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RESUMO

As bactérias do género Vibrio spp. sdo causas comuns de gastroenterites associadas ao
consumo de frutos do mar. Estes microrganismos possuem veiculagdo hidrica e podem ser
transmitidos por alimentos, porém, poucas sdo as estimativas dos mesmos e os casos de
infecdo sdo subdiagnosticados. Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus sdo as
principais espécies associadas a infecgdes em humanos. Estudos recentes centraram-se em
potenciais fatores ambientais e reservatorios, contudo, por constituirem importantes fatores de
risco para os seres humanos, como agentes de transmissao de doengas, especialmente através
dos alimentos, ¢ fundamental monitorar sua presenca em alimentos. Objetivou-se neste
trabalho verificar a especificidade de ensaio biomolecular para espécies de Vibrio cholerae,
V. parahaemolyticus e V. vulnificus; isolar bactérias sugestivas e confirmar a identificagdo
morfologica sugestiva das espécies; verificar a especificidade de ensaio biomolecular PCR e
determinar se o ensaio ¢ suficiente para a detec¢do de espécies patogénicas de Vibrio spp. em
de produtos de origem animal clandestinos e amostras de efluentes hidricos do rio Lontra em
Araguaina, Tocantins. Foram avaliados 565 isolados sugestivos de Vibrio spp., entre os quais,
103 isolados foram confirmados utilizando metodologia PCR-Uniplex para espécies de Vibrio
spp. e, entre estes, selecionados 10 isolados para sequenciamento genético do gene 16S
rRNA. O resultado do sequenciamento confirmou as espécies Aeromonas spp., Escherichia
coli e Morganella spp. como espécies para os isolados utilizados. Nas condi¢des realizadas,
ndo foi possivel estabelecer a especificidade das técnicas PCR-Uniplex e PCR-Multiplex que
fossem capazes de determinar as espécies de Vibrio spp. estudadas. Portanto, outras
abordagens metodologicas ou alteragdes nos protocolos descritos na literatura devem ser
validados para a pesquisa dos microrganismos patogénicos desse género.

Palavras-chave: Satde publica; PCR; Doengas Transmitidas por Alimentos; Seguranca de
Alimentos.



ABSTRACT
Bacteria of the genus Vibrio spp. are common causes of gastroenteritis associated with the
consumption of seafood. These pathogens are waterborne and can be transmitted by food, but
there are few estimates of them and cases of infection are underdiagnosed. Vibrio cholerae, V.
parahaemolyticus and V. vulnificus are the main species associated with infections in humans.
Recent studies have focused on potential environmental factors and reservoirs, however, as
they are important risk factors for humans, as agents of disease transmission, especially
through food, it is essential to monitor their presence in food. The aim of this study was to
verify the specificity of a biomolecular assay for species of Vibrio cholerae, V.
parahaemolyticus and V. vulnificus; isolate suggestive bacteria and confirm the
morphological identification suggestive of the species; verify the specificity of a biomolecular
PCR assay and determine whether the assay is sufficient for the detection of pathogenic
species of Vibrio spp. in clandestine animal products and water effluent samples from the
Lontra River in Araguaina, Tocantins. 565 isolates suggestive of Vibrio spp. were evaluated,
of which 103 isolates were confirmed using PCR-Uniplex methodology for Vibrio spp.
species and, among these, 10 isolates were selected for genetic sequencing of the 16S rRNA
gene. The sequencing results confirmed Aeromonas spp., Escherichia coli and Morganella
spp. as species for the isolates used. Under the conditions performed, it was not possible to
establish the specificity of the PCR-Uniplex and PCR-Multiplex techniques that were capable
of determining the species of Vibrio spp. studied. Therefore, other methodological approaches
or changes to the protocols described in the literature should be validated for research into

pathogenic microorganisms of this genus.

Keywords: Public health; PCR; Foodborne diseases; Food safety.
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1 CAPITULOI-INTRODUCAO

Alimentos produzidos de maneira clandestina podem configurar um risco a saude
do consumidor, pois ndo possuem garantia da qualidade higiénico sanitdria (GRACA et al.,
2023). Na fabricacdo de alimentos a dgua ¢ um importante ponto a ser considerado ja que
pode ser um veiculo de agentes patogénicos caso sua potabilidade ndo seja observada
(NASCIMENTO, 2000).

Entre os patdgenos que podem ser disseminados pela dgua de ma qualidade
microbiologica estdo as bactérias do género Vibrio spp. (FORSYTHE, 2000). A maioria das
bactérias deste género ndo sdo patogénicas, contudo, algumas espécies como Vibrio cholerae,
V. parahaemolyticus ¢ V. vulnificus sao causadoras de doencas em humanos (CANELLAS e
LAPORT., 2021).

As bactérias deste género causam as doengas chamadas de vibrioses e a colera,
sendo esta uma grave doenca diarreica, com altas taxas de morbidade e mortalidade em paises
em desenvolvimento, onde estima-se que ocorram 4 milhdes de casos por ano, resultando
numa média de 21.000 a 143.000 mortes (WHO, 2020). A doenca ainda ¢ uma das principais
causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, especialmente em paises onde o agente
etiologico V. cholerae ¢ endémico, a densidade populacional ¢ alta, o saneamento ¢ precario e
0 acesso a agua potavel € escasso (BAKER-AUSTIN et al., 2018).

H4 um aumento global na frequéncia de vibrioses associada ao consumo de
alimentos, embora héa estimativas de que as doengas causadas pelas bactérias deste grupo
sejam subnotificadas (BAKER-AUSTIN et al., 2018). Enquanto no Brasil, a monitorizagao da
frequéncia de Vibrio spp. estd centrada na identificagdo e notificagdo de infec¢des por V.
cholerae, o que torna mais dificil investigar a ocorréncia de infecgdes por outras espécies
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Em territério brasileiro nao existem muitos registros de surtos por contaminagao de
alimentos e adgua causados por bactérias deste género. Contudo, em Sao Luis, no estado do
Maranhdo, Rodrigues et al. (2001) isolaram, em 18% dos pescadores, o agente V.
parahaemolyticus a partir de amostras de lesdes cutaneas existentes nos seus membros
inferiores, demonstrando a ocorréncia de vibrioses no pais.

Quanto a epidemiologia, ¢ possivel que os isolados presentes em agua fresca sejam
fonte de contaminagcdo de produtos clandestinos, possivelmente durante o transporte ou

armazenagem, uma vez que tais alimentos ndo sdo submetidos a fiscalizagdo ¢ nem possuem a
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garantia de boas praticas de fabricacio (BPF) (ALMEIDA et al., 2010). Explorar os
reservatorios naturais destes patogenos pode fornecer informagdes importantes acerca da
patogénese deles, uma vez que existe o risco de os isolados presentes em alimentos
adentrarem o trato intestinal humano causando doengas (STOCCO et al., 2016).

Estudos sobre gastos e impactos econdomicos causados por doengas transmitidas por
alimentos e agua ainda sao escassos, mas ja demonstraram os danos acarretados como grandes
perdas para as industrias, o turismo e a sociedade (NASCIMENTO, 2000). Quanto ao impacto
no ambito da satide publica, os nimeros demonstram dados preocupantes, onde o numero de
surtos causados pelas DTAs e agua, entre o periodo de 2012 a 2022, foram de 6.523 surtos,
12.722 internagdes hospitalares e 112 obitos (BRASIL, 2023).

Embora escassas pesquisas indicando a presenca de espécies de Vibrio spp.
potencialmente patogénicos em alimentos e 4gua, casos de doencas causadas por estes
microrganismos tém sido amplamente relatados em outras nagcdes (MARTINS et al., 2022).

Contudo, em vista dos dados apresentados, novos estudos realizados com alimentos
preparados de maneira clandestina e dgua podem aprofundar o conhecimento sobre os
mesmos como veiculos de contaminagdo de espécies de Vibrio spp. e sua distribuigdo, além
de contribuir com informagdes importantes para o progresso na compreensio da

patogenicidade das bactérias do género.
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2 OBIJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Verificar a especificidade de ensaio biomolecular para a identificacdo de espécies de
Vibrio spp. em produtos de origem animal clandestinos e em efluentes hidricos do rio Lontra,

norte do Tocantins.

2.2 Objetivos Especificos

= Isolar bactérias sugestivas de Vibrio spp. em amostras de alimentos de origem animal
clandestinos ¢ em amostras de 4gua coletada em diferentes pontos do rio Lontra;

* Confirmar a identificacdo morfologica sugestiva em ensaio de PCR espécie especifica
para Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus ¢ V. vulnificus, principais relacionadas com
doencas de veiculagdo hidrica e alimentar;

» Verificar a especificidade de ensaio biomolecular para a identificacdo de espécies de
Vibrio spp.; e,

=  Determinar se o ensaio biomolecular de PCR qualitativa ¢ suficiente para a detec¢ao de

espécies patogénicas de Vibrio spp.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Vibrio patogénicos

Os constituintes do género Vibrio, familia Vibrionaceae, sdo bactérias Gram-
negativas, anaerobicas facultativas e em formato de bastonetes curvos ou retos
(ENCICLOPEDIA BRITANNICA, 2023). Sio microrganismos que habitam ambiente
tipicamente marinho e estuarino, necessitando de cloreto de sddio para o seu crescimento
(SILVEIRA et al., 2016).

O género ¢ o mais diverso e abundante de bactérias marinhas com mais de 150
espécies descritas, e sua taxonomia estd em constante revisdo devido & incorporagdo de
analises genotipicas e moleculares, as quais demonstram que o género ¢ altamente
heterogéneo (FARMER E HICKMAN-BRENNER, 2006).

As espécies de Vibrio podem trocar elementos genéticos entre si devido a sua
diversidade inerente nos seus ambientes naturais. Este fato ajuda as bactérias a adquirir genes
relacionados com a viruléncia e a resisténcia aos antibidticos, o que melhora a capacidade de
adaptagdo da bactéria ao seu novo ambiente (BAKER-AUSTIN et al., 2018; CARVALHO,
2021).

Dentre as 20 espécies patogénicas Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio
cholerae e Vibrio alginolyticus sdo as principais causadoras de enfermidades em humanos
(CENTRO DE PREVENCAO E CONTROLE DE DOENCAS, 2023). Segundo Silveira
(2016) as espécies patogé€nicas mais comuns sao V. cholerae, V. parahaemolyticus e V.
vulnificus e, portanto, sdo as espécies de maior importancia médica a partir de uma
perspectiva de seguranca alimentar e satide publica, ao possuirem potencial epidémico maior
do que os outros membros do género Vibrio spp. (BREHM et al., 2020).

Sao microrganismos responsaveis pela maioria das doengas humanas atribuidas a
microbiota natural dos ambientes aquaticos e frutos do mar (BOAS, 2018). As infec¢des
causadas por estes patdogenos tém distribui¢do sazonal marcante, com a maioria dos casos
ocorrendo durante os meses mais quentes e, de um modo geral, a partir da exposi¢cdo a dgua
contaminada, bem como o consumo de frutos do mar contaminados crus ou malcozidos

(BAKER-AUSTIN et al., 2018).
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A sintomatologia das infec¢des pode progredir de uma simples gastroenterite para um
quadro de septicemia, principalmente associadas ao consumo de matérias primas
contaminadas ou através da exposi¢do de feridas cutineas abertas expostas a 4gua ou animais
aquaticos contaminados por vibrides (MARKMAN, 2009; ALI et al., 2020).

Embora agéncias nacionais e internacionais, como o Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) e a Organizacao Mundial da Saude (OMS) retnam dados epidemioldgicos
globais sobre esses patdogenos, nenhuma estrutura de vigilancia sistematica global existe e
poucos paises individuais dedicaram sistemas de vigilancia para Vibrio spp. (CENTRO DE
PREVENCAO E CONTROLE DE DOENCAS, 2023; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020).

Uma exce¢do ¢ os Estados Unidos, onde os dados epidemiologicos sdo coletados
sistematicamente desde 1988, através do Servico de Informagdes sobre Colera e outros
Vibrios (COVIS) (BAKER-AUSTIN et al., 2018). Este servico coleta informagdes como
descri¢des das doencas das pessoas e das condi¢des de satde subjacentes, consumo recente de
frutos do mar, exposicao recente a massas de dgua, entre outras que podem ser utilizadas para
o estabelecimento de medidas de monitoramento e controle, a fim de garantir a seguranga dos
alimentos ao consumidor (CENTRO DE PREVENCAO E CONTROLE DE DOENCAS,
2023).

Até 2020, a RDC 12/2001, a lei brasileira que estabeleceu padrdes microbiologicos
para alimentos, era a Unica legislagdo em que determinava a deteccdo de Vibrio. Nesta
legislacdo era sugerido que refei¢cdes prontas para consumo, que contivessem peixe cru ou
algo semelhante, deveriam ser verificadas quanto a presen¢a de V. parahaemolyticus
(BRASIL, 2001).

Ao mesmo tempo, muitas infec¢cdes de etiologia idiopatica e que sdo semelhantes as
causadas por espécies de Vibrio spp. ndo sdo reportadas ou investigadas no Brasil, resultando
em um cenario carente de informagdes epidemioldgicas mais completas (CANELLAS e

LAPORT, 2021).

3.1.1 Vibrio cholerae

Desde a antiguidade ha relatos de infecgdes semelhantes a colera, uma infec¢do

gastrointestinal, e o vibrido colérico foi e tem sido associado a multiplos surtos epidémicos
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(MARTINS, 2022). Seu agente etioldgico, V. cholerae, presente tanto em aguas salobras
como em aguas doces, foi originalmente isolado das fezes de doentes pelo médico alemao
Robert Koch no final do século XIX (BAKER-AUSTIN et al., 2018).

A doenga que é endémica na Asia (delta do Ganges, Baia de Bengala), é causada
principalmente pela ingestdo de alimentos ou dgua contaminados, embora a transmissdo de
pessoa para pessoa também seja possivel apesar de incomum (CENTRO DE PREVENCAO E
CONTROLE DE DOENCAS, 2023). Os casos mais graves de colera podem fazer com que
uma pessoa elimine até um litro de fezes por hora, ao ponto de estas se assemelharem a dgua
de arroz e de a desidratarem gravemente (CENTRO DE PREVENCAO E CONTROLE DE
DOENCAS, 2023).

As principais medidas preventivas, além da educagdo sanitaria e do saneamento
basico, sdo a fervura ou cloracdo da 4gua nos locais sem agua potavel, e a coc¢do dos
alimentos como peixes e frutos do mar (SILVA, 2017).

Apos ser ingerido, V. cholerae possui mecanismos para perceber as mudancgas
ocorridas no ambiente, respondendo por meio da ativacdo de uma série de genes cujos
produtos sdo essenciais para a colonizacdo e o estabelecimento da doenga no hospedeiro,
incluindo os genes que codificam a toxina da célera e a toxina correguladora pili, entre outros
(SILVEIRA et al., 2016).

Existem cerca de 200 sorogrupos distintos de V. cholerae, que se distinguem pelo
antigeno lipopolissacarideo (LPS) na sua superficie e pela sua composicdo quimica. O
sorotipo O1, que tem duas variagdes biologicas significativas conhecidas como biotipos
classico e El Tor, ¢ responsavel pela grande maioria dos casos de colera (BAKER-AUSTIN et

al., 2018).

3.1.2  Vibrio parahaemolyticus

V. parahaemolyticus ¢ um habitante onipresente de é&reas costeiras tropicais e
temperadas em todo o mundo. Sua epidemiologia se caracteriza por casos esporadicos de
infeccdo ao longo dessas areas costeiras, maioritariamente associado ao consumo de matérias-
primas ou frutos do mar contaminados malcozidos (SILVEIRA et al., 2016).

Todavia, a exposi¢do de feridas a materiais contaminados também pode ocasionar

infeccdo e essa espécie ndo se espalha por transmissdo de pessoa para pessoa ou via fecal-oral
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(BAKER-AUSTIN et al., 2016). Refrigeragdo inadequada ou manutencdo dos alimentos
contaminados em temperatura favoravel a proliferacao sdo as principais causas da doenga. A
pratica de lavar os pescados e frutos do mar com a 4gua do mar sdo também uma causa de
contaminacdo (SILVA, 2017).

Embora a infeccdo causada por V. parahaemolyticus seja, geralmente, autolimitada, a
infec¢do pode causar septicemia que oferece risco de vida a pessoas com condigdes médicas
especificas, como doenga hepatica ou distiirbios imunes (SILVA, 2016).

E importante salientar que nem todas as estirpes de V. parahaemolyticus sdo
patogénicas e que a diversidade genética ¢ elevada entre elas, tal como acontece com outras
espécies do género. O gene da hemolisina relacionada com a TDH (#rh) e o gene da
hemolisina direta termoestavel (zdh), ou uma combinacdo de ambos, sdo os marcadores
moleculares normalmente utilizados para indicar a patogenicidade e utilizados para
identificacdo da espécie (WANG et al., 2015)

Estudos observaram que estes marcadores estdo presentes em 90% dos isolados
clinicos, enquanto os isolados ambientais ou alimentares t€ém uma baixa probabilidade de
possuir estes genes, com apenas 1-10% dos isolados a possuindo os marcadores
(RAGHUNATH, 2015).

Até o final da década de 1960, os casos das infecgoes por V. parahaemolyticus foram
geograficamente restritos ao Japao, mas a partir de 1969, as infecgdes foram relatadas em
regides de diversas localidades geograficas, incluindo o Atlantico, Pacifico e Estados do
Golfo e Havai, nos Estados Unidos, onde, de acordo com estimativas, existem cerca de 30.000
infecg¢des por ano (BAKER-AUSTIN et al., 2016).

Durante evento cientifico na cidade de Fortaleza/Ceard, realizado no periodo de 17 a
20 de setembro de 2002, ocorreu um surto de gastroenterite aguda entre os participantes. A
Secretaria Estadual de Saude verificou a ocorréncia de seis casos com queixa de colicas
abdominais e diarreia aquosa, das quais foram coletadas amostras de fezes e andlises
laboratoriais demonstraram a presenca de V. parahaemolyticus em 45% dos casos
(OLIVEIRA et al., 2002).

Ja um estudo realizado no estado de Sdo Paulo indicou que o registro da densidade
média de V. parahaemolyticus, nos meses de inverno ¢ mais baixo do que nos meses de verao,
quando a temperatura da dgua apresenta temperaturas em torno de 24°C (SILVA, 2016).

A preferéncia dos vibrides por aguas quentes ¢ o que tem suscitado preocupagdes
relativamente as alteracdes climaticas e a subida do nivel do mar. Numerosos estudos

relacionaram positivamente grandes surtos com eventos de clima quente, e também
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mostraram uma tendéncia ascendente no nimero de casos em populagdes que ja foram

afetadas (FROELICH e OLIVER, 2013; BAKER-AUSTIN et al., 2016).

3.1.3  Vibrio vulnificus

Este patogeno ¢ comum em aguas estuarinas e foi isolado de uma variedade de
diferentes fontes ambientais, incluindo agua do mar, sedimentos e frutos do mar (BAKER-
AUSTIN et al., 2018). Ao contrario de V. cholerae e V. parahaemolyticus, V. vulnificus ¢ um
patogeno oportunista, com praticamente todos os casos ocorrendo naqueles com uma doenca
subjacente (BAKER-AUSTIN et al., 2018).

A bactéria pode ser encontrada em ambientes marinhos onde a temperatura varia entre
9 a 31°C, sendo que a temperatura 6tima de crescimento de 18°C, e salinidade entre 15 a 25
ppm (SILVA, 2016), a salinidade acima de 30 ppm reduz a incidéncia de V. vulnificus
independentemente da temperatura da agua (RASZL, 2016).

Devido a sua elevada taxa de mortalidade, V. vulnificus pode causar vibriose grave, o
que exige um diagndstico rapido e uma terapia antibiotica adequada (SAMPAIO et al., 2022).
Os fatores de risco mais comuns sao doengas hepaticas, tais como cirrose ou hepatite, diabetes
mellitus e doencas malignas (BAKER-AUSTIN et al., 2018). Estudos anteriores apontaram
que individuos com doenca hepatica cronica, como cirrose, possuem oitenta vezes mais
chances de desenvolver septicemia primaria associada a V. vulnificus do que aqueles
saudaveis (BAKER-AUSTIN et al., 2016).

Os sintomas iniciais da infeccdo consistem em febre, mialgia, nauseas e dor
abdominal, onde a coagulagdo intravascular disseminada e as lesdes cutaneas bolhosas,
particularmente nas extremidades, sdo sintomas comuns que acompanham o desenvolvimento
da sepse (MANDEL et al., 2012).

Uma vez que pode ser dificil distinguir V. vulnificus de outros Vibrio spp. em meios de
cultura, os isolados s3o normalmente confirmados por reacdo em cadeia da polimerase.
Embora a presenca de V. vulnificus possa ser verificada utilizando o gene vwhA4, o0 mesmo nao
¢ capaz de distinguir entre estirpes que podem ser nocivas € nao patogénicas (RASZL et al.,
2016).

No Brasil, em 2013, foi relatado um caso no estado do Parana, onde um paciente de 39

anos, do sexo masculino, com colite ulcerativa e colangite esclerosante foi internado para um
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transplante hepatico eletivo. Antes de ser admitido no hospital, o homem havia passado um
dia no litoral. Os sintomas primarios de septicemia comegaram antes da cirurgia e, apesar de

ter sido diagnosticado e tratado, faleceu 32 horas apds o aparecimento dos sintomas

(FRANCA et al. 2013).

3.2 Técnicas de deteccao para espécies de Vibrio spp.

O uso de métodos convencionais ¢ de suma importancia para identificar patdgenos
causadores de doengas. Para a identificacdo e diferenciagdo de espécies de Vibrio spp. podem
ser utilizados testes bioquimicos como coloracao de Gram, teste da catalase, teste da oxidase,
avaliagdo da fermentacgdo da glicose, entre outros (CANELLAS e LAPORT, 2021).

Os testes sorologicos baseados no antigeno O (constituinte do lipopolissacarideo)
também podem ser empregados, especialmente no estudo de V. cholerae. Este tipo de teste ¢
de suma importancia para estudos epidemioldgicos, principalmente desta espécie, que possui
mais de 200 sorogrupos, sendo Ol e OI139 os associados as pandemias de colera
(CANELLAS e LAPORT, 2021).

Como métodos de identificacdo e diferenciagdo baseados nas caracteristicas
fenotipicas em meios de crescimento descritos na literatura, pode sem utilizados os
disponiveis na American Public Health Association (APHA), descritos na 5* edicdo do
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (DE PAOLA &
JONES, 2015), para o isolamento ou contagem de vibrides em alimentos e amostras
ambientais. Estes testes sdo baseados, principalmente, na capacidade de crescer em condigdes
alcalinas e na presenca de concentragdes relativamente altas de sais biliares (DE PAOLA &
JONES, 2015).

Para o teste de presenca/auséncia e a determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP)
¢ incluida uma etapa de enriquecimento, em que ¢ utilizada a Agua Peptonada Alcalina
(APA), com pH entre 8,4 e 8,6, tanto para V. cholerae como para V. parahaemolyticus e V.
vulnificus (SILVA et al., 2017). Para a analise de V. cholerae, o periodo de incubag@o nao
deve ser muito prolongado, sob o risco de ocorrer um predominio da microbiota competidora
(exceto no caso de alimentos processados ou com populacao esperada muito baixa, em que a

incubacdo ¢ prolongada por 18- 21h) (SILVA et al., 2017).
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Na etapa de diferenciacdo, o meio de cultura mais amplamente utilizado para o
isolamento de Vibrio spp. é o Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS), um agar
desenvolvido especificamente para o isolamento de espécies de Vibrio spp. a partir de
amostras tanto de diferentes origens (CANELLAS e LAPORT, 2021). Em geral, o
crescimento de Vibrios spp. € satisfatorio em meios contendo sais biliares, onde se explora a
resisténcia a bile e a capacidade de crescer em condig¢des alcalinas (pH 8,6) como principais
caracteristicas seletivas (SILVA et al., 2017).

Uma caracteristica de diferenciagdo entre as espécies ¢ a fermentagdo ou ndo da
sacarose, algumas espécies como V. alginolyticus e V. cholerae produzem colonias amarelas
enquanto outras espécies produzem coldnias verdes. O TCBS ¢ utilizado para o isolamento de
V. cholerae (coldnias amarelas) e V. parahaemolyticus/V. vulnificus (colonias verdes). V.
mimicus, que ¢ estreitamente relacionado ao V. cholerae, pode ser diferenciado no TCBS, pela
incapacidade de fermentar a sacarose (SILVA et al., 2017).

Para o isolamento preferencial de V. vulnificus sdo recomendados o Agar Celobiose
Polimixina Colistina Modificado (m-CPC) ou o Agar Celobiose Colistina (CC), que utilizam
a fermentacdo da celobiose a 40°C como caracteristica diferencial. Outras espécies de Vibrio
spp. ¢ a maioria das cepas de V. parahaemolyticus nao crescem nesses meios. Devido a isto
estes meios sao recomendados como segundo meio de plaqueamento para a analise diferencial
de V. cholerae, pois ajudam a reduzir a interferéncia de outras espécies (SILVA et al., 2017).

As cepas do biotipo cldssico de V. cholerae, sensiveis a polimixina, ndo vao crescer no
m-CPC, porém sdo cepas sdo muito raras. Uma alternativa de meio de plaqueamento
diferencial foi introduzida na 5* edigao do Compendium, o CHROMagar Vibrio, desenvolvido
por Hara-Kudo et al. (2001) para diferenciar V. parahaemolyticus.

O uso de “kits” que disponham de uma chave de identificacdo constantemente
atualizada ¢ essencial para o sucesso da identificacdo. No caso da analise de V. cholerae pode
ser feita uma selecdo inicial das cepas suspeitas com base na capacidade de crescer na
auséncia de NaCl e na lise das células com desoxicolato de so6dio 0,5% (teste do fio) (SILVA

etal., 2017).
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3.2.1 Método APHA 40.61:2015 para presenga/auséncia ou NMP de Vibrio cholerae em

alimentos e agua

Neste método da APHA, descrito na 5 edicdo do Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (DE PAOLA e JONES, 2015), os alimentos
destinados a deteccdo de vibrios devem ser estocados sob resfriamento moderado (7-10 °C) e
analisados entre 24 e¢ 48h apds a coleta (SILVA ef al., 2017). O esquema da analise de V.
cholerae pelo método APHA 40.61:2015 encontra-se descrito na Figura 1.
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Figura 1. Esquema da analise de V. cholerae pelo método APHA 40.61:2015 (DE PAOLA e
JONES, 2015). Métodos APHA 40.62/40.63:2015 para presenca/auséncia ou NMP de V.
parahaemolyticus e V. vulnificus

Neste método de detec¢do descrito pela APHA, a estocagem das amostras e os
cuidados na realizacdo dos ensaios sdo os mesmos descritos para V. cholerae. O esquema da
analise de V. parahaemolyticus e V. vulnificus pelos métodos APHA 40.62/40.63:2015

encontra-se descrito na Figura 2.
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Figura 2. Esquema da andlise de V. parahaemolyticus e V. vulnificus pelos métodos APHA

40.62/40.63:2015 (DE PAOLA e JONES, 2015).
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3.2.2 Reacgdes em Cadeia da Polimerase

A PCR apresenta-se como uma boa alternativa aos métodos convencionais em
deteccdo de patdgenos, pois sdo necessarios testes bioquimicos minimos para obter um
nimero gerencidvel de cepas para triagem. O processo ¢ rapido, econdmico e pode ser
concluido em algumas horas. Desenvolvidos na década de 1980, os ensaios de PCR operam
principalmente no reconhecimento de sequéncias de genes especificos da espécie, seguidos
pela amplificacdo desses acidos nucleicos usando iniciadores especificamente projetado
(KADRI, 2019).

Na PCR, o DNA de fita dupla ¢ primeiro desnaturado em DNA de fita simples em
altas temperaturas. Em seguida, ocorre o recozimento dos primers direto e reverso especificos
para as sequéncias de genes alvo nas fitas de DNA. Por fim, ocorre a polimerizag¢do na qual os
primers complementares as fitas de DNA sdo alongados. Este processo requer DNA
polimerase termoestavel e desoxirribonucleotideos (KADRI, 2019).

Uma vez concluida a amplificagdo, os produtos de PCR podem ser visualizados em gel
de eletroforese como bandas usando manchas de acido nucleico. A PCR tem sido amplamente
aplicada para confirmar as identidades de patdégenos transmitidos por alimentos e para rastrear
genes especificos associados a patogenicidade (XU et al., 2017).

Embora os ensaios de PCR tenham sido mais bem-sucedidos na identificagdo total
e/ou cepas patogénicas de Vibrio spp. do que os testes de bioquimica convencional, a
necessidade de eletroforese em gel de agarose para visualizar e analisar o produto de PCR
pode tornar o processo moroso (KADRI, 2019).

Além disso, falha de equipamento, inativagcdo da polimerase DNA e inibidores de PCR
presentes nas amostras podem afetar a eficiéncia da identificagdo de Vibrio spp. Isso pode ser
superado usando um controle de amplificagdo interna (IAC), como 16s rRNA, para evitar
resultados falso-negativos e garantir a integridade da PCR (CORTINA, 2015). Para ensaios de
PCR, os fatores limitantes sdo geralmente a pureza da amostra ¢ o tamanho do volume.
Também existe a possibilidade de que os ensaios de PCR ndo sejam uma escolha apropriada
de métodos de deteccdo se o numero de cepas patogé€nicas presentes nas amostras cair abaixo
do limite de detec¢ao (WEI et al., 2014).

Uma etapa de pré-enriquecimento em agua peptonada alcalina pode ser feita para
garantir que uma amostra suficiente esteja presente para facilitar a deteccao de Vibrio spp.

usando ensaios de PCR. Em contrapartida, a PCR oferece sensibilidade e poder de detecgdo
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muito maiores, esta técnica ainda ndo ¢ a ferramenta preferida em configuracdes de
diagnostico, pois requer espago operacional para ajustar instrumentagdes avancadas que
incorrem em altos custos de manutencao e pessoal (WEI ef al., 2014).

Quanto a especificidade, geralmente os métodos moleculares, de forma geral,
apresentam alta confiabilidade quanto ao alvo (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017). A
especificidade estd relacionada justamente ao primer delineado para a sequéncia alvo
(ZURRON, 2016). No entanto, ¢ possivel que os primers possam se ligar em outros genes do
DNA referéncia, alterando a sua especificidade. Dessa forma, ¢ fundamental a validagdo da
sensibilidade e especificidade de um conjunto de primers género e/ou espécie especificos para

a determinagdo da viabilidade de um ensaio (MASCARENHAS, 2017).

3.2.3 Reagdes em Cadeia da Polimerase Multiplex

Ao contrario do PCR convencional, que detecta apenas um gene por vez, PCR-
Multiplex detecta varios genes ou espécies simultaneamente, o que oferece grandes beneficios
em termos de tempo de analise durante uma triagem em grande escala (LOO et al., 2022).

O principio central da técnica ¢ baseado na PCR convencional, mas a principal
diferenca estd no nimero de primers usados, em que varios conjuntos de primers especificos
sdo utilizados para detectar véarios genes de uma s6 vez. Assim, para produzir um ensaio PCR-
Multiplex bem-sucedido, ¢ crucial projetar os mesmos com temperaturas semelhantes
(TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Além disso, a interacdo entre varios conjuntos de primers em PCR-Multiplex pode
ocorrer e resultar em dimeros, levando a produtos de PCR nao confidveis (OLIVEIRA, 2007).
Deste modo, as concentragdes dos conjuntos de primers precisam ser ajustadas para garantir

que a reacao produza resultados precisos e confidveis (ZHAO et al., 2014).
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3.3 Riscos a saude publica associados a espécies patogénicas de Vibrio spp.

Dada a sua sensibilidade as variagdes de temperatura e salinidade, a sua elevada
reatividade aos estimulos ambientais e os seus curtos tempos de geracdo, as bactérias do
género Vibrio spp. t€m sido propostas como potenciais marcadores dos impactos do
aquecimento global, particularmente nas aguas costeiras (BAKER-AUSTIN et al., 2016).

De acordo com esta perspectiva, pode haver uma ligagdo entre o aumento das
temperaturas e o aumento das infeccdes por Vibrio spp. Esta teoria enfatiza o fato de a
maioria destas infecgdes tender a ocorrer durante o verdo, quando as pessoas visitam
ambientes aquaticos com mais frequéncia e as temperaturas da agua sdo geralmente mais
elevadas (CANELLAS e LAPORT, 2021).

Isto posto, vale ressaltar-se também que a incidéncia global de doengas transmitidas
por alimentos ¢ de dificil estimativa, mas estudos da OMS relatam que as diarreias ainda
representam a segunda causa de morte em menores de cinco anos em escala mundial,
produzindo cerca de 760.000 mortes por ano (WHO, 2020). Um nimero consideravel desses
casos pode ser atribuido a contaminagdo de alimentos e agua potavel. Por sua vez, o CDC
estima que, a cada ano, cerca de 1 em cada 6 pessoas contraem doengas, sdo hospitalizadas e
morrem devido a doengas transmitidas por alimentos, como ¢ o caso da contaminagdo por
Vibrio spp. (SILVEIRA et al., 2016).

Outro problema a satde publica ¢ o aparecimento de resisténcia antimicrobiana nos
vibrides, que também tem sido mais generalizado a nivel mundial, tal como foi registado de
forma semelhante em outros grupos bacterianos. A presenca de varios elementos genéticos
moveis, incluindo integrons, elementos de transposi¢cdo e plasmideos, que transportam genes
de resisténcia a medicamentos, foi encontrada nas analises do genoma destes microrganismos
(DUTTA et al., 2021). Estas descobertas sugerem que a transferéncia horizontal de genes ¢
um processo altamente dindmico neste grupo e € muito provavelmente o mecanismo primario
pelo qual a resisténcia antimicrobiana se espalha entre estas bactérias. A propagacao destes
genes de resisténcia pde em perigo a saude publica a nivel mundial e reduz a eficacia dos
antibioticos atualmente utilizados para tratar estas infecgdes (DUTTA et al., 2021).

De maneira geral, Vibrio spp. tendem a serem sensiveis a maioria dos antimicrobianos
utilizados na medicina humana e veterinaria (SHAW et al., 2014; LEE et al., 2018). Contudo,
diversos estudos relatam altas taxas de resisténcia a amino e carboxipenicilinas por Vibrio

spp., especialmente V. parahaemolyticus ¢ V. cholerae (CANELLAS e LAPORT, 2021).
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Portanto, estudos voltados para a compreensao do papel de bactérias ambientais como fontes
de genes de resisténcia, bem como para a avaliagdo da transferéncia horizontal desses genes
no ambiente, tornam-se cada vez mais pertinentes (CANELLAS e LAPORT, 2021).

O consumo de peixes e mariscos aumentou globalmente nos ultimos tempos, o que
coincidiu com um aumento notavel da incidéncia de vibrioses. Este aumento foi observado
principalmente em paises que estabeleceram programas de monitorizacao destas doengas
infecciosas. Apesar das estimativas de que as infec¢des causadas por bactérias deste grupo
microbiano s3o subnotificadas, ha um aumento na incidéncia de vibriose associada a
alimentos (BAKER-AUSTIN et al., 2018).

Vibrio spp. ¢ considerado um patogeno emergente devido ao aumento da incidéncia de
infeccdes esporddicas de origem alimentar e surtos, nos Ultimos anos, em muitas partes do
mundo (TRAORE et al., 2016). Neste sentido, os 6rgdos de fiscalizagio e de inspegio devem
voltar sua atencdo para a garantia da qualidade dos produtos associados a estes
microrganismos, intensificando ainda mais a observancia das praticas de higiene em todas as
fases da cadeia produtiva (FOOD SAFETY BRASIL, 2016).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) tem a funcgio de
fiscalizar os estabelecimentos que produzem e comercializam alimentos, a fim de proteger e
promover a saude da populacdo por meio do controle da producdao e da distribuicdo dos
mesmos. Deste modo, novos estudos e o levantamento de dados epidemiologicos precisos
sobre as DTA sdo extremamente importantes para a formula¢do de politicas,
estabelecimento de prioridades em saude publica e alocacdo de recursos adequados para o
controle da seguranga alimentar (MARQUES e TRINDADE, 2022).

Apesar da relevancia dessas informacdes nota-se que a incidéncia de doencgas
associadas aos alimentos aumenta cada vez mais no pais e se estima que um numero elevado
de casos nao ¢ notificado, ja que a maior parte dos enfermos com DTA apresenta sintomas
leves, nao buscando por atendimento médico (MARQUES e TRINDADE, 2022). Em vista
disto, estudos realizados indicam que a maior parte dos surtos de diarreia encontra-se
relacionado a ingestdo de alimentos que possuem boa aparéncia, sabor e odor normais sem
que haja qualquer alteracdo sensorial aparente (AMORIM, 2019). Isso ocorre porque a dose
infectante de patogenos alimentares geralmente ¢ menor que a quantidade de micro-
organismos necessaria para degradar os alimentos (JUNIOR et al., 2020).

Embora seja impossivel impedir completamente que o vibrido entre em contacto com
o aos frutos do mar e pescado, é possivel abrandar o seu crescimento quando ¢ transportado e

armazenado num ambiente frio. Além disso, a utilizacdo de estratégias alternativas, como a
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adicdo de substratos naturais (6leos essenciais, bacteriocinas, entre outros), também poderiam
ser utilizadas para prolongar o tempo de vida util do marisco e inibir agentes patogénicos de
origem alimentar patogénicos de origem alimentar (BAPTISTA et al., 2020; BARBOZA et
al.,2021).

E concludente que as doengas transmitidas por alimentos contaminados com
patogenos de origem alimentar representam um problema significativo de saude publica.
Neste cenario, as empresas de alimentos sdo responsaveis por desenvolver e implementar
programas de seguranga alimentar que sejam eficazes no controle de perigos e devem cumprir

com os regulamentos atuais de seguranca alimentar (BRASIL, 2008).
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4 CAPITULO II - ARTIGO!

Validac¢ao de ensaio biomolecular para a pesquisa de Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus e Vibrio vulnificus em produtos de origem animal clandestinos e em

amostras de efluentes hidricos no norte do Tocantins

RESUMO
Espécies de Vibrio spp. sdo responsaveis por diversas doengas, como a colera, de importancia
em saude publica e ambiental. Estes patogenos possuem veiculacio hidrica e também podem
ser transmitidas por alimentos, causando sérios danos a sociedade devido ao seu potencial de
infectar um grande nimero de pessoas € em um curto espago de tempo. A determinacao da
presenga ou auséncia de microrganismos patogénicos numa grande variedade de amostras,
seja no dominio alimentar, sanitario ou ambiental, tornou-se possivel gragas a difusdo de
abordagens baseadas na biologia molecular. Em comparagdo aos métodos de cultura
convencionais, estas metodologias apresentam vantagens, nomeadamente em termos de
sensibilidade da andlise e de rapidez relativa. Considerando o risco a saude publica, visto a
importancia da amplitude das doencas causadas por estes patdgenos, objetivou-se neste
trabalho verificar a especificidade de ensaio biomolecular para isolados de Vibrio cholerae,
V. parahaemolyticus e V. vulnificus oriundos de produtos de origem animal clandestinos e de
amostras de efluentes hidricos do rio Lontra em Araguaina, Tocantins. Foram avaliados 565
isolados sugestivos de Vibrio spp., dos quais, 103 isolados foram confirmados utilizando
metodologia PCR-Uniplex para espécies de Vibrio spp. e, entre estes, selecionados 10
isolados para sequenciamento genético. O resultado do sequenciamento confirmou as espécies
Aeromonas sp., Escherichia coli e Morganella sp. como espécies para os isolados utilizados.
Nas condigdes realizadas, ndo foi possivel estabelecer a especificidade das técnicas PCR-
Uniplex e PCR-Multiplex que fossem capazes de determinar as espécies de Vibrio spp.

estudadas.

Palavras-chave: Doengas Transmissiveis por Alimentos; PCR; Saude publica; Seguranga dos

Alimentos.

1 Formatado de acordo com as normas da Revista Semina: Ciéncias Agrarias
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Validation of a biomolecular test for Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus and
Vibrio vulnificus in clandestine animal products and in water effluent samples in northern

Tocantins

ABSTRACT
Vibrio spp. is responsible for several diseases, such as cholera, of public and environmental
health importance. Waterborne and foodborne diseases cause serious harm to society due to
their potential to infect large numbers of people in a short time. The presence or absence of
pathogenic microorganisms in a wide variety of samples, whether in the food, health or
environmental domain, has become possible thanks to the spread of molecular biology-based
approaches. Compared to conventional culture methods, these methodologies have
advantages, notably in terms of sensitivity of analysis and relative speed. Considering the risk
to public health, given the importance of the range of diseases caused by these pathogens, the
aim of this project was to verify the specificity of biomolecular assay for Vibrio cholerae, V.
parahaemolyticus and V. vulnificus in clandestine animal products commercialized in
northern Tocantins and in water effluents from the Lontra River, in Araguaina. A total of 189
isolates from animal products and 366 isolates from water samples were evaluated. Twenty-
five isolates from animal products and 78 isolates from water samples of Vibrio spp. were
confirmed by uniplex PCR methodology, of which 10 isolates were sequenced. The
sequencing result demonstrated the specificity of the biomolecular assays performed, with
Aeromonas sp., Escherichia coli and Morganella sp. samples as results. Under the conditions

performed these assays could lead to false positive results for Vibrio spp.

Keywords: Public health; PCR; Foodborne diseases; Food safety.
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INTRODUCAO

Vibrio spp. ¢ um diverso género de bactérias ubiquas presentes em ambientes
aquaticos marinhos e estuarinos ao redor do mundo (Baker-Austin ef al., 2018). A maioria das
espécies ndo € patogénica, com as espécies V. cholera, V. parahaemolyticus e V. vulnificus
sendo as espécies que causam doencas em serem humanos mais relatadas em resultado a
exposi¢ao a dgua contaminada, o consumo de alimentos crus ou malcozidos contaminados por
estas espécies (Baker-Austin et al., 2018).

A colera, uma doenca grave doenca diarreica que fez parte da formacao da historia da
humanidade, é causada por V. cholerae e pode ser fatal se ndo for tratada (Moura, 2018). As
espécies de Vibrio que nao causam colera, como V. parahaemolyticus e V. vulnificus, causam
as chamadas vibrioses, doencas de sintomatologia adversa e que representam um risco de vida
a individuos com doengas subjacentes (Baker-Austin ef al., 2018).

O Centro de Prevencdo e Controle de Doengas (CDC) estima que a vibrioses afetam
em torno de 80 000 pessoas e resultam em cerca de 100 mortes por ano (Center for Disease
Control and Prevention, 2023). No Brasil, ndo existe um sistema de vigilncia ativo para
Vibrio spp. e poucos estudos realizados no pais avaliaram o potencial patogénico destes
microrganismos utilizando metodologias moleculares, focando principalmente no isolamento
e na identificacao de algumas estirpes bacterianas (Martins et al., 2021).

Até 2020, a RDC 12/2001, a lei brasileira que estabeleceu os padrdes microbiologicos
dos alimentos, sugeria que os alimentos prontos para consumo a base de peixe cru e alimentos
comparaveis fossem verificados quanto a presenca de V. parahaemolyticus, porém esta lei ndo
esta mais em vigor € nenhum padrao microbioldgico para espécies patogénicas de Vibrio spp.
existe no pais (Brasil, 2001).

Segundo Oliva et al. (2016), a existéncia de genes de viruléncia em cepas retiradas do
ambiente aquatico sugere que esse ambiente serve como reservatdrio de cepas potencialmente
virulentas e que podem ser prejudiciais a satde humana. A propagacao destes tipos de genes
pde em perigo a saude publica e podem reduzir a eficdcia dos antibidticos atualmente
utilizados para tratar estas infec¢des (Dutta et al., 2021).

A alta diversidade de Vibrio spp. dificulta a identificagdo precisa de espécies isoladas
com menor frequéncia e, portanto, os ensaios fenotipicos e bioquimicos muitas das vezes nao
sdo suficientes para a discriminag@o fidedigna a nivel de espécie (Canellas & Laport, 2021).

Uma vez que o consumo de alimentos e exposi¢ao a dgua contaminados por Vibrio
spp. podem representar um risco para a saude publica, o presente trabalho verificou a

especificidade de ensaio biomolecular para identificacdo de espécies de Vibrio spp.
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patogénicas em amostras produtos de origem animal clandestinos e de efluentes hidricos de
um rio no norte do estado do Tocantins, determinando se o ensaio biomolecular é suficiente
para deteccdo de espécies patogénicas de Vibrio spp. bem como atendendo a demanda pela
introducdo de novas metodologias na investigacdo destes microrganismos na regido norte do

pais.

METODOLOGIA

Foram utilizados 565 isolados sugestivos de Vibrio spp. obtidos a partir de amostras de
produtos de origem animal (POA) coletados no comércio varejista e de rua, e a partir de
amostras de agua do rio Lontra de Araguaina, regido norte do estado do Tocantins, Brasil.

Os isolados oriundos de POA foram obtidos em parceria com outros projetos de
pesquisa do Programa de Pos Graduagdo em Sanidade Animal e Saude Publica nos Trdpicos
da Universidade Federal do Norte do Tocantins (UFNT) e foram obtidos a partir de amostras
de carne moida bovina, linguica frescal suina, camardo, frango “caipira” e filé de peixe
coletadas no comércio varejista e de rua no municipio de Araguaina, Tocantins.

As amostras de POA foram submetidas a pesquisa qualitativa de Vibrio spp. conforme
método recomendado pela American Public Health Association (APHA), descrito na 5%
edicao do Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (De Paola
& Jones, 2015), com modificacdes na inclusdo de ensaio molecular para a confirmacao das
espécies em isolados sugestivos obtidos nas placas de 4agar tiossulfato-citrato-sacarose-
sacarose (TCBS). As analises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos, da UFNT.

Foram obtidos 189 isolados sugestivos Vibrio spp. a partir de amostras de POA que
foram previamente confirmados por metodologia da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
Multiplex para as espécies de V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus spp. conforme
protocolo descrito por Izumiya et al. (2011).

Entre o periodo de setembro de 2021 a junho de 2022 foram realizadas cinco coletas
de amostras de agua superficial em oito diferentes pontos ao longo do rio Lontra. Os pontos
de coleta selecionados estdo localizados proximos a corregos afluentes ao rio e a regido de
lancamento de efluente da rede de esgoto municipal, regides estratégicas de possiveis pontos
de contamina¢do microbiologica. As amostras de dgua foram analisadas conforme a mesma
metodologia descrita para os alimentos.

Posteriormente os isolados de amostras de POA e dgua foram inoculados em caldo

Infusdo Cérebro e Coragao (BHI) e purificados em agar padrao de contagem (PCA). Em
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seguida, os isolados purificados foram inoculados em caldo BHI para extragdo de DNA
gendmico (gDNA) por fervura simples conforme protocolo descrito por Ribeiro Junior et al.
(2016).

No total, 565 isolados sugestivos obtidos foram submetidos a confirmagdo individual
das espécies V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus por PCR-Uniplex conforme
metodologia descrita por Izumiya et al. (2011).

Para o protocolo de confirmagdo biomolecular foram aplicados os produtos da
extragdo (=50 ng), 100 nM de cada DNTP, 2,5 uL de tampdo 10x, 75 mmol L™ de MgCI?, 20
pmol L de cada primer para a respectiva espécie, 2.5 U de Taqg DNA polymerase (Invitrogen)
e agua ultrapura para completar o volume final de 25 pL.

A amplificagdo foi realizada em termociclador (BioRad) utilizando as seguintes
condi¢des de amplificacdo: desnaturacdo inicial a 95°C por 2 minutos; 35 ciclos de
desnaturag@o a 95°C por 20 segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos e extensdo a 72°C
por 60 segundos; seguido de um ciclo final de extensdo a 72°C por 10 minutos.

Os produtos entdo amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
2%, corados em solucdo de brometo de etidio a 20 mg L™ por 20 minutos e documentados sob
luz ultravioleta. Foram considerados positivos os isolados que apresentaram os produtos de
amplificacao de 160 pb para V. cholerae; V. parahaemolyticus produtos de 794 pb; e V.
vulnificus produtos de 373 pb (Izumiya et al., 2011).

Do total de 103 isolados confirmados na PCR-Uniplex, 10 isolados contendo as trés
espécies foram selecionados e submetidos a amplificagdo parcial do gene 16S rRNA
utilizando os primers 27f (5’- GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1492r (5°-
GGYTACCTTGTTACGACTT — 3’) (Osborne et al., 2005) para o sequenciamento genético.
As condigdes de amplificagdo foram: 1 ciclo de desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos; 35
ciclos de 94°C por 1 minuto, anelamento a 58°C por 1 minuto e extensao a 72°C por 1 minuto;
e, 1 ciclo final de extensao a 72°C por 10 minutos.

Para sequenciamento de DNA utilizou-se o método de Sanger (ABI 3500 Genetic
Analyzer, Applied Biosystems, Foster City, Estados Unidos) em ambas as dire¢des. Para
tanto, o produto da PCR do gene 16S rRNA, foi submetido a purificagdo (PureLink™
Genomic DNA Purification Kit, Invitrogen). A qualidade das sequéncias do 16S rRNA foi
avaliada pelo software BioEdit v. 7.2.5 (Hall, 1999) e as sequéncias consensuais foram
geradas pelo CAP 3 (Huang e Madan, 1999). A identificagdo foi realizada pelo Blast tool do
National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram confirmadas as espécies de 25 isolados de Vibrio spp. por meio da metodologia
PCR-Uniplex a partir do total de 189 isolados sugestivos oriundos de amostras de POA que,
previamente, foram confirmados para as espécies de Vibrio spp. patogénicas por metodologia
PCR-Multiplex. Os resultados dos ensaios de confirmacdo das espécies através das
metodologias PCR-Uniplex e PCR-Multiplex estdo apresentados na Tabela 1.
Tabela 1 Resultados dos ensaios PCR-Uniplex e PCR-Multiplex para espécies de Vibrio spp.
patogénicas em isolados oriundos de amostras de produtos de origem animal e amostras de

agua na regido Norte do estado do Tocantins.

Numero V. cholerae V. parahaemolyticus V. vulnificus
Amostra de isolados
Multiplex  Uniplex Multiplex  Uniplex  Multiplex  Uniplex
sugestivos
Frango Caipira 8 3 - 1 - 4 3
Peixe 4 2 - 2 - 0 2
Carne Moida 45 30 - 6 - 9 8
Camarao 65 13 - 25 1 17 5
Linguica Suina 77 29 6 24 - 24
Agua 366 - 18 - 6 - 54
Total 565 77 24 58 7 54 72

Foram confirmadas, individualmente, as espécies de 78 isolados de Vibrio spp. por
metodologia PCR-Uniplex a partir do total de 366 isolados sugestivos identificados por
espécie fenotipicamente por meio da etapa de isolamento e diferenciagdo em meio de cultura
TCBS.

Pode-se observar uma diminui¢ao na confirmagao das espécies de Vibrio spp. oriundas
de POA por metodologia PCR-Uniplex em relacdo a metodologia PCR-Multiplex. A PCR-
Multiplex pode apresentar varias dificuldades, incluindo baixa sensibilidade ou especificidade
e/ou amplificagdo preferencial de determinados alvos especificos em relagio a PCR
tradicional (Polz & Cavanaugh, 1998).

Foram confirmadas as espécies do total de 78 isolados sugestivos de Vibrio spp.
oriundos de amostras de 4gua por PCR-Uniplex, onde 18 isolados foram confirmados para a
espécie V. cholerae; 6 isolados para V. parahaemolyticus; e 54 isolados confirmados para V.

vulnificus.
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O resultado do sequenciamento genético dos 10 isolados escolhidos entre os 25
isolados identificados em amostras de POA e 78 isolados em amostras de agua, esta

1dentificado da Tabela 2.

Tabela 2 Resultado do sequenciamento genético para espécies de Vibrio spp. patogénicas em
isolados oriundos de produtos de origem animal e amostras de 4gua na regido Norte do estado

do Tocantins.

Amostra Resultado da PCR-Uniplex Resultado do sequenciamento
Linguica V. cholerae Escherichia coli
Agua V. cholerae Aeromonas spp.
Agua V. cholerae Morganela spp.
Agua V. parahaemolyticus Morganela spp.
Camarao V. parahaemolyticus Aeromonas spp.
Camarao V. vulnificus Morganela spp.
Carne Moida V. vulnificus Morganela spp.
Agua V. vulnificus Aeromonas spp.
Agua V. vulnificus Morganela spp.
Agua V. vulnificus Morganela spp.

Foi observado que o ensaio molecular delineado, utilizando os primers espécie-
especificos descritos por Izumiya et al. (2011), apresentaram reagdes inespecificas com o
mesmo tamanho de fragmento esperado para as espécies patogénicas, principalmente no
ensaio PCR-Uniplex. O ensaio PCR-Uniplex ndo confirmou a identificagdo da maioria dos
isolados, enquanto no sequenciamento genético verificou-se que os alvos ndo foram
especificos e nenhum Vibrio spp. foi identificado.

As variagdes nas caracteristicas bioquimicas entre espécies de Vibrio spp. puseram em
causa a confiabilidade dos métodos de identificagdo baseados no fendtipo, que sdo
procedimentos morosos e laboriosos que incluem a identificagdo microbioldgica baseada em
culturas para a detec¢do destes microrganismos (Kim et al., 2015).

Kim e Lee (2014) observaram uma contagem inferior em adgar TCBS em comparacao
com a PCR em tempo real quando compararam as contagens em placas de agar TCBS com a
soma de trés contagens de Vibrio spp. obtidas com diferentes conjuntos de primers por PCR

em tempo real. No entanto, esta disparidade pode ser explicada pelo fato de, apesar de ser
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seletivo para espécies de Vibrio, o TCBS pode inibir o crescimento de células bacterianas
danificadas devido a agentes seletivos (Oliver et al. 1998).

As técnicas de biologia molecular, em particular a PCR, foram desenvolvidas para a
deteccdo e identificacdo de espécies patogénicas de Vibrio nos dominios da microbiologia
alimentar e clinica, como alternativa a identificagdo baseada em culturas. Tais técnicas se
mostram de grande valor para vigilancia ambiental, especialmente porque Vibrio spp. sdo
capazes de permanecer no ambiente em estado “vidvel, mas ndo cultivdvel” como um
mecanismo de adaptagdo, ndo sendo detectados por métodos convencionais de cultivo, mas
sim por estratégias moleculares (Vezzulli ef al., 2020).

Um dos impactos da valida¢ao de um ensaio biomolecular para espécies de Vibrio spp.
patogénicas ¢ o de fornecer uma base de dados metodoldgica, uma vez que utilizando os
métodos de referéncia confidveis para a deteccdo destes microrganismos os mesmos nao
foram suficientes para a deteccdo fidedigna destes microrganismos, como demonstrado na
Tabela 2.

O diagnostico confiavel e fidedigno a realidade de espécies patogénicas do género
Vibrio ¢ crucial. Contudo, o presente estudo ¢ extenso e valido, ao passo que um amplo
conjunto de amostras de diferentes fontes foi utilizado seguindo as metodologias propostas na
literatura, além de importante pois fornece uma base de dados metodoldgicos para estudos

futuros na pesquisa de espécies de Vibrio spp. na regido norte do pais.

CONCLUSAO

O 1solamento e identificagdo das espécies de Vibrio spp., nas condigdes realizadas, nao
foram especificos através do semeio em agar TCBS. O isolamento e identificagao fenotipica €
frequentemente utilizado para a confirmacdo de Vibrio spp. patogénicos, entretanto os
resultados deste estudo demonstram que tal identificagdo poderia levar a resultados falso
positivos para Vibrio spp. em amostras de POA clandestinos e em amostras de dgua e novos
meios de cultura, de marca diferente, devem ser utilizados em pesquisas posteriores.

Os protocolos de PCR Multiplex e Uniplex utilizados, nas condi¢des apresentadas, ndo
foram especificos e sensiveis o suficiente para a correta identificacao das espécies patogénicas
de Vibrio spp. a partir dos isolados obtidos em amostras de POA e em amostras de dgua. A
adequacdo das reagdes PCR através de alteragdes no protocolo ¢ frequentemente realizada,
adicionando ou subtraindo conjuntos de primers iniciadores ao método de acordo com a

disponibilidade de sequéncias gendmicas para melhor deteccdo nos ensaios. Entretanto essas
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alteragdes por si s6 ndo sdo capazes de garantir verdadeiros positivos e estudos posteriores
devem ser realizados.

Contudo, sdo necessarios novos estudos para validar a pesquisa de Vibrio spp.
patogénicos em alimentos e agua, de forma a criar uma ferramenta rapida de identificacdo

desses micro-organismos para o monitoramento da seguranga dos alimentos e da agua.
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5 CAPITULO III - CONSIDERACOES FINAIS

O resultado do sequenciamento genético demonstrou que os ensaios realizados nao
conseguiram ser especificos para deteccdo de Vibrio spp. A inespecificidade pode ser
constatada na diferente quantidade de isolados confirmados entre as duas metodologias de
PCR. Sendo assim, novos testes de identificagdo e isolamento de espécies patogénicas de
Vibrio spp. devem ser utilizados, alterando-se a metodologia utilizada para incluir novos
meios de cultivo ou métodos mais acurados de detec¢do a nivel fenotipico.

Também devem ser adaptados ou incluidos novos protocolos biomoleculares para a
pesquisa de Vibrio spp., utilizando diferentes condi¢des das utilizadas como novos primers,
uma vez que os utilizados na pesquisa apresentaram inespecificidade para espécies de Vibrio
spp.

Estudos futuros poderdo centrar-se na melhoria dos métodos de detec¢do, visando a
deteccao simples, rapida e acurada das espécies de Vibrio spp. Assim, espera-se que a
eficiente detec¢ao ajude a reduzir o risco associado a deteccdo tardia de fontes de infecao e
também ajude a compreensao da ecologia natural e da evolugdo dos agentes patogénicos de
Vibrio spp.

A fiscalizagdo também ¢ necessaria a fim de eliminar os riscos para a saude publica
associados ao consumo de produtos de origem animal ndo inspecionados. Contudo, o
desenvolvimento de novas tecnologias ¢ muito importante para melhorar a detecdo de

espécies de Vibrio spp.
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