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Vibrio parahaemolyticus

Gosto do bem quentinho,
sou bonito e sou malvado,
ataco da Asia ao Brasil,
adoro ambiente salgado.

Sou dono de uma toxina,
de quem & preciso cuidado,
se ataco dou dor de barriga,
causando um suor arretado.

Encontrando a alma gémea
dou-lhe um beijo e fico calma
transmito-lhe minha toxina
muitiplicando minha alma.

Regine Limaverde
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo verificar a sobrevivéncia de
Vibrio parahaemolyticus, inoculado em homogenato do camardo sete barbas,
Xiphopenaeus kroyeri estéril, incubado a diferentes temperaturas de
refrigeracdo (geladeira, freezer e gelo) por sete dias, bem como observar qual
dessas temperaturas & mais favoravel a recuperacdo da bactéria. Foram
realizadas trés coletas, no periodo de setembro a outubrc de 2003. O camardo
foi adquirido na Feira de Pescado da Praia do Mucuripe, Fortaleza-Ceara. Em
laboratério, 600g de camardo eram lavados com agua destilada e imersos em
agua fervente por dez minutos para eliminar qualquer Vibrio que estivesse na
amostra. A contaminagcdo do camaréao foi feita mediante o contacto dos animais
com 107 de cultura de Vibrio parahaemolyticus, por cinco minutos. A amostra
era dividida em 22 fragbes, de 25g sendo uma delas usada para contagem no
tempo zero e as restantes divididas em trés lotes sendo estocadas em trés
temperaturas: geladeira (12°C), gelo (0°C) e freezer (<-10°C). Por sete dias
seguidos, os Vibrio parahaemolyticus eram gquantificados nos camardes,
através do Método de Contagem Padrdo em Placas, em meios agar TCBS e
PCA. Mesmo sendo sensivel a baixas temperaturas, foi possivel a recuperacéo
de células da bactéria por até sete dias de incubagao.
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SOBREVIVENCIA DE VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS EM CAMARAO SETE-
BARBAS (Xiphopenaeus kroyeri) ESTOCADO EM TEMPERATURAS DE
RESFRIAMENTO E CONGELAMENTO

Dannielle Batista Rolim Sousa

1. INTRODUGAO

As regides Norte e Nordeste do Brasil contribuem com 40% da producao
pesqueira marinha, sendo apenas 5% provenientes de producdo industrial. A
producdo de pesca artesanal, ndo tem registros estatisticos confidveis, mas
possivelmente emprega em torno de 30.000 pescadores e contribui com mais
da metade da captura marinha brasileira (CASTELLO, 2003).

No Brasil, o consumo de pescado e produtos derivados tem aumentado
significativamente nos ultimos anos, o que € salutar ndo sé do ponto de vista
de mudanca de habitos alimentares, como também pelo fato do pescado ser
muito importante sob o aspecto nutricional (HOFFMAN, et al 1999). E
considerado uma excelente fonte de proteinas, possuindo todos os
aminoacidos essenciais ao crescimento € manutengao do organismo humano.

Ao mesmo tempo em que se tem uma expansio do mercado
consumidor de camarédo, cada vez mais alimentos de origem marinha tém sido
implicados como causadores de surtos de intoxicagbes e infecgdes intestinais.
Segundo LIPP; ROSE (1997), pelo menos dez géneros bacterianos s&o
implicados em doencas adquiridas pela ingestdo de alimentos marinhos.

Por ser um alimento rico em nutrientes, principaimente proteinas, o
pescado é bastante susceptivel ao ataque efou desenvolvimento microbiano,
além de poder sofrer alteragdes de natureza fisica ou quimica, que irdo refletir
geralmente em sua cor, consisténcia, odor e sabor podendo além de acarretar
perdas do produto, ocasionar riscos a saude dos consumidores.

Dentre as bactérias que atuam desfavoravelmente sobre o pescado e
outros animais tipicos do ambiente aquatico estdo os pertencentes aos géneros



Salmonella, Clostridium, Staphylococcus e Vibrio, além daquelas pertencentes
ao grupo coliforme.

As pesquisas, normalmente, restringem-se a presenga de bactérias
patogénicas classicas, tais como: Saimonella e Sthaphylococcus aureus. Nos
dltimos 20 anos, porém, tém acontecido alguns surtos de infecgbes ligados a
alimentos, relacionados a bactérias que anteriormente n&o eram conhecidas.
Dentre essas, classificadas no rol das possiveis causadoras de infecgbes
alimentares, figuram algumas espécies do género Vibrio (THEOPHILO, 1992).

Os estudos epidemioldgicos tém mostrado que dentre as espécies do
género Vibrio, V. parahaemolyticus € um enteropatégeno em potencial, de
distribuicdo universal (SAKAZAKI, 1983) sendo isolado de alimentos de origem
marinha, tais como peixes, moiuscos e crustaceos, e também de aguas
estuarinaé e sedimentos (HOFER; SILVA, 1984).

A maioria dos alimentos in natura apresenta uma consideravel variedade
de microrganismos. A carga microbiana pode facilmente aumentar ou diminuir,
dependendo das condicbes de manuseio e tratamento, tais como resfriamento,
congelamento, cozimento, etc (RIEDEL, 1987).

A carne de crustaceo, nao deve sofrer tratamento térmico proiongado,
uma vez que essa pratica pode alterar a textura de seu musculo (VIEIRA,
1990). A redugdo no tempo de cozimento poderia ser um fator determinante
como forma da ndo eliminacdo de bactérias patogénicas do alimento.

Em aiguns paises, principaimente nos orientais, onde existe uma
infinidade de pratos exéticos, essa pratica vai contra 0os costumes os quais
afirmam que “o cozimento” destréi as caracteristicas sensoriais naturais dos
alimentos, assim como o seu valor nutritivo (NOVAK, 1996).

A sensibilidade de V. parahaemolyticus com relagg8o ao frio desperta
muitas controvérsias entre os pesquisadores, aiguns autores citam que a
bactéria resiste ao frio, enquanto outros afirmam que ela deixa de ser viavel em
ambientes frios. Assim, ainda & discutida qual seria a melhor temperatura para
a estocagem do pescado no sentido de preveni-lo, ou mesmo, minimizar a
contaminacdo com a bactéria.

Doencas microbianas de origem alimentar ou toxinfecgdes alimentares
constituem um grupo de doencas, no qual ¢ alimento contaminado € o mais
importante veiculo do agente patogénico (PAIVA; BORGES; PANETTA, 2000).



Nos paises onde se mantém registros apropriados das doengas
veiculadas por alimentos, os produtos da pesca contribuem com uma
significativa participagdo nos surtos relatados, variando de um pais para outro,
dependendo do clima, habitos alimentares e das diferencas sociais (HATHA,
LAKSHMANAPERUMALSAMY, 1997).

O primeiro surto de doengas transmitidas pelos alimentos (DTA) ao
homem (VIEIRA, 2004), reconhecidamente causado por V. parahaemolyticus,
data de 1950, quando o microrganismo foi isolado de um alimento japonés
shirasu constituido por sardinha fervida em salmoura e, concomitantemente,
das fezes de pacientes na cidade de Osaka, Japao.

Na Croacia, foram estudadas 117 amostras de animais marinhos, peixe,
camarao e moluscos bivalves, coletadas em mercados e hotéis na costa
marinha e foram pesquisados Vibrio spp. Os isolados mais frequentes foram de
Vibrio parahaemolyticus (9,40%), seguidos de V. wvulnificus (6.84%) e V.
alginolyticus (3.42%) (SLAVICA, 2002).

1.1 O género Vibrio

O género Vibrio, descritc na Deutsche Sammiung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSZM, 2002), possui atualmente 38 espécies. Sua
importancia tem aumentado nos Uitimos anos com reconhecimento de espécies
afora V. cholerae sorotipo O1 (cllera classica) e o V. parahaemolyticus
(manifestacBes gastrentéricas), como patégenos humanos. Estas incluem V.
cholerae O1, V. alginolyticus, V. vulnificus, V. fluviais, V. mimicus, V. hollisae e
V. metschnikovii, 0s quais produzem uma variedade de infecgdes entéricas e
ndo entéricas (LIMA, 1997).

O V. parahaemolyticus pertence a familia Vibrionaceae, cujos membros
sdo caracterizados como bacilos Gram-negativos, retos ou curvos, méveis
devido & presenca de um unico flagelo polar, produzindo oxidase e catalase e
fermentando glicose sem producdo de gas. Das 38 espécies que fazem parte
do género, dez sado consideradas patogénicas ao homem (FRANCO;
LANDGRAF, 1996).



Os vibrios s&o capazes de se multiplicar sem ajuda de hospedeiro em
aguas marinhas, alimentando-se de restos de animais e/ou vegetais. Os fatores
gue determinam a abundancia dos vibrios na coluna d’agua e fauna, entre
outros, séo a temperatura da agua, a salinidade e o plancion (ASSP, 1992).

V. parahaemolyticus, uma das espécies mais importantes da familia, tem
sido isolado de aguas estuarinas e marinhas em todos os continentes (CDC,
1999).

A distribuicdo dessa bactéria tem marcado diferencas estacionais nos
reservatorios naturais. Durante os meses de frio, ela pode ser encontrada nos
sedimentos marinhos, enquanto nos meses de calor nas aguas litordneas, em
peixes e mariscos (ASSP, 1992). Existem relatos scobre o isolamento de V.
parahaemolyticus em aguas continentais e peixes de rios e lagos, onde a
concentracdo de cloreto de sodio apresenta-se aita, permitindo assim a
sobrevivéncia da bactéria (TWEDT, 1989).

1.2. Vibrio parahaemolyticus

O V. parahaemolyticus € uma baciéria que possui a forma de bastonetes
curtos, retos ou levemente curvados, mas seu pleomorfismo freqlientemente
the da formas curvas e cocdides. E uma bactéria mével, que apresenta flagelo
polar. Quando em meio sélido, apresenta flagelos laterais ou peritriquios.
Estudos epidemiolégicos apontam o ambiente marinho como a origem mais
provavel do V. parahaemolyticus com o maior nimero de células em aguas
costeiras e estuarinas temperadas (LIMA, 1997).

V. parahaemolyticus & uma bactéria anaerébia facultativa, com
metabolismo tanto respiratério como fermentativo, tendo como aceptor de
elétrons o oxigénio molecular (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

V. parahaemolyticus € uma bactéria haléfila, que cresce melhor em
meios contendo 2-3% de cloreto de sédio, podendo, porém se multiplicar a uma
concentragdo de até 8% desse sal. Seu Stimo de crescimento encontra-se na
faixa de 2 a 4% de cloreto de so6dio (THEOPHILO, 1992). Na maioria dos
casos, as cepas isoladas sdo urease negativas, porém com aigumas urease



positivas, diferenca essa que pode servir de marcador epidemiolégico (ASSP,
1992).

A temperatura 6tima de crescimento de V. parahaemolyticus, em meio
de cultura, & de 37°C. No entanto, esta bactéria cresce na faixa de 5 a 43°C,
dependende do pH do meio de cultura. O pH minimo de crescimento a 5°C em
Caldo Tripticase-Soja com 3% de NaCl é de 7,3, mas este valor eleva-se para
7,6 na concentragdo salina de 7%. O crescimento ocorre em uma ampla faixa
de pH (5,0 a 11,0), sendo o étimo entre 7,5 e 8,5 (FRANCO; LANDGRAF,
1996).

A literatura descreve muitos meios seletivos para o isolamento da
bactéria. O Agar Tiossulfato Citrato-Bile Sacarose (TCBS) é provavelmente o
mais amplamente usado para o isolamento de vibrios. O agar TCBS disponivel
comercialmente, tanto é utilizado para amostras clinicas, como para analise de
alimentos e agua. A fermentacdo da sacarose é o aspecto diferencial desse
meio de cultura. A producao de acido faz com que a cor do indicador mude de
verde para amarelo.

As infecgbes alimentares causadas por V. parahaemolyticus ocorrem de
forma esporadica e de uma fonte comum. Os paises mais afetados pelos
surtos, principalmente divido a seus habitos alimentares, sdo Japao, Taiwan e
outras regides litoraneas da Asia. Casos de surtos sdo descritos também em
muitos paises e continentes (ASSP, 1992).

O Japéo teve o primeiro caso de surto por V. parahaemolyticus descrito
na década de 50 (CHEN; CHANG, 1996). Nesse pais, dos surtos de infecgbes
alimentares que ocorrem nos meses de verdo, 50 a 70% deles se devem a
essa bactéria (SNYDMAN; GORBACH, 1991).

Frequentemente, a doenca causada pelo microrganismo se manifesta
como casos esporadicos de uma gastrenterite relativamente leve, com
sintomas tais como diarréia, vémito e cdlicas abdominais. Raramente o
microrganismo pode produzir septicemia grave, com perigo para a vida do
paciente. Isto ocorre, especialmente, em pessoas enfermas por doencas
hepéticas ou com deficiéncias imunolégicas (INFORMATIVO INSPETOR DE
PESCADO, 2000). O periodo de incubacao da doenga varia de 12 a 24 horas,
podendo ainda variar de seis a mais de 96 horas. Os sintomas mais comuns
s80 uma disenteria aquosa com duracido de dois a trés dias, que em alguns



casos envolve fezes mucdides e sanguinolentas, podendc haver entdo nos
casos mais graves, necessidade de hospitalizacdo. Os outros sintomas mais
comuns s&o diarréia, dores abdominais, nauseas, vomito, dor de cabega, febre
baixa e calafrios (TWEDT, 1989). Essa infeccdo pode ainda causar problemas
sérios em pessoas com doencgas ja existentes, como por exemplo, alcoblatras,
diabéticos, portadores de doencas renais, sistema imunoldgico comprometido e
problemas gastrintestinais (CDC, 1998).

Os peixes, crustaceos e moluscos infectam o microrganismo da agua do
mar, servindo entdo para o homem, quando este os consome in natura ou
insuficientemente cozidos. Para infectar-se, 0 homem necessita de uma carga
de 10° a 10" Unidades Formadoras de Colonias de V. parahaemolylicus
(TWEDT, 1989).

Estudos voltados para © mecanismo de viruiéncia do V.
parahaemolyticus mostraram que amosiras patogénicas produzem hemolisina.
A hemdlise ocorre devido a producde de uma hemolisina extracelular
termoestavel (thermostable direct hemolysin - TDH) que recebe o nome de
fendmeno de Kanagawa (MATTE et al., 1994).

A maioria das cepas clinica de V. parahaemolyiicus € hemolitica, ndo
ocorrendo 0 mesmo com amostras de agua e solo. No entanto tem-se
demonstrado que cepas clinicas de TDH negativas podem causar
enfermidades, produzindo uma toxina imunociégica com propriedades bastante
similares (TRH - thermostable related hemolysin) (ASSP, 1892).

1.3 Camarao

Os camardes pertencem ao mais numeroso filo existente no reino
animal, o artrépoda. Eles sdo classificados no sub-filo Crustacea, que conta
com mais de 38.000 representantes. A ordem Decapoda, maior ordem dos
crustaceos, abriga também os familiares lagostins, lagostas e caranguejos. A
maioria dos decapodos & marinha, mas os lagostins e alguns camardes e
caranguejos invadiram a agua doce.

Os camardes marinhos s&o organismos pecilotérmicos. Isto significa que
sdo incapazes de controlar sua temperatura corporal, a qual é ajustada em



resposta as temperaturas do meio em gue vivem. Todos ©OS processos
metabdlicos e fisioldgicos entram em declinio sob baixas temperaturas.

Segundo NOLAN et al. (1984), o Vibrio parahaemolyticus em animais
marinhos, aumenta 2 medida que esses alimentos sdo comercializados em
condi¢des sanitarias inadequadas elou guando ha descaso dos comerciantes
em relaco & preservacdo dos mesmaos, em baixas temperaturas.

Um dos pontos de comercializagdo de camar&o marinho em Fortaleza é
a Feira de Pescado da praia do Mucuripe, onde a conservacao e a
manipulacdo, geralmente improprias. Tais condicdes podem favorecer a
proliferacdo de microrganismos, incluindo aqueles periencentes a microbiota
normal do camardo, podendo provocar, consegientemente, disturbios
gastrintestinais nos consumidores desse pescado (VIEIRA, 1990).

O objetivo da presente pesquisa foi testar a recuperag2o de cepas de V.
parahaemolyticus inoculadas em um homogenato estérii de camaréo sete-
barbas, estocado em diferentes temperaturas de refrigeracdo: geladeira (12°C),
gelo (0 °C ) e freezer (< -10°C)).



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Camarao

A espécie utilizada como substrato para inocculagcdo de cepa de V.
parahaemoiyticus foi o camaréo sete barbas, Xiphopenaeus kroyeri, obtido
na Feira de Pescado da Praia do Mucuripe, Fortaleza-Ceara. O material era
transportado até o laboratério de microbiologia do Instituto de Ciéncias do
Mar (LABOMAR).

No periodo de setembro a outubro de 2003 foram realizadas trés
coletas do camardo marinho com carapaca e cabega pesando
aproximadamente 600 g cada uma.

2.2 Cepa de Vibrio parahaemolyticus usada na infecgdo dos
camardes

Cepa pura de V. parahaemolyticus, devidamente sorotipada, foi doada
pela Fundagdo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ), Ric de Janeiro. A cepa era
conservada em Agar-Tripticase-Soja (TSA) contendo 3% de NaCl e estocada
em estufa B.O.D.

2.3 Tratamento da cepa

Com o infuito de se inocular um grande nimero de céiulas, a cepa de V.
parahaemolyticus, mantida em TSA contendo 3% de NaCl, era repicada em
10mL de Caldo Triptona-Soja(TSB) contendo 3% e incubada por 24 horas a
37°C. Decorrido esse tempo o0 meio era transferido para erlenmeyer contendo
90mL de TSB contendo 3% de NaCl e novamente incubada a 37°C por
aproximadamente 20 horas.



2.4 Experimento piloto

Foi feito um experimento piloto para se testar tempo ideal para se
eliminar qualquer vibrio que estivesse presente na amostra de camardo, uma
vez que no experimento seriam inoculados camardes livres de vibrios. Para
tanto, foi usado caldo TSB contendo 3% de NaCl inoculado com cepas puras
de V. parahaemolyticus.

A cuitura de V. parahaemolyticus (em TSB contendo 3%) era diluida em
um baldo de 1.000mL contendo 900mL de TSB contendo 3%. O camardo
(600g), previamente limpo, ficava em contato por ¢cinco minutos com a diluicdo
de TSB contendo 3%. Depois de se retirar uma aliquota de 25g, era colocado
em contato com agua fervente sendo recoihidos 25g do camardo a cada ¢inco
minutos, até os 20 minutos, para serem homogeneizados em salina 3% estéril
e diluidos até 10°. Depois eram entdo plagueados em agar TCBS e essa
operagao foi repetida até que se soubesse qual o tempo ideal para que n&o
fosse recuperada mais nenhuma célula de Vibrio parahaemolyticus. S6 assim
poder-se-ia novamente infectar o camarao tendo-se a certeza de que nenhum
V. parahaemolyticus (naturai da microbiola do camar@o) interferisse nos
resultados. Foram estriadas placas de agar TCBS antes e depois da eliminacédo
dos vibrios pelo calor.

2.5 Tratamento do camarao

As amostras constavam de 600g de camardo marinho, as quais eram
separadas de contaminantes macroscopicos, sendo posteriormente lavadas
por duas vezes com agua destilada para a remocgdo de sujidades. Objetivando
eliminar as bactérias da sua microbiota de origem, o camardo era imerso em
agua fervente por dez minutos.

Para se confirmar a eliminagdo da microbiota, uma aliquota de 25g era
homogeneizada em 225mL de solucdo aquosa de NaCl estéril e feitas diluicSes
até 10~ ®. Procedia-se o plaqueamento em agar TCBS usando-se técnicas de
spread plate para se testar a presenca de bactérias sacarose negativa em
paralelo ao experimento. As placas eram entdo incubadas por 48 horas, a 35°C
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em estufa. Apés esse tempo era observado se havia crescimento de alguma
coldnia nas placas.

2.6 Contaminacdo do camarao

A cuitura de V. parahaemolyticus em TSB contendo 3% era diluida em
baldo de 1.000mL contendo 900mL de TSB contendo 3%.

O camardo, ja livre de microrganismos, era ariificialmente contaminado
por contacto durante cinco minutos com essa cultura. Apés esse tempo eram
feitas diluicdes do caldo TSB contendo 3% contaminado e tomados C,1mL que
era entdo inoculado em placas de TCBS para quantificagdo das UFC de V.
parahaemolyticus usadas na contaminag@o do camardo. Esta era a contagem
do inéculo e, sua quantificagdo, 107 ,era feita através do método de Contagem
Padrao em Placas(CPP).

Ao final da contaminacgdo, a amostra de camario era dividida em vinte e
duas fracdes de 25g cada, sendo uma fragdo do camardo a imitacdo da
contagem do inéculo também homogeneizada e contada através do método de
CPP. Esta era a contagem do tempo zero, sendo as outras vinte e uma fragdes
acondicionadas em recipienties plasticos devidamente lavados e desinfectados,
divididos em trés lotes. Cada lote foi estocado em trés diferentes temperaturas:
sete em geladeira a 12°C, sete em gelo a 0°C, renovavei a cada 24 horas, €
sete em freezer a <-10°C.

2.1.71 Preparacdo do homogenato e inoculacio das Placas em
Tiossulfato Citrato-Bile Sacarose e Plate Count Agar.

Diariamente uma amostra de cada lote era retirada para ser analisada.
As amostras eram homogeneizadas em 225mL de solugdo aquosa de NaCl por
1 minuto. Diluicdes sucessivas até 10°% eram feitas e aliquotas eram
plaqueadas em duplicata peio método spread plate (0,imL) em agar TCBS e
plaqueadas em duplicata pelo método pour piate (1,0mL) em agar PCA. As
placas eram incubadas por 18 a 24 horas a 35°C quando entdo eram lidos os
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resultados. As placas a serem contadas eram sempre aquelas que
apresentavam numero de coldnias entre 25 e 250. Todas a contagens eram
acompanhadas por uma placa-controle piagueada com V. parahaemolyticus.

No final do experimento os resultados foram logaritimizados e deles
usadas na construcdo de tabelas e graficos para expressar a resisténcia das
cepas da bactéria as diferentes temperaturas de geladeira, gelo e freezer.
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3. RESULTADOS

De acordo com a metodologia apresentada, a resisténcia do V.
parahaemolyticus em 12°C, 0°C e <-10°C por sete dias, e os seguintes
resultados foram obtidos.

A Figura 1 mostra uma placa de agar TCBS com coldnias de Vibrio spp.
antes do contato do camardo com agua fervente, enguanto que, a Figura 2
mostra uma placa ja sem coldnias de Vibrio spp, demonstrando a eficiéncia do
tratamento em agua fervente por 10 minutos.

Na Tabela 1 estdo expressos os resultados absclutos e logaritimizados
das contagens de V. parahaemolyticus em agar TCBS a partir do homogenato
preparado com camardo sete-barbas, Xiphopenaeus kroyer, estocado em
diferentes temperaturas (12°C, 0°C e <-10°C) por um periodo de sete dias.

A Figura 3 apresenta as curvas das contagens de V. parahaemolyticus
incubado em temperaturas de geladeira, gelo e freezer, a cada 24 horas,
durante sete dias, em agar TCBS.

Na Tabela 2 estdo expressos os resultados absolutos e logaritimizados
das contagens de V. parahaemolyticus em agar PCA a partir do homogenato
preparado com camardo sete-barbas, Xiphopenaeus kroyeri, estocado em
diferentes temperaturas (12°C, 0°C e <-10°C) por um periodo de sete dias.

A Figura 4 apresenta as curvas das contagens de V. parahaemolyticus
incubado em temperaturas de geladeira, gelo e freezer a cada 24 horas,
durante sete dias, em agar PCA.
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Figura 1 — Placa de Agar Tiossulfato Citrato-Bile Sacarose (TCBS)
inoculada com homogenato de camardo antes do contato com a agua fervente.

Figura 2 — Placa de Agar Tiossulfato Citrato-Bile Sacarose (TCBS)

inoculada com homogenato de camardo apés o contato com agua fervente por
10 minutos.
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Tabela 1 - Resultados absolutos e logaritimizados das contagens de Vibrio

parahaemolyticus em Agar Tiossulfato Citrato-Bile Sacarose a partir do

homogenato preparado com camardo sete-barbas, Xiphopenaeus kroyeri,

estocados em diferentes temperaturas (12°C, 0°C e <-10°C) por um periodo de

sete dias.
TCBS Dias 1" Coleta 2 Coleta 3 Coleta
UFCrg iog UFClg log UFCig log
Geladeira 0 64.500| 4,81 220.000! 5,34 5.000 3,70
1 70.000| 4,85 172.000! 524 | 3.600.000, 6,56
2 22.700{ 4,36 150.000 5,18 | 1.680.000] 6,23
3 210.000| 5,32 7.440.000| 6,87 | 2.730.000{ 6,44
4 190.000| 5,28 9.600.000| 6,98 | 10.160.000/ 7,01
5 44.000| 4,64 33.700! 4,53 1.200/ 3,08
6 21.800| 4,34 5.800.000 6,77 300 2,48
ry 21.800| 4,34 5.900.000 6,77 300, 2,48
Gelo 0 64.500| 4,81 220.000| 5,34 5.000 3,70
1 43.000| 4,63 4.100 3,61 178.000, 5,25
2 6.900| 3,84 10.000 4,00 114.000{ 5,06
3 11.400| 4,06 17.000! 4,23 15.100/ 4,18
4 2.000 3,30 400| 2,60 | 42600 4,63
-+ 700 2,85 300| 2,48 5400 3,73
6 3.000| 3,48 100} 2,00 800] 2,90
7 200 2,30 200 2,30 800! 2,90
Freezer (0] 64.500( 4,81 220.000 5,34 5.000, 3,70
1 7.000| 3,85 600 2,78 100 2,00
2 9.700| 3,99 1,000% 3,00 100/ 2,00
3 79.000| 4,90 i.ooeg 3,00 100, 2,00
4 35.000| 4,54 100@ 2,00 100, 2,00
5 62.000| 4,79 5ooj 2,70 300, 2,48
6 18.200| 4,26 700! 2,85 300 2,48
7 18.200| 4,26 200/ 2,95 300 2,48
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Figura 3- Curvas das contagens de Vibrio parahaemolyticus em Tiossulfato
Citrato-Bile Sacarose Agar cada 24 horas, durante sete dias, a partir do
homogenato preparado com camardo sete-barbas, Xiphopenaeus kroyeri,
incubado em temperatura de geladeira (a), gelo (b) e freezer (c).
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Tabela 2 - Resultados absolutos e logaritimizados das contagens de Vibrio

parahaemolyticus em Plate Count Agar a partir do homogenato preparado com

camardo, Xiphopenaeus kroyeri, estocado em diferentes temperaturas (12°C,

0°C e <-10°C) por um periodo de sete dias.

PCA Dias 1" Coleta 2" Coleta 3 Coleta
UFC/g log UFC/lg log | UFC/g log

Gelo 0 6.680.000] 6,82 18.800.300] 7,27 | 22.000.000] 7,34
1 2.000.000| 6,30 QGG.OOO% 5,41 540.000! 5,73

2 2.820.000! 8,45 2‘006.0005 86,30 4.120.000! 86,61

3 6.600.000| 6,82 580.000{' 548 384.000, 5,58

4 440.000| 5,64 963.900; 5,98 } 2.800.000f 6,45

9 390.000| 5,59 32.000‘ 4.51 440.000/ 5,64

6 334.000! 5,52 100! 2,00 2.940.000 647

7 136.000| 5,13 100) 2,00 | 2.840.000; 6,47

Geladeira 0 6.680.000! 6,82 18.800.000! 7,27 | 22.000.000/ 7,34
1 120.000.000| 8,08 8.400.000| 6,92 5.600.000f 8,75

2 108.000.000| 8,03 | 1.200.000.000; 8,08 | 56.000.000; 7,75

3 120.000.000| 8,08 88.000.000 7,94’ 58.000.000f 7,76

4 1.100.000! 6,04 12&00&9001 8,08 | 182.000.000! 8,26

2 1.300.000; 6,11 3.200.090; 6,51 84.000, 4,97

6 1.500.000; 6,18 158.()00.009j 8,20 20.000| 4,30

7 1.500.000| 6,18 158.000-000? 8,20 | 20.000| 4,30

i

Freezer 0 6.680.000| 6,82 18.800.000 7,27 | 22.000.000| 7,34
1 3.080.000; 6,48 360.000| 5,56 50.000; 4,70

2 5.400.000| 6,73 22.030; 4,34 9.000[ 3,95

S 4.580.000| 6,66 ZS.OGOi: 4.45 10.000f 4,00

4 2.400.000| 6,38 8.990, 3,80 100, 2,00

5 1.320.000] 6,12 46,3{}0% 4,66 14.000; 4,15

6 240.000| 5,38 80.000[1 4,90 34.000, 4,53

7 4.580.000| 6,66 120.@00; 5,08 34.000] 4,53
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Figura 4 - Curvas das contagens de Vibrio parahaemolyticus em Plate Count
Agar cada 24 horas, durante sete dias, a partir do homogenato preparado com
camarao sete-barbas, Xiphopenaeus kroyeri, incubadoc em temperatura de

geladeira (a), gelo (b) e freezer (c).
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4. DISCUSSAO

No experimento piloto, apds dez minutos de fervura do camarzo, nao foi
possivel a recuperacdo de nenhuma célula de Vibrio parahaemolyticus
plagueada em agar TCBS, a partir do enriguecimento no meioc de TSB. Assim,
ficou estabelecido, que dez minutos € o tempo de eliminacdo da bactéria. A
necessidade de se anular a microbiota de vibrio do camarao decorria da
necessidade de se ter certeza de que a pesquisa da recuperabilidade das
células da bactéria seria no caso da presente pesquisa a partir de um inéculo,
conhecido.

Estudos realizados por FRANCO,; LANDGRAF (1998) demonstraram
que em amostras de homogeneizados de ostras aquecidos a 60°C e 80°C,
poucos sobreviventes restaram apds 15 minutos. Segundo os autores, quando
a temperatura foi elevada para 100°C, nenhuma cepa foi recuperada .

Analisando-se a Tabela 1 e a Figura 3, pode-se comparar as contagens
de V. parahaemolyticus nas diferentes temperaturas de estocagem. Constaia-
se que o0 numero de células do vibrio decresce nos primeiros dias, quando
submetido a baixas temperaturas, tendendo a uma estabilidade a partir do
sexto dia. Verifica-se também, que a recuperacio de células vidveis foi mais
eficiente nas temperaturas de geladeira {(12°C), gelo (0°C) e freezer (<-10°C),
em ordem decrescente.

E importante frisar que quando as piacas foram incubadas em gelo,
tanto nas inoculagcées em agar TCBS quanto em agar PCA, as reducdes no
nimero de células foram maiores que em qualquer outra temperatura de
incubagdo. Isto significa dizer que o gelo & a mais deletéria das temperaturas
para as células de Vibrio parahaemolyticus.

Segundo LEITAO (1988), o crescimenio de V. parahaemolyticus é
bastante afetado pelas baixas temperaturas, sendo interrompido em
temperaturas entre 5 e 8°C, embora possa sobreviver nestas condigdes; pode
resistir tanto ao resfriamento como ao congelamento, sendo no entanto, bem
mais sensivel do que algumas enterobactérias, como por exemplo, Escherichia
coll.
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O experimento foi encerrado com sete dias e ainda havia células viaveis,
o que esta de acordo com a afirmacéo do autor, acima citado.

Os dados concordam com os encontrados por LISTON (1973), que
isolou cepas de V. parahaemolyticus a partir de alimentos congelados. Este
afirma que o V.parahaemolyticus é muito sensivel a baixas temperaturas e que
culturas morrem se forem conservadas em refrigerador. Esta sensibilidade
parece ser maior & temperatura de 0°C. Em alimentos refrigerados e mantidos
nestas temperaturas, a Ietalidade € maior que nos conservados sob
congelamento.

Nenhuma das temperaturas utilizadas neste experimento foi efetiva na
eliminac&o de V. parahaemolyticus.

Na Tabeia 2 e Figura 4 pode-se observar o comportamento das curvas
relacionadas com a recuperagaéo das células de V. parahaemolyticus, em agar
PCA. As curvas apresentaram pontos mais elevados que agueles obtidos
quando o plagqueamento do homogenato foi feito em agar TCBS. Levanta-se a
hipétese de que o meio agar PCA sendo ndo seletivo favoreceria o crescimento
de algumas outras bactérias presentes no camardo e que teriam resistido a
fervura. E importante frisar que o dgar TCBS é seletivo para vibrios, enquanto o
agar PCA é favoravel ao crescimento de todas as bactérias sendo muito menos
impediente que ¢ TCBS, razdo por que os nimeros de UFC/g, em placas de
PCA, sgo bem mais elevados do que aqueles encontrados em contagens em
TCBS. Outra explicagdo para o fato € que o indcuic dos diferentes meios
(TCBS e PCA) pode também ter interferido na elevacao das curvas. O in6culo
no meio de PCA foi maior do que no de TCBS. Entretanto as Tabelas 1 € 2
quando comparadas mostram que apesar desse fato, a falta de padronizago
do indculo, é possivel se verificar que a redugdo, no caso das incubagdes das
placas de TCBS em gelo, em geral, &€ muito maior (dois ciclos iogaritmicos) até
o término do experimento, enquanto que, no caso da incubacdo em placas de
agar PCA foi de apenas um ciclo Eogaritmico.

LAMPRECHT (1980} trabalhando com caudas de lagostas inoculadas
com V. parahaemolyticus e estocadas em —18°C, constatou que dependendo
do inb6culo, se leve ou pesado, a baciéria resistiria de uma semana a trés

meses.
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A maior reducdo do numero de bactérias ocorreu quando as placas de
TCBS foram incubadas em temperatura de gelo (0°C) (Figura 3a, primeira
semana) iguaimente para PCA (Figura 4a, segunda semana).

Os resultados da presente pesquisa s8o comparaveis aos obtidos por
VANDERZANT; NICKELSON (1972), que inocularam culturas de V.
parahaemolyticus em camardes inteiros e estocaram a -18°C, de dois a dez
dias. Células da bactéria foram detectadas apés o oitavo dia.

E possivel se verificar nas Tabelas 1 e 2 e nas Figuras 3 e 4 que houve,
no geral, um aumento nas contagens de UFC/g de V. parahaemolyticus tanto
em agar TCBS como em agar PCA nos dois primeiros dias, nas temperaturas
de incubacgdc em gelo e em refrigerador, ¢ mesmo nado acontecendo nas
temperaturas de freezer. A tendéncia nesta temperatura foi, no primeiro
instante, de redugdo, embora tenha sido a temperatura na qual as céiulas de
vibrios permaneceram, no final do experimento, em maior nimero quando
comparado ae indculo inicial.

A mesma observacao foi feita por GOOCH et al. (2002), os quais
analisando ¢ tempo de geracgo de V. parahaemolyficus em amosiras
refrigeradas de ostras, verificaram um elevado aumento de céiulas apés 24
horas de refrigeracéo (log 2,9 UFC/g), com uma diminuicdo ocorrendo apds 14
dias de refrigeracao (log 0,8UFC/g).

V. parahaemolyticus tem sido reconhecidc comoc um importante
patégeno capaz de determinar manifestagdes gastrentéricas apds o consumo
de pescado e mariscos crus ou mal cozidos. Encontra-se amplamente
distribuido no ambiente aquatico, particularmente salino, tendo sido isolado em
aguas costeiras de todos os continentes. Apresenta uma variagdo sazonal, com
maior fregiiéncia de isolamento nos meses de verdo quando a temperatura €
mais propicia e nesse periodo, podem ocorrer surtos ou casos esporadicos de
gastrenterite, causados por esse microrganismo (HAGEN et al., 1994).

Segundo SINGH et al (1989), a contagem de células viaveis € a medida
do numero de células capazes de se dividir e formar coldnias. Por essa razao,
a técnica de contagem em placa tem sido usada para determinagédo de
viabilidade baseada no fato de que, quandoc uma suspensd@o € espaihada na
superficie do meio, cada bactéria crescera e produzira uma colénia isolada
(SINGH et. al. 1989). No entanto o resultado dessa contagem pode ser
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subestimado devido a alguns problemas que podem estar asscciados com este
método: longo tempo de incubac8o, estresse da célula impedindo-a de formar
coldnias, inécuio pequeno ou grande, etc.

Os resultados apresentados na presente pesquisa reforcam as
informacbes contidas na literatura, de que a bactéria tanto resiste ao
resfriamentc quanto ao congelamento. No entanto, ha uma tendéncia,
observada durante todo o experimento de decréscimo no numero de células,
com o passar do tempo. Sendo Vibrio parahaemoiyticus uma bactéria mesofila,
e Fortaleza uma cidade onde a média de temperatura esta em torno de 26 a
27°C, recomenda-se o resfriamento imediato do camarZo e seu congelamento
0 mais rapido possivel. Assim, se ndc forem eliminados, os problemas de
contaminagdo do camardo sete-barbas por V. parahaemolyticus, serao peio

menos minimizados.



5.CONCLUSOES

Mesmo sendo o V. parahaemolyticus sensivel a baixas temperaturas foi
constatada a viabilidade de células dessa baciéria por até sete dias de
incubac&o nas temperaturas de geladeira (12°C), gelo (0°C) e freezer (<-10°C).

A RDC 12 (BRASIL, 2001) n&do exige limile para nenhum Vibrio em
carne de crustaceo in natura que néo sdo consumidos crus. Sabe-se que este
género bacteriano € normal em pescado marinho e s&o conhecidas algumas
espécies, inclusive V. parahaemolyticus, que causam gastrenterite, recomenda-
se, pois, que a cocgdo dos animais seja bem feita, ja que é o Gnico método
eficaz na eliminacdo dessa bactéria, € que ndoc haja contato dos camardes
cozidos, com nenhum recipiente que tenha enirado em contato com os crus,
mesmo se este camario tenha sido submetido a baixas temperaturas.
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