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Enumeracao e identificagao de vibrios sacarose-
positivos em amostras de lulas frescas
comercializadas no municipio de Niter6i-RJ

(Enumeration and identification of sucrose-positive vibrios in samples of
fresh squids commercialized at Niter6i county-RJ)

Francisco Carlos de Lima*, Luiz Antonio Trindade de Oliveira** e Rosana Rangel Duarte

Resumo

Foi efetuado um estudo sobre a enumeragao € a identi-
ficagao de vibrios sacarose-positivos em lulas frescas obti-
das no comércio varejista do municipio de Niter6i-RJ. No
experimento, em 50 amostras de Iulas, identificadas como
pertencentes a espécie Dorytheutis brasiliensis Blainville,
1823, foram isoladas Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC) sacarose-positivas em 28 (56%) amostras. Destas,
foram identificados o Vibrio alginolyticus e vibrios do grupo
NAG (nao aglutinaveis). A média dos Numeros Mais Provéa-
veis (NMP) dos vibrios totais (com exce¢ao da amostra com
NMP > 2400 bacts /g) foi 101,70 bacts./g. Do total de 29
isolamentos nas 28 amostras, o V. alginolyticus do grupo |
de Heiberg obteve o maior percentual (62,07%), o V.
alginolyticus do grupo il apenas 10,30% e os vibrios NAG
com 27,63%.

Palavras-chave: vibrios marinhos, Vibrio alginolyticus, vibrios NAG,
vibrios sacarose-positivos.

Introdugéao

O género Vibrio engloba uma gama de espécies bas-
tante semelhantes fenotipicamente (Johnson et al., 1971;
Liston e Baross, 1973). Nos estudos sobre vibrios halofilicos
na costa japonesa, Sakazaki et al. (1963) descreveram trés
biotipos, sendo que o biotipo Il, o Vibrio alginolyticus, era
também capaz de originar toxinfecgao alimentar, além de
ser o Unico a mostrar o fendbmeno do “swarming” (cresci-
mento abundante com espalhamento) sobre a superficie do
agar com 2 a 7% de NaCl (Sakazaki, 1968; Johnson et al.,
1971). Dos organismos halofflicos, o V. alginolyticus € a es-
pécie mais comumente isolada do ambiente marinho
(Bockemhul e Triemer, 1974, Gjerde e Boe, 1981; Zebral,
1988; Chan, 1989). No Japao, Zen-Yoji et al. (1965) cons-
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tataram que o V. alginolyticus era responsavel por 0,8% dos
casos de toxinfecgOes alimentares.

A maioria dos trabalhos sobre a patogenicidade do V/
alginolyticus reporta a predominancia do organismo em le-
sées superficiais (Rubin e Tilton, 1975). Na Inglaterra, Ryan
(1976) isolou o vibrio em trés casos de lesdes sépticas su-
perficiais, sendo duas em feridas de extremidades e uma
de secrecao oriunda de otite externa. Pien et al. (1977), no
Hawai, em oito casos estudados, isolaram a bactéria de trés
pacientes com otite externa e cinco a partir de laceracoes e
ferimentos superficiais, todos originados no ambiente mari-
nho. Outros casos de infecgdes de ouvido pelo V.
alginolyticus foram assinalados por Olsen (1968) e Hansen
etal. (1979), com os ultimos identificando, na Bélgica, uma
linhagem com caracteristicas incomuns, como encap-
sulamento e imobilidade. Ainda em 1979, Schimidt et al.,
isolaram 0 organismo de secrecao ocular em um caso de
conjuntivite e Pezzlo et al., (1979) em um paciente com le-
Sao ulcerativa na perna.

Os vibrios NAG (non-agglutinable) ou NVC (non-cholerae
vibrio), assim designados por Chatterjee et al. (1970), nao
sofrem aglutinagao pelo antisoro O/subgrupo | doV. cholerae
(Aldova et al., 1968; Chatterjee et al., 1970; Muller, 1978),
embora possuam reagdes similares as apresentadas por
este. Os vibrios NAG s&o encontrados, com frequéncia sig-
nificativa, em pacientes com sindrome coleriforme (Aldova
etal., 1968), podendo provocar diarréia grave semelhante a
causada pelo biotipo El Tor do V. cholerae (Zafari et al., 1973).
Dakin et al. (1975) cita um surto de gastrenterite envolvendo
64 pessoas, em que a presenca de vibrios NAG foi detecta-
da em alimentos de origem n&o marinha. Fearrington et al.
(1974) e Prats et al. (1975) isolaram © microrganismo em
dois casos distintos de septicemia seguida de encefalo-
mielite.
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O objetivo desta pesquisa é a identificagao de vibrios
sacarose-positivos potencialmente patogénicos, presentes
no pescado comercializado no municipio de Niterdi-RJ.

Material e Métodos

Foram utilizadas 50 amostras de lulas frescas, obtidas
no mercado varejista do municipio de Niteri-RJ, no periodo
de mar¢o a dezembro. As amastras, acondicionadas em
isopor com gelo, foram levadas para o Laboratério de Con-
trole Microbioldgico de Produtos de Origem Animal da Fa-
culdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense,
onde apods fragmentagdo e pesagem, foram
homogeneizadas em liquidificador, por dois minutos em ro-
tacao média.

A enumeracao dos vibrios sacarose-positivos foi feita de
acordo com a metodologia prescrita pela International

- Commission on Specifications for Foods (ICMSF) de 1983,
com as seguintes modificagoes:

a) Para a enumeracgao optou-se pelo meio GSTB
(glucose-salt-teepol broth) (Akiyama et al., 1963, citado por
Barros, 1977, p. 25) ao invés do caldo polimixina;

b) Na prova de Voges-Proskauer foi usada a temperatu-
ra de 35°-37°C/24-48 horas, segundo MacFaddin (1985),
ao invés de 27°-29°C/18 horas;

¢) Na formulagao do GSTB usou-se o Tween 80 (Merck -
art. 822187) em substituicao ao teepol. Ambas as substan-
cias tém a fungao de aumentar a tenséo superficial do meio,
dificultando a motilidade, o que evita a formagéao do
"swarming” propiciando maior nimero de Unidades Forma-
doras de Col6nias (UFC) isoladas.

Como teste complementar na identificagdo dos vibrios
sacarose-positivos foi utilizada a Classificagao de Heiberg
(1936), baseada na resposta a fermentacéo dos agulcares
manose, sacarose e arabinose. Segundo esta classificagao,
0V alginolyticus pode pertencer a dois grupos distintos: o |
(manose +/ sacarose +/arabinose -) e o il (manose +/
sacarose +/ arabinose +); e os vibrios NAG, por sua vez
aos grupos | (ja citado), ao Il (manose -/ sacarose +/
arabinose -) e ao V (linhagens sacarose-negativas)
(Chatterjee, 1974).

Resultados

Todas as amostras, quando inoculadas no meio GSTB,
apresentaram crescimento. Em 35 amostras, equivalentes
a um percentual de 70%, foi observado o desenvolvimento

PLACAS SEM
CRESCIMENTO
44%

SACAROSE +
56%

Fig. 1 - Percentual de frequéncia de bactérias sacarose positivas
em 50 amostras de lulas.

Tabela 1 - Enumeragéo de vibrios totais, vibrios NAG e
Vibrio alginolyticus, em amostras de lulas.

Ne Vibrios Totais Vibrios NAG  Vibrio alginolyticus

NMP bacts./g NMP bacts./g NMP bacts./g

01 15 - 15
02 4 - 4
03 15 - 15
04 93 - 93
05 43 - 43
06 23 23 -
07 460 - 460
08 15 - 15
09 4 - 4
10 4 4 -
11 4 - 4
12 11 - 11
13 3 - 3
14 23 - 23
15 7 - 7
16 150 - 150
17 21 - 21
18 15 - 15
19 93 - 93
20 11 11 . -
21 21 21 -
22 75 - 75
23 460 - 460
24 39 39 -
25 9 9 -
26 1100 1100 -
27 28 28 -
28 > 2400 - > 2400

Tabela 2 - Perfil bioquimico do Vibrio alginolyticus, e vibrios
NAG isolados de amostras de lulas

Provas bioquimicas Vibrio alginolyticus Vibrios NAG
Citocromo-oxidase + +
VP + 6-/2+
Crescimento a 42°C + +
Lisina + +
Arginina 16-/4+ -
Halofilismo 0% - 7-1+
6% + +
8% + +
10% + 7+/1-
Glicose + +
Sacarose + +
Manitol + 7+/1-

(+) amostra positiva
(-) amostra negativa

maximo (crescimento nos trés tubos das trés séries) e em
47 amostras, nas diluicbes de 10" e 102,

Na semeadura em agéar TCBS (tiossulfato-citrato-sais
biliares-sacarose), 28 amostras apresentaram formagao de
UFCs amarelas (sacarose-positivas), como pode ser obser-
vado na Fig. 1. Estas unidades eram de tamanhos variados
com tendéncia a grandes.
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Tabela 3 - Diferenciacdo do Vibrio alginolyticus dos vibrios NAG, em amostras de lulas

Provas Microrganismos isolados
Bioquimicas V. alginolyticus ~ NAG1 NAG2 NAG3 NAG4 NAG5 NAG6 NAG7 NAGS
Halofilismo - - + - - - - - -
0%
Halofismo + + + - + + + + +
10%
Manitol + - + + + + + + +
VP + + + - - - - - -
Tabela 4 - Distribuicdo das 29 amostras de lulas segundo a Prova de Heiberg
Espécies Sacarose Manose Arabinose N¢ de isolamentos %
Vibrio alginolyticus (1) + + - 18 62,07
Vibrio alginolyticus (Il1) + + + : 03 10,30
Vibrios NAG (lI) + - - 08 27,63
TOTAL 29 100,00
O exame morfoldgico evidenciou que todas as UFCs  Discussao

eram formadas por bactérias Gram negativas, pleomarficas,
porém com numero significativo de organismos em forma
de bastbes curvos.

Pelas caracteristicas tintoriais € morfoldgicas, 0s micror-
ganismos isolados foram considerados como pertencentes
ao grupo Vibrio. As amostras, com excegao de uma com
NMP (Numero Mais Provavel) méximo (> 2.400 bacts./g)
(Tabela 1), apresentaram o NMP médio de 101,70 bacts./g,
e 23 (85,18%) com NMP abaixo do indice médio.

No agér motilidade todas as bactérias mostraram-se
maveis e apresentaram crescimento no caldo e no agar
tripticase soja. Nas semeaduras em TSI, houve acidificagao
tanto na base guando no bisel, tornando o meio totalmente
amarelo.

Os testes bioguimicos evidenciaram que das 28 amos-
tras com UFCs sacarose-positivas no meio TCBS, 20
(71,40%) continham vibrios que apresentaram um perfil
biogquimico semelhante ao do V. alginolyticus (Tabela 2). Os
oito restantes, correspondendo a 28,60%, embora possui-
dores de respostas bioquimicas bastante semelhantes aque-
las do V. alginolyticus (Tabela 2), foram diferenciados através
de testes associados (Tabela 3) e identificados pela prova
de Heiberg (Tabela 4) como pertencentes ao grupo NAG.

Segundo a Classificagdo de Heiberg, das 20 amostras
positivas para oV alginolyticus, uma desenvolveu UFCs com
resposta distinta em relagéo a utilizagao da arabinose. Des-
tes 21 isolamentos do V. alginolyticus, 18 pertenciam ao grupo

| e trés ao grupo lll de Heiberg. Os organismos do grupQ,

NAG, identificados pelo teste de Heiberg, foram diferencia-
dos dos grupos aos quais pertenciam OV alginolyticus pela
nao utilizagao da manose (Tabela 4), 0 que os caracteriza-
vam como pertencentes ao grupo Il de Heiberg.

Os cefaldpodes, e em especial, as lulas, foram substratos
raramente utilizados em estudos microbioldgicos até a pre-
sente data, acarretando uma limitagao muito grande na com-
paragdo dos parametros analisados.

Amaioria das pesquisas envolvendo os vibrios sacarose-
positivos tomou amostras coletadas no ambiente marinho,
enquanto neste trabalho as amostras foram coletadas em
bancas de revenda ao consumidor, estando sujeitas a vari-
os fatores que poderiam acarretar modificagdes em sua
carga microbiana.

Em relacdo ao meio TCBS, nao foi registrado nenhum
crescimento anormal das UFCs sacarose-positivas no tem-
po de incubagao preconizado. A formagao de “swarming”
s6 foi verificada nas UFCs do V. alginolyticus, em placas in-
cubadas em um tempo minimo de 48 horas. A substituigao
do “teepol” pelo “tween 80", no meio GSTB, pareceu ndo
modificar a caracteristica desejada de inibir a formagao do
“swarming”.

O V. alginolyticus pode ser identificado por meio de pou-
cas caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas, sendo facil-
mente diferenciavel de outros vibrios (Pezzlo et al., 1979).No
entanto, vérias pesquisas tém mostrado que algumas pro-
vas podem apresentar respostas incomuns que dificultam a
sua identificacéo. A literatura cita linhagens sacarose-nega-
tivas do V. alginolyticus (Sakazaki et al., 1963; Zen-Yoji et al.,
1965), além do teste VP negativo (Zen-Yoji et al., 1965; Pien
et al., 1977; Schimidt et al., 1979) e sem crescimento em
meio salino a 10% (Zen-Yoji et al., 1965) e a 8% (Schimidt et
al.,, 1979).

As 20 amostras de V. alginolyticus isoladas em lulas apre-
sentaram o padrao normal nas trés provas citadas, ou seja,
positivas para sacarose, VP e halofilismo a 10%, ndo tendo
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sido observadas cepas iméveis como relatado por Hansen
etal. (1979) e sem crescimento a 42°C como as citadas por
Kristensen (1974) e Ryan (1976). Os testes basicos aplica-
dos a estas amostras apresentaram os resultados espera-
dos para a caracterizagao da espécie, excecao feita somente
a prova da arginina, normalmente negativa (Kampelmacher
e Jansen, 1972; Zen-Yojietal., 1973; Kristensen, 1974; Ryan,
1976, Pezzlo et al., 1979; Blake et al. 1980), mas que apre-
sentou resultado positivo em quatro das amostras analisa-
das. Este resultado indica uma frequéncia bastante alta em
relagdo ao obtido por Baumann et al. (1973) que encontra-
ram, em 30 amostras do V. alginolyticus, apenas uma arginina
“positiva.

A posicao do V. alginolyticus dentro-da classificacao de
Heiberg € dada, principalmente, pela prova de fermentagéo
de arabinose, ja que a da manose pareceu ser positiva em
todos os trabalhos consultados e a .da sacarose, em razao
da rara incidéncia de negativos, nao é significativa para a
criagao de um novo grupo. Na maioria das pesquisas, as
amostras do V. alginolyticus sao arabinose-negativas, o que
as situam no grupo | de Heiberg.

Neste trabalho foram verificadas linhagens do V.
alginolyticus fermentadoras da arabinose, semelhantes as
relatadas por Kampelmacher e Jansen (1972) e Chatterjee
(1974), que isolaram duas destas linhagens em dez e 16
em 43 amostras examinadas, respectivamente. Dos 21 iso-
lados do V/ alginolyticus obtidos das amostras de lulas, trés
foram arabinose-positivos, sendo incluidos no grupo il de
Heiberg e os 18 arabinose-negativos, foram considerados
pertencentes ao grupo |.

Em relagdo ao vibrio NAG e a sua posi¢ao na classifica-
Gao de Heiberg, Bhattacharji e Bose (1964) verificaram a
presenca destes vibrios na &gua do mar, principalmente os
dos grupos | e ll. Sakazaki et al. (1967) encontraram 88,10%
das amostras com respostas inerentes ao grupo |, 9,30% ao
grupo Il e apenas 2,60% ao grupo V. Vibrios NAG dos gru-
pos | e Il foram também isolados por Dakin et al. (1974),
Muller (1977), Muller (1978) e Smith Jr. (1979), sendo que
Muller (1977) observou um predominio trés vezes maior de
vibrios do grupo II.

O isolamento de oito amostras de vibrios NAG do grupo
Il, em lulas, nao oferece uma base soélida para uma discus-
sdo efetiva embora outros autores como Aldova et al. (1968)
e Chatterjee et al. (1970) tenham encontrado apenas vibrios
NAG do grupo Il em suas pesquisas.

O percentual de 27,63% de vibrios NAG isolados, do to-
tal de organismos sacarose-positivos esta de acordo com
0s valores determinados por Muller (1977).e Muller (1978)
que sao de 22 e 33%, respectivamente, na agua do mar.

Abstract

The enumeration and identification of sucrose-
positive vibrios in fresh squids commercialized at
Niteréi county RJ

From 50 samples of squids of the species Dorytheutis

brasiliensis Blainville, 1823, Colonies Formed Units (CFUSs)
sucrose-positives Vibrio alginolyticus and NAG vibrios (non-

agglutinable) were isolated. The average of the Most
Probabble Number of total vibrios (except the sample with
MPN > 2400 bacts./g) was 101,70 bacts./g. From 28
samples, 29 isolations were carried out and the V. alginolyticus
group | of Heiberg's Classification showed the greatest
percentage (62,07%). The V. alginolyticus group Il showed
only 10,30% and NAG vibrios 27,63%.

Key words: marine vibrios, Vibrio alginolyricus, NAG vibrios, sucrose-
positive vibrios.
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