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2 QUALIFICAGAO DO PRINCIPAL PROBLEMA A SER ABORDADO

O papel do manejo na inter-relagao entre producao, ambiente e seguranca alimentar sao
temas de discussao recorrente na producao de animais aquaticos (Northen, 2001). Isto porque,
quando se pensa na aquicultura, a questao ambiental (justificadamente ou nao) tem sido
historicamente explorada pelos seus detratores como uma atividade que representa elevados
riscos tanto ao meio ambiente quanto aos consumidores (Ostrensky et al., 2008).

Residuos excretados pelos organismos aquaticos, contrariamente ao observado em
animais terrestres, sao de dificil coleta, dissolvendo-se, diluindo-se, permanecendo em suspensao
na agua de cultivo ou depositando-se no fundo nas areas de cultivo. A presenca destes residuos
contribui para o aumento de matéria orginica no ambiente, o que pode causar alteragdes na
macro e na microbiota locais (Zhou et al., 2009; Ottinger et al., 2016), reducao da qualidade da
agua (Widdows e Brinsley, 2002; Gaspar et al, 2011) e, consequentemente, do desempenho
zootécnico e até mesmo da qualidade mercadologica dos animais cultivados (Alves, 2006). Além
disso, outros danos ambientais podem decorrer de um manejo incorreto, como, por exemplo,
a disseminagao de doengas ou a introdugao de espécies exoticas invasoras (Grigorakis, 201 1).

A denominagao de alimento seguro depende nao s6 de como o organismo aquatico é
cultivado, mas sim, de como toda a cadeia de produgao e de distribuicao é operada (Al-Busaidi
et al, 2016). No caso das ostras, isso inclui também as etapas de depuracao (se realizada), o
transporte, o processamento, o armazenamento e a distribuicao do produto (Mizan et al,, 2015;



Zanin et al., 2015). Por isso, a adocao de medidas que visem a manutenc¢iao da qualidade do
alimento até que esse chegue a mesa do consumidor final sao indispensaveis.

O consumo de ostras tem aumentado consideravelmente em todo o mundo nas ultimas
duas décadas (Serment-Moreno et al,, 2015) e, paralelamente, o nimero de surtos associados
ao consumo deste molusco vem aumentado proporcionalmente, sendo a maioria dos casos
relatados nos Estados Unidos, Europa, Asia e Austrélia (Laing, 2013). O virus da hepatite A e os
calicivirus sao os principais agentes etioldgicos associados aos surtos envolvendo ostras, seguido
das bactérias do género Vibrio (V. parahemolyticus, V. cholerae, V. vulnificus, V. mimicus, V. hollisae),
além de Salmonella sp., Shigella (S. flexneri, S. sonnei), Plesiomonas shigelloides e Listeria
monocytogenes (Potasman, 2002; Fang et al.,, 2015). Moluscos bivalves também podem transmitir
doengas causadas por protozoarios, sendo os principais Cryptosporidium spp., Giardia duodenalis
e Toxoplasma gondii (Robertson, 2007).

Além dos virus, bactérias e protozoarios, as ostras podem veicular biotoxinas (Turner
etal,2012; Turner et al,, 2013; Xie et al., 2013). As biotoxinas sao formadas por algumas espécies
de microalgas nocivas e podem causar varios tipos de intoxicagoes, entre elas: toxinas
paralisantes (PSP), toxinas amnésicas (ASP), neurotoxinas (NSP), toxinas diarréicas (DSP), entre
outras (Brasil, 2012).

As ostras se alimentam de plancton pelo processo de filtragao da agua. Na presenca de
micro-organismos patogénicos ou microalgas nocivas na agua, estes sao retidos e concentrados
no trato gastrintestinal dos moluscos. Caso o processamento e preparo das ostras nao seja
eficiente na remocao (depuragao) ou destruicao (cozimento) destes micro-organismos ou
toxinas, o consumo de ostras pode representar um perigo a saude publica (Robertson, 2007).
Para potencializar esse problema, na maioria das vezes, as ostras cultivadas e comercilizadas no
Brasil sio consumidas cruas.

Alguns patogenos associados a esses moluscos podem estar naturalmente presentes nas
aguas de cultivo, como V. parahemolyticus, V. vulnificus e V. cholerae (nao-O| e nao-O139). Outros
patogenos sao geralmente associados a presenca de contaminagao fecal nas 4guas, tais como V.
cholerae O1 e O139, Salmonella sp, E. coli, Shigella sp, Campylobacter jejum, Yersinia enterocolitica
além do virus da hepatite A e Norovirus (Fda, 201 I).

A maioria das doencas alimentares relacionadas ao consumo de ostras é de curta
duragao e autolimitada, no entanto, em alguns casos, pode ser fatal, principalmente quando se
trata do virus da hepatite A e V. vulnificus infectando pessoas imunodeprimidas (Potasman, 2002).
Salmonella, uma bactéria Gram-negativa, é uma das principais causas de infec¢oes de origem
alimentar em todo o mundo. No sudeste da Asia e da América, Salmonella é uma causa comum
de doengas gastrointestinais e & responsavel por cerca de |,4 milhoes de casos de infecgoes que
consutmam levar a morte a cada ano (Brands et al., 2005; Ponce et al., 2008)

Importante ressaltar que as bactérias sobre as quais a legislagao brasileira (Resolugao
RDC 12, de janeiro de 2001) estabelece limites maximos de contaminagao quase sempre nao
alteram a aparéncia fisica do pescado. A razido de suas limitagdes esta relacionada ao fato de
serem organismos patogénicos ao homem e nio deterioradoras do produto.

Neste projeto, entretanto, foi utilizada uma nova metodologia de analise de micro-
organismos presentes nas ostras (um método molecular de ultima geragao), que permitiu a
pesquisa e quantificagao nao so das bactérias exigidas por lei, mas também de outros micro-
organismos patogénicos para as ostras e/ou para os consumidores. Desta forma, foi possivel o



completo mapeamento dos micro-organismos presentes nas ostras produzidas em diferentes
estados e regioes brasileiras, a partir da analise direta das amostras, ou seja, sem a necessidade
da utilizagao de meios de cultivo ou de provas bioquimicas, resultando em uma maior agilidade
e acuracia do processo.

O método molecular permite uma detecgao rapida e seletiva de micro-organismos em
diferentes matrizes, por detectar fragmentos especificos de genes. O principal ponto positivo
para justificar a detec¢ao de micro-organismos em alimentos usando técnicas moleculares € a
sua alta sensibilidade e especificidade. A sensibilidade depende, nao somente das condigoes de
reacao, mas principalmente da composi¢ao da amostra e do método de extragao do DNA (Sheu,
1998).

O avango biotecnologico tem permitido o desenvolvimento de novas técnicas com a
finalidade de diminuir o tempo de detecgao, aumentar a sensibilidade e a especificidade de
detecgao, além de avaliar com mais acuracia a eficiéncia dos métodos de depuragio de
patégenos. Sendo assim, os métodos tradicionais tém sido gradativamente substituidos por kits
enzimaticos de detecgao rapida e ainda pelas técnicas moleculares baseadas na detec¢ao do DNA
bacteriano a partir de plataformas especificas em reacoes de hibridizagao molecular, precedidas
pela amplificagao génica (Correa, 2006).

A proposta do presente projeto foi monitorar a qualidade microbiologica das ostras
cultivadas no litoral paranaense e nordestino e fazer um amplo levantamento da qualidade
microbioldgica das ostras comercializadas em todas as microrregioes do estado do Parang, sejam
elas originadas de cultivos realizados no proprio estado ou provenientes de outros estados.

Mas, além disso, uma parceria entre o Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos
Ambientais e o SEBRAE/AL possibilitou que os resultados obtidos no presente projeto
chegassem, na forma de informagées de facil compreensao, ao elo inicial da cadeia de produgao
e de distribuicao de ostras cultivadas: os produtores. Portanto, o produto deste projeto foi
utilizado em um manual de boas praticas produtivas e profilaticas, que o Sebrae utiliza nas suas
atividades junto ao setor produtivo. Com isso, projeto contribuiu para a melhoria da qualidade
higiénico-sanitaria das ostras cultivadas no pais.

3 OBJETIVOS E METAS

3.1.1 Geral

Identificar e avaliar a microbiota associada a ostras produzidas e comercializadas no
estado do Paranad e na regiao Nordeste do Brasil.

3.1.2  Especificos

e |dentificar os principais locais de comercializagao de ostras cultivadas nos estados do
Parana, Sergipe, Alagoas, Paraiba e Rio Grande do Norte;

e Identificar as principais formas de apresentacido das ostras comercializadas na area de
estudo;

e Identificar e quantificar a microbiota existente nas ostras analisadas;



e Avaliar os efeitos da origem, do local de coleta e da forma de apresentagao das ostras
analisadas sobre a microbiota identificada e quantificada nesses animais;

e |dentificar as bactérias potencialmente patogénicas a salide do consumidor e estimar se
existem riscos aos consumidores dessas ostras.

e Realizar quatro campanhas amostrais em cinco estados do territorio brasileiro ao longo
de |2 meses para avaliagio da microbiota presente em ostras produzidas e
comerecializadas nesses estados.

e Realizar ao menos uma campanha amostral em cada um dos principais centros de
comercializagio de ostras em |0 microrregices geograficas (Noroeste, Centro
Ocidental, Norte Central, Norte Pioneiro, Centro Oriental, Oeste, Sudoeste, Centro
Sul, Sudeste, Metropolitana de Curitiba) do estado do Parana.

e Analisar amostras de ostras de pelo menos uma area de cultivo por estado da regiao
Nordeste.

e Publicar, em parceria com o SEBRAE-AL, um manual técnico, de facil leitura e
compreensao, para orientar os produtores de ostras a produzir produtos de maior
qualidade.

4 METODOLOGIA EMPREGADA

Os estudos foram realizados no estado do Parana, localizado na regiao Sul do pais e nos
estados de Sergipe, Alagoas, Paraiba e Rio Grande do Norte, localizados na regiao Nordeste.

4.1.1 Estado do Parana

As ostras (in natura e industrializadas) utilizadas nas andlises microbiologicas foram
provenientes de mercados municipais e peixarias, localizados em diferentes cidades do estado
do Parana.

Para a definicao das areas analisadas no estado, foi adotada a classificagao de regides
segundo IPARDES (2012). Portanto, o estado do Parana foi dividido em dez regides geograficas:
Noroeste, Centro Ocidental, Norte Central, Norte Pioneiro, Centro Oriental, Oeste, Sudoeste,
Centro Sul, Sudeste, Metropolitana de Curitiba.

Foram primeiramente realizados contatos telefénicos para identificagio dos pontos de
venda. Depois, cada uma dessas regioes foi visitada de carro e as ostras adquiridas nos
estabelecimentos previamente identificados.



4.1.2 Regiao Nordeste

Foram utilizados 7 cultivos de ostras como pontos amostrais, distribuidos entre os
estados de Sergipe (n=2), Alagoas (n=2), Paraiba (n=1) e Rio Grande do Norte (n=2), conforme
identificado na Tabela .

Tabela |. Coordenadas geograficas dos pontos de coleta de ostras nos estados de Alagoas, Paraiba, Sergipe e
Rio Grande do Norte*.

Estado Ponto Local Coordenadas
Sergipe | Povoado Pontal (Indiaroba) S 11°29'03.5" O 37°24'56,6"
2  Rio Parapuca (Brejo Grande) S 10°31'57,3" O 36°29'22,4"
Alagoas | Barra de Sio Miguel S 9°50'10.0" O 35°57'20,8"
2 Passo de Camaragibe S91°8'44,2" O 35°25'16,1"
Paraiba | Estuario Mamanguape (Marcagio)S 6°47'5,9" O 34°59'44,8"
Rio Grande do Norte | Tibau do Sul - Umari S 06°12'30,1" O 35°08'00,3"
2 Macau S 5°08'33,6" O 36°38"21,9"

4.2 Amostragem

42.1 Parana

Cada amostra de ostra era composta por no minimo |2 unidades (in natura) ou 200
gramas (industrializadas). As amostras foram armazenadas e mantidas em caixas isotérmicas, sob
refrigeragao (5 a 10°C) até o momento das anilises. O intervalo de tempo entre a compra das
ostras e o inicio das analises nao excedeu 48 horas, conforme preconiza o Codex Alimentarius
(1978) e o PNCMB (2013).

As caixas com as amostras foram enviadas por via aérea e/ou rodoviiria até o
Laboratorio de Histologia e Microbiologia (LHM), pertencente ao GIA, localizado na
Universidade Federal do Parana, em Curitiba, Parana.

4.2.2 Regiao Nordeste

Um técnico deslocou-se, por via aérea, de Curitiba até Aracaju-SE, de onde partiu para
visitar cada um dos sete pontos de coleta, totalizando 7 dias ininterruptos de atividades por
campanha amostral.

As amostras coletadas foram enviadas por via aérea imediatamente apos a coleta, para
que o tempo total entre a coleta a campo e a chegada ao laboratério em Curitiba-PR, nao fosse
superior a 48 horas.

Os materiais e equipamentos para registro de dados e aquisicao de amostras bioldgicas,
incluiram:

e Disco de Secchi

e GPS

e Kits de transporte contendo, cada um: | caixa de isopor; | saco plastico transparente
de 60 L; | lacre numerado; | datalogger programado para aferir a temperatura desde a
coleta das ostras até a chegada ao laboratoério, em Curitiba-PR; gelo gel; e, papelao para



evitar o contato direto das ostras com o gelo gel, o que poderia provocar a mortalidade
destes moluscos bivalves.

e Oximetro

e pHmetro

e Planilhas para as anotagoes e registros

e Questionario de pesquisa para coleta de dados de campo

e Refratometro

As caixas com as amostras foram enviadas por via aérea até o Laboratério de Histologia
e Microbiologia (LHM).

4.3 Mensuracao de variaveis abioticas

Durante os procedimentos de coleta, foram realizadas mensuragdes de variaveis
abioticas para a caracterizagao dos pontos amostrais e das condi¢gdes ambientais no momento
da retirada das ostras da agua. Para este procedimento, foram utilizados os equipamentos
relacionados na Tabela 2.

Tabela 2. Variaveis que foram analisadas nos pontos de coleta de ostras nos estados de Sergipe (SE), Alagoas
(AL), Paraiba (PB) e Rio Grande do Norte (RN).

Variavel analisada Equipamento
C.oncefltragao de oxigénio mg/L Oximetro
dissolvido
pH - Medidor de pH portatil
Salinidade - Salindmetro/Refratdmetro
Saturacdo de oxigénio dissolvido % Oximetro
Temperatura °C Oximetro
Transparéncia cm Disco de Secchi

Todas as variaveis mensuradas, bem como, as condicoes ambientais observadas no
momento da coleta de amostras foram registradas em uma ficha de coleta e, posteriormente,
compiladas em uma planilha digital.

4.4 Processamento das amostras

Ao chegar ao laboratério, as ostras passaram pelo processo de abertura e retirada da
carne e liquido intervalvar. Em seguida, foram colocadas em sacos plasticos estéreis e maceradas
para obtencio de uma amostra homogénea. Uma aliquota (200 pL) da amostra foi retirada e
inserida em frascos eppendorf.

4.5 Analises genéticas

Para a extracao do DNA total das ostras foi utilizado o kit Invitrogen (Purelink®
Genomic DNA). O DNA total extraido das amostras foi quantificado com o kit Qubit ds DNA
High-Sensitivity (HS) Assay por fluorometria no equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer
Invitrogen.



As andlises genéticas foram realizadas de acordo com a metodologia proposta por
Caporaso et al. 201 1.

O gene RNAr 16S foi amplificado em cada amostra a partir de uma PCR, em um sistema
de 10 pL, contendo 5pL de DNA (20 ng/L), | pL de primer universal (515 F/806r), | pL do
primer “adaptador” e 5 pL da enzima Klentaq DV Readymix. Os niveis de expressao génica do
gene 16S foram analisados em um termociclador (Veriti 96 well Applied Biosystems), com as
reacoes realizadas a 94°C por 3 minutos para a desnaturagao inicial do DNA, seguido do
processo de amplificagao de 25 ciclos a 94°C por 45 segundos para a desnaturagao final; 50°C
durante 30 segundos para o anelamento; 68°C durante | minuto para a extensao inicial e 10
minutos a 72°C para a extensao final. Mantendo apos isso, as amostras entre 0 e 4°C.

Para a confirmagao da amplificagao, as amostras foram testadas em gel de agarose (1%)
em tampao Tris/Borato/EDTA 1 X (Tris-HCI 0,09M; acido bérico 0,09M e EDTA 0,002M). No
gel, foram aplicados 3 pL da mistura feita com 2 pL de amostra e 2 pL de corante (Bluejuice Gel
Loading Buffer 10X). Apos esta etapa, foi realizada a corrida eletroforética das amostras no gel
(uma hora) em voltagem constante de 70 Volts na presenca de tampao TBE | X. Juntamente com
as amostras, foi aplicado no gel, 3uL de marcador de peso molecular 1Kb. O gel foi corado com
brometo de etidio (1%) (15 minutos), lavado em agua (10 minutos) e visualizado em uma cimara
UVP 3UV Transilluminator Imaging System.

O sequenciamento das amostras foi realizado na plataforma lllumina MiSeq de nova
geragao capaz de gerar informagoes sobre milhares de pares de bases em uma unica corrida. O
kit utilizado para o sequenciamento das amostras foi o MiSeq Reagent Kit v2 (500cycle), pair
end.

A partir do programa Qiime (Quantitative Insights Into Microbial Ecology), foi feito o
processamento de sequéncias para analise de agrupamentos e estabelecimento de unidades
taxonomicas operacionais e comparagdo com bancos de dados genémicos para estabelecimento
de linhagens bacterianas presentes.

5 RESULTADOS CONDENSADOS

A avaliagao microbiologica das ostras ocorreu em quatro estados do Nordeste, a partir
da identificagao e definicao de sete pontos de cultivo de ostras. Estes pontos foram em: Macau
e Tibau do Sul, no Rio Grande do Norte; Marcacao, na Paraiba; Passo de Camaragibe e Barra de

Sao Miguel, em Alagoas; Brejo Grande e Indiaroba, em Sergipe.

Na regiao Sul, o foco principal foi no estado do Parana, para ostras comercializadas in
natura ou processadas. Os locais onde foram encontrados pontos de comercializagao foram:
Regidao Metropolitana de Curitiba (Curitiba, Guaratuba, Paranagua, Matinhos), Norte Central
Paranaense (Maringa, Campo Mourao), Centro Sul Paranaense (Guarapuava), Sudeste

Paranaense (Francisco Beltrao) e Oeste Paranaense (Toledo, Foz do Iguagu).



Foram realizadas quatro coletas na regiao Nordeste, sendo duas no periodo de seca e
duas no periodo chuvoso. Durante estas campanhas foram coletadas ostras de duas espécies
(Crassostrea gasar e Crassostrea rhizophorae). As ostras permaneceram sob refrigeragao até a

chegada ao laboratorio para anilise.

As ostras coletadas nas diferentes regioes do estado do Parana, foram armazenadas em

caixas isotérmicas, refrigeradas e transportadas (aéreo ou rodoviario) até o laboratorio.

Foram encontradas varias foram de apresentacao das ostras comercializadas. Entre elas
podem ser citadas: Ostras in natura (vivas); Ostras minimamente processadas (Inteiras); Ostras
ultraprocessadas (cozidas, fatiadas e congeladas (carpaccio), cozidas, com queijo em meia-concha

(prontas para gratinar), cozidas, com molho branco em meia-concha).

Nas ostras do Nordeste, foram identificados 106 géneros de bactérias pertencentes a
103 familias, 70 ordens, 39 classes e 21 filos. 40 sao de bactérias potencialmente patogénicas

para os seres humanos e nove sao causadoras de Doencgas Transmitidas por Alimentos.

Nas ostras avaliadas no estado do Parana, foram identificados 88 géneros de bactérias,
pertencentes a 80 familias, 45 ordens, 24 classes e |5 filos. Os géneros mais prevalentes foram
Vibrio, Bacteroides e Shewanella, nas amostras de ostras in natura; Psychrobacter, nas amostras de
ostras minimamente processadas; Acinetobacter e Psychrobacter, nas ostras em forma de
carpaccio; Psychrobacter, Pseudoalteromonas, Lactobacillus e Streptococcus nas amostras prontas

para gratinar e Acinetobacter e Streptococcus nas ostras com molho branco.

Os resultados obtidos neste projeto mostraram a importincia do sequenciamento
genético de nova geragao como ferramenta analitica em estudos e programas de monitoramento
microbiolégico de ostras, possibilitando identificar a diversidade de bactérias existente no

organismo das ostras cultivadas.

A composicao da microbiota bacteriana em ostras comercializadas no estado do Parana

esteve intrinsecamente associada a forma de apresentagao dos produtos. Ha evidéncias



relativamente robustas de que os resultados refletiram, indiretamente, os processos aos quais
esses produtos foram submetidos até chegarem aos pontos de comercializagdo, como, por
exemplo, a qualidade da agua nos locais de cultivo das ostras e as técnicas empregadas ao longo

da cadeia de produgao, processamento e distribuigao.

Com os resultados do projeto foi elaborada uma tese de doutorado, intitulada como
“Influéncia de fatores fisicos, quimicos e biolégicos sobre a qualidade sanitdria de ostras (Crassostrea
spp.) em diferentes regides do Brasil”’. Foram gerados trés artigos cientificos: Metagenomic evaluation
of the effects of storage conditions on the bacterial microbiota of oysters Crassostrea gasar (Adanson,
1757), Effects of salinity on the survival and histology of oysters Crassostrea gasar (Adanson, 1757) e
Metagenomic of the bacterial microbiota associated with cultured oysters (Crassostrea sp.) in estuarine

environments.

O relatério final aborda os principais resultados encontrados durante todo o projeto.
Foram relatadas as principais bactérias encontradas nas ostras cultivadas e comercializadas em
duas regides do Brasil (Sul e Nordeste). Além disso, é importante destacar que além dos
resultados obtidos, este projeto apresentou como grande inovacao a utilizagdo de um novo e
eficiente método de mapeamento genético molecular da microbiota bacteriana de ostras. Esse
método ainda devera evoluir bastante nos préoximos anos, mas ja desponta como uma
importante ferramenta para se monitorar e garantir a qualidade higiénico-sanitaria das ostras

cultivadas e comercializadas no Brasil.

O projeto contribuiu para a compreensao da influéncia que os fatores ambientais
exercem nas diferentes fases de producao e de comercializagdo de ostras. Especificamente em
relagio a produgio, o que se busca é gerar informagSes que possam levar ao aumento da
eficiéncia produtiva na ostreicultura, e, como consequéncia, aumentar a qualidade higiénico-
sanitaria das ostras. Ja em relagao a fase de comercializagao, o trabalho focou na qualidade
sanitaria das ostras e, como consequéncia, na salide dos consumidores. Neste caso, o projeto
quantificou micro-organismos patogénicos presentes em ostras, a partir do uso de um método
inovador, que possibilitou o completo mapeamento dos micro-organismos presentes nas

amostras analisadas.



Com os avangos na biotecnologia, novas técnicas analiticas tém sido desenvolvidas ou
adaptadas para aumentar a eficiéncia analitica, diminuir o tempo para a detecgao de patdgenos,
aumentar a sensibilidade e a especificidade das analises e avaliar, com mais acuracia, a eficiéncia
dos métodos de depuragao de patogenos em ostras. Neste projeto, desenvolveu-se um método
para andlise microbioldgica de ostras a partir da metagenomica. Esse método permite que
comunidades microbianas coletadas diretamente do ambiente ou de amostras biologicas sejam
completamente caracterizadas sem a necessidade de isolar e cultivar bactérias especificas. Ele
baseia-se em bibliotecas de genes 16S rRNA, que sao identificadas a partir do sequenciamento

de nova geragao e permitem o mapeamento completo das bactérias contidas nos bivalves.

O projeto serviu de base para a realizagao de uma tese de doutorado: Influéncia de
fatores fisicos, quimicos e bioldgicos sobre a qualidade sanitaria de ostras (Crassostrea spp.) em
diferentes regides do Brasil, desenvolvida por Aline Horodesky, no Programa de Pés-Graduagao
em Zoologia/UFPR. Além disso, permitiu o envolvimento e a participagao de dois alunos de

iniciacdo cientifica.

Os resultados do projeto, textos, imagens e videos gerados, foram sendo, desde o inicio,
disponibilizados através da pagina do Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais na
internet (www.gia.org.br). Com nisso, criou-se um canal direto de divulgagao com a sociedade,
o que permitiu que produtores e mesmo cidadaos comuns entrassem em contato para saber
mais sobre o tema e para tirar duvidas. Além disso, a coordenagao do projeto foi procurada pela
Aguamar (Associagao Guaratubana de Aquicultura) e pelo SEBRAE que buscam alternativas
produtivas para os aquicultores da regiao Sul e Nordeste. O projeto foi apresentado a eles e foi
estabelecido um termo de parceria para que os produtores pudessem acompanhar o desenrolar
dos trabalhos realizados e as tecnologias geradas com os produtos desenvolvidos. Além disso,

foi gerada uma reportagem na revista “Hciéncia UFPR”, edicao 05, volume 04, n° Ol,



julho/dezembro 2019, intitulada como “Andlise genética é a base de método que ajuda a

melhorar a qualidade das ostras produzidas no Brasil”.

Horodesky, Aline; Castilho-Westphal, Gisela Geraldine; Cozer, Nathieli; Ostrensky,
Antonio; Rossi, Vitor Gomes. Effects of salinity on the survival and histology of oysters

Crassostrea gasar (Adanson, 1757). Bioscience Journal, v. 35, p. 586-597, 2018.

Ostrensky, Antonio; Horodesky, Aline; Faoro, Helisson; Balsanelli, Eduardo; Sfeir,
Michelle Zibetti Tadra; Cozer, Nathieli; Pie, Marcio Roberto; Dal Pont, Giorgi; Castilho-
Westphal, Gisela Geraldine. Metagenomic evaluation of the effects of storage conditions on the
bacterial microbiota of oysters Crassostrea gasar (Adanson, 1757). Journal of Applied

Microbiology, v. I, p. |, 2018.

Horodesky, Aline; Castilho-Westphal, Gisela Geraldine; Faoro, Helisson; Balsanell,
Eduardo; Sfeir, Michele Tadra; Cozer, Nathieli; Pie, Marcio; Ostrensky, Antonio. Metagenomic
of the bacterial microbiota associated with cultured oysters (Crassostrea sp.) in estuarine

environments. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias (Online), 2018.

Ostrensky, Antonio; Castilho-Westphal, Gisela Geraldine; Zeni, Thayzi de Oliveira;
Horodesky, Aline; Girotto, Marcus Fier; Hungria, Diogo Barbalho; Pestana, Debora. Fichas
técnicas - Organismos identificados nas ostras cultivadas no Nordeste do Brasil. |. ed. Brasilia:

Sebrae, 2015. v. 1. 31p.

Ostrensky, Antonio; Castilho-Westphal, Gisela Geraldine; Girotto, Marcus Fier;
Horodesky, Aline; Hungria, Diogo Barbalho. Manual de Boas Praticas: Qualidade e Seguranga

para Bons Negécios. |. ed. Brasilia: Sebrae, 2015. v. |. 33p.

Castilho-Westphal, Gisela Geraldine; Pestana, Debora; Ostrensky, Antonio. Manual de
Ostreicultura com Espécies Nativas da Regiao Nordeste do Brasil Volume Il - Sanidade e

Profilaxia. |. ed. Brasilia: Sebrae, 2016. v. 2. 94p.

Pestana, Debora; Ostrensky, Antonio; Castilho-Westphal, Gisela Geraldine; Girotto,
Marcus; Souza, Marina Lima. Rastreabilidade na ostreicultura conceitos, fundamentos e

recomendagoes técnicas. |. ed. Brasilia: Sebrae, 2015. v. 1. 133p.



Horodesky, Aline; Castilho-Westphal, Gisela Geraldine; Cozer, Nathieli; Ostrensky,
Antonio. Efeitos da salinidade sobre a sobrevivéncia e sobre o tecido de ostras Crassostrea gasar
(Adanson, 1757). In: Ill Encontro de Malacologia do Parana, 2017, Curitiba. Anais do Ill Encontro

de Malacologia do Parana, 2017. v. I.

Horodesky, Aline; Castilho-Westphal, Gisela Geraldine; Cozer, Nathieli; Ostrensky,
Antonio. Avaliagio de métodos para redugao de epibiontes na ostra Crassostrea gasar
(Adanson, 1757), durante cultivo. In: Il Encontro de Malacologia do Parana, 2017, Curitiba. Anais

do lll Encontro de Malacologia do Parana, 2017. v. I.

Horodesky, Aline; Castilho-Westphal, Gisela Geraldine; Cozer, Nathieli; Pie, Marcio
Roberto; Faoro, Helisson; Balsanelli, Eduardo; Sfeir, Michele Tadra; Ostrensky, Antonio. Analise
metagendmica da microbiota bacteriana de ostras cultivadas (Crassostrea sp.) na regiao
Nordeste do Brasil. In: lll Encontro de Malacologia do Parana, 2017, Curitiba. Anais do Il

Encontro de Malacologia do Parang, 2017. v. |.

Castilho-Westphal, Gisela Geraldine; Horodesky, Aline; Ostrensky, Antonio.
Histopatologia de ostras nativas (Crassostrea gasar) cultivadas na regiao nordeste do brasil. In:
XIV Encontro Brasileiro de Patologistas de Organismos Aquaticos (XIV ENBRAPOA), 2016,
Florianépolis/SC. XIV Encontro Brasileiro de Patologistas de Organismos Aquaticos (XIV
ENBRAPOA) - 2016 - Florianopolis/SC, 2016. v. |. p. 086-086.

Horodesky, Aline; Castilho-Westphal, Gisela Geraldine; Zeni, Thayzi de Oliveira; Dal
Pont, Giorgi; Ostrensky, Antonio. Comparacao entre os métodos de preparo de amostras para
identificagao de organismos epibiontes associados ao cultivo da ostra mangue Crassostrea gasar

(Adanson, 1757). In: Il EPRAM Encontro Paranaense de Malacologia, 2015.

Aline Horodesky. Influéncia de fatores fisicos, quimicos e biologicos sobre o
desenvolvimento e sobre a qualidade sanitaria de ostras (Crassostrea spp.) cultivadas e

comercializadas no Brasil. 2017. Zoologia - Universidade Federal do Parana.

5.16.1 Vilmar Biernaski

Vilmar Biernaski teve uma participagao importante no projeto. Foi sua a responsabilidade

por organizar e adaptar o laboratorio para a realizacao das analises microbiologicas. O bolsista



era também responsavel pelo auxilio no recebimento das amostras, realizagao das extragoes de
DNA, PCR e preparagao das amostras para o sequenciamento de nova geragao. Durante o
periodo do projeto, o aluno pediu desligamento para realizar um estagio voluntario no INPA
(Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia). Entretanto, enquanto bolsista o aluno se mostrou

dedicado ao projeto e as atividades laboratoriais.

5.16.2 César Jun Hironaka

O aluno trabalhou no projeto principalmente durante as analises dos dados gerados apos
o sequenciamento de DNA das bactérias presentes nas ostras. Durante essa fase, ele
acompanhou o processo de bioinformatica, a andlise dos dados do projeto e sempre esteve em
busca de referenciais bibliograficos relacionados ao trabalho. Resumindo, o aluno se mostrou

bastante empenhado e dedicado as atividades do projeto.

Durante a producao comercial, as ostras sao inevitavelmente expostas a diversos fatores
estressantes (sejam eles de origem fisica, quimica ou bioldgica) caracteristicos do local/ambiente
onde sao cultivadas. Em alguns casos, os efeitos prejudiciais causados por esses fatores podem
ser minimizados ou mesmo evitados. Os resultados obtidos aqui, mostraram como a microbiota
presente em ostras pode ser preocupante tanto para o produtor quanto para o consumidor,
fazendo com que as bactérias, devam ser consideradas entraves para o desenvolvimento da
ostreicultura. O que se buscou foi gerar informagoes que pudessem levar ao aumento da
eficiéncia produtiva na ostreicultura, e, como consequéncia, reduzir impactos ambientais
associados a atividade. Ja em relagao a fase de comercializagao, o projeto focou na qualidade
sanitaria das ostras e, como consequéncia, na saude dos consumidores. Sintetizando, o projeto
realizou a quantificagio de micro-organismos patogénicos presentes em ostras, a partir do uso
de um método inovador, que possibilitou o completo mapeamento dos micro-organismos

presentes nas amostras analisadas.
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