos, fixa e excreta uma toxina (BENENSON,1995). O diagndstico é

confirmado pelo isolamento de KP* nas fezes de pacientes em meio apropriado
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ou num alimento contaminado epidemiologicamente (> 10° organismos por
grama)(BHUNIC,2008).

O tratamento desta intoxicagdo devera ser feito por hidratacdo oral ou
endovenosa, podendo ser necessario recorrer a antibiéticos, nos casos mais
graves, ja requerendo hospitalizacdo (BENENSON, 1995).

Deve-se tomar como medidas preventivas o consumo de produtos
adequadamente cozidos ou refrigerados.

O controlo destas intoxicacdes devera ser feito por entidades oficiais,

tendo a obrigacéo da notificacdo de surtos.

3.4.6.-Surtos de intoxicagao alimentar

Juntamente com o Vibrio cholerae, o Vibrio parahaemolyticus € um dos
vibrios patogénicos mais estudados. Existem inumeros estudos realizados
desde o primeiro relato do seu envolvimento num surto de intoxicagc&o
alimentar em 1950. As gastroenterites provocadas por Vibrio parahaemolyticus
estdo quase exclusivamente associadas ao consumo de moluscos crus,
inadequadamente cozinhados ou cozinhados, mas recontaminados. Nos
Estados Unidos, entre 1973 e 1998 foram detectados e comunicados aos
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) 40 surtos de Vibrio
parahaemolyticus envolvendo um total de mais de 1000 pessoas (MONTVILLE
et al, 2008).

No Japao, esta bactéria é a principal causa de intoxicagdes alimentares.
Aproximadamente 70% de todas as intoxicagcbes alimentares verificadas nos
anos 60 foram causadas por Vibrio parahaemolyticus.

Nos Estados Unidos, o primeiro grande surto (envolvendo 320 pessoas)
ocorreu em 1971 como resultado do consumo de caranguejos mal cozinhados.
Varios surtos ocorreram desde entdo ao longo das regides costeiras dos
Estados Unidos e Hawaii, tendo o maior surto de infeccdo por Vibrio
parahaemolyticus ocorrido durante o Verao de 1978 e afectado 1133 pessoas
das 1700 que se encontravam presentes num jantar em Port Allen, LA.
(MONTVILLE et al, 2008). Durante a década de 70 ocorreram varios casos de
toxinfeccbes alimentares por Vibrio parahaemolyticus na india, Indonésia,
Tailandia, Vietnam, Coreia e Japao (BLAKE et al., 1980). Em 1982, ocorreram

dois outros surtos nos Estados Unidos que envolveram 219 pessoas, incluindo
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uma morte (PANICKER et al., 2004). Durante o Verdo de 1998 ocorreu o
primeiro surto em que se confirmou a presenca de Vibrio parahaemolyticus em
ostras cruas provenientes da Baia de Galveston (USA). Este surto durou de
Maio a Julho de 1998 e o que o torna digno de nota € o facto de a bactéria
envolvida ter sido anteriormente identificada em 1995 na india (DE PAOLA et
al., 2000). Também recentemente foram relatados varios surtos relacionados
com vibrios em paises europeus, como a Espanha (LIU, 2007), Italia
(RIPABELLI et al., 1999) e Franca (LIU, 2007).

Mesmo em Portugal, em Setembro de 2004, cerca de 50 pessoas
recorreram ao Servico de Urgéncia do Hospital de Aveiro com sintomas de
intoxicacdo alimentar provocada por mariscos (COSTA, 2007), no entanto, ndo
existem provas de que o0 agente etioldgico tenha sido um Vibrio. A empresa
Adviware Pty Lda (2007) no seu site estima que em Portugal existem cerca de
26 casos anuais de toxinfec¢des por Vibrio parahaemolyticus. Contudo, estes
valores sdo apenas extrapolacbes e ndo existem registos médicos ou

cientificos que possam validar estas estimativas.

3.5. Métodos de diagndstico de  Vibrio parahaemolyticus em alimentos

3.5.1. Método Classico

3.5.1.1.Principios e Procedimentos

A maioria das amostras de alimentos analisadas para a presenca de
espécies de Vibrio spp. serdo mariscos e outros frutos do mar.

O Vibrio spp pode crescer muito rapidamente em frutos do mar a
temperatura ambiente, assim as amostras devem ser refrigeradas abaixo de
10°C imediatamente apds a recolha e , em seguida, analisadas o mais
rapidamente possivel . No entanto, as células sdo facilmente danificados por
um arrefecimento rapido e as amostras ndo devem ser arrefecidas pelo
contacto directo com gelo (RIVER, 2010).

Existem métodos actuais para a deteccdo de potenciais
enteropatdogenos de espécies Vibrio spp na alimentacdo humana, a ISO / TS

21872-1:2007 é para deteccao de Vibrio cholerae e Vibrio parahaemolyticus.
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A primeira etapa explora os métodos tradicionais de deteccdo da
capacidade de Vibrio spp crescer rapidamente em valores de pH relativamente
elevados. Sdo colocados em meio de pré enriquecimento, para recuperacao e
multiplicacéo das células de Vibrio, contendo cloreto de sédio e com um pH de
cerca de 8,6 , como a agua salina peptonada alcalina ( ASPW ), utilizada para
o enriguecimento. Normalmente, o enriquecimento é de 6 horas a 41,5°C para
os produtos frescos e a 37°C para produtos congelados ou salgados. A cultura
€ inoculada num segundo enriquecimento de tiosulfato citrato sacarose com
sais biliares (TCBS) e um meio agar opcional, seletivo, e sdo incubadas a 37°C
por 24 horas. No agar TCBS, as colonias de V. cholerae séo lisas e amarelas,
as coldnias de V. parahaemolyticus aparecem em azul, e/ou verde e as
coldnias de V. vulnificus sdo verde ou amarelo(RIVER, 2010).

N&do estdo bem estabelecidos os procedimentos de identificacdo e
confirmacdo de patogenicidade Vibrio spp. A sua identificacdo preliminar é
estabelecida com base na aparéncia da colénia em agar TCBS. Os principais
testes de confirmacdo sdo a reaccado oxidase e a presenca ou auséncia de
lisina e ornitina e descarboxilase de arginina. Os meios devem ser preparados
com cloreto de sddio 2-3 %, para permitir o crescimento de espécies halofilicas.
As colénias de V. parahaemolyticus isoladas podem também ser
caracterizadas por meio de testes seroldgicos e pelo teste de Kanagawa
(RIVER, 2010).

O método classico para pesquisa de Vibrio parahaemolyticus em géneros
alimenticios requer 4 a 5 dias para uma obtencdo de resultados, positivos ou
negativos. A confirmacdo deste patogénico pode demorar até 7 dias atraves de
métodos bioquimicos e serolégicos (D’AOUST et al., 1990).

Este método tem limitagBes pois assenta no pressuposto de que cada
célula forma uma colonia. Estas limitagdes podem ocorrer ao nivel das células
fragilizadas e das células viaveis nao cultivaveis.

As células fragilizadas sofrem lesdes ao nivel sub-letal de stress, pela
accao do calor, radiacao, acidos, devido a uma diminuicdo da resisténcia aos
agentes de selectividade pelo aumento das necessidades dos nutrientes. Estas
células, conseguem ser recuperadas através do pré-enriquecimento inicial que
é efectuado em todos os métodos. Porém estas podem apresentar limitacdes

ao nivel do método classico. No PCR esta limitacdo nao ira ocorrer devido a
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elevada especificidade do método que com um nuamero relativamente pequeno
de células conseguira detecta-las.

As células viaveis nao cultivaveis podem existir em estado viavel mas
ndo podem ser cultivadas em métodos microbiolégicos classicos. E utilizado
este método de sobrevivéncia (VNC) nas espécies ndo esporuladas. O estado
das células viaveis nao cultiviveis é frequentemente induzido por limitacdes de
nutrientes em ambientes aquaticos, mas pode revelar-se nos nutrientes dos
alimentos, sendo também induzido por alteracbes de concentracdo de sal e
mudancas de temperatura (DOYLE et al, 2001; 2007)

A viabilidade das células nédo cultivaveis pode ser determinada através
de métodos citolégicos, sendo o PCR uma importante ferramenta de detecgéo

do DNA das mesmas.

3.5.2. Reaccédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Reaccdo em cadeia da polimerase (em inglés Polymerase Chain
Reaction) € um método de amplificacdo (de criagdo de multiplas copias) de
DNA (acido desoxirribonucleico) sem o uso de um organismo Vivo.

Inventada em 1983 por Kary Mullis, uma das principais aplicagées do
PCR é na medicina forense, onde pequenas amostras de DNA retiradas da
cena de um crime (pedacos de cabelo, gotas de sangue ou saliva, pedacos de
pélo ou até mesmo a minuscula quantidade de DNA deixada numa impressao
digital), sdo amplificadas para serem analisadas pelo método de fingerprinting
(HOWE, 1995).

O PCR encontra a sua principal aplicacdo em situacdes onde a
quantidade de DNA disponivel é reduzida. Em teoria, € possivel amplificar
gualguer DNA (eurofins.com.br, 2008).

O PCR também é rotineiramente utilizado em procedimentos cientificos
de Biologia Molecular como amplificacdo para gerar mutagénese, deteccao de
mutacbes ,como também pode ser utilizado para identificacdo de agentes
patogénicos (HOWE, 1995; MICHELI et al, 1997).

O PCR tem grande influéncia na deteccao de organismos geneticamente
modificados (OGM) em alimentos, ingredientes e aditivos.

Também em microbiologia alimentar, a PCR tem vindo a ser utilizada, na

identificacdo e classificacdo bacteriana. Ndo sO para detectar microrganismos
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gue possam desenvolver-se nos géneros alimenticios e que sejam causadores
de toxinfeccbes alimentares, mas também para detectar falhas que possam
existir, no que diz respeito a manipulagdes e higiene incorrectas. A PCR torna-
se uma técnica rapida para assegurar a higiene e seguranca alimentar (TANG,
1999).

A introducdo da PCR, em diagnéstico microbiano, estabeleceu uma
alternativa viavel aos métodos tradicionais de cultura (MARLONY et al., 2003).
Esta técnica apresenta diversas vantagens em relacdo aos métodos
convencionais, como maior poder de tipificacdo e discriminacdo, maior rapidez,
bom limite de deteccdo, maior selectividade, especificidade, potencial para
automacdo e a possibilidade de trabalhar com bactérias que ndo séao
cultivaveis em meios de cultura normalmente utilizados (BUSH & NITSCHKO,
1999). A substituicdo dos testes bioquimicos pela identificacdo com a técnica
de PCR reduz substancialmente o tempo e trabalho necessario para analisar
as amostras. A deteccdo de patogénicos por PCR demonstrou ser especifica e
mais rapida que os métodos convencionais (PANICKER et al., 2004).

De acordo com os limites estabelecidos em 1996 pela International
Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF), os moluscos
bivalves vivos ndo devem apresentar mais de 100 ufc de Vibrio
parahaemolyticus por grama (ESR, 2003). Afim de atingir estes objectivos e
aumentar a seguranca alimentar € importante desenvolver um método de
detecc¢do rapido, fiavel e sensivel. De modo a ultrapassar as desvantagens da
identificacéo por testes morosos (biogquimicos ou imunoldgicos) na deteccdo de
V. parahaemolyticus varios autores procuraram tirar partido das vantagens dos
métodos moleculares.

Apesar de varios protocolos de PCR terem sido desenvolvidos para a
deteccdo especifica de V. parahaemolyticus, apenas fornecem resultados
qualitativos a menos que sejam usados em conjunto com um método classico.

Devido aos constantes avan¢os na tecnologia, foi possivel desenvolver
protocolos de real-time PCR para quantificacdo de V. parahaemolyticus total
em moluscos bivalves e agua do mar.

Estes protocolos de PCR permitem detectar espécies microbianas
patogénicas por amplificacdo de genes especificos. Inclusivamente, permitem

detectar organismos que se encontram no estado viavel e ndo cultivavel.
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A PCR também tem vindo a ser validado, no que diz respeito a
autenticidade dos alimentos, visto este ser um problema global, sendo cada
vez mais importante detectar a introducdo no mercado de produtos
fraudulentamente rotulados e de produtos de qualidade inferior, quer por
razOes econdmicas, quer por razbes de saude publica. As adulteracbes em
produtos alimentares contendo leite e/ou proteinas lacteas sao relativamente
frequentes e diversificadas, incluindo: (i) adicdo de leite de vaca ao leite de
ovelha e/ou cabra para a preparacao de queijo; (ii) a incorporacéo de proteinas
do soro na producgédo de queijos; (iii) a adicdo de caseinas, ou proteinas do soro
a produtos alimentares, particularmente nos derivados de carne (VELOSO et
al., 2002).

3.5.2.1. Principios e Procedimentos

A PCR é um método muito sensivel de analise e por isso é realizado
com muito cuidado para evitar a entrada de impurezas que possam inviabilizar
ou tornar erroneo o resultado (HOWE,1995).

O principal propoésito da PCR é fazer um numero imenso de copias de
um determinado fragmento genético, ao qual o tamanho pode variar de poucos
pb (pares de bases) até milhares de pb. A técnica explora a fungéo natural da
enzima chamada de taq — polimerase, extraida da bactéria Thermus aquaticus,
esta enzima é semelhante a enzima DNA polimerase que € capaz de sintetizar
DNA a partir de seus precursores no sentido 5 = 3'. Para catalisarem esta
sintese, os precursores de DNA devem estar presentes sob a forma de
desoxirribonucleotideos trifosfatos (dATP, dTTP, dGTP e dCTP) (COLONNA-
ROMANO et al,1998).

Para utilizar esta técnica é necessario ter um conhecimento prévio da
sequéncia dos genes a serem amplificados, e a partir disso sdo sintetizados
dois primers ou iniciadores, ou seja, é a partir deles que se inicia a sintese do
DNA pela enzima tag — polimerase (HOWE,1995, COLONNA-ROMANO et
al,1998).

A PCR tem vérios ciclos: fase de desnaturacédo (94 -96C), fase onde
ocorre o desenrolamento da cadeia dupla do DNA através da quebra das
pontes de hidrogénio entre as bases pareaveis (A — T, G — C), dando origem a

duas cadeias simples de DNA sobre as quais a sintese posteriormente vai
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ocorrer, de seguida temos a fase de hibridizacdo ou anneling (50-54<C),nesta
fase os “primers” ligam-se, especificamente, as suas sequéncias homodlogas
correspondentes no DNA e, para finalizar temos a fase de extensdo do DNA
(72-76%),fase onde ocorre a sintese de uma nova ca deia antiparalela sobre a
cadeia anteriormente desnaturada, a enzima taq — polimerase catalisa esta
reaccdo(HOWE,1995 e COLONNA-ROMANO et al,1998).

Todos os testes diagnésticos que envolvem um método molecular de
amplificacdo, como a PCR, compreendem as etapas de extraccdo de acidos
nucleicos de amostras biolégicas, seguido de amplificacdo de um segmento
seleccionado mediante a reac¢gdo em cadeia de polimerase e de deteccéo dos
fragmentos amplificados durante o processo.

3.5.3. PCR em tempo real

A PCR em tempo real (Real-Time PCR) representa o ultimo avango na
tecnologia da PCR.

A PCR em tempo real associa a metodologia da PCR a um sistema de
deteccdo e quantificacdo de fluorescéncia produzida durante os ciclos de
amplificacdo. A metodologia permite a amplificagdo, deteccédo e quantificagéo
de DNA numa Unica etapa, agilizando a obtencéo de resultados e minimizando
o risco decorrente de possiveis contaminacgdes.

A possibilidade de monitorizar, ao longo da reac¢édo, a quantidade de
produto formado a cada ciclo de amplificacdo e de quantificar este produto
durante a sua fase Optima de formacdo, confere maior precisdo e
reprodutibilidade a PCR em tempo real quando comparado com a PCR
convencional. Pelas suas vantagens, a PCR em tempo real tende a substituir a
PCR convencional como método molecular de auxilio diagnéstico (MACKAY et

al,2004; SAUNDERS, 2004).

3.5.3.1. Principios e Procedimentos

Os equipamentos, destinados a realizacdo da PCR em tempo real,
associam um termociclador a um leitor de fluorescéncia capaz de medir a luz
proveniente de uma reaccao de amplificagdo. A metodologia utiliza 0s mesmos
reagentes de uma PCR convencional acrescido de fluorocromos, intercalados

em cadeias de DNA (metodologia SybrGreen) ou presentes em sondas de
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hibridizacdo especificas (metodologia TagMan). Na presenca de produto
amplificado, os fluorocromos, excitados por uma fonte de luz (laser), emitem
um sinal proporcional & quantidade de produto sintetizado que, por sua vez,
sera proporcional a quantidade inicial de sequencias alvo presentes na reac¢ao
de amplificacdo (MACKAY et al,2004; SAUNDERS, 2004).

Os sinais sdo detectados por um sistema Optico e analisados por
software especifico. Os sinais de fluorescéncias, produzidos a medida que o
produto é amplificado, sdo expressos graficamente (sinais de fluorescéncia
versus numero de ciclos) permitindo monitorizar, em tempo real, a cinética e a
eficiéncia da reaccdo de amplificacdo (MACKAY et al,2004; SAUNDERS,
2004).

Os ciclos iniciais de amplificacdo, caracterizados por reduzidos
incrementos nos sinais de fluorescéncia, definem o limiar de deteccdo. A
metodologia permite monitorizar, em tempo real, 0 momento da reac¢cdo em
gue a fluorescéncia emitida pelo produto amplificado, ultrapassa o limiar de
deteccao (indicado por CT). O ponto CT indica 0 momento a partir do qual a
reaccao é optimizada (fase exponencial) e o produto amplificado é quantificado.
A quantificacdo do produto amplificado é realizada através de comparag¢do com
uma curva padrao que correlaciona a intensidade dos sinais de fluorescéncia,
gerados durante os ciclos de amplificacdo, com as concentracdes conhecidas
de uma sequéncia idéntica a que se quer quantificar (MACKAY et al, 2004;
SAUNDERS, 2004).

A PCR em tempo real é altamente sensivel, sendo capaz de detectar até

10 copias de DNA/mL. A especificidade da reaccao € confirmada atraves
de uma curva (Curva de Melting), que indica o ponto correspondente a
temperatura de dissociacdo dos primers especificos para as sequéncias alvo
que estdo a ser pesquisadas (MACKAY et al,2004; SAUNDERS, 2004).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local e amostragem

O presente relatério resultou do estagio realizado no Laboratério de
Medicina Veterinaria (LMV). Este laboratério de analises privado iniciou o0 seu
funcionamento em 1992, encontrando-se neste momento em Atalaia de
Almoster, cumprindo as normas GLP (Good Laboratory Pratice), estando
certificado pela ISO 9001:2000 e em processo de acreditacdo pela NORMA
17025:2005.

O LMV funciona em contacto permanente com o Laboratério Nacional de
Investigacdo Veterinaria (LNIV), situado em Benfica, Lisboa, sendo acreditado
por este para executar provas laboratoriais no ambito dos programas nacionais
de luta contra diversas doencas animais em campanha de erradiacdo. Para
além deste apoio a producdo pecuéria, esta instituicdo presta um servico de
interesse publico, ndo s6 na erradiagdo de doencgas dos animais bem como na
erradiacdo de doencas alimentares de origem microbiolégica.

Foram recolhidas 99 amostras de peixe de diferentes espécies, durante
o periodo de Novembro de 2009 a Julho de 2010 (Quadro Al, A2 e A3 em
anexo). As amostras foram recolhidas por técnicos pertencentes ao LMV,
dentro das normas exigidas para o efeito.

Os dados apresentados tém como periodo de referencia o ano de 2009
(Novembro e Dezembro) e o primeiro semestre do ano de 2010 (Fevereiro a
Julho), num total de 99 amostras, das quais 4 amostras em 2009
(correspondentes a um primeiro estudo experimental) e as restantes 95 em
2010.

As 99 amostras foram recolhidas ao acaso para analise no
Departamento de Microbiologia Molecular, tentando-se apenas uma

distribuicdo uniforme por espécie.
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4.2. Andlise por Método Classico

As amostras recolhidas sao analisadas seguindo as técnicas de andlise
cladssica e de modo a cumprir a legislacdo em vigor.

No Departamento de Microbiologia Alimentar, do LMV, todas as
amostras foram submetidas as analises a seguir descritas, de acordo com 0s
meétodos: Contagem de Escherichia coli (AFNOR BI012/13-02/05), Pesquisa
de Esporos de Clostrideos Sulfito Redutores (NP-2262/86), Contagem de
Staphylococcus coagulase + (Tempo STA), Pesquisa de Salmonella (AFNOR
B1012/16-09/05), Contagem de Clostridium perfringes (ISO 7937), Pesquisa de
Histaminha (HPLC) e Pesquisa de Vibrio parahaemolyticus (ISO 21872-1-07).

4.2.1. Anélise de Vibrio parahaemolyticus pelo Método Classico

Segundo a ISO/TS 21872-1 (Microbiologia dos alimentos e alimentacéo
animal — Método Horizontal para a deteccdo de espécies enteropatogénicas
Vibrio spp.) a deteccéo de Vibrio parahaemolyticus requer varias e sucessivas
fases.

Primeiramente, pesa-se assepticamente 10g de peixe nhum BagFilter e
dilui-se em 90ml de agua de peptona tamponada (utilizada como meio
selectivo, com pH elevado e cloreto de sddio que permite o desenvolvimento
das espécies Vibrio), homogeneizando-se a amostra no Stomacher durante 30
seg, e vai a incubar a 37°C durante 6htlh para produtos congelados e a
41,5°C durante 6hx1h para produtos frescos.

Apés terminado o periodo de incubacdo, dever4d semear-se cada
amostra em duplicado em placa de TCBS agar e SDS agar (onde as células
que poderdo estar lesadas por baixas temperaturas se poderdao recuperar) e
incubar as placas a 37°C * 1°C durante 18-24h (ISO/TS 21872-1).

No final do periodo de incubacdo examinam-se as placas e seleccionam-
se 5 colonias caracteristicas, as quais tém mais que 2mm de diametro,
geralmente de cor amarela/verde em TCBS e SDS (onde algumas estirpes de
Vibrios parahaemoliticus se poderdo apresentar de cor purpura). Repicam-se
as colonias suspeitas para um agar nao selectivo e confirmando com os testes

bioquimicos adequados.
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4.3. Andlise por PCR em Tempo Real

Para a deteccédo de Vibrio parahaemolyticus pelo método de PCR em
tempo real, a amostra provém do departamento de Microbiologia Alimentar,
apos enriquecimento, sendo um passo muito importante para cada ensaio de
PCR e a base para, ensaios precisos e confiaveis.

Na preparagdo dessas amostras utilizou-se um kit comercial , The

Surefood, da Congen (http://www.congen.de/), que utiliza sondas e primers

especificos para o Vibrio parahaemolyticus. O Kit Surefood Prep Bacteria | (Art.
— N°.C1021), que isola e purifica os acidos nucleicos a partir de uma variedade
de matérias-primas, alimentos e racbes e o kit Surefood BAC Vibrio
parahaemolyticus Plus V (Art. — N°.C5120V), que permite detectar o DNA do
Vibrio parahaemolyticus, sendo que cada reaccdo contém um controlo interno
de amplificacdo (PLUS). Este kit esta equipado para a deteccdo de dois sinais

de fluorescéncia em 522nm e 533nm, ao mesmo tempo.

4.3.1. Extraccado do DNA das amostras

Seguindo o protocolo do kit Surefood Prep Bacteria | (Art. — N°.C1021),
devera transferir-se 1,0 ml da amostra de enriquecimento para um tubo de
reaccdo de 1,5ml, em condi¢cdes esterilizadas. Centrifugar a 12.000 rpm,
durante 5 min. Rejeitar o liquido e inactivando-o por esterilizacdo. Juntar 400ul
de Lysis Buffer e incubar a 99°C, durante 10 minutos, sob agitacdo continua. O
volume ir4 variar dependendo da quantidade de DNA de cada amostra e
também da natureza da amostra.

Centrifugar a amostra lisada a 12.000 rpm durante 1 min. Transferir
300ul do liquido sobrenadante para um novo tubo de reaccdo de 1,5ml. Juntar
200ul de Binding Buffer ao filtrado e agitar a amostra. Colocar a mostra num
tubo com filtro e incubar a temperatura da sala, durante 1 minuto. Centrifuga a
12.000rpm durante 1 min. Retirar o filtro e rejeitar o filtrado e colocar
novamente o filtro no tubo. Purificar a amostra com duas lavagens com Wash
Buffer. Adicionar 550ul de Wash Buffer ao tubo com filtro, centrifugar a 12.000
rpm durante 1 min, rejeitando o filtrado. Repetir este passo. Remover o etanol
residual com uma centrifugacéo final de 12.000 rpm durante 2 min. Colocar o

filtro num novo tubo de reaccédo de 1,5ml e adicionar 100ul da preparacao de
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Elution Buffer. Incubar durante 3 minutos a temperatura da sala e centrifugar 1
minuto a 10.000rpm. Depois da centrifugacéo, retirar o filtro.

A Preparacao de DNA est4 pronta para ser usada no PCR.

O DNA poderé ser guardado durante 24h a 4°C ou mais de 24h a -20°C.

4.3.2. Preparacao da PCR

Seguindo o protocolo do kit Surefood BAC Vibrio parahaemolyticus Plus
V (Art. — N°.C5120V), previamente para a preparacdo da mistura de PCR
(master-mix), deve-se calcular o numero total de reac¢des que se ira necessitar
(onde se deve incluir as amostras e reaccdes de controlo) (Quadro 1). As
reaccOes de controlo recomendadas sao o controlo negativo, controlo positivo e
o controlo de extraccdo. A master mix contém um controlo de amplificacéo
interna para cada reaccdo, sendo recomendado preparar a master mix com
10% de volume adicional.

Célculo e preparacao para 10 reaccoes:

Quadro 1: Componentes e respectivos volumes para Master mix.

Componentes para o Quantidade por 10 reaccdes
Master mix reaccao (com mais 10%)
V. parahaemolyticus 19.9ul 218.9ul
Plus V reaction mix
Taq polymerase 0.1ul 1.1ul
Volume total 20yl 220yl

Utilizando a master mix, pipeta-se 20yl da master mix para tubos
apropriados. O tubo com o controlo negativo é fechado sem qualquer adi¢éo de
amostra e dos componentes da PCR.

De cada amostra de DNA retira-se 5ul para os tubos. A mesma
qguantidade devera retirar-se de controlo positivo para o tubo. Todos os tubos
sdo submetidos a uma centrifugacdo de baixa velocidade, antes de serem

colocados no aparelho de PCR.
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4.3.3. Programa de PCR

2

No aparelho de PCR utilizado, da Applied

biosystems StepOne™ instrument (Figura 1), .
devera colocar-se os parametros indicados no -"-/
Quadro 2.

Figura 1: Aparelho PCR em Tempo Real da
Applied biosystems.

Quadro 2: Parametros para o PCR tempo real.

Desnaturagéo inicial 5 min, 95°C
Ciclos 45

Desnaturacéo 15 seq, 95°C

Annealing/Ampliacao 30 seg, 60°C

Os equipamentos, destinados a realizacdo da PCR em tempo real,
associam um termociclador a um leitor de fluorescéncia capaz de medir a luz
proveniente de uma reaccao de amplificacao.

7

Os sinais de fluorescéncias, produzidos a medida que o produto

D

Q-

amplificado, sdo expressos graficamente, o FAM correspondente
amplificacédo do Vibrio, o VIC, controlo interno da amplificacao.

Para uma amostra ser positiva, a amostra de DNA tem de mostrar
amplificagéo no sistema de deteccao (FAM).

Uma amostra € negativa, se a amostra de DNA ndo mostrar amplificacao
e se o controlo interno (Controlo de inibicdo) da amostra for positivo (VIC). Se a
amostra de DNA e o controlo interno forem negativas, as amostras contém
substancias que impediram a amplificacdo. Nestas circunstancias a avaliagéo
das amostras ndo sera possivel, as amostras de DNA, o seu isolamento e

purificacdo tem de ser melhorada e repetidas as analises.

4.4. Analise estatistica

A andlise estatistica afectou-se através do programa SAS (Statistical
Analysis System, 2000) e compreendeu 3 fases distintas.

Inicialmente, realizou-se uma analise exploratdria dos dados através dos

procedimentos Proc Means e Proc Freq do SAS, que permitiram obter as
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estatisticas descritivas das diversas variaveis consideradas e a distribuicdo das
mesmas.

Numa segunda fase, procedeu-se a andlise de variancia preliminar
através do Proc GLM (general linear models procedure) do programa SAS, com
0 objectivo de avaliar quais os factores que influenciam o resultado da analise
de vibrio por PCR em tempo real. Com esta analise de variancia pretende-se
fraccionar a variabilidade da variavel dependente (resultado da analise de
vibrio) em diversos factores, designados de variaveis independentes. Neste
trabalho a variavel dependente € o resultado (negativo ou positivo) da analise
de vibrio por PCR em tempo real e como varidveis independentes foram
consideradas o tipo de amostra (P1, P2 e P3), a época (Epoca 1 — Nov a Margo
e Epoca 2 — Abril a Julho), a espécie de peixe, 0 mar em que 0 mesmo foi
capturado e as horas de enriquecimento da amostra.

O modelo linear utilizado foi o0 seguinte:

Yim = M + tipo; + epoca; + especiey + mar, + horasy + €jjum

em que Yyjum corresponde ao resultado (positivo ou negativo) das
analises, p € a média global, tipo; o efeito do tipo de amostra, epoca; o efeito da
época de recolha, especiex 0 efeito da espécie de peixe, mar, o efeito do mar
de captura do peixe, horasy, o efeito das horas de enriquecimento e €jum € 0
efeito residual associado a cada registo.

Através desta analise de variancia nao foi possivel detectar qualquer
efeito significativo dos factores considerados na positividade do resultado da
analise de vibrio por PCR em tempo real.

Por ultimo, e devido aos resultados da analise de vibrio por PCR em
tempo real ndo apresentar uma distribuicdo normal, efectuou-se uma analise
de Regresséo Logistica. A probabilidade da andlise ser negativa foi analisada
através de um modelo de regressao logistica, com o Proc Logistic do Programa
SAS, incluindo como factores diversas variaveis classificadas (tipo - P1, P2 e
P3; espécie peixe; época de colheita (inverno, primavera); local de captura) e
continuas (temperatura de recolha; tempo de enriguecimento).

Apos exclusdo das variaveis que néao influenciaram significativamente
(P>0.05) o resultado da analise, o modelo final de analise apenas incluiu como
variaveis independentes o efeito do tempo de enriquecimento (continua) e da
época de recolha da amostra (classificada).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No quadro A4 (APENDICE 1) e na Figura 2, estdo evidenciados os
resultados das amostras, quer método Classico, quer pelo PCR Real Time. A

verde estdo todos os resultados positivos.

Resultados

120

99
100

78
80

60 Positivos

40 - B Negativos

Quantidade de amostras

20 +——

0

Real Time Dep. Micr. Alim.

Figura 2: Resultados das analises efectuadas do PCR em tempo real
(Real Time) e pelo Método Classico (Dep. Micr. Alim.) do LMV.

Estes resultados pdem em evidencia a elevada sensibilidade do método
PCR em tempo real relativamente ao método classico. Pois o PCR em tempo
real permite detectar células viaveis e nado viaveis, exige uma menor
quantidade de células e menores exigéncias de crescimento e cultura.

Sendo que o PCR em tempo real utiliza também o pré-enriquecimento,
levando a que as bactérias sejam detectadas mais rapidamente por PCR, do
gue por métodos bacterioldgicos standard, isto porque se tratam de resultados
qualitativos, (presenca/auséncia) e ndo quantitativos, (ufc/g).

Este factor torna a escolha da amostra ainda mais importante, visto que
s6 o facto de o organismo estar presente é relevante, independentemente da
guantidade de células

As diferentes amostras de peixe que entraram e foram retiradas, tém
proveniéncia de varios estabelecimentos de venda ao publico a nivel nacional,

subdividindo-se em véarias espécies diferentes.
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Na Figura 3, estdo evidenciados o numero de amostras retiradas por
tipo, referentes a P1, amostras de pescado inteiro, nomeadamente, dourada,
robalo, truta, lulas (descongeladas), potas, pargo, fanecas, besugo e postas de
salméo, P2, amostras de pescado manipulado, nomeadamente, corvina, perca,
salmdo, e P3, amostras de escombroides, nomeadamente, atum, sarda,

cavala, sardinha, carapau e chicharro.

Amostras de peixes

50
45

35 +— —
30 +— —
25 +— —
20 +— ——  HFrequéncia

15 +— S (S L

Percentagem
10 +— — —

Numero de amostras

0 - T _ T _ 1
P1 P2 P3

Tipos de peixe

Figura 3: Quantidades de amostras por tipo.

Na figura 4, estdo evidenciadas as diversas espécies utilizadas e a
respectiva quantidade, catalogadas por letras, que correspondem a cada

espécie, legendadas no quadro 3.

Espécies de Peixes

20

15

10 —BF R
® Frequéncia

Percentagem

Numero de amostras

Espécies

Figura 4. Quantidades de amostras por espécie.
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Quadro 3: Espécies catalogadas por ordem alfabética.

Cadigo Amostra
A Dourada
Robalo
Salméo
Truta
Faneca
Pargo Mulato

Corvina

I O m m O O W

Perca

Atum
Carapau
Cavala
Sardinha

r X @

Na Figura 5, estdo evidenciadas o numero de amostras por €poca,
época 1, de Novembro de 2009 a Marcgo de 2010 e época 2, de Abril a Julho de
2010. Foi efectuada esta divisdo, uma vez que o Vibrio parahaemolyticus tem
maior prevaléncia nos meses de Verao, isolamos assim alguma tendéncia para

desvios, dividindo as amostras por épocas, época 1 Inverno e época 2 Verao.

Amostras por época

70

60
50

40

30 7 B Frequencia

20 7 Percentagem

Numero de amostras

10 ——

Epoca

Figura 5: N° de amostras por época (época 1 de Novembro de 2009 a
Marco de 2010, época 2 de Abril a Julho de 2010).
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As diversas amostras foram recolhidas de varias locais diferentes, na
figura seguinte (Figura 6), estdo dispostas por local de proveniéncia, que
corresponde a Oceano Atlantico Central (Atl C), ao Oceano Atlantico Nordeste
(Atl N), Aquacultura Espanha (Esp), Aquacultura Grécia (Gre), Aquacultura
Noruega (Nor) e Aquacultura Uganda (Uga).

Proveniénciado Pescado

50
vy
c
% 40
o
5
o 30
o
H]
T 20 B Frequencia
2
-
S 10 ] | - Percentagem
3
¢ [ [
0 1 T T T T T 1

AtlIC  AtIN Esp Gre Nor Uga

Local

Figura 6: N° de amostras recolhidas por locais de proveniéncia( Oceano
Atlantico Central (Atl C), ao Oceano Atlantico Nordeste (Atl N), Aquacultura Espanha

(Esp), Aguacultura Grécia (Gre), Aquacultura Noruega (Nor) e Aquacultura Uganda
(Uga)).

Quadro 4: Resultados da anélise de regressao logistica

_ Graus de Qui- Probabilidad
Efeito _
Liberdade Quadrado e
Epoca 1 9,0475 0,0026
Tempo
1 3,4354 0,0638

Enriqguecimento

Estimaram-se 0s seguintes parametros a partir da analise de regressao

logistica da pesquisa de Vibrio parahaemolyticus.
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Quadro 5: Estimativas de Odds Ratio
Efeito Odds Ratio
Tempo de
) _ 0.881
enriguecimento

Epoca (1 vs 2) 2.725

Em termos de escala logit, pode-se dizer que, para cada unidade de
aumento do tempo o logit varia (diminui) -0,127. Também podemos dizer que
para um aumento de uma unidade no tempo de enriquecimento, o Odds ratio
da probabilidade da andlise ser negativa varia (0.881) * 100% =-88.1% (Figura
7).

100%
e Epoca 2

=== Fpocal
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E0%
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20%%

Probab.D Eesultado Negativo

I:'% 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

& g 10 12 14 18 18 20 22 24
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Figura 7: Probabilidade do Resultado ser negativo, relativamente ao

tempo de enriguecimento das amostras, por analise Odds Ratio.

Na analise dos parametros e dos resultados dados pelo PCR, das
amostras sujeitas a analise, os valores de EPC (controlo positivo externo) e NC

(Controlo negativo) validam a andlise.

32



Os resultados negativos apresentaram amplificacdo s6é do controlo
interno, ndo amplificando a amostra (Figura Al, Apéndice lll)(a amplificagdo do
controlo interno valida as analise) e os resultados positivos, para além da
amplificacdo do controlo interno, amplificou também a amostra, variando o ciclo
de amplificacéo (Figura A2, Apéndice III).

A amostra pura de Vibrio parahaemolyticus, mostrou a sua amplificacéo
logo aos 18 ciclos de corrida do programa(Figura A3, Apéndice Ill). Todos os
outros positivos variaram o seu ciclo de ampliacdo, possivelmente devido a
maior ou menor concentracdo do agente patogénico.

ApoOs a analise das varias variaveis independentes, pode-se dizer que o
tempo de enriquecimento e a época de recolha foram o0s que mais
influenciaram a variavel dependente, ou seja, o resultado negativo ou positivo
das analises.

Segundo os resultados, em relagéo ao tempo de enriquecimento, quanto
maior o tempo que as amostras estdo na cultura inicial de enriqguecimento,
mais de 6hzlh para produtos congelados e a 41,5°C durante 6hxlh para
produtos frescos, segundo a ISO/TS 21872-1, maior a probabilidade do
resultado ser positivo. Em relagéo a época de recolha/apanha do pescado, uma
vez que segundo KANEKO and COLWELL(1978); DOYLE et al (2007), o Vibrio
parahaemolyticus € amplamente desiminado no estuario e ambientes costeiros
de todo o mundo. A temperatura da agua, a salinidade, os zooplancton, as
mudancas das marés e o oxigénio dissolvido, desempenham um papel
importante no seu territorio de distribuicdo temporal. Este patogéneo
normalmente ndo € encontrado nas aguas durante os meses do Inverno, pois
a temperatura € demasiado baixa para a sua existéncia. A influéncia da
temperatura da agua tem-se demonstrado importante, pois a ocorréncia de
epidemiologias ocorrem durante os meses mais quente.

Recentemente, a técnica de PCR em tempo real tem se mostrado util na
deteccdo de microrganismos patogénicos em produtos alimenticios (KIMURA
et al., 2000; LYON, 2000; FORTIN et al., 2001). Este relatorio tem em vista a
deteccao de Vibrio parahaemolyticus em diversas espécies de pescado.

As amostras foram submetidas a véarias analises como referido no ponto
4.2. deste relatorio, tendo todas as amostras um resultado satisfatério do ponto

de vista de seguranca alimentar e cumprindo a legislacdo em vigor para os
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parametros analisados. Mais concretamente, as 99 amostras analisadas, todas
elas revelaram um resultado negativo, pelo método classico.

No PCR em tempo real, das 99 amostras analisadas, 21 amostras
revelaram-se positivas (Quadro Al, Figura 1). Com estes dados procedeu-se a
uma analise para ver a influencia dos diversos factores, como a época de
recolha, proveniéncia do pescado, temperatura de recolha, espécie e tempo de
enriquecimento.

Depois de uma analise de regressao logistica da pesquisa de Vibrio
parahaemolyticus, por Odds Ratio, pode-se dizer que por cada unidade de
tempo de enriquecimento, a probabilidade da amostra ser negativa é de 88,1%,
ou seja, uma probabilidade extremamente elevada, devendo os tempos de
enriquecimento sido cumpridos com exactidao, as 6hx1h.

A positividade encontrada por PCR em Tempo Real, segundo OTWEELL
(1997), podera ser um risco, especialmente para individuos portadores de
infeccbes cronicas ou degenerativas que consumam pescado com Vibrio
parahaemolyticus, representando um factor adicional a probabilidade de
ocorréncia de casos isolados, surtos de gastroenterite ou outras patologias
envolvendo o consumo do alimento contaminado.

Os falsos negativos, que poderdo surgir pelo método classico, sdo um
perigo para a seguranca alimentar quando 0s microrganismos patogénicos sao
classificados como ausentes na amostra, durante a determinacdo da
resisténcia térmica, ndo havendo deteccdo no momento de amostragem,
podendo estas estar viaveis no momento do consumo pelo hospedeiro,
causando problemas de seguranca e deterioracao dos alimentos.

Segundo OLIVER (2005), a viabilizacdo destas células é muito
importante, apesar de apenas ser possivel pelos métodos automatizados. As
células fragilizadas e as células viaveis nao cultivaveis (VNC) sédo possiveis de
detectar pelo método PCR, pois este sintetiza o DNA e as proteinas das
mesmas, permitindo uma extensdo e uma taxa de viabilizacdo que permite a
posterior deteccdo. A presenca de células VNC é um problema de saude
publica porque as células neste estado ndo sao detectadas pelas metodologias
cldssicas utilizadas na rotina em laboratorios, resultando numa avaliagdo

inadequada de alimentos contaminados com patogénicos. Estas células ao
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serem ingeridas, e ao entrarem em contacto com o hospedeiro, podem retomar
a capacidade de se multiplicar e causar doencas (DOYLE et al, 2001;2007).

A patogenicidade de Vibrio parahaemolyticus merece estudos adicionais
e novas técnicas. Outro aspecto relevante para promover o hdo aparecimento
de Vibrio parahaemolyticus, serd a manutencéo das temperaturas correctas de
refrigeracdo, desde a apanha até ao consumo, pois o Vibrio parahaemolyticus
possui um tempo de geracdo muito curto (DOYLE et al, 2007; MONTEVILLE et
al,2008). Salienta-se a importancia da manutencdo das regras basicas de
higiene que auxiliam o combate a contaminacgéo cruzada ou a re-contaminacao
de um alimentos pronto para consumo. Bem como a sua confecc¢ao insuficiente
deverd terminar, pois representa um risco para a populacdo consumidora, pois
a sua cozedura devera reduzir a ingestdo dos agentes patogénicos, nao so de
Vibrio parahaemolyticus bem como de todos o0s outros agentes que possam
representar algum risco para a saude do consumidor. A confecgdo reduz a
carga microbiana dos alimentos in natura (MUNTADA-GARRIGA et al, 1995).

A presenca de Vibrio parahaemolyticus em pescado deve-se ao
desequilibrio entre o organismo, o ambiente e 0 agente patogénico. Quando
ocorrem mudangas bruscas no meio ambiente, o sistema de defesa do
organismo fica debilitado, devido ao gasto energético extra empregado na sua
adaptacdo as novas condi¢cdes, tornando-se vulneravel ao ataque do
patogénico presente no meio (PEREIRA, 2004).

O pescado devido a sua natureza halofilica sdo uma forte potencial de
contaminacao por Vibrio parahaemolyticus (DESMARCHELIER,2003). Tantiilo
et al,2004, afirmam que na ultima década houve surtos de Vibrio
parahaemolyticus causadores de enfermidades que mereceram destaque, e
que apesar da menor severidade dos casos comparados a célera, que
produzem importantes surtos epidemiolégicos. Esta espécie, tem sido
reconhecida como importante causa de toxinfec¢do alimentar, particularmente
no Japdo, que comem imenso pescado in natura (TRABULSI e
ALTERTHUM,2004 e DESMARCHELIER, 2003).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

As primeiras provas de deteccdo de organismos patogénicos
alimentares foram feitas ha cerca de 20 anos havendo um risco cada vez maior
de disseminacao destes organismos. O controlo da qualidade microbiana € um
programa cada vez mais aplicado em toda a cadeia de produgéo alimentar, de
forma a minimizar o risco de infecgdo do consumidor (MALORNY,2003).

Os meétodos de deteccdo incluem crescimento de microrganismos em
meio especifico, designando-se este processo por enriguecimento. Segue-se 0
isolamento de estirpes e identificacdo destas, por métodos imunolégicos e
serologicos definidos pela organizacao 1SO.

Acontece que estes meétodos, supostamente fidveis e eficientes,
requerem um grande periodo de tempo até a obtencdo de resultados, variando
este periodo entre 6 dias a algumas semanas, pois dependem do
microrganismo em questdo. Para além deste aspecto as propriedades
fenotipicas de identificacdo de bactérias podem nem sempre ser expressas e,
mesmo quando o sdo, a sua classificacdo e interpretacdo podem ser
complicadas. A estas desvantagens junta-se a ndo deteccdo de células viaveis
nao cultivaveis.

Por sua vez, os ensaios de PCR, que s6 comecaram a ser realizados ha
10 anos, deram sinais positivos nos resultados obtidos.

E uma técnica que possui velocidade, bom limite de deteccéo,
selectividade, especificidade, sensibilidade e potencial de automatizagédo. No
entanto, e apesar desta panodplia de qualidades, este novo método a nivel
tecnoldgico, tem um alto custo de investimento na sua implementacéo e a falta
de instrucdes e regulamentacOes standards aprovadas, leva a que os
laboratérios figuem hesitantes quanto a sua utilizacdo. Este estudo pretende
mostrar a técnica de PCR em tempo real, podera substituir o método classico
de analise.

Na sequencia das andlises efectuadas, das 99 amostras analisadas,
obteve-se um resultado positivo para o Vibrio parahaemolyticus em 21% das
amostras, no método de PCR em tempo real, contrastando com o resultado
100% negativo pelo método classico. Assim, dos dois métodos em estudo, o

método PCR em tempo real, demonstrou ser o mais adequado para detectar a
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presenca de V. parahaemolyticus em pescado, uma vez que gerou maior
namero de amostras positivas.

Este método é especialmente interessante pois reduz bastante o tempo
de analise das amostras contribuindo assim para um aumento da seguranca
alimentar dos consumidores deste tipo de produtos.

Com este trabalho tornou-se evidente as caracteristicas e capacidades
da técnica de PCR em tempo real.

Além destas caracteristicas de teor técnico ndo nos podemos esquecer
de que, apesar do investimento inicial de implementacdo da tecnologia de
PCR, o tempo dutil para o conhecimento dos resultados € reduzido
enormemente em relagdo aos testes e exames realizados por métodos
classicos, sendo que todo este tempo ganho se vira a traduzir numa mais-valia
a medio prazo.

Deve ter-se ainda em conta que 0s custos nas analises alimentares
regulares realizadas por tecnologia de PCR, em comparacdo com métodos de
diagnostico classico definidos pelas normas de standardizacdo da 1SO, né&o
diferem em muito e que pela rapidez do alcance destes mesmos resultados,
podem deste modo realizar-se um volume de analises muitissimo maior.

Este trabalho pretende encorajar a implementacdo de um método
sensivel e economicamente efectivo de deteccdo de microrganismos
patogénicos alimentares, tornando-o numa ferramenta de diagnoéstico facil e
rotineiro. Uma potencial pratica diaria em microbiologia alimentar.

Com este trabalho o Laboratério de Medicina Veterinaria podera utilizar
a técnica de PCR em Tempo Real, com reprodutibilidade e fiabilidade que esta

tem, em substituicdo ou alternativa ao Método Classico.
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APENDICE I: AMOSTRAS DE PESCADO DO TIPO P1, P2 e P3
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Quadro Al: Amostras do tipo P1, amostras de pescado inteiro.

_ Identifi caca o i Temperatur Orige Local de I-'|oras.de
Tipo o da Espécie Més Data ade Fornecedor enriquecimen
amostra recolha () m Recolha to
P1 1 A Dourada 2 02-02-10 1.4 420 Ag. Espanha Maremar 6
P1 2 B Robalo 2 02-02-10 2,8 810 Ag. Grécia Nireus 6
P1 3 C| Salméo posta 2 02-02-10 8,6 446 Ag. Noruega Seafood 6
P1 4 B Robalo 2 02-02-10 1,7 691 Ag. Grécia Nireus 6
P1 5 A Dourada 2 02-02-10 6,2 468 Ag. Portugal llha peixe 6
P1 6 B Robalo 2 02-02-10 34 817 Ag. Espanha Maremar 6
P1 7 B Robalo 2 04-02-10 3,7 408 Aqg. Grécia Nireus 18
P1 8 D Truta 2 | 04-02-10 0.7 812 Aq. Portugal Castro e 18
Cabero
P1 9 A Dourada 2 04-02-10 3,5 476 Aqg. Grécia Nireus 18
P1 10 A Dourada 2 04-02-10 3,2 373 Ag. Espanha Maremar 18
P1 11 B Robalo 2 04-02-10 14 336 Ag. Grécia Nireus 18
P1 12 E Faneca 2 04-02-10 3,7 621 Atlantico nordeste Docapesca 18
P1 13 E Faneca 2 04-02-10 4,3 313 | Atlantico nordeste | Docapesca 18
P1 14 F| Pargo Mulato 2 | 04-02-10 0.4 342 At'é‘”“EC‘s)tge””O PD Aza 18
P1 15 D Truta 4 07-04-10 3,3 843 Ag. Portugal CESIDE 24
Cabero
P1 16 D Truta 4 | 07-04-10 05 836 Aq. Portugal Castro e 24
Cabero
P1 17 A Dourada 4 07-04-10 2,7 319 Ag. Espanha Maremar 24
P1 18 C| Salméo posta 4 07-04-10 34 415 Aqg. Noruega Seaborn 24
P1 19 D Truta 4 07-04-10 3,2 863 Ag. Portugal Castro e 24
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Cabero

P1 20 B Robalo 4 07-04-10 1,6 350 Ag. Grécia Nireus 18
P1 21 B Robalo 4 07-04-10 - 367 Ag. Grécia Nireus 18
P1 22 C| Salméo posta 4 07-04-10 4,4 857 Ag. Noruega Coast 18
Seafood
P1 23 B Robalo 4 28-04-10 1,2 705 Aqg. Grécia Nireus 18
P1 24 D Truta 4 | 28-04-10 5 708 Aq. Portugal Castro e 18
Cabero
P1 25 B Robalo 4 28-04-10 1,9 329 Ag. Grécia Nireus 18
P1 26 B Robalo 4 28-04-10 2,7 747 Ag. Grécia Nireus 18
P1 27 B Robalo 4 28-04-10 2,7 364 Ag. Grécia Nireus 18
P1 28 B Robalo 4 28-04-10 1,7 663 Ag. Grécia Nireus 18
P1 29 B Robalo 4 28-04-10 1,6 660 Aqg. Grécia Nireus 18
P1 30 B Robalo 4 28-04-10 0,9 332 Ag. Grécia Nireus 18
P1 31 A Dourada 4 28-04-10 1.4 801 Ag. Portugal llha peixe 18
P1 32 B Robalo 4 28-04-10 1.4 803 Ag. Grécia Nireus 18
P1 33 B Robalo 4 28-04-10 2,1 437 Ag. Grécia Nireus 18
P1 34 A Dourada 4 28-04-10 1,3 658 Ag. Portugal Ilha peixe 18
P1 35 D Truta 4 28-04-10 8,4 478 Ag. Portugal Qta salméo 18
P1 36 F| Pargo Mulato 6 | 21-06-10 3.8 855 A“a”“ECgtge””O Delphinus 24
P1 37 F| Pargo Mulato 6 |21-06-10 6.5 815 A“a”t'l‘;gtece”tro Delphinus 24
P1 38 F| Pargo Mulato 6 | 21-06-10 22 gie | Atlantico Centro | hophinus 24

Este
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Quadro A2: Amostras P2, amostras de pescado manipulado.

: Identificacd L . Temperatur Orige Local de I-'|oras.de
Tipo o Espécie Més Data ade m Recolha Fornecedor enriquecimen
recolha () to
P2 39 G Corvina 5 10-05-10 4,3 465 Ag. Espanha Doramenor 6
P2 40 H Perca 5 10-05-10 53 699 Uganda Anova food 6
P2 41 H Perca 5 10-05-10 1,2 842 Uganda Anova food 6
P2 42 H Perca 5 10-05-10 3,7 464 Uganda Anova food 6
P2 43 C| Filete Salméo 5 10-05-10 6,1 409 Ag. Noruega P[é(\)/rlllgedo 6
P2 44 c| FEspetada 5 10-05-10 6,8 685 Aq. Noruega PD Vila do 6
salméao Conde
P2 45 H Perca 5 | 10-05-10 3,2 463 Uganda FID VIR EIE 6
Conde
P2 46 C| Salméo posta 5 11-05-10 6,4 825 Ag. Noruega Seaborn 6
P2 47 H Perca 5 12-05-10 3 306 Uganda Anova food 24
P2 48 G Corvina 5 12-05-10 6,5 686 - - 24
P2 49 G Corvina 5 12-05-10 4 674 Ag. Espanha Doramenor 24
P2 50 H Perca 5 12-05-10 2,7 673 Uganda Anova food 24
P2 51 H Perca 5 12-05-10 3,4 328 Uganda Anova food 24
P2 52 H Perca 5 12-05-10 3,8 678 Uganda Anova food 24
P2 53 G &OJ;’::”U"’I‘tSfa 5 | 12-05-10 2,8 345 Aqg. Espanha | PD Azambuja 24
P2 54 G Corvina 5 12-05-10 4,2 380 Ag. Espanha Doramenor 24
P2 55 H Perca 5 12-05-10 2,1 311 Uganda Agua Nova F 24
P2 56 H Perca 5 12-05-10 2,8 325 Uganda Agua Nova F 24
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Quadro A3: Amostras P3, amostras de escombroides.

. Identificacd -~ A Temperatur Orige Local de I—_|oras_de
Tipo Espécie Més Data ade Fornecedor enriguecimen
0 recolha (C) m Recolha to
P3 57 K Sarda 11 27-11-09 5,5 609 Atlantico nordeste Isidro 6
P3 58 J | Carapau médio 11 27-11-09 0,3 612 Atlantico nordeste Socied 6
P3 59 L Sardinha 12 08-12-09 1,1 680 Atlantico nordeste Docapesca 6
P3 60 K Cavala 11 27-11-09 0,9 743 Atlantico nordeste Isidro 6
P3 61 K Sarda 3 03-03-10 1,8 336 | Atlantico nordeste Oceanus 18
P3 62 K Cavala 3 03-03-10 1 621 Atlantico nordeste Oceanus 18
P3 63 J | Carapau médio 3 03-03-10 3,6 313 Atlantico nordeste Caluze 18
P3 64 K Sarda 3 03-03-10 1,1 669 Atlantico nordeste Oceanus 18
P3 65 J | Carapau médio 3 03-03-10 0,6 603 Atlantico nordeste Oceanus 18
P3 66 J | Carapau médio 3 03-03-10 1 652 Atlantico nordeste Oceanus 18
P3 67 J | Carapau médio 3 10-03-10 1,8 444 | Atlantico nordeste Frigorifi 18
P3 68 I Atum 3 10-03-10 6,4 813 Atlantico nordeste Friatum 18
P3 69 | Atum 3 10-03-10 4.7 708 Atlantico nordeste Friatum 18
P3 70 J | Carapau médio 3 10-03-10 5 820 Atlantico nordeste Frigorifi 18
P3 71 J | Carapau médio 3 10-03-10 5 826 Atlantico nordeste Frigorifi 18
P3 72 J | Carapau médio 3 10-03-10 1,8 447 Atlantico nordeste Frigorifi 18
P3 73 J | Carapau médio 3 10-03-10 4,5 422 | Atlantico nordeste Frigorifi 18
P3 74 J | Carapau médio 3 24-03-10 2,3 303 | Atlantico nordeste Caluze 18
P3 75 L Sardinha 3 24-03-10 3,7 383 Atlantico nordeste Caluze 18
P3 76 L Sardinha 3 24-03-10 3,4 311 Atlantico nordeste Caluze 18
P3 77 L Sardinha 3 24-03-10 5,8 632 Atlantico nordeste Caluze 18
P3 78 J | Carapau médio 3 24-03-10 3,1 634 | Atlantico nordeste Caluze 18
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P3 79 L Sardinha 3 25-03-10 3,5 802 Atlantico nordeste Oceanus 6
P3 80 J Chicharro 3 25-03-10 0,7 441 Atlantico nordeste Antonio M 18
P3 81 | Atum 3 25-03-10 7,2 477 Atlantico nordeste Friatum 18
P3 82 | Atum 3 25-03-10 7,3 841 Atlantico nordeste Friatum 18
P3 83 L Sardinha 3 25-03-10 2,7 316 Atlantico nordeste Caluze 18
P3 84 L Sardinha 3 25-03-10 2 348 - - 12
P3 85 L Sardinha 7 26-07-10 3,4 677 Atlantico nordeste | Docapesca 6
P3 86 L Sardinha 7 12-07-10 2,5 378 Atlantico nordeste Soc. Pesca 6
P3 87 K Cavala 7 12-07-10 7 379 Atlantico nordeste Pe;gzgos 6
P3 88 K Cavala 7 | 12-07-10 1,3 672 | Atlantico nordeste Pe;g";‘gos 6
P3 89 L Sardinha 7 13-07-10 3,6 330 Atlantico nordeste Soc. Pesca 18
P3 90 L Sardinha 7 13-07-10 0,8 395 Atlantico nordeste Soc. Pesca 18
P3 91 L Sardinha 7 13-07-10 2,5 678 Atlantico nordeste Soc. Pesca 18
P3 92 | Atum 7 | 19-07-10 6.4 460 At'a”t'Ecgtge”tro Friatum 6
P3 93 | Atum 7 20-07-10 2,7 775 Atlantico nordeste Friatum 18
P3 94 K Sarda 7 20-07-10 34 658 Atlantico nordeste Docapesca 18
P3 95 K Sarda 7 20-07-10 1,6 843 Atlantico nordeste Docapesca 18
P3 96 K| cavala 7 | 21-07-10 2.7 688 | Atlantico nordeste P%gr']'gedo 6
P3 97 K Cavala 7 | 21-07-10 5 473 | Atlantico nordeste PDC(\)’r']'gedo 6
P3 98 K Cavala 7 | 21-07-10 31 690 | Atlantico nordeste Pe;gzgos 6
P3 99 | Atum 7 21-07-10 7,7 839 Atlantico nordeste Friatum 18
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APENDICE Il: RESULTADOS DAS AMOSTRAS DE PESCADO DO TIPO P1,
P2 e P3
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Quadro A4: Resultados das amostras P1, P2 e P3, do Departamento de
Microbiologia Alimentar(ISO 21872-1-07) e do Vibrio Real Time.

Ti | N0om | Espé | Resultado do Departamento Resultado do Vibrio Result
po | ero cie de Microbiologia Real Time ados
P1 1 A Negativo 2
P1 2 B Negativo 2
P1 3 C Negativo 2
P1 4 B Negativo 2
P1 5 A Negativo Negativo 1
P1 6 B Negativo 2
P1 7 B Negativo Negativo 1
P1 8 D Negativo Negativo 1
P1 9 A Negativo Negativo 1
P1| 10 A Negativo Negativo 1
P1| 11 B Negativo Negativo 1
PL| 12 E Negativo Negativo 1
P1| 13 E Negativo Negativo 1
P1 14 F Negativo 2
P1| 15 D Negativo Negativo 1
P1| 16 D Negativo Negativo 1
P1| 17 A Negativo Negativo 1
P1| 18 C Negativo Negativo 1
P1| 19 D Negativo Negativo 1
P1 20 B Negativo Negativo 1
P1L| 21 B Negativo 2
PL| 22 C Negativo Negativo 1
P1L| 23 B Negativo Negativo 1
P1L| 24 D Negativo Negativo 1
P1| 25 B Negativo Negativo 1
P1 26 B Negativo Negativo 1
P1| 27 B Negativo Negativo 1
P1L| 28 B Negativo Negativo 1
P1L| 29 B Negativo Negativo 1
P1| 30 B Negativo Negativo 1
P1| 31 A Negativo Negativo 1
P1| 32 B Negativo 2
P1| 33 B Negativo Negativo 1
P1L| 34 A Negativo Negativo 1
P1| 35 D Negativo Negativo 1
P1L| 36 F Negativo Negativo 1
P1| 37 F Negativo Negativo 1
P1| 38 F Negativo Negativo 1
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P2 [ 39 G Negativo Negativo 1
P2 | 40 H Negativo Negativo 1
P2 | 41 H Negativo 2
P2 | 42 H Negativo Negativo 1
P2 | 43 C Negativo Negativo 1
P2 | 44 C Negativo Negativo 1
P2 | 45 H Negativo Negativo 1
P2 | 46 C Negativo Negativo 1
P2 | 47 H Negativo Negativo 1
P2 | 48 G Negativo Negativo 1
P2 | 49 G Negativo Negativo 1
P2 | 50 H Negativo Negativo 1
P2 | 51 H Negativo Negativo 1
P2 52 H Negativo Negativo 1
P2 | 53 G Negativo Negativo 1
P2 | 54 G Negativo Negativo 1
P2 | 55 H Negativo Negativo 1
P2 | 56 H Negativo Negativo 1
P3| 57 K Negativo Negativo 1
P3| 58 J Negativo 2
P3| 59 L Negativo Negativo 1
P3| 60 K Negativo Negativo 1
P3| 61 K Negativo 2
P3| 62 K Negativo Negativo 1
P3| 63 J Negativo Negativo 1
P3| 64 K Negativo Negativo 1
P3| 65 J Negativo Negativo 1
P3| 66 J Negativo 2
P3| 67 J Negativo Negativo 1
P3| 68 I Negativo Negativo 1
P3| 69 I Negativo Negativo 1
P3| 70 J Negativo Negativo 1
P3| 71 J Negativo Negativo 1
P3| 72 J Negativo Negativo 1
P3| 73 J Negativo Negativo 1
P3| 74 J Negativo 2
P3| 75 L Negativo Negativo 1
P3| 76 L Negativo Negativo 1
P3| 77 L Negativo 2
P3| 78 J Negativo Negativo 1
P3| 79 L Negativo Negativo 1
P3| 80 J Negativo 2
P3| 81 I Negativo Negativo 1

52




P3| 82 I Negativo Negativo 1
P3| 83 L Negativo 2
P3| 84 L Negativo Negativo 1
P3| 85 L Negativo 2
P3| 86 L Negativo Negativo 1
P3| 87 K Negativo Negativo 1
P3| 88 K Negativo Negativo 1
P3| 89 L Negativo 2
P3| 90 L Negativo Negativo 1
P3| 91 L Negativo Negativo 1
P3| 92 I Negativo 2
P3| 93 I Negativo Negativo 1
P3| 94 K Negativo Negativo 1
P3| 95 K Negativo Negativo 1
P3| 96 K Negativo Negativo 1
P3| 97 K Negativo 2
P3| 98 K Negativo 2
P3| 99 I Negativo Negativo 1
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APENDICE lll: GRAFICOS DOS RESULTADOS POSITIVO, NEG ATIVO E
CULTURA DE Vibrio parahaemolyticus
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Vibrio Parahaemolyticus
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Figura Al: Grafico de um resultado negativo para Vibrio parahaemolyticus no

PCR em Tempo Real

55



Vibrio Parahaemolyticus
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Figura A2: Grafico de um resultado positivo para Vibrio parahaemolyticus no

PCR em Tempo Real
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Wibrio Parahaemolyticus
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Figura A3: Grafico da cultura pura de Vibrio parahaemolyticus no PCR em

Tempo Real
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