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Resumo

Este estudo teve como principal objetivo a detegdo de estirpes patogénicas de Vibrio cholerae
associados a doengas de origem alimentar recorrendo a genes de viruléncia como alvos de PCR. Um
outro objetivo deste estudo foi a implementagdo de um controlo interno de reacdo (CIR) garantindo
a ndo existéncia de falsos negativos. O CIR selecionado foi o plasmideo pUC19 com 118 pares de

bases.

Foram analisadas 38 amostras de camardo inteiro congelado de venda a granel, recorrendo a
Norma ISO 6887-3:2017. As amostras foram adquiridas em 11 superficies comerciais,
representando diferentes proveniéncias (Equador, ndia, Argentina, Bangladesh, Venezuela,
Madagascar e Mogcambique), diferentes calibres e diferentes métodos de produc¢do (aquacultura e
meio selvagem). Verificou-se amplificacdo do fragmento do gene prVC em 9 amostras (24%),
confirmando-se como positivas para a pesquisa de Vibrio cholerae. No entanto, nenhuma destas

amostras apresentou amplificacdo dos fragmentos dos genes de viruléncia ctxA e ctxB.

Tendo em conta o pafs de origem, o maior niimero de amostras contaminadas pertence a India e ao
Equador com 3 positivos em 10 amostras analisadas e 5 positivos em 20 amostras analisadas,
respetivamente. Ja em relacdo ao método de criacdo do camardo, das 32 amostras provenientes de
aquacultura, 9 testaram positivo a Vibrio cholerae e das 6 amostras de camarao selvagem, nenhuma

testou positivo a Vibrio cholerae.

Os dados obtidos neste estudo levam-nos a questionar a seguranca microbioldgica do camario
importado de paises onde existe Vibrio cholerae e cujo consumo cru ou mal cozinhado representa

um problema de satide publica.

Palavras-chave

Camarao; pUC19; prVC ; saude publica; colera;
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Abstract

The main objective of this study was to detect pathogenic strains of Vibrio cholerae associated with
food-borne illnesses using virulence genes as PCR targets. Another objective of this study was to
implement an internal reaction control (IRC) to ensure that there were no false negatives. The CIR
selected was the pUC19 plasmid with 118 base pairs.

38 samples of frozen whole shrimp sold in bulk were analyzed using ISO Standard 6887-3:2017.
The samples were purchased from 11 commercial outlets, representing different origins (Ecuador,
India, Argentina, Bangladesh, Venezuela, Madagascar, and Mozambique), different sizes and
different production methods (aquaculture and wild). The prVC gene fragment was amplified in 9
samples (24%), confirming that they were positive for Vibrio cholerae. However, none of these
samples showed amplification of the ctxA and ctxB virulence gene fragments.

Considering the country of origin, the highest number of contaminated samples belonged to India
and Ecuador, with 3 positives out of 10 samples analyzed and 5 positives out of 20 samples analyzed,
respectively. As for the method of shrimp farming, of the 32 samples from aquaculture, 9 tested
positive for Vibrio cholerae and of the 6 samples from wild shrimp, none tested positive for Vibrio
cholerae.

The data obtained in this study leads us to question the microbiological safety of shrimp imported
from countries where Vibrio cholerae is present and whose raw or undercooked consumption

represents a public health problem.

Keywords

Shrimp; pUC19; prVC; Public health; cholera;
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Detecdo de Vibrio cholerae patogénicos associados a doencas de origem alimentar utilizando genes de viruléncia como alvos de
PCR.

l. Introducéo

A célera é uma doenca infeciosa causada pela bactéria Vibrio cholerae que se traduz numa infecao
aguda no intestino delgado, tendo como resultado uma diarreia aquosa intensa e desidratacdo grave,
podendo levar a morte em 48 horas. A doenca pode surgir de forma endémica, epidémica ou
pandémica e geralmente as infe¢des ocorrem devido a condi¢des precarias de saneamento e ao
consumo de aguas e/ou alimentos contaminados como, por exemplo, as ostras e o camardo. Apesar
do vasto conhecimento sobre a cdlera, a mesma ainda permanece como um grave problema de satde
publica a uma escala global. Dado que a existéncia predominante de Vibrio cholerae é em ambientes
marinhos, todos os seus utilizadores sobretudo peixes, crustaceos, entre outros, sdo suscetiveis a
contaminagdo. Como fazem parte de uma cadeia alimentar, ao serem posteriormente ingeridos crus

ou mal confecionados poderdo constituir uma fonte de transmissao.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (WHO, 2023), no ano de 2022 foram relatados
aproximadamente 1,3 milhdes de casos de colera e cerca de 21.000 mortes no mundo inteiro, o que

gera uma preocupacdo e um esforco global para o combate e erradicacdo da mesma.

Entende-se que decorre uma pandemia quando um elevado nimero de pessoas em varios
continentes ou mesmo em todo o mundo partilham uma mesma doenca. Atualmente, assistimos a
sétima pandemia de coélera que ja conta com uma durabilidade superior a cinco décadas (Montero et

al, 2023).

Nos ultimos 50 anos, Portugal tem assistido a uma melhoria significativa na qualidade do
saneamento basico, refletindo-se nas melhores condi¢cdes de saude publica e qualidade de vida. No
entanto, apesar destes avancos substanciais, persiste o risco de importacdo de produtos
contaminados com Vibrio cholerae, o que exige uma vigilancia continua e medidas rigorosas de

importacdo com a finalidade de prevenir surtos de célera e garantir a seguranca alimentar.

Tendo em consideragdo o que foi anteriormente referido, este relatério de estagio tem como
objetivo principal a detecdo de estirpes patogénicas de Vibrio cholerae associadas a doencas de

origem alimentar utilizando genes de viruléncia como alvos de PCR.
Il. Revisao Bibliografica

1. Célera em Portugal e no mundo

A primeira pandemia de célera foi descrita pela primeira vez em 1817, a primeira de sete, ao longo
dos 150 anos seguintes. Surgiu na India onde se propagou para a China, Reptiblica do Azerbaijio,

Cazaquistao, Turquemenistio e Russia através do Mar Caspio, tendo tido o seu fim declarado em 1824.
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Todas as pandemias seguintes (segunda, terceira, quarta, quinta e sexta) tiveram origem na India e
estenderam-se entre 1829 e 1923 causando alta mortalidade e morbidade. Em relacdo a sétima
pandemia, a atual, esta teve origem na Indonésia em 1961. Esta pandemia acompanha-nos até aos dias
de hoje com vérios surtos a decorrer em varias partes do mundo, especialmente em regides com
saneamento precario e acesso limitado a 4gua potavel (Montero et al, 2023). Ao contrario do esperado,
a frequéncia, duracdo e gravidade dos surtos de célera tém vindo a aumentar. As primeiras seis
pandemias de cdlera foram causadas por estirpes do biétipo classico, enquanto a sétima pandemia é

associada ao biétipo El Tor (Montero et al, 2023).

Ja a nivel nacional, como mostra a Figura 1, considera-se que em maio de 1855 a c6lera penetrou pelo
rio Douro infetando as populagdes das vilas ribeirinhas até ao Porto e, mais tarde o Algarve, a partir de
Andaluzia, Espanha. Dada esta situacdo, a cidade do Porto isolou-se proibindo feiras, mercados e a
prépria circulacao de pessoas e bens. Em julho desse mesmo ano, o Porto, oficialmente, ficou infetado
assim como o Minho e todo o Vale do Douro, situacdo que durou até novembro, segundo fontes
referentes aos editais do fiscal do conselho de saude publica do reino daquele tempo (Almeida, M. A,
2021). Ja o Algarve, apresentou um cenario mais critico tanto pela falta de médicos como pela falta de
assisténcia, o que originou a desertificacdo de aldeias e vilas inteiras devido a morte dos seus habitantes
ou a fuga dos mesmos. No ano de 1865 a coélera retorna a Portugal continental quando sdo detetadas
novas/os infecoes/casos em Lisboa. Gracas a rapidez das operacdes de limpeza com o intuito de

eliminar os focos de infecdes, a situacao ficou rapidamente controlada (Almeida, 2021).

GEOGRAFIA DA COLERA
EM PORTUGAL

[°}

Figura 1- Surtos de colera em Portugal entre 1833-1974.

Fonte: (Almeida, 2021)

Em 1971, foram detetados casos de cdlera em bairros de lata em Lisboa devido a hortas que eram

regadas com agua contaminada, dando assim, pela primeira vez, especial importancia a transmissao do
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agente da colera através de alimentos crus ou mal confecionados, em Portugal. Esta epidemia foi
rapidamente resolvida apds a divulgacdo de medidas de higiene, vacinagdo dos grupos de maior risco,
desinfecdo da 4gua com lixivia e manutencdo da rede publica de esgotos e vigilancia dos mercados de

hortofruticolas.

Em 1974, surge um novo surto epidémico em Portugal, atingindo sobretudo Lisboa (com 1600 casos
e 41 6bitos), mas também os distritos de Aveiro, Beja, Braga, Porto e Setubal. Desde entdo nao voltou a

ser reportado qualquer surto de c6lera em Portugal.

A nivel mundial, segundo a Organizagdo Mundial da Saide (WHO, 2023), sdo 44 os paises que
continuam a ter célera como uma doenca endémica. Geralmente, partilham as mesmas caracteristicas
em relacdo ao acesso a agua potavel e auséncia de saneamento basico. Grande parte destes 44 paises
localizam-se no continente Africano e Asiatico sendo alguns deles o Bangladesh, India, Equador,
Mocambique, Nigéria, Somalia, entre outros. De acordo com WHO (2023), em 2022 foram notificados
472.699 casos e 2.349 mortes. No entanto, é possivel que haja uma grande discrepancia entre estes
numeros e os reais, devido as limita¢des no sistema de vigilancia e ao receio do impacto no comércio e

no turismo dos paises afetados.

Com base na atualizagdo mensal por parte do Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doencas
(ECDC, 2024), desde 1 de janeiro de 2024 até 29 de fevereiro de 2024 foram notificados, em todo o
mundo, 66 530 casos de célera e 946 mortes. Os paises com maior niumero de casos reportados foram
o Afeganistdo (8402 casos), Republica Democratica do Congo (4830 casos), Zimbabué (3992 casos) e

Somalia (1537 casos). Portugal ndo reportou qualquer novo caso de c6lera.

2.Caracterizacao de Vibrio cholerae

2.1. Caracteristicas gerais

Vibrio cholerae é uma bactéria da familia Vibrionaceae, um bacilo curvo Gram-negativo, anaerébio
facultativo, oxidase positivo e haldfilo. Estas bactérias sdo frequentemente encontradas em
ambientes aquaticos (aguas costeiras, estudrios e sedimentos) e, muitas delas, estdo associadas a
organismos marinhos como os peixes de dgua salgada, os moluscos e os crustaceos. Vibrio cholerae
apresenta também a capacidade de infetar todos os animais incluindo os humanos (Krauss et al.,
2003; Austin, 2010). E relevante salientar que, para além dos produtos da pesca, a presenca de Vibrio
cholerae foi detetada em outros alimentos. Nesses casos, a contaminacao geralmente ocorre durante
0 processamento em ambientes ndo higiénicos ou por contacto com manipuladores infetados.
Embora menos comum, alimentos como arroz, papas de milho e vegetais contaminados foram
associados a surtos epidémicos (Budiman et al., 2022). Além disso, carne e produtos lacteos também

representam potenciais fontes de transmissdo da colera (Clemens et al., 2017).
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2.2. Serogrupos e biotipos

Mais de 220 serogrupos de Vibrio cholerae do antigénio O foram identificados, mas somente o
serogrupo O1 e o serogrupo 0139 (Figura 2) foram sinalizados como causadores de epidemias e
pandemias de colera. Os antigénios O sdo polissacaridos constituintes dos lipopolissacaridos (LPS)
presentes na parede celular das bactérias Gram negativas. Dentro da vasta panéplia de genes
produzidos, recebe destaque o gene ctx (com as subunidades ctxA e ctxB) que expressa a producdo
da toxina da célera, nomeadamente nas estirpes dos serogrupos 01 e 0139. Trata-se de um

importante fator de viruléncia e responsavel pela diarreia caracteristica (Montero et al, 2023).

Dentro do serogrupo 01 existem trés serotipos (Figura 2) designados por Ogawa, Inaba e Hikojima
que estdo agrupados de acordo com o estado de metilagio da perosamina terminal do
lipopolissacarido (LPS). Consideramos, desta forma, as estirpes Ogawa como metilada, a estirpe
Inaba ndo metilada e a estirpe Hikojima podendo expressar antigénios O metilados e ndo metilados

(Montero et al, 2023).

0 biotipo é igualmente importante para a classificagcdo das estirpes de Vibrio cholerae. O biétipo
classico e o bidtipo El Tor (Figura 2) podem ser distinguidos de acordo com os marcadores
fenotipicos e genéticos que cada um apresenta. Inclusive os biétipos apresentam diferentes padrdes
de infecdo sendo que se considera as estirpes El Tor mais eficientes na transmissido entre
hospedeiros e associadas a uma maior capacidade de sobrevivéncia no ambiente e no intestino

humano (comparando com a estirpe classica) (Montero et al, 2023).

01 Serotypes 01 Biotypes
(Ogawa  Hikojima  Inaba ) ) .
Serogroups | 100%.Cis  ~50% -t 1% -Ha Classical — 1%- 6" pandemics
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Figura 2 - Classificacdo e evolucao dos serotipos, serogrupos e bi6tipos de Vibrio cholorae.

Fonte: Montero et al. (2023)



Detecdo de Vibrio cholerae patogénicos associados a doencas de origem alimentar utilizando genes de viruléncia como alvos de
PCR.

2.3. Fatores ambientais que afetam a sobrevivéncia e multiplicacao
A capacidade de sobrevivéncia de Vibrio cholerae é regida essencialmente pela temperatura da agua e

pela salinidade da mesma. De acordo com Thompson et al. (2004), a multiplicacido de Vibrio cholerae na

agua e nos animais marinhos tem uma maior incidéncia no verao.

Na Tabela 1 encontram-se os valores médios da resposta de Vibrio cholerae aos principais fatores
que condicionam a sua sobrevivéncia e multiplicagdo, nomeadamente a temperatura, o pH, a

atividade da 4gua e a concentracdo de NaCl e a salinidade.

Tabela 1- Caracteristicas fisioldgicas de Vibrio cholerae.

Caracteristicas Fisiologicas Vibrio cholerae
Intervalo de temperatura (°C) 10-43
Temperatura 6tima (°C) 30-37
Temperatura de inativagao (°C) =70
Intervalo de pH 5-9,7
pH 6timo 7,6
Atividade minima de 4gua (aw) 0,97
NaCl (%) <4,0
Unidades de Salinidade Pratica 0-20
(PSU)

Fonte: Adaptado de Sampaio et al. (2022)

Como anteriormente referido, estirpes de Vibrio cholerae estio amplamente presentes em
ambientes aquaticos tornando-se assim um dos agentes patogénicos com maior associacdo ao

consumo de diferentes tipos de seres aquaticos (Vaz, 2013; Castello et al., 2022).

Apods a sua ingestao, o Vibrio cholerae possui mecanismos que permitem a percecio das condi¢oes
ambientais, respondendo através da ativagdo de uma ampla série de genes que visam a colonizagao
e ao estabelecimento da bactéria no hospedeiro. A célera ganha maior destaque em desastres
ambientais como as cheias, verificando-se nesta situacio um aumento do nimero de casos. O
aumento da temperatura da agua e o seu grau de salinidade levam também a um aumento da
incidéncia da colera, com implicacdes importantes na epidemiologia da doenca. Vibrio cholerae
desenvolve-se tanto em aguas salgadas como em aguas doces, mas a sua multiplicacdo é mais
favoravel na presenca de sal. Em dguas doces, é necessario que a temperatura seja mais elevada e
que haja nutrientes organicos, como, por exemplo, zooplancton e conchas, utilizando a quitina
presente nesses organismos como fonte de carbono e azoto (Vaz, 2013; Fernandez-Delgado et al.,

2016).

Tendo em conta estes dados, conseguimos entender melhor e prever a probabilidade de um

possivel surto.
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2.4. Genoma de viruléncia de Vibrio cholerae

O género Vibrio apresenta normalmente dois cromossomas circulares ndo homdlogos designados
por Chrl e Chr2 (Figura 3). O cromossoma Chrl tem 2,96 Mb (2,96 milhdes de pares de bases) e
contém um grande nimero de genes para funcoes celulares essenciais, como a replicacdo do DNA, a
transcricdo, a traducdo e a biossintese da parede celular, genes de viruléncia que codificam toxinas,
adesinas e antigénios de superficie. J4 o cromossoma Chr2 tem 1,07 Mb (1,07 milhdes de pares de
bases) e apresenta um integrdo (conjunto de elementos genéticos presente em genomas bacterianos,
especialmente de Gram-negativos, que servem como mecanismos genéticos para a aquisicao,
acumulacdo e expressdo diferencial de novos genes, que permitem as bactérias adaptarem-se e
evoluirem rapidamente, estando implicados na aquisicdo de resisténcia a antibiéticos. Estes genes
adquiridos estdo incrustados numa estrutura genética especifica chamada cassete de genes (cassete
de Integrao) muito grande, que inclui genes com diversas fun¢des. A compreensdo e analise destes 2
cromossomas revelou a presenca de um conjunto de elementos genéticos moveis, incluindo profagos,
ilhas gendémicas e elementos de integracdo e conjugacao. A plasticidade genémica de Vibrio cholerae e
a sua capacidade de trocar genes através da transformacdo natural, conjugacio e transduc¢io sio
caracteristicas desta bactéria. A sua evolugao é continua devido a aquisicdo ou perda de segmentos

genomicos (Montero et al, 2023).

Sabe-se que esta aquisicdo de elementos genéticos méveis é o principal motor de evolugio da
viruléncia de Vibrio cholerae e um fator determinante da divergéncia genética entre estirpes
ambientais e pandémicas. A compreensido dos eventos evolutivos que levam ao aparecimento de
clones pandémicos de Vibrio cholerae pode proporcionar novas abordagens para o controlo deste

agente (Montero et al,, 2023)
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Figura 3 - Cromossomas circulares ndo homologos designados por
Chr1 e Chr2 de Vibrio cholerae.

Fonte: Waldor e RayChaudhuri (2000)
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3. Patogenia e fatores de viruléncia

3.1. Patogenia

A célera foi das primeiras infecdes a ter o seu modo de transmissdo compreendido e, devido a esse
facto, foi também das primeiras a apresentar medidas efetivas e eficazes de prevencdo. John Snow,
médico britanico, prop6s (entre 1849 e 1854) que a célera fosse uma doenga transmissivel e que as
fezes continham material infecioso que rapidamente poderiam contaminar locais de abastecimento
de 4guas de consumo com consequente transmissao da doenca. A ingestdo de 4gua contaminada, ou
produtos de pesca, crus ou mal confecionados e exposicdo de feridas a agua sdo as fontes mais
comuns de infecao por Vibrio cholerae. Pessoas que tenham cancro, diabetes, VIH, que estejam a
receber terapéutica imunossupressora, que estejam a tomar medicacdo para diminuir os niveis de
acido gastrico e que tenham sido recentemente submetidas a uma cirurgia ao estdbmago apresentam
um maior risco. A forma cultivavel do vibrido é o principal fator que contribui para a transmissao no
decorrer de uma epidemia na populacdo humana, mas a grande parte de Vibrio cholerae presente
nos reservatorios aquaticos esta associado a biofilmes, que estdo sobre uma forma ativa ou viavel,
mas nao cultivavel, que tem um importante papel no ressurgimento da célera enquanto se desenrola
um surto. Nas fezes a excrecdo de Vibrio cholerae decorre durante varios dias (doentes
assintomaticos) e podera decorrer durante semanas (doentes sintomaticos), podendo verificar-se
de duas formas: como células plancténicas ou como agregados de biofilmes. O vibrido ap4s excretado
encontra-se num “estado hiper infecioso”, cuja dose infetante é 10 a 100 vezes inferior a dos
microrganismos ndo excretados por humanos. Desta forma persiste na agua entre 5 a 24 horas. O
efeito de diluicdo no ambiente acaba por condicionar uma queda na sua infecciosidade. Analisando
este parametro podemos sugerir que os microrganismos transmitidos pessoa-a-pessoa podem
apresentar uma maior infecciosidade do que aqueles que sdo provenientes do ambiente e que estdo
adaptados a ele. Real¢a-se assim um foco na relevancia da educacdo das populagdes para cuidados
higiénico-sanitarios. Outros fatores que implicam na patogenia da c6lera sdo também a concentragao
de Vibrio cholerae 01 ou Vibrio cholerae 0139 nas fezes, as diferencas de infecciosidades entre as
células plancténicas e os agregados de biofilmes, a rapidez da transmissido pessoa-a-pessoa e a

concentragdo na agua das formas ativas nao cultivaveis (Vaz, 2013).

0 tempo de incubagao da célera pode variar entre 12 h a 5 dias e uma vez ingerido o alimento ou
dgua contaminada, o Vibrio cholerae tem de se adaptar rapidamente ao sistema digestivo humano.
Para o fazer, a bactéria utiliza uma rede complexa de transducdo de sinais que tem como finalidade
regular a expressdo genética em resposta a diferentes ambientes e estimulos ao longo do trato

gastrointestinal. A sua passagem através do mesmo é dificil uma vez que Vibrio cholerae é altamente



David Miguel Ferreira Lopes

sensivel ao pH baixo e para isso utiliza recursos que dao uma resposta de tolerancia ao acido (tanto
ao acido inorganico como ao acido organico). Estas respostas de tolerancia ao 4cido (RTA) envolvem
varias proteinas, incluindo a porina OmpU e os reguladores de transcricdo CadC e HepA, entre outros.
Apesar da RTA, o numero final de vibrides que chegam ao intestino delgado é bastante reduzido, e
para causar uma c6lera grave em humanos saudaveis é necessaria uma dose infeciosa elevada (108
bactérias). Considera-se que seja suficiente uma dose mais baixa (105 bactérias) caso seja
administrada em conjunto com antiacidos com a capacidade de neutralizar o acido gastrico (Montero

etal, 2023).

3.2. Mecanismos de adesdo e coloniza¢cao

Apoés chegar ao intestino delgado, o principal local de colonizacdo, a sua adaptacdo a agentes
antimicrobianos como os sais biliares e péptidos antimicrobianos é crucial. Para esse efeito, a
bactéria adapta o seu perfil proteico através da ativagdo de uma via de sinalizacdo fortemente
regulada conhecida por ToxR Regulon. Na presenca de sais biliares, a bactéria é capaz de regular
positivamente a expressdao de OmpU e negativamente a expressdao de OmpT, sendo estas as OMPs
mais abundantes em Vibrio cholerae (Figura 4). A OmpU e a OmpT apresentam propriedades
distintas: A OmpU é mais seletiva para catiées do que a OmpT e a atividade da porina OmpT ¢é
bloqueada pelo sal biliar acido desoxicélico (ndo afeta a atividade da OmpU). Consequentemente, a
OmpU confere resisténcia aos sais biliares e aos péptidos antimicrobianos, desempenhando assim

um papel fundamental na colonizag¢do e na sobrevivéncia de Vibrio cholerae no intestino delgado.

O @ O ManH
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Figura 4 - Composicao de Vibrio cholerae.
Fonte: Montero et al. (2023).

Para a colonizacdo no intestino delgado ser bem-sucedida, Vibrio cholerae tem de penetrar uma
camada de muco altamente viscoso com cerca de 100-400 pm de espessura (ou cerca de 30-130
vezes o tamanho da bactéria). Para isso, os vibrides recorrem ao seu flagelo para se impulsionarem

através dessa camada de muco e conseguirem alcangar a superficie epitelial (Figura 5). Os vibrides
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que ndo apresentam esta capacidade (vibrides ndo-mdveis) sdo significativamente menos eficientes
na colonizag¢do ou até mesmo considerados avirulentos. Um grupo de enzimas como, por exemplo, a
HapA e a TagA, sdo responsaveis pela facilitagdo na penetracdo da camada de muco sendo que as
mesmas hidrolisam as mucinas. Os vibrides que ndo obtém sucesso na penetragdo da camada de
muco e desta forma nao colonizam as mucosas intestinais sdo posteriormente eliminados nas fezes
devido a recorrente producdo e reposicdo continua de muco. Depois da sua fixacdo ao epitélio
intestinal, Vibrio cholerae diminui a sua motilidade, prolifera e cria microcoldnias, na sua maioria
originarias de células Unicas de vibrido. Os vibrides colonizadores das estirpes 01 e 0139 expressam

de seguida ctx e TCP que sdo os principais fatores de viruléncia desta bactéria (Montero et al, 2023).
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Figura 5 - Colonizacao do intestino delgado por Vibrio cholerae.

Fonte: Montero et al. (2023).

3.3. Principais fatores de viruléncia (ctxA,ctxB e TCP)

A toxina da célera ctx pertence a uma familia de enterotoxinas relacionadas pela sua estrutura e
funcao, que consistem em dois polipéptidos. A subunidade A é responsavel pela ativacao da adenilato
ciclase nas células epiteliais do intestino delgado, induzindo a secrecdo ativa de agua e sais, o que
causa a enorme perda de fluidos associada a coélera. A subunidade B é constituida por cinco
elementos idénticos responsaveis pela ligacdo ao recetor de superficie das células epiteliais. Os genes
que exprimem as subunidades A e B sdo designados ctxA e ctxB, respetivamente. Sdo expressos como
uma Unica unidade de transcricdo e os genes estruturais sobrepdem-se numa base (Montero et al,

2023).

De acordo com Fields et al. (1993), a toxina ctx é uma proteina de 85 kDa (kiloDalton) composta
por duas unidades funcionais, uma subunidade A enzimatica de 27 kDa e uma subunidade B com

ligacdo ao recetor intestinal constituida por 5 péptidos idénticos de 11,6 kDa.

O TCP (Toxin-Coregulated Pilus) apresenta uma estrutura filamentosa composta por subunidades
proteicas chamadas de pilinas. Desempenha um papel crucial na adesao inicial de Vibrio cholerae as
células intestinais do hospedeiro e é regulada de forma coordenada com a da toxina ctx. Apresenta

também um importante papel na formacio de biofilmes cedendo prote¢ido as bactérias contra o
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sistema imunolégico e antimicrobiano do hospedeiro. Estirpes deficientes em TCP sdo incapazes de

colonizar o intestino humano e de outros animais (Montero et al, 2023).

3.4. Toxinas acessorias

As bactérias da espécie Vibrio cholerae apresentam a capacidade de produzir outras toxinas, para
além de ctx. As mesmas desempenham um papel fundamental na patogénese e na adaptacio da
bactéria podendo atuar em sinergia com a toxina colérica (ctx) para maximizar os efeitos

patogénicos da infecao.

A Zonula Occludens Toxin (ZOT) tem a capacidade de afetar a estrutura dos microfilamentos de
actina, conduzindo a um aumento da permeabilidade das juncdes estreitas das células epiteliais,
resultando na passagem de grandes moléculas através de uma via paracelular (contribui

diretamente para a diarreia aquosa caracteristica da célera).

A Accessory Cholera Enterotoxin (ACE) é uma proteina integral de membrana que altera o
transporte de ides e é responsavel por causar uma diarreia ligeira. A mesma pode causar uma
secre¢do intestinal inicial antes da a¢do da toxina ctx, estimulando o CI- (ido cloreto) /HCOs3 (ido
hidrogenocarbonato dependentes de Ca2+ (ido calcio), resultando assim num influxo de Ca2+

extracelular.

A Hemolisina A (HlyA), também conhecida como citolisina, é uma toxina que apresenta atividade
vacuolizante (capacidade de induzir a formacao de grandes vactiolos dentro das células hospedeiras
apresentando como consequéncias a disfuncdo celular, evasdo imunoldgica e, em casos mais graves,
a morte celular por apoptose) e que leva também a formacio de poros com a consequente fuga de
ides. E um fator importante na viruléncia de Vibrio cholerae, contribuindo diretamente para a lesio
dos tecidos do hospedeiro e auxiliando na sobrevivéncia e proliferacdo da bactéria (Montero et al,
2023).

3.5. Resposta imunitaria a colera e vacinas disponiveis

Ja foram realizados estudos experimentais e epidemioldgicos que documentaram que apds a
infe¢do por Vibrio cholerae é induzido uma protecdo contra a reinfecdo durante 3 anos na maioria
dos doentes que recuperam. No entanto, diversos fatores podem afetar este “escudo imunolégico”
contra Vibrio cholerae e o consequente estabelecimento da memoria imunoldgica, incluindo a
idade, o estado nutricional, o grupo sanguineo, a endemicidade, as coinfec¢des, a microbiota, entre
outros. Embora o mecanismo exato da imunidade protetora contra a colera permaneca

desconhecido (em grande parte), a nossa compreensdo atual da patogénese de Vibrio cholerae
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fornece algumas indicacdes sobre a forma como esta bactéria interage com a mucosa intestinal e

desencadeia multiplos mecanismos do sistema imunitario (Montero et al., 2023).

Atualmente existem diversas vacinas disponiveis no mercado com o intuito de auxiliar o processo
de erradicacdo da coélera. Em anexo (tabela 16), temos como exemplos as 2 primeiras vacinas

aprovadas e comercializadas.

4, Legislacao e valores-guia INSA

Na Unido Europeia, os regulamentos que definem os critérios microbiolégicos aplicaveis aos
géneros alimenticios ndo estabelecem limites especificos para Vibrio cholerae. Regulamentos como
o (CE) n.2 852/2004, que estabelece regras gerais de higiene dos géneros alimenticios, e o (CE) n.2
853/2004, que fixa regras especificas de higiene aplicaveis aos géneros alimenticios de origem
animal, focam principalmente em patégenos mais comuns, como Salmonella, Listeria monocytogenes
e Escherichia coli. Embora a auséncia de limites especificos reflita a menor prevaléncia deste
patogeno em alimentos na UE, os estados-membros sdo responsaveis pela vigilancia e notificacdo de
casos de colera ao Centro Europeu de Prevencao e Controlo das Doengas (ECDC, 2024).

No que se refere a Vibrio cholerae, em Portugal, e de acordo com o Instituto Nacional de Satde
Doutor Ricardo Jorge (INSA), os valores guia ndo apresentam um valor maximo nem um valor
minimo de unidades formadoras de col6nias por grama ou mililitro de amostra de alimento analisada
(UFC/g ou UFC/mL). Para que a amostra de alimento seja considerada satisfatéria, ndo deve ser
detetada a bactéria (INSA, 2019) (Tabela 2). No caso de o alimento em questdo apresentar Vibrio
cholerae, independentemente da sua carga bacteriana, este deve ser rapidamente descartado, de
uma forma que impossibilite o consumo do mesmo, e a situagao deve ser comunicada as autoridades

competentes.

Tabela 2 - “Valores-guia INSA”: microrganismos patogénicos e toxinas em alimentos prontos para consumo

Microrganismos Resultado da contagem (UFC/g ou UFC/ml) ou Pesquisa (em 25 g)
patogénicos e toxinas

Satisfatério Nao satisfatério Nao satisfatério/  Testes de
potencialmente referéncia
perigoso

Vibrio cholerae Néo detetado NA Detetado Serotipagem
e tipificacao
molecular

NA - Nao Aplicavel; UFC/g - unidades formadoras de colénias por grama; UFC/ml - unidades formadoras de colénias
por mililitro Fonte: INSA (2019)

5. Serotipagem e tipificacdo molecular

Os testes de referéncia para a pesquisa de Vibrio cholerae sdo a serotipagem, que é uma técnica

laboratorial que permite a classificagio dos microrganismos com base nas suas caracteristicas
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antigénicas, e a tipificacdo molecular, que é uma técnica usada para caracterizar microrganismos
com base nos seus componentes genéticos, como o DNA ou o RNA. Existem varias técnicas de
tipificacdo, sendo a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) uma das mais usadas e a responsavel por
amplificar segmentos de DNA especificos, de interesse, permitindo a dete¢ao de sequéncias genéticas

Unicas em microrganismos.

6. Meios de cultura

O Thiosulfate-Citrate-Bile-Sucrose Agar (TCBS) é um meio de cultura utilizado para o isolamento
seletivo e diferenciagdo de bactérias do género Vibrio. Contém sais biliares e citrato de sddio, que
inibem o crescimento de varios microrganismos Gram-positivos e alguns Gram-negativos,
permitindo assim que as bactérias do género Vibrio crescam de forma seletiva. Apresenta também
diferenciacdo sendo que a sacarose presente no meio permite diferenciar entre as diferentes
espécies de Vibrio. Esta diferenciacdo ocorre porque algumas espécies de Vibrio como, por exemplo,
o Vibrio cholerae possuem a capacidade de fermentar a sacarose resultando desta forma em coldnias

amarelas (Figura 6).

Figura 6 - Coldnias tipicas de Vibrio cholerae em meio TCBS. 1- Colonia caracteristica de Vibrio cholerae ou Vibrio
alginolyticus Fonte: Condalab®

Ha no mercado uma oferta variada de meios cromogénicos para Vibrio, os quais sdo
frequentemente utilizados para o isolamento seletivo e diferenciacdo de bactérias deste género.
Estes meios apresentam substratos cromogénicos, que sdo moléculas que mudam de cor quando sdo
metabolizadas pelas bactérias, havendo substratos especificos para as principais espécies de Vibrio.
Estes meios de cultura sdo também seletivos, apresentando agentes seletivos, como sais biliares, que
inibem o crescimento de bactérias ndo pretendidas. A imagem seguinte mostra o aspeto das coldnias
de Vibrio cholerae (coldnias de cor rosada, Figura 7), mas também conseguimos identificar Vibrio
parahaemolyticus (colénias esverdeadas, Figura 7) no meio de cultura Agar cromogénico Vibrio da

Condalab®, o mesmo que foi usado neste trabalho.
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Figura 7 - Colénias tipicas no Agar cromogénico Vibrio, Condalab® 1- Colénia caracteristica de Vibrio
alginolyticus;2- Colonia caracteristica de Vibrio parahaemolyticus 3- Coldnia caracteristica de Vibrio cholerae
Fonte: Condalab®

lll. Materiais e Métodos

1. Rececao e preparacao das amostras

Neste estudo foram analisadas 38 amostras de crustaceos inteiros congelado de venda a granel

(camarao).

Apoés a chegada das amostras ao Laboratorio, procedeu-se a preparacdo das amostras de acordo
com o definido na norma ISO 6887-3:2017, a qual descreve os procedimentos a realizar para a

preparacdo de amostras de pescado destinadas a analise microbioldgica.

Uma vez que as amostras analisadas se encontravam congeladas, houve necessidade de as
descongelar por um periodo de cerca de 60 minutos, mas nunca mais do que 3 horas, a uma
temperatura entre 18°C e 27°C. Ap6s o descongelamento calcou-se assepticamente umas luvas
estéreis para se retirar a casca do camarao. Apds a remoc¢do da casca separou-se o cefalotérax do
abdémen, ficando assim com duas partes inteiras (cabeca e corpo). Recolheu-se entdo a carne do
cefalotorax e do abdémen, tendo o cuidado de colher também uma fragio da tripa que usualmente é

ingerida.

2. Pesquisa de Vibrio cholerae

2.1. Fluxograma

Para a pesquisa de Vibrio cholerae seguiram-se os procedimentos descritos na norma [SO 21872-1:2017,
a partir da qual se obteve o fluxograma de procedimentos analiticos que se encontra resumido na Figura

8.
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APAS & remperatura ambisnte

25g ou 25ml da porgio teste em 225ml de APAS

l

Incubar por §h = 1h

(a temperatura depende do Fibrio spp, Alve e do estado do produto exemplo,
coneelada. fresco. etc.l

| Enriquecimento Primario |

A415°Ct1°C A37TCx1°C
V. parahemolyticus e V.chelerae em V. parahemolyticus e V. choleros em
produtas frescos produtos congelados, secos oun
salgadaos & Il vulnificus em todos os
estados
1 ml da cultura acima obtida 1 ml da cultura acima obtida em 10 ml de APAS
em 10ml de APAS
‘E . . Incubara 41,5°C £ 1°C Incubara 37°C £
Zg Incubara 41.5°C £ 1°C durante 18h 2 1h 1°C durante 18h £
=3 durante 18h + 1h 1h
3= V. parahemolyticus e V.
g E chalerae em pradutos V. vulnificus em
& Rastreio PCR dos meios de congelados, secos ou todos os estados
enriguecimento 18h * 1hapéds salgados
incubagdo (opcional) |

Rastreio PCR dos meios de enriquecimento
18h + 1h apés incubacio (opcional)

| 7

Inocular em meio TCBS, incubar a 37°C £ 1°C durante 24h = 3he
inocular num segunde meio de escolha de laboratorice

l

Subcultura de cada meio de pelo menos uma colénia considerada
tipica do alvo, incubara 37°C £ 1°C durante 24h = 3h

[salamenta Primario e
Secundiria

Ezeolha pelo menos um dos seguintes métodes de confirmagio

Confirmagio por testes Confirmagio por PCR Confirmagdo por PCR em
bioguimicos tempo-real

e ————

Confirmagio adicional de
marcadores de patogenicidade

"IMATA0

Canfir

| Expressio dos resultados

Figura 8 - Fluxograma dos procedimentos a seguir na pesquisa de Vibrio cholerae

2.2. Meios de cultura usados

Na tabela 3 encontram-se discriminados os meios de cultura usados neste trabalho para a pesquisa

de Vibrio cholerae pelo método cultural.
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Tabela 3 - Meios de cultura usados neste trabalho

Nome do meio de cultura Marca e Composigio Modo de preparagio Fim a que se destina
refi
Dissolver os compenentes na dgua,
agquecendo-os se necessario. Se Agua peptonada salina alealina
necessario, ajustar o PH para que, (ASPW) é usada como meio de
Agua Peptonada Alcalina Scharlab® Peptona (20g), Cloreto de sédio  apés a esterilizagio, seja 8,6+ 0,23 enriquecimento primdrio e
Salina (APAS) 02-697- (20g) e dgua (1000ml) 25°C, secunddrio para a detecdo de Vibrio
500 Dispensar o meio, nas quantidades spp. em produtos alimentares
necessarias para o exame. Esterilizar humanos e animais, bem como em
em autoclave a 121 °C durante 15 amostras ambientais.
minutos
Peptona (10g), Extrato de
levedura (5g) Citrato de Dissolver os componentes ou o meio O Agar Tiossulfato Citrato Sais Biliares
sddio(10g) Tiossulfato de desidratado completo na dgua, Sacarose (TCBS) é utilizado para o
Thiosulfate-Citrate-Bile-  Biolife® sddio(10), Citrato de ferro(lg),  deixando ferver. Ajustar o pH, se isolamente seletivo de Vibrio choleras e
Sucrose Agar (TCBS) 4021062 Bilis Bovina seca(8g), necessdrio, de modo aque seja 8.6+  outros vibrides enteropatogénicos de
Sacarose(20g), Azul de 0,2a25°C. acordo com as normas 150 21872-1:2017
bromotimel(0,04g), Azul de Nip esterilizar em autoclave, e 150 21872-2:2007,

timol(0.04g). Agar-Agar( 8ga
18g) e dgua (1000ml).
Glucose (1g), mistura
cromogénica (2,49g), peptona  Suspender 90 gramas de meio num  Vibrie Chromogenic Agar é recomendado
(10g), cloreto de s6dio (3g), litro de dgua destilada. Misturarbem e para isolamento seletivo e diferenciacio

tiossulfato de sédio (10g), dissolver por aguecimento com das espécies de vibrio, através da cor
Agar Cromogénics Vibrio Condalab®  extrato de levedura (3g), dgar  agitagdo frequente. Ferver durante um  desenvelvida em fungio da atividade
2054.00  bacterioldgico (15g), lactose minuto até estar completamente enzimatica das fi-galactosidase e -
(0.1g), cloreto de sédio (10g), dissolvide, Evitar o glucosidase.
citrate de sddio (10g), sacarose sobreaquecimento. Nao esterilizar em
(20g), bilis especial (5g) e 4gua autoclave,
(1000ml).

Suspender 40g de pé em 1 litro de
Triptona (15g), Digestio Papaicadgua destilada ou deionizada, Aquecer

Agar Triptena de Biokar®  de farinha de Soja (5g), Cloreto até ferver de forma que fique 0 Agar Triptona de Soja (TSA) € um meio
Soja (TSA) BMO50 de Sadio (5g), Agar (15g) e agua completamente dissolvido. Esterilizar de cultivo, isolamento e manutengdo de
(1000mlI). em autoclave a 121°C por 15 minutos. microrganismos fastidiosos (exigentes).

Arrefecer entre 45-50 °C. Misturar
bem. Distribuir em placas de Petri

Triptona (17g), Digestio Papaica Suspender 30 g de pd em 1 litro de .
acumedia® de Farinha de Soja (3g), Glicose  4gua destilada. Aquecer até fervere  E um caldo de uso geral que suportao

Caldo Triptona Soja (TSB) 7164 (2.5 g). Cloreto de Sodio (5g),  misturar até ficar completamente  crescimento de uma grande variedade de
Fosfato Dipotassico (2,5g) e 4gua dissolvido. Dispensar no recipiente  microrganismos anaerdbicos e aerdbicos
(1000mlI). final e esterilizar em antoclave a 121 C facultativos.

por 15 minutos.

Infusdo de cérebro desidratado A digestio enzimdtica dos tecidos animais
(12,5g), infusdo de coragdo  Suspender 37 gem 1000 ml de dgua e a infusdo de cérebro-coracdo fornecem
Brain Heart Infusion Biolife® desidratado (5g), digestdo  purificada fria, aquecer para dissolver, aminoacidos, azoto, carbono, vitaminas e
broth (BHI) 4012302  enzimdtica de tecidos animais distribuir e esterilizar por minerais para o crescimento dos
(10g), glucese (2g), cloretode  autoclavagema 121 °C durante 15 organismos. A glucose é a fonte de
sidio (5g), hidrogeno fosfato minutos. hidratos de carbona. O clereto de sddio
disddico e dgua (1000ml) mantém o equilibric osmético do meio.

0 fosfato disédico € o agente tampao

2.3. Enriquecimento primario

Para primeiro enriquecimento foi utilizado agua peptonada alcalina salina (APAS)(Tabela 4), a
temperatura ambiente. Este meio apresenta propriedades que simulam as condi¢des naturais em
que Vibrio spp. prosperam, tais como a alcalinidade e sais minerais, criando assim um ambiente

adequado para a sua recuperacgao e multiplicac¢do.

Apos a identificagdo da amostra num saco Stomacher® estéril com filtro colocou-se o saco dentro
de um recipiente para a sua estabilizacdo, em cima de uma balanga analitica (resolugido de 0,1 g), e
dentro de uma cdmara de seguranca bioldgica. Todos os procedimentos do protocolo foram

efetuados dentro de uma camara de seguranga bioldgica e de acordo com as boas praticas de

assepsia.
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Com uma colher-garfo estéril pesou-se uma porc¢do de +25 g de amostra e adicionou-se 225 mL de
APAS. De seguida foi feita a homogeneizacdo da amostra no Stomacher®. Este equipamento
consegue, através da acdo das pas, maximizar a extracdo dos microrganismos das amostras de
alimentos sendo que as pas desencadeiam o esmagamento, a lavagem e a circulacdo da amostra no

saco.

Realizado este procedimento, colocou-se o0 saco com a amostra a incubar durante 6h + 1h a uma

temperatura de 37°C + 1°C. Esta é a temperatura adequada para o caso das amostras congeladas.

2.4. Enriquecimento secundario

Decorrido o periodo de incubagao, retirou-se 1 mL da cultura acima obtida e pipetou-se para um
tubo de vidro estéril com 10 mL de APAS, o qual foi depois a incubar durante 18h + 1h a 41,5°C
1°C.

2.5. Isolamento primario

O primeiro isolamento foi efetuado no meio Agar de tiossulfato, citrato, bile e sacarose (TCBS;
Tabela 2) e no Agar cromogénico para Vibrio da Condalab® (Tabela 2). Pegou-se num tubo de vidro
e com uma ansa de 1 microlitro retirou-se parte da pelicula acima formada (caso se forme)
inoculando por esgotamento assim uma placa de Petri com o meio de TCBS. Fez-se o0 mesmo
procedimento para a inoculagio na placa com o meio de Agar cromogénico para Vibrio. As placas

inoculadas foram depois colocadas a incubar a 37°C # 1°C durante 24h # 3h.

2.6. Extracao de DNA a partir do enriquecimento secundario

De acordo com o que a norma prevé, de forma opcional, decidiu-se neste trabalho fazer a extragio

de DNA a partir do caldo de enriquecimento secundario.

Neste procedimento foi utilizado o QIAamp® DNA Mini Kit, usado para extrair o DNA de bactérias

Gram-negativas. Neste kit o DNA é extraido com silica ndo magnética.

Apos a transferéncia de 1mL do meio de enriquecimento para o microtubo o mesmo foi sujeito a
uma centrifugacdo a 5000 g (7500 rpm) durante 5 minutos. Rejeitou-se o sobrenadante (utilizando
uma pipeta de Pasteur estéril descartavel) e adicionou-se 160 pL de tampado ATL para se obter um
volume total de 180 pL (misturando o pellet com o tampdo ATL). Adicionou-se depois 20 pL de
Proteinase K, agitou-se no Vértex e colocou-se em banho-Maria a 56°C durante 10 minutos. Apds os
10 minutos realizou-se um spin. Voltando a cimara de seguranca bioldgica, fez-se a adicdo de 200 pL
do tampao de lise (Buffer AL) e agitou-se no Vértex durante 15 segundos. Voltou novamente ao

banho-Maria a 70°C durante 10 minutos e fez-se novo spin. Para a conclusao desta etapa adicionou-
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se 200 pL de etanol (96%- 100%), agitou-se no Vortex durante 15 segundos e fez-se um novo spin.
Transferiu-se todo o volume da suspensdo (600 pL), incluindo os precipitados, para a coluna

presente no Kit.

Feita a transferéncia fez-se uma centrifugacao a 6000 g (8000 rpm) durante 1 minuto, rejeitou-se
o tubo coletor que contém o liquido filtrado e colocou-se a coluna num novo tubo coletor. Adicionou-
se 500 pL do tampao de lavagem AW1 e novamente centrifugou-se a 6000 g (8000 rpm) durante 1

minuto, repetindo-se o passo anterior.

Adicionou-se 500 pL do tampdo de lavagem AW2 e centrifugou-se a 15100 g (max: 15000 rpm)
durante 3 minutos. Rejeitou-se o tubo coletor com o liquido filtrado e tornou-se a centrifugar 15100
g (max: 15000 rpm) durante 1 minuto (sem adi¢do de nenhum reagente). Descartou-se o tubo coletor
com o filtrado e transferiu-se a coluna para um microtubo. Concluindo o processo, adicionou-se 200
uL do tampao de eluicdo (Buffer AE) para a remoc¢do do DNA da coluna, deixou-se 5 minutos a
temperatura ambiente e centrifugou-se a 6000 g (8000 rpm) durante 1 minuto. Por fim, rejeitou-se
a coluna e conservou-se o microtubo que contem os acidos nucleicos. A conservacdo deve ser feita a

uma temperatura de 5+3°C, ou a -20° C se o DNA nao for usado nas 24h seguintes.

3. PCR (prv<)

Para a detecdo de Vibrio cholerae recorreu-se novamente a Norma 21872-1:2017 anexo C para se
obter informacgdes acerca da composicdo da mastermix, dos primers necessarios e dos parametros da

amplificacdo (tempo / temperatura /nimero de ciclos).

3.1. Primers

As caracteristicas dos 2 conjuntos de primers usados na reacdo de amplificacdo encontram-se na

tabela 4.

Tabela 4 - Caracteristicas dos primers prVC e pUC19 e produtos de amplificacao

Gene Primer Sequéncia oligonucleotideo (5°-37)  Tamanho do produto
amplificado (pb)
prVC forward TTA AGC STT TTC RCT GAG AAT G 295a 310
prvC

prVC reverse AGT CAC TTA ACC ATA CAACCCG
CIRforward GCA GCC ACT GGT AAC AGG AT 118

pUC19 (CIR)
CIR reverse  GCA GAG CGC AGA TAC CAA AT

3.2. Implementacao do controlo interno de reacao (pUC19)
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Dada a necessidade de garantir que nada iria interferir no PCR (e deste modo obter falsos
negativos) foi decidido o uso de um controlo interno de reacdo (CIR), neste caso o plasmideo pUC19

(118 pares de bases).

Entendeu-se entdo que uma das formas possiveis seria adicionar controlo positivo a cada uma das

amostras num outro tubo de reacdo de PCR.

Seguindo essa possibilidade a composicdo da mastermix foi a seguinte.

Tabela 5 - Composicao da mastermix (prVC)

Vibrio cholerae (prVC - 295 a 310pb)

Reagentes Volume por Reacdo (uL)
Agua isenta de nucleases 17,8
Tampio Taq (10x) 5

DNTP’s (20 mM) 0,32
Primer prVC F (10mM) 0,25
Primer prVC R (10mM) 0,25
Taq (5U) 0,13

Volume Final 25
Volume Mix 23,75
Volume DNA 1,25

Chegando a sala de acidos nucleicos e ap6s o equipamento de uma bata exclusiva da sala e ter-se
calcado luvas retiraram-se os reagentes (tampao Taq, dNTP’s, Primers prVC Forward e Reverse e por
fim a Taq polimerase) do congelador e deixaram-se a descongelar num suporte frio designado cooler,
a temperatura ambiente. Enquanto decorria a descongela¢do procedeu-se a identificacdo dos tubos

de PCR que posteriormente iriam ser preenchidos pela ordem definida.

Voltou-se a preparacdo da mastermix onde pipetou-se todos os reagentes nos volumes especificos
para um microtubo (mastermix); agitou-se no Vortex e fez-se um spin; arrumou-se os reagentes e
usando a mastermix pipetou-se 23,75 pL para cada reacao; De seguida pipetou-se 1,25 pL de DNA
tendo como volume final 25 pL; para os tubos de PCR que irdo servir como CIR no volume de DNA
pipetado existiram alterac¢des, pipetou-se 0,75 pL da amostra e 0,50 pL de controlo positivo a Vibrio

Cholerae;

Finalizando todo o processo fez-se um spin nas amostras.

3.3. Composicdao da mastermix com pUC19 implementado

Segundo a mesma Norma, os volumes por reagdo sdo apresentados para obter um volume final
de 50 pL. No entanto, decidiu-se trabalhar com um volume de 25 pL, garantindo da mesma forma a

eficiéncia e a certeza nos resultados.
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Tabela 6 - Composicao da mastermix com pUC19 (prVC)

Vibrio cholerae (prVC - 295 a 310pb)

Reagentes Volume por Reagéo (uL)
Agua isenta de nucleases 16,3
Buffer Taq (10x) 5
dNTP 'S (20 mM) 0,32
Primer prVC F (10mM) 0,25
Primer prVC R (10mM) 0,25
Taq (5U) 0,13
Primer CIg F (10mM) 0,25
Primer CIR R (10mM) 0,25
pUC-19 (1pL) 10%6 1
Volume Final 25
Volume Mix 23,75
Volume DNA 1,25

3.4. Condicdes de amplificacao para a reacao de PCR (prVC)

A amplificacio de DNA foi realizada no termociclador Pro Flex (Thermo Fisher Scientific®)
disponivel na sala de termocicladores do INSA.

Recorrendo a ISO 21872-1:2017 tabela C.3 retirou-se o protocolo das condi¢cdes de amplificacio

para areagdo de PCR (prV().

Tabela 7 - Protocolo tempo/temperatura PCR prVC

Descricao da etapa Temperatura e Tempo Namero de ciclos

Pré-aquecimento 94°C por 2Zmin 1

Desnaturagao  94°C por 1min

Amplificacao . -
‘Annealing 50°C por 1 min 30
Extensio 72°C por 1,5 min

Pés-amplificagao 72°C por 10min 1

3.5. Separacao dos fragmentos de DNA por eletroforese em gel de
agarose

A separacdo dos produtos PCR de cada uma das amostras de DNA foi efetuada por eletroforese em

gel de agarose (GRS Agarose LE, GA110.0500, GRISP®).
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Preparou-se um gel de agarose a 2% conforme descrito pela ISO 21872-1:2017 ponto C10. Apds
preparacdo, o gel foi colocado submerso em TAE 1x (Tampdo tris acetato edta) numa tina de
eletroforese.

Carregaram-se os pog¢os, de acordo com a seguinte sequéncia: no primeiro poc¢o e no ultimo poco
colocou-se 4 pL de marcador (100bp DNA Ladder; biotium®). Nos restantes pogos colocou-se 10 pL
da mistura de amplificacao.

Carregados os pogos foi iniciada a corrida eletroforética a uma voltagem de 90V durante
aproximadamente 1 hora e 20 minutos.

Apos terminada a corrida eletroforética, observou-se e fotografou-se recorrendo ao Gel Doc™ XR+
(Bio-Rad®). Todos as amostras que no passo anterior deram negativo a Vibrio cholerae (prVC) sao

descartadas, ndo fazendo assim o seu isolamento secundario.

100 ph

Figura 9 - Produtos da reacao PCR com pUC19. 1- Produto PCR positivo a prVC e positivo a pUC19;
2- Produtos PCR positivo a pUCT9.

4. Isolamento secundario

Apos o isolamento primdrio realizou-se um isolamento secundario que resultou das coldnias
formadas com caracteristicas especificas para presenca de Vibrio cholerae. Ap6s a analise das placas
do primeiro isolamento e observacao de coldnias tipicas fez-se a selecdo de 5 colonias caracteristicas
de cada meio usado no isolamento priméario (TCBS e Agar Cromogénico Condalab®) e repicaram-se
as colénias selecionadas para Triptona Soja Agar (TSA) e novamente para o Agar Cromogénico

Condalab®. As placas foram depois a incubar a 37°C = 1°C durante 24h + 3h.

5. Teste de oxidase

Para a triagem dos bacilos Gram-negativos (BGN) ndo fermentadores da glicose, recomenda-se a
pesquisa da oxidase, visto que algumas bactérias utilizam este actcar pela via oxidativa, como é o

caso do Vibrio cholerae.

Passado as 24 horas a 37°C + 1°C, o teste da oxidase é realizado nas coldnias suspeitas de serem

Vibrio cholerae que estdo subcultivadas em TSA. As coldnias que apresentarem uma reagdo positiva
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para o teste avangam para a confirmacdo deste microrganismo, ao contrario das que apresentarem

uma reagao negativa.

6. Conservacao dos isolados

Para se proceder a conservagao dos isolados, foram usados criotubos com triptona soja broth (20%

de glicerol) e posteriormente colocados a -80 °C.

7. Extracao do DNA de culturas suspeitas apos o isolamento
secundario

Sempre que se obtiveram culturas puras suspeitas de Vibrio cholerae no isolamento secundario
procedeu-se a extracdo do DNA pelo método de fervura. Identificou-se um microtubo no qual foi
pipetado 100 pL de dgua MilliQ. A partir de uma coldnia isolada e recorrendo a uma ansa de 1 pL
tocou-se numa colénia (retirando uma quantidade generosa de amostra, mas garantido sempre a
pureza da mesma) que posteriormente foi suspensa no microtubo. Apds a suspensio colocou-se o
microtubo em banho-Maria fervente (99°C) durante 10 minutos. Passado os 10 minutos centrifugou-
se a 15100 g (15000 rpm) durante 10 minutos. Concluindo pipetou-se o sobrenadante para um

microtubo, conservando-se assim o DNA a 5+3°C ou <20 °C se ndo se realizar ensaios em 24h.

8. PCR (subunidades ctxA e ctxB)

Foi utilizada uma reacdo em cadeia da polimerase que amplifica um fragmento de 564 pares de
bases do gene da subunidade A da toxina da célera (ctxA) para identificar estirpes toxigénicas do
Vibrio cholerae. Foram utilizados também 2 primers para amplificar um fragmento de 460 pares de

bases do ctxB (Fields et al., 1993).

8.1. Primers ctxA e ctxB
As caracteristicas dos 2 conjuntos de primers usados na reacdo de amplificacdo encontram-se na

Tabela 8.

Tabela 8 - Primers PCR ctxA e ctxB

Tamanho do
produto

Gene Primer Sequencia oligonucleotideo (57 - 3") amplificado (pb)
ctx 2 CGG GCA GAT TCT AGA CCTCCT G
ctxA 564
ctx 3 CGA TGA TCT TGG AGC ATT CCC AC
ctx 7 GGT TGC TTC TCA TCA TCG AAC CAC
ctxB 460
ctx9 GAT ACA CAT AAT AGA ATT AAG GAT G
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8.2. Composicao da mastermix (com pUC19) do ctxA

A composicdo do mastermix encontra-se descrita na Tabela 9 de acordo com o descrito por Fields

etal. (1993), com algumas altera¢des/adaptacdes, nomeadamente nos dNTP’s e na Taq polimerase.

Tabela 9 - Composicao da mastermix (com CIR) do ctxA

Vibrio cholerae (ctxA - 564pb)

Reagentes Volume por Reacédo (puL)
Agua livre de nucleases 36,75
Buffer Taq (10x) 5
dMTP 5 (2,5 mM) 4

ctxA F (10mM) 0,5
ctxA R (10mM) 0,5
Taq (5U) 0,25
Primer CIR F (10mM) 0,5
Primer CIR R (10mM) 0,5
pUC-19 (1puL) 10%7 1
Volume Final 50
Volume Mix 49

Volume DNA

1

8.3. Condicoes de amplificacao para a reacao de PCR (ctxA)

A amplificagdo de DNA foi realizada no termociclador Pro Flex disponivel na sala de
termocicladores do INSA de acordo com protocolo definido por Fields et al. (1993).

Tabela 10 - Protocolo tempo/temperatura PCR ctxA

Descricdo da etapa Temperatura e Tempo Numero de ciclos

Pré-aquecimento 95°C por 5min 1

Desnaturagdo  95°C por 1min

Amplificacdo

'Annealing’ 60°C por 1 min 25
Extensdo 72°C por 1 min
Pés-amplificagio 72°C por 10min 1

8.4. Separacado dos fragmentos de DNA por eletroforese em gel de agarose 1%
(ctxA)

A separacdo dos produtos PCR de cada uma das amostras de DNA foi efetuada por eletroforese em

gel de agarose (GRS Agarose LE, GA110.0500).
Preparou-se um gel de agarose a 1% conforme descrito por Fields et al. (1992). Apds preparagdo,

o gel foi colocado na tina de eletroforese onde ja tinha sido colocado o tampao TAE 1x.
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Carregaram-se os poc¢os, de acordo com a seguinte sequéncia: no primeiro po¢o e no ultimo pogo
colocou-se 4 uL de marcador (100 bp DNA Ladder, ; biotium®). Nos restantes pocos colocou-se 10
pL da mistura de amplificagao.

Carregados os pocgos foi iniciada a corrida eletroforética a uma voltagem de 90V durante
aproximadamente 1 hora e 20 minutos (80 minutos).

Apds terminada a corrida eletroforética, observou-se e fotografou-se recorrendo ao Gel Doc™ XR+.

8.5. Composicao da mastermix (com pUC19) do ctxB

A composicdo da mastermix baseou-se no estudo descrito por Fields et al (1992), com apenas

duas alteracoes, ao nivel da adicdo de dNTP’s e da Taq polimerase.

Tabela 11 - Composicao da mastermix (com CIR) do ctxB

Vibrio cholerae (ctxB - 460pb)

Reagentes Volume por Reagéo (pL)
Agua livre de nucleases 36,75
Buffer Taq (10x) 5
dNTP '5(2,5 mM) 4

ctxBF (10mM) 05
ctxB R (10mM) 0,5
Taq (5U) 0,25
Primer CIRF (10mM) 05
Primer CIRR (10mM) 0,5
pUC-19 (14L) 10%6 1
Volume Final 50
Volume Mix 49
Volume DNA 1

8.6. Condicoes de amplificacdo para a reacao de PCR (ctxB)

A amplificagdo de DNA foi realizada no termociclador Pro Flex disponivel na sala de
termocicladores do INSA.

De acordo com o mesmo artigo retirou-se o protocolo tempo/temperatura para a reagdo de PCR
(ctxB). Foram realizadas algumas alteragdes no protocolo para um melhor desempenho e

visualiza¢ao das bandas.
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Tabela 12 - Protocolo tempo/temperatura PCR ctxB

Descrigao da etapa Temperatura e Tempo Ntimero de ciclos

Pré-aquecimento 95°C por 5min 1

Desnaturagdo  95°C por 1min
Amplificagao

'Annealing 50°C por 1 min 30
Extensao 72°C por 1 min
Pos-amplificagao 72°C por 10min 1

8.7. Separacao dos fragmentos de DNA por eletroforese em gel de
agarose 1% (ctxB)

A separacdo dos produtos PCR de cada uma das amostras de DNA foi efetuada por eletroforese em
gel de agarose (GRS Agarose LE, GA110.0500).

Preparou-se um gel de agarose a 1% conforme descrito pelo Fields et al. (1992). Apds preparacao,
o gel foi colocado na tina de eletroforese onde ja se tinha sido colocado o tampao TAE 1x.

Carregaram-se os poc¢os, de acordo com a seguinte sequéncia: no primeiro poc¢o e no ultimo pogo
colocou-se 4 pL. de marcador (100bp DNA Ladder,304105). Nos restantes pog¢os colocou-se 10 pL da
mistura de amplificac3o.

Carregados os pocos foi iniciada a corrida eletroforética a uma voltagem de 90V durante

aproximadamente 1 hora e 20 minutos (80 minutos).

Apoés terminada a corrida eletroforética, observou-se e fotografou-se recorrendo ao Gel Doc™ XR+.

9. Exclusividade

Recorreu-se a ISO 16140-3:2021(E) de onde foi retirada toda a informagio necessaria para se

proceder a realizacdo do método da exclusividade.

0 estudo da exclusividade envolve estirpes puras nao alvo, que podem ser potencialmente reativas
(que podem originar reagdes cruzadas), mas que se espera que nao sejam detetadas ou enumeradas

pelo método em estudo.

Para se proceder ao estudo, o minimo de estirpes ndo-alvo requisitas pela norma sdo cinco, mas

neste caso foram analisadas sete estirpes nao-alvo.

10. Limite de detecao

Com o objetivo de determinar o limite de detecdo do PCR, recorreu-se a duas amostras analisadas
anteriormente. Estas amostras encontravam-se conservadas no congelador e tinham tido um

resultado negativo para a pesquisa de Vibrio cholerae em 25 g.
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As estirpes utilizadas (Vibrio cholerae ctx negativa proveniente do programa nacional de avaliacio
externa da qualidade, referéncia VO171, 23/117471 e Vibrio cholerae ctx positivo (0139)
proveniente do instituto Pasteur, referéncia 104151) foram previamente inoculadas em meio TSA e
incubadas durante 18h + 1h a 37, 5°C + 1 °C. Para ambas as estirpes, fez-se a repicagem de uma
coldnia e colocou-se em 5 mL de Brain Heart Infusion (BHI) (Biolife, 4012302) onde ficaram a incubar
durante 24h a 37, 5°C £ 1 °C. Foram feitas diluicdes sucessivas até se obterem as diluicdes

pretendidas.

As amostras foram colocadas a descongelar, a temperatura ambiente, enquanto se preparava todo

o material necessario para a progressao do estudo.

Apods o descongelamento foram identificados dois sacos Stomacher® e posteriormente colocados
num suporte (com constante monitorizacdo do peso recorrendo a uma balanca analitica onde por
fim foi colocado #25 gramas de amostra (em cada saco de cada uma das amostras) e #225 mL de

APAS.

Realizado o passo anterior colocou-se o Saco no Homogeneizador (Stomacher®). Contaminou-se
de seguida um dos sacos com 1ml de 10-5(104UFC/ml) de uma estirpe de Vibrio cholerae ctx negativo
e 1ml de 10-8 (<1 UFC/ml) de uma estirpe de Vibrio cholerae ctx positivo. No outro saco o processo
foi idéntico pipetando-se 1ml de 10-5 (104 UFC/ml) de uma estirpe de Vibrio cholerae ctx negativo e
1ml de 107 (101 UFC/ml) de uma estirpe de Vibrio cholerae ctx positivo. Realizado o procedimento

ambos os enriquecimentos foram colocados a incubar durante 6h+1h a 37,5°C £ 1 °C.

Microrganismo nio alvo - Para se determinar a quantidade de UFC/ml com que contaminamos o
enriquecimento primario das amostras plaqueou-se 0,1ml da dilui¢do 10-6 e 0,1ml da diluigdo 107

da estirpe de Vibrio cholerae ctx negativo em placas de TSA.

Tabela 13 - Controlo positivo

Volume/diluicao Numero de colénias em TSA
(37°C durante 24 horas) (Passado 24 horas a 37°C)
0,1 ml da diluigdo 10-¢ 163
0,1 ml da diluigdo 107 20

Microrganismo alvo- O mesmo procedimento foi efetuado para a estirpe de Vibrio cholerae ctx

positivo inoculando por espalhamento 0,1ml da diluigdo 10-¢ e 0,1ml da diluicdo 10-7 em TSA.
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Tabela 14 - Volume/diluicao para o microrganismo alvo

Volume/diluigao Ntmero de coldnias em TSA
(37°C durante 24 horas) (Passado 24 horas a 37°C)
0,1 ml da diluigao 10-¢ 9
0,1 ml da diluigao 10-7 2

Dado os resultados pode-se inferir que contaminamos a amostra A com uma carga microbiolégica
de 104 ufc/ml do microrganismo nao alvo e <1 ufc/ml do microrganismo alvo. No caso da mostra B
contaminamos a mesma com 104 ufc/ml do microrganismo néo alvo e com uma carga microbiana de

10 ufc/ml (101) do microrganismo alvo.

IV. Resultados e Discussao

0 objetivo do estudo foi cumprido tendo sido implementado o PCR para pesquisa dos genes ctxA e
ctxB quer a partir do meio de enriquecimento dos géneros alimenticios quer nos isolados e foi
também implementando com sucesso um controlo interno de amplificacdo para todos os PCR’s
implementados/validados. Ndo se obteve nenhuma amostra positiva ao gene ctx, consideramos

assim um ponto positivo.

1. Amostras positivas/negativas de Vibrio cholerae

Das 38 amostras de camario analisadas, 9 testaram positivo ao gene prVC. Isso significa que

aproximadamente 24% das amostras apresentaram contaminacgao de Vibrio cholerae.

A prevaléncia de Vibrio cholerae em camardes foi documentada em vérias regides. Na Tailandia, 55
de 125 amostras (44%) de camardo estavam contaminadas, predominantemente com estirpes sem
genes de viruléncia e ndo pertencentes aos serogrupos 01 ou 0139 (Preeprem et al., 2014). Na Sicilia,
Italia, de 165 amostras, 12 (7,3%) continham Vibrio cholerae, também sem genes de viruléncia e
pertencentes a diferentes serogrupos, excluindo 01 e 0139 (Castello et al., 2022). Segundo o
relatério europeu sobre zoonoses "One Health in 2022", os Paises Baixos realizaram analises em 327
lotes de peixe cru, crustaceos e camaroes coletados em postos de controlo fronteirigos, identificando

Vibrio cholerae nao toxigénico em 11 lotes (EFSA/ECDC, 2023).

2. Paises de origem

As amostras que foram analisadas sdo provenientes de sete paises diferentes (que normalmente
reportam casos positivos de Vibrio cholerae). Das 38 amostras, 20 sdo provenientes do Equador, 10

da India, 4 da Argentina, 1 do Bangladesh, 1 da Venezuela, 1 do Madagascar e 1 de Mogambique.
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Tabela 15 - Resultados obtidos por pais de origem

Pais de Proveniéncia Amostras analisadas Amostras positivas a pri’C
Equador 20 5
India 10 3
Argentina 4 0
Bangladesh 1 0
Venezuela 1 1
Madagascar 1 0
Mocambique 1 0

Analisando a tabela 15, podemos concluir que o Equador e a India apresentam o maior néimero de
positivos (5 e 3 respetivamente). A Venezuela conta com 1 positivo, mas dado que sé houve 1

amostra analisada, ndo consideramos relevante.

Dado que as condi¢cdes ambientais nos paises com elevado ntiimero de casos positivos, como a India
e o Equador, sdo propicias ao crescimento e desenvolvimento do Vibrio cholerae, é natural que estes
agentes patogénicos estejam mais disseminados. Em resposta a esta realidade, os governos
implementam missdes especificas para combater e erradicar estes patégenos. Este esforco tem sido
associado a melhorias significativas na saude da populacdo indiana, evidenciando a eficacia das
iniciativas governamentais em promover condi¢des de vida mais saudaveis através do acesso a dgua

potavel segura (Paunika et al, 2023).

3. Tamanho do camarao

Neste estudo é possivel identificar uma maior positividade nas amostras de maior calibre (40/60
e 60/80), como mostra a Figura 10.

Para se obter 25 gramas (como manda proceder a norma) do camarao 40/60 e 60/80 sdo
necessarios mais camardes, ou seja, a probabilidade de encontrarmos um positivo sera maior face

aos tamanhos maiores (20/30 e 30/40).
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Figura 10 - Nimero de amostras analisadas e de amostras positivas para Vibrio cholerae em funcao do tamanho do
camarao

4. Espécie do camarao

Neste estudo, a espécie Litopenaeus vannamei (india), com 21 amostras analisadas, 5 amostras
foram positivas a Vibrio cholerae. A espécie Penaeus monodon (Black Tiger, Equador), com 11
amostras analisadas, 4 amostras foram positivas a Vibrio cholerae. As restantes espécies com um

total de 6 amostras analisadas, apresentaram 0 amostras positivas (Figura 11).
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Figura 11 - NUmero de amostras analisadas e de amostras positivas para Vibrio cholerae em funcao da espécie
de camarao

5. Método de criacao do camarao

Apesar do reduzido nimero de amostras por espécie de camardo analisada, das 32 amostras de
camardo de aquacultura analisadas, 9 testaram positivo para Vibrio cholerae. Em contraste, das 6
amostras de camardo selvagem analisadas, nenhuma estava contaminada com Vibrio cholerae.
Haque et al. (2023) identificaram Vibrio cholerae em 24,7% das amostras de aquacultura analisadas
no Bangladesh, com uma maior incidéncia em amostras de camarao, atingindo os 38% (Figura 12).
Por outro lado, Gopal et al. (2005) estudaram a presenca de varias espécies de Vibrio em amostras

de agua e camardes de vdrias instalagdes de aquacultura ao longo da costa leste e oeste da India.
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Embora tenham detetado Vibrio cholerae em alguns casos, todos os isolados foram negativos para o

gene ctx.
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Figura 12 - NUmero de amostras analisadas e de amostras positivas para Vibrio cholerae em funcdo do método de
criacao do camarao

Podera debater-se estes valores com base no aumento de producao que os aquicultores pretendem.
Para atingir esse objetivo, tém recorrido a intensificacdo com altas densidades de povoamento e uma
alimentacdo suplementar intensiva. No entanto, esta pratica, aliada a proximidade dos sistemas de
aquicultura das zonas costeiras, tem resultado na deterioracdo da qualidade da 4agua, no
aparecimento de vdarias doencas e na maior probabilidade de contacto com aguas residuais

contaminadas (Lekshmy et al, 2014).

6. Superficies comerciais

Fazendo uma avaliacdo da Figura 13 podemos averiguar que as superficies comerciais A e B
apresentam as maiores taxas de contaminagdo, apresentando 50% das suas amostras positivas. A
superficie C também apresenta uma taxa de contaminagio elevada, com 43% das suas amostras
positivas. Por outro lado, as superficies comerciais D, E, F, G, H, ] e L ndo apresentaram amostras

positivas (0%).
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Figura 13 - Nimero de amostras analisadas e de amostras positivas para Vibrio cholerae em funcdo da
superficie comercial de onde o camarao foi adquirido
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Preeprem et al. (2023) isolaram recentemente Vibrio spp. de marisco proveniente de pontos de
venda a retalho na provincia de Yala, na Tailandia, e verificaram que 34% dos isolados eram Vibrio
cholerae. Um estudo recente determinou a prevaléncia de Vibrio spp. no comércio retalhista de
marisco em Berlim, Alemanha (Vu et al, 2018). Estes resultados indicam que certas superficies
comercias tem uma maior incidéncia de contaminagdo por Vibrio cholerae nos seus produtos

congelados de camarao.

7. Resultado do PCR (exclusividade)

Concluida a eletroforese e analisando os resultados (Figura 14) construiu-se a tabela 16.

L e . S A

Figura 14 -Imagem da esquerda representa os resultados para ctxA e a imagem da direita representa os
resultados para ctxB. 1, 2 e 3- Produto de PCR (Vibrio parahaemolyticus); 4 e 5- Produto PCR (Vibrio vulnificus);
6: Produto PCR (Vibrio alginolyticus); 7- Produto PCR (Vibrio cholerae); 8- Controlo positivo; 9- Produto PCR
(Branco).

Tabela 16 - Resultados obtidos do PCR da exclusividade

Namero Genes de toxinas
Estirpes de detetadas
Estirpes ctxA ctxB
3 0 0
Vibrio
parahaemolyticus
Vibrio vulnificus 2 0 0
Vibrio alginolyticus 1 0 0
Vibrio cholerae 1 0 0

Apesar dos produtos de pesca poderem ser contaminados por diferentes espécies de Vibrio, que
ndo so contribuem para a deterioracdo, mas também para a propagacdo da colera e de outras
doencas de origem alimentar (Haque et al., 2023), concluimos com este teste que ndo ocorreu
amplificacdo de nenhum dos genes-alvo pelas metodologias de PCR convencional implementadas

para as estirpes nao-alvo.
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8. Resultado do PCR (limite de detec¢ao)

Na amostra A e B foi possivel a dete¢do dos genes nao alvo (prVC) como mostra a Figura 15.

Figura 15 - Resultados da corrida eletroforética (prVC) (enriquecimentos). 1 - Produto de PCR (amostra A); 2
- Produto de PCR (amostra B); 3 - Controlo positivo (prVC);4 - Produto PCR (branco).

0 gene alvo (ctx) ndo foi amplificado na mostra A, mas é possivel verificar-se a sua amplificacdo
na amostra B como mostra as seguintes Figuras 16 e 17.

S6 foi possivel a detecdo dos genes em estudo na amostra B contaminada com uma carga

microbiana de 9 ufc/ml. Podemos assim concluir que nao é possivel amplificar uma carga microbiana

mais baixa.

Figura 16 - Resultados da corrida eletroforética Figura 17 - - Resultados da corrida eletroforética
(ctxA) (enriquecimentos). 1-Amostra A negativa a  (CtxB) (enriquecimentos). 1-Amostra A negativa a
CtxA, 2- Amostra B positiva a ctxA, 3- Controlo  CtxB, 2- Amostra B positiva a ctxB, 3- Controlo
positivo ctxA; 4-Produto PCR (branco). positivo ctxB; 4-Produto PCR (branco).

V. Consideracdes finais

Podemos concluir com base nos resultados obtidos a necessidade de reforcar as praticas de
controlo de qualidade para garantir a seguranga alimentar ainda que neste estudo a quantidade de
amostras coletadas seja um fator limite na confiabilidade dos resultados obtidos. Nesse sentido,
como projecdo futura recomenda-se um esfor¢o mutuo entre aumentar o nimero de amostras e
garantir o equilibrio entre elas. Outras projecdes futuras seriam, como por exemplo, a caracterizacdo
dos isolados de Vibrio cholerae obtidos quanto a suscetibilidade aos antimicrobianos, outros fatores
de viruléncia e comparar com isolados de amostras clinicas, ambientais e alimentares para avaliar
associados epidemioldgicos. Realca-se também a auséncia de critérios microbioldgicos (de higiene
ou de seguranca do produto) no regulamento europeu e na legislacio portuguesa para este género
alimenticio, considerando-se importante a implementacao de critérios de controlo microbiolégico

transversais a toda a Europa.
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Anexo- Vacinas aprovadas e comercializadas. Fonte: Montero et al. (2023)

Vacing Fabricante Estado Composigio Calendario de Duragdo
Imunizacdo da protegdo
Administragdo oral. Para
WaCing monovalente. individuos  com  idade
i igual ou superior a 2
En:nnter'.: estirpes mortas ancs. As Criangas de 2-5
Licenciada  em pela agao da calar. anos necessitam de 3
1391 nz Suéria, &  Estirpes de Vibric doses administradas
em mais de mais cholerae Ol {estirpe comq 7-14  dizs de
Dukoral® . . Oferece
de 60 paises classica de Inaba, intervalo, com um .
desde entdo. Classica Cairo 48, Classicd  reforco recomendado provegse
Ogaws, Cairo 50eElTor apos & meses. Os para & meses
Inaba estirpe Phil 6.973),  individuos com 5 anos o oo
juntamente com 1 mgde oy mais necessitam de 2
rCTE. dozes com um intervalo
de 7-14 dias, sendoc
recomendada uma dose
de reforgo apds 2 Enos.
Vacina bivalents.
Contém estirpes mortas  Administragdo oral. Para
licencisdo  em pela 2gdo do calor. individuos com  idade Oferece
1597 noVietname  Estirpes de Wibrio lgual ou superiar 3 2 protecio
parz uso local cholerge O1 (estirpe anos. Duzs doses durantz pelo
mOJRC-vax™

apenas. Mo £

pré-qualificada.

clissica de Inaba, Cairo
48 Ogawa dlassica,
Cairo 50, & El Tor Inaba
Fhil e o estirpe de Vibrio

cholerse 0139, 42508,

administradas com 14
dias de intervale. Nio ha
recomendacio de
reforgo do por parte do

fabricante.

mEnQs

anos.
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