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RESUMO

A costa do litoral baiano € considerada uma das mais férteis da costa brasileira,
levando-se em consideracao a extensa faixa de litoral, pois ela é capaz de gerar a
maior proliferagdo de vida marinha com uma grande quantidade de peixes,
crustaceos e moluscos. Por essa razao, a populacdo costeira tem sua
subsisténcia alimentar e econdmica vinculada ao extrativismo de frutos do mar,
destacando-se entre eles o molusco bivalve comestivel Anomalocardia brasiliana
(Gmelin 1791), popularmente conhecido na regido como “chumbinho”, que é
extremamente apreciado pela culinaria baiana. Com o objetivo de pesquisar a
ocorréncia de Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus, 31 amostras de A.
brasiliana, de agua do mar e de sedimento foram coletados de abril de 2000 a
margo de 2001, nas praias do municipio de Salinas da Margarida, regiao norte da
Baia de Todos os Santos-BA. As amostras foram avaliadas quanto ao Numero
Mais Provavel (NMP) de V. parahaemolyticus e V.vulnificus sendo as colonias
sugestivas identificadas presuntivamente em meio de Triplice Agucar e Ferro
(TSI), e a confirmagéo realizada atraves dos testes bioquimicos complementares.
O Numero Mais Provavel (NMP/g) de V. parahaemolyticus nas amostras de
“chumbinho”, sedimento e agua do mar variou de <3 a 1,1x1 0% <3a93e<03a
4,3 respectivamente. O Numero Mais Provavel de V.vulnificus para as amostras
de “chumbinho”, foram de <3 a 3 e de <0,3 a 0,4 para a agua do mar e abaixo do
limite de detecgdo do método para as amostras de sedimento. A freqiiéncia de
amostras de “chumbinho”, sedimento e agua do mar positivas para V.
parahaemoliticus foi de 64,5%, 77,4% e 64,5%, respectivamente, enquanto que
para o V.vulnificus foi de 3,2% para “chumbinho” e de 6,4% para a agua do mar.
N3o se observou correlagdo entre as varidveis do ambiente (salinidade,
temperatura e pH), com o isolamento dos microrganismos estudados constatou-se
a auséncia da influéncia da sazonalidade sobre a frequéncia de V.
parahaemolyticus. Todas as cepas de V. parahaemolyticus isoladas submetidas
ao teste de Kanagawa apresentaram resultados negativos. A utilizacao de vinagre
e de suco de limao mostrou-se eficiente na redugdo do numero inicial de V.
parahaemolyticus em A. brasiliana artificialmente contaminado. Em virtude da
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cidade de Salinas da Margarida ser uma das maiores fornecedoras de
“chumbinho” e conhecendo a maneira com que os mesmos sao comercializados, €
importante e necessaria a implantagao de Boas Praticas de Producgéo, tendo como

objetivo a qualidade desse molusco e a garantia da salde dos consumidores.



Summary

The Bahia State — Brazil coastline is considered one of the most fertile of the
Brazilian coast, taking consideration the extensive seaboard, therefore it is capable
to generate the most proliferation of sea life with a great amount of fishes,
crustaceans and clams. For this the coastal population has its alimentary and
economic subsistence associated to the extractives of seafood. Among the
mussels the Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791) is popularly known as
“chumbinho”, can be detected between the bivalve mollusks and is particularly
appreciated by the bahian cuisine to investigate the occurrence of Vibrio
parahaemolyticus and Vibrio vulnificus, thirty one samples of the Anomalocardia
brasiliana, seawater and sediment were collected from April of 2000 to March of
2001, in the beaches of the city of Salinas da Margarida, north region of the Baia
de Todos os Santos — Bahia. The Most Probable Number (MPN) were used to
quantify V. parahaemolyticus and V. wvulnificus in samples and the suggestive
colonies were presumptively identified in Triple Sugar and Iron Medium (TSI), and
the confirmation was carried through the biochemical tests. The determination of
the Most Probable Number (/g or /mL) of V. parahaemolyticus varied from <3 to 1,1
x 10° for “chumbinho”, <3 to 93 for sediment and between <0,3 to 4,3 for seawater
samples, while the MPN (/g or mL) of V. vulnificus were between <3 to 3 for
“chumbinho” and <0,3 to 0,4 for seawater; in the sediment samples this bacteria
wasn't quantified. The frequency of V. parahaemolyticus in “chumbinho”, sediment
and seawater was 64,5%, 77,4% and 64,5% respectively, while for V.vulnificus it
was 3,2% in “chumbinho” and 6,4% in seawater. Statistically were not found
correlations between the environmental variable (salinity, temperature and pH) and
the presence of the microorganisms, as well as the seasonal variation. The
efficiency of vinegar and lemon juice in the reduction of V. parahaemolyticus in
artificially contaminated was shown. Due to the fact that the town of Salinas da
Margarida be one of the major provider of “chumbinho™ and knowing the way that
they are commercialized , it is important and necessary the implementation of good
manufacture practices, aiming the quality of the mollusks and guarantee of the
consumers health.



1- INTRODUCAO

O Brasil possui aproximadamente nove mil quildmetros de costa com um
mar tipicamente tropical, mas pouco se conhece sobre a ocorréncia de Vibrio
parahaemolyticus e Vibrio vulnificus neste ambiente marinho, sendo que a
interacao ecoldgica existente entre a populagdo microbiana presente neste meio e
os seus animais representa as condi¢ées que influenciam a qualidade sanitaria

dos alimentos originarios deste ambiente.

Algumas bactérias sao proprias das colegdes naturais de agua, outras sao
organismos transitérios que podem ser oriundos de processos industriais e
domésticos. As aguas normalmente néo apresentam microrganismos patogénicos
ao homem, contudo alguns sédo autéctones de ambientes marinhos e dentre estes

se destacam alguns microrganismos do género Vibrio.

Nas ultimas trés décadas varios estudos epidemioldgicos e ecolégicos
demonstraram que microrganismos do género Vibrio, isolados do ambiente
marinho, sdo os agentes etiolégicos de iniUmeros surtos de enfermidade de origem
alimentar como gastrenterites e septicemias, sendo as vezes fatais em individuos

susceptiveis.

O molusco bivalve, como &€ o caso do Anomalocardia brasiliana, é
conhecido popularmente como chumbinho, véngole, berbigdo dentre outras
denominagdes, a depender da regido geografica. Sao utilizados como “organismos
sentinelas do ambiente” devido ao seu mecanismo de alimentagdao que é feito
através de filtracdo onde acumulam bactérias, virus, residuos, metais pesados e
hidrocarbonetos em seu interior, fornecendo assim informagoes relacionadas ao
ambiente.

Se considerarmos a longa faixa do litoral baiano que expée um elevado
contingente de nossa populagdo ao contato com o ambiente marinho e
favorecendo o consumo de frutos do mar como peixes, crustaceos e os moluscos

bivalves, pode-se calcular um risco maior de se contrair infecgées causadas por



Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus e portanto, obter informacdes sobre a

ocorréncia destes no ambiente marinho é de fundamental importancia.

Os frutos do mar do litoral do Estado da Bahia exercem uma grande
influéncia nos habitos da populagao, principalmente através da culinaria peculiar
como moquecas, bobos, ensopados e frigideiras, todos estes pratos utilizando os
produtos do mar como os moluscos bivalves, crustaceos, dentre outros, além de

propiciar um contato direto com as aguas marinhas e estuarinas.

Levando-se em consideracdo toda a literatura consultada, evidencia-se a
importancia da agua do mar, dos sedimentos, moluscos e crustaceos, como
veiculos de transmissido de Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus e da
caréncia, no Estado da Bahia, de investigacbes sobre a ocorréncia destes
microrganismos no ecossistema marinho, visto que, apesar da falta de
levantamento epidemiolégico, observa-se com relativa freqléncia, relatos de
casos de gastrenterite apés a ingestao de frutos do mar o que eleva a importancia
do controle de Vibrios spp em alimentos de origem marinha. A verdadeira
incidéncia de doenga ftransmitida por alimento marinho nao € conhecida,
principalmente devido a auséncia de exames de diagnéstico de rotina para estes
agentes nos servigos de saude.

No local de coleta, pode-se observar que os moluscos s&o processados
para a comercializagao domiciliarmente, de maneira artesanal, sem as condigcoes
minimas de higiene necessarias. Segundo pesquisa realizada em 1997 pela
Associagdo das Mariscadeiras de Salinas da Margarida, somente 47% das
residéncias possuia refrigerador, 25% nao possuia agua encanada e 96% nao

desfrutava de uma rede de esgoto.

Portanto, torna-se necessaria uma avaliagdo das condigbes de
comercializacdo desses alimentos, bem como de medidas que procurem
esclarecer aos consumidores sobre os possiveis riscos a que estdo expostos se
ingerirem esses alimentos crus ou mal cozidos e a adogdo de praticas adequadas
para a manipulagido e estocagem destes, possibilitando assim, a reducao de

contaminagao cruzada do alimento.




Sente-se, portanto, a necessidade da aplicagdo de algum tratamento que

minimize a microbiota contaminante, pois todo este processo em cadeia tende a

aumentar o risco das doengas transmitidas por alimentos.

Sendo assim, um processo alternativo, barato, facilmente acessivel,

principalmente, por parte das mariscadeiras, seria a utilizagao de acidos organicos

como o vinagre e o suco de limao para diminuir ou eliminar a carga microbiana

dos mariscos.

Frente ao exposto realizou-se o presente estudo, com o0s seguintes

objetivos:

*

Pesquisar a ocorréncia de Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus em
amostras de “chumbinho”, procedentes de banco natural das praias do
municipio de Salinas da Margarida, regiao Norte da Baia de Todos os
Santos, Estado da Bahia;

Avaliar a influéncia de fatores ambientais como: salinidade, pH e
temperatura da agua do mar, sobre a possivel presenga desses

microrganismos no local de estudo;

Pesquisar a distribuicao de Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus em

amostras da agua do mar e do sedimento nessa mesma localidade;

Avaliar o efeito do suco de limao e de diferentes tipos de vinagre em
amostras de “chumbinho”, inoculadas artificialmente com V.
parahaemolyticus.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nos Ultimos 30 anos estudos epidemiolégicos e ecoloégicos tém
demonstrado que muitas espécies do género Vibrio, isoladas do ambiente
marinho, sdo agentes etiolégicos de doengas que incluem desde gastrenterites
autolimitadas até septicemia letal em pacientes debilitados (Morris Jr. & Black,
1985; West,1989).

Membros do género Vibrio estdo distribuidos em muitos ambientes
aquaticos naturais, freqiientemente formando o maior componente das
populacées microbianas associadas com reciclagem de compostos organicos
(Baumann & Schubert, 1984).

Os vibrios sdo habitantes autéctones do ambiente aquatico, principalmente
o marinho e sdo também clinicamente significantes para o homem. Transmitem-
se, na maioria das vezes, através da ingestdo de pescado cru ou mal cozido, pelo
contato com o ambiente aquatico ou através de moluscos bivalves como € o caso
das ostras, que comumente sdo ingeridas cruas e desempenham um papel
importante na transmissdo desses agentes, pelo fato de serem concentradores
biolégicos (Blake et al.,1980; Morris Jr. & Black, 1985; West, 1989).

Até o momento, onze espécies de microrganismos do género Vibrio sao
reconhecidas como patogénicas para o0 homem e somente seis associadas com
alimento: V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. mimicus, V. hollisae e
V. furnisi (Landgraf et al., 1996). Eles podem causar gastrenterite, infeccao de
feridas e de ouvido, septicemia priméria e secundaria (Morris Jr. & Black, 1985).




2.1. O MATERIAL DE ESTUDO
2.1.1. Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791).

Os moluscos bivalves, devido a seu mecanismo de alimentagao realizado
através de filtracdo da agua, sdo capazes de concentrar do ambiente aquatico,
bactérias, virus, pesticidas, produtos quimicos toxicos, metais pesados e
hidrocarbonetos, por isso estes organismos tém sido utilizados como sentinelas do
ambiente (Carrozzo, 1994).

Bioindicadores ou organismos sentinelas sdo espécies que possuem
susceptibilidade para indicar ou tolerar condigdes ambientais particulares ou
produzem respostas que sirvam para monitorar mudangas ambientais em
intervalos de tempo especificos (Peso, 1980).

Dentre varios organismos que sao utiizados em programas de
monitoramento ambiental (fitoplancton, macroalgas, moluscos, ascidias, anelidios,
equinodermas, crustaceos, peixes e mamiferos), os moluscos tém sido certamente
os mais frequentemente empregados (Carrozo, 1994).

Existem varios componentes que contribuem para que os bivalves marinhos
sejam vulneraveis a uma alta concentragdo de bactérias em seu interior, como: a
maioria das espécies € geralmente estuarina, com distribuicao vizinha as
atividades humanas; sao predominantemente filtradores, concentrando os
microrganismos; sdo geralmente sedentarios, suportando poluicéo intermitente
apenas pelo fechamento das valvas e possuem um ciclo de vida normalmente
confinado a areas restritas, maximizando a sua exposi¢ao aos microrganismos do
local (ldler, 1972).

A maioria dos moluscos se alimenta por filtragdo, absorvendo as algas em
suspensdo na corrente de dgua que passa no interior da concha. Os moluscos
filtram grandes quantidades de agua marinha, sendo que uma ostra pode filtrar
até quatro litros em uma hora (Wood,1979).

Um dos bivalves mais predados pela populagao costeira da Baia de Todos
os Santos é o Anomalocardia brasiliana (Gmelin,1791), que é conhecido na regiao



como “chumbinho”, “papa-fumo”, “bebe-fumo”, sarnambitinga’, “sarnambi-
pequeno” (Peso,1980) e em outras regides do Brasil por “vongole”, “berbigao’,
“sarro de pito”, “marisco pedra” e “marisco-branco” (Grotta & Lunetta, 1980).

Segundo Mello (1974), Gmelin em 1791 fez a primeira descricao de A .

brasiliana com material obtido no Brasil e a denominou de Vénus brasiliana.

De acordo com a classificac@o sistematica utilizada por Rios (1994), a A.
brasiliana esta incluida na Ordem Veneroida, Super-familia Veneroidea, Familia
Veneridae e Sub-familia Chioninae. Possui uma ampla distribuicao geografica, e
sua ocorréncia ja foi registrada desde as indias Ocidentais, Suriname, Brasil e
Uruguai, tendo como habitat natural baias e enseadas arenosas e areno-lodosas.

Este molusco bivalve vive enterrado até 5 cm de profundidade, na zona
interdital, formando banco de individuos de tamanhos variados (Narchi, 1969).
Reproduz-se praticamente durante o ano todo, com periodos mais intensos
durante o outono e primavera (Narchi, 1976) e o verao (Grotta & Lunetta, 1980).

A. brasiliana possui concha triangular, grossa, com uma coloragao variando
desde o amarelo esbranquicado, até totalmente escuro, com linhas concéntricas
bem acentuadas. Possuem dois sifées muito sensiveis, curtos e fundidos, com
tentaculos simples e desenvolvidos, tipicos de espécies que vivem em aguas
calmas e alimenta-se por filtragao de particulas em suspensao (Narchi, 1974).

Estudos realizados por Bahia (1995), com moluscos da Baia de Todos os
Santos, demonstraram que o comprimento das conchas de A. brasiliana
apresentava uma amplitude de variagao entre 9,20 mm a 27,50 mm.

O dimorfismo sexual de A. brasiliana foi estudado por Almeida (1990), que
observou nao ser possivel a identificagdo macroscdpica dos sexos desta espécie.

As varias caracteristicas de A. brasiliana, principalmente sua ampla
distribuicdo geografica, abundancia em nimero de individuos nos locais de
ocorréncia e o preenchimento dos pré-requisitos necessarios aos organismos
bioindicadores, tém levado pesquisadores a utiliza-lo como material de estudo em
diferentes pesquisas (Peso, 1980 ; Aimeida, 1990).




A A. brasiliana, assim como outros mariscos sao alimentos consumidos
freqiientemente nas regides litoraneas, possuindo grande importancia nutricional
pois sdo fontes protéicas e de minerais. Assim, o conhecimento da composicao
centesimal do marisco torna-se bastante importante, além do que, na literatura
poucas sao as informagdes a esse respeito.

Em amostras de “chumbinho” previamente cozidas adquiridas em feiras
livres da cidade de Salvador-BA, durante os meses de verao, Miranda et al.(1999)
obtiveram os seguintes valores na composi¢do centesimal: umidade 63,21%;
proteinas 17,62%; lipideos 3,37%; cinzas 2,31% e glicidios 11,52%. Ja nos meses
de inverno os valores encontrados foram: 72,89%, 17,57%, 2,27%, 3,56% e
4,52%, respectivamente.

Pedrosa & Cozzolino (2001), também analisaram a composi¢do centesimal
de cinco diferentes tipos de mariscos crus, dentre eles o Anomalocardia brasiliana,
provenientes da cidade de Natal — RN e encontraram os seguintes valores para o
molusco cru: umidade 81,58%, proteinas 12,67%, lipideos1,10%, cinzas 2,12%,
fracdo Nifext 2,53% e caloria 70,70 Kcal.

Na tabela nacional de composicdo quimica dos alimentos proposta por
Franco (1996), os valores protéicos e de calorias para carne de marisco sao de
7.6% e 50,0 Kcal, respectivamente, enquanto que de glicidios é 1,6% e de lipidios
1,20%.

Sendo assim, os “chumbinhos” constituem um alimento rico e de grande
importancia nas regides onde o poder aquisitivo € baixo e as fontes nutritivas em
geral sdo escassas. Além de serem bastante apreciados na culinaria local, sua
alta produtividade é uma contribui¢do para o sustento alimentar e econémico dos

moradores.



2.2. O AMBIENTE DE ESTUDO.
2.2.1. Salinas da Margarida

A Bahia possui o maior litoral individual do Pais, 14% da costa brasileira,
banhada por um mar tipicamente tropical e influenciada por correntes oceénicas,
que se aproximam da costa. O seu contorno litoraneo propicia um mar de 430.000
Km?, em cuja superficie as aguas marinhas se misturam com aguas fluviais (Bahia

Pesca).

De toda costa brasileira, a Baia de Todos os Santos constitui o maior
acidente geografico, abrangendo uma area aproximada de 1100 Km? Tem um
aspecto bastante recortado e em seu interior encontram-se diversas ilhas de
superficies variadas, sendo que a de ltaparica € a maior delas com 37 Km de
extensao, situada na entrada da baia, formando uma barra natural, delimitando
dois canais: a oeste o Canal de ltaparica, estreito, com uma profundidade ao redor
de 2 a 10 metros, sendo que o fluxo de agua entre a baia e o oceano é pequeno; e
a leste o Canal de ltaparica — Salvador, largo, com profundidade variando de 30 a
60 m na parte central, onde ocorre intercambio de aguas com predominancia
oceanica (Peso, 1980).

Na baia desembocam diversos rios, a maioria de pequeno porte, como o
Subaé, o Jaguaripe e o Rio Paraguacgu, dentre outros, sendo este ultimo um dos
principais do Estado. Estes dao origem a varias regides estuarinas de grande
importancia bioldgica (Peso, 1980; Almeida, 1990).

Na Baia de Todos os Santos, assim como na costa baiana, sao
encontradas grandes formagdées de mangues arbéreos, (Figuras 1 e 2) ricos em
diversas espécies de peixes, crustaceos e moluscos, os quais servem de sustento
econdmico e alimentar de grande parcela da populacao do Recéncavo Baiano
(Bahia Pesca, Peso,1980).
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FIGURAS 1 e 2. Aspectos do mangue arbéreo na regido das praias do

Municipio de Salinas da Margarida — BA.



A cidade de Salvador, capital do Estado da Bahia, esta localizada a leste,
limitando a entrada da baia com a llha de ltaparica e Salinas da Margarida, na
ponta oposta a Salvador (Toledo, 2001).

Salinas da Margarida € uma cidade de pequeno porte e faz parte do
conjunto de municipios que contornam a Baia de Todos os Santos, localizando-se
no estuario boca do Rio Paraguagu, regido do Recdncavo Baiano (Figura 3).
Limita-se com o Municipio de Maragogipe iniciando na nascente do Riacho Forno,
seguindo pelo divisor de aguas da Serra Covoadas até a nascente do Riacho
Cairt e dai seguindo em dire¢do norte a barra do Rio Paraguacu, descendo por
este até a Baia de Todos os Santos (EMBASA, 1999).

De acordo com as coordenadas geograficas, o municipio se apresenta com
latitude Sul de 12° 52’, Longitude Oeste 38 46’ e Altitude de 5m. A area do
municipio & de 252 km?, distando 229 km da capital, considerada a distancia em
percurso rodoviario e 56 km em maritimo (EMBASA,1999).

O municipio de Salinas da Margarida possui uma populagéao total de 9.817
habitantes (4.843 homens e 4.794 mulheres), distribuidos numa pequena area de
148.9 km?, levando a uma densidade demografica de 65,93 hab/km? — muito
superior 2 média estadual (22,11 hab/km?)(EMBASA, 1999).

A economia do municipio & baseada na pesca e na mariscagem artesanais
e os produtos sdo consumidos pela propria comunidade ou comercializados por
“atravessadores” e “ganhadeiras”, para serem vendidos em Salvador, ocasionando
uma baixa lucratividade que garante apenas a sobrevivéncia da familia, ndo
oferecendo condigdes de prosperidade para a comunidade (ASMASAM, 1997).

Devido a dificil situagdo econémica, a mulher se vé obrigada, desde cedo, a
trabalhar “mariscando” para auxiliar o sustento da familia. Segundo pesquisas
realizadas em janeiro de 1997, pela Associagao das Mariscadeiras de Salinas da
Margarida - ASMASAM, 64% destas estdo na faixa etaria entre 19 e 39 anos,
obtendo renda mensal que varia de R$ 50,00 a R$ 100,00 durante o veréo, caindo
um pouco nos outros meses, com o final da temporada de veraneio.
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FIGURA 3. Local de amostragem, Municipio de Salinas da Margarida — BA.

Fonte: Carta Nautica n°1.110 — Brasil Costa Leste — Baia de Todos os Santos.
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Cada mariscadeira possui em média cinco filhos, dos quais 61% estao na
faixa etaria de zero a 15 anos. O indice de escolaridade das mariscadeiras € de
72% com 1° grau incompleto e 19% de analfabetas. As condigdes de moradia séo
péssimas, onde 35% n&o possuem instalagoes sanitarias e 96% nao dispoem de
rede de esgoto. Sdo obrigadas a levar para a “maré”, desde cedo, os filhos, que
também ajudam-nas nesta atividade o que causa, consequentemente, um baixo
rendimento escolar, baixa freqiiéncia e alto indice de evasao. Vivem em estado de
caréncia absoluta pois lhes falta moradia, alimentagao, documentagéo, remédios
dentre outros. Os filhos de pescadores e mariscadeiras possuem uma baixa
autoestima, envergonham-se da profissdo de seus pais e sonham em morar na
capital, ndo valorizando o ambiente e as espécies naturais que os cercam
(ASMASAM,1997).

Com relagdo a populagdo economicamente ativa, 56% estdo no grupo
“agropecudria, extragcao vegetal e pesca’, sendo que as atividades agropastoris
tém pouca importdncia na regido, assim, a ocupagao concentra-se,
principalmente, nas atividades pesqueiras. A extragdo vegetal & basicamente
sustentada pelo dendé e pela piagava, tendo esta Ultima, pequena importancia na
economia local (EMBASA, 1999).

Na pesca, ha um grande nimero de mulheres ocupadas na mariscagem do
“chumbinho” (Figura 4). Segundo pesquisa de campo, da propria ASMASAM
(1997), sdo produzidas em torno de 4,0 toneladas/dia desse marisco, peso liquido
ou seja, o marisco livre de suas conchas; de cada 14 quilos do molusco “em
casca”, obtém se um quilo de carne (Toledo, 2001). Por este motivo existe um
grande acumulo de cascas em frente as residéncias nesse municipio (Figura 5) e
estas sdo utilizadas na construgao civil, em substituicdo a brita na confeccao do
concreto.
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FIGURA 4 Mulheres “mariscando” em banco natural de Anomalocardia
brasiliana das praias do Municipio de Salinas da Margarida -
BA.

FIGURA 5. Acumulo de cascas de A. brasiliana em frente as residéncias no

Municipio de Salinas da Margarida — BA.
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2.2.2. MEIO FiSICO

Segundo a classificagao Kdppen o clima local € do tipo tropical chuvoso,
sem estacao seca, com periodo chuvoso nos meses de abril a junho. A
temperatura média anual é de 25,4°C, enquanto a minima e a maxima apresentam
valores de 21,9°C e 25,4°C, respectivamente. A pluviosidade média anual varia
em torno de 1600 a 2000 mm, e o municipio ndo esta inserido no poligono da
seca, apresentando baixo risco de seca (EMBASA, 1999).

Os sedimentos fluvio-marinhos e praias possuem composi¢cao
essencialmente argilo-siltosa, rica em matéria organica de cor cinza a preta
(EMBASA, 1999).

2.3. GENERO Vibrio

O género Vibrio, segundo o “Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology” (1994), pertence a familia Vibrionaceae, € composto por bacilos
Gram negativos, retos ou curvos com 0,5 — 0,8 ym de diametro e 1,4 —2,6 ym de
comprimento. Sdo mdveis por um ou mais flagelos polares, nao formam esporos
ou microcistos, sdo anaerébios facultativos, quimiorganotréficos com metabolismo
respiratorio e fermentativo. Os ions sédio estimulam o crescimento de todas as
espécies e sdo de exigéncia absoluta para outras que necessitam de 2 a 3% de
cloreto de s6dio ou agua marinha para o seu crescimento. A temperatura 6tima
para o seu desenvolvimento varia consideravelmente, sendo que todas crescem a
20°C e muitas a 30°C. Sao bastante comuns em ambiente marinho e em
estuarios, na superficie € no conteudo intestinal dos animais marinhos e algumas
espécies sao também encontradas em agua doce. Varias espécies sao
patogénicas para o homem e muitas o sdo para vertebrados e invertebrados

marinhos.
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2.3.1. Vibrio cholerae

A espécie de Vibrio patogénica de maior interesse para a salde publica é o
V. cholerae O1, devido as diversas pandemias que tem causado. Esta bactéria é
a responsavel pela colera, que tem como caracteristica principal diarréia profusa e
aquosa, com perda de mais de um litro de fluido por hora, podendo levar a
desidratacdo e morte, se o paciente nao for tratado prontamente. A contaminagao
se da pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados. Dentre os fatores de
viruléncia responsaveis pelos sintomas estdo a mucinase, protease, neuramidase,
presenca de adesinas e a produgdo de uma potente enterotoxina, que provoca
desequilibrio idnico, tendo como conseqiiéncia o aparecimento de diarréia (Levine
et al., 1984).

O Vibrio cholerae nao O1 é bioquimicamente distinguivel do V.cholerae O1
e tem sido responsabilizado por surtos e casos esporadicos de doengas
gastrintestinais (Kobayashi & Ohnaka, 1989). Varios estudos indicam que o V.
cholerae nao O1 pode ocorrer normalmente em aguas de estuarios e sua

presenca nao esta associada a esgotos domésticos (Tison et al.,1986).

2.3.2. Vibrio mimicus

O Vibrio mimicus foi inicialmente relatado como cepas atipicas de V.
cholerae por Davis et al. (1981). Estudos sorolégicos e de homologia de DNA
demonstraram diferengcas em relagdo ao V. cholerae sendo portanto, proposta
uma nova espécie o V. mimicus, cujo nome refere-se ao fato da doenca provocada
por este microrganismo ter sintomas muito semelhantes aqueles causados pelo V.
cholerae (Morris Jr & Black, 1985).

Na Bahia, o V. mimicus foi isolado de pescado envolvido em surto de

toxinfecgao alimentar na cidade de Salvador (Mascarenhas et al., 1999).
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2.3.3. Vibrio hollisae

O V. hollisae é uma espécie halofilica, que foi descrita em 1982 por
Hickman et al. e foi isolada de fezes de pacientes com diarréia.

Existe uma relagao entre infecgées por esse microrganismo € o consumo
de alimentos de origem marinha como peixe cru salgado e caso de bacteremia
(Rank et al., 1988).

2.3.4.Vibrio furnissi

O V. fumnissi foi primeiramente classificado como V. fluvialis biétipo Il e
isolado de fezes diarréicas de pacientes na Indonésia, tendo sido também isolado
do ambiente aquatico. (Brenner et al., 1983).

No Brasil, o V. furnissi foi isolado de fezes de criangas com diarréia, sendo
que em uma delas o unico microrganismo patogénico encontrado foi essa bactéria
(Magalhaes et al.,1990).

Matté et al. (1994b), estudando a distribuicdo de vibrios patogénicos em
mexilhdes em Ubatuba, litoral paulista, observaram uma freqiéncia de 17% de V.

furnissi .

2.3.5. Vibrio vulnificus

2.3.5.1. Historico

O primeiro caso relatado de infecgdo por V. wvulnificus foi descrito por
Roland em 1970, como uma espécie de Vibrio nao entérica, com desenvolvimento
de papula hemorragica generalizada e febre em um homem ap6s banho em aguas
em New England. O paciente desenvolveu subseqgiientemente gangrena e chogque

por endotoxina. O microrganismo incriminado foi o V. parahaemolyticus e foi assim
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que o autor se referiu a infecgéo por V. vulnificus (Roland (citado por Kumamoto et
al.,1998).

Hollis et al. (1976), descreveram um grupo de vibrios halofilicos isolados de
cultivos de agar sangue, sendo que a maioria deles possuia a enzima f-
galactosidase e fermentava a lactose, sendo designado como vibrio marinho
halofilico “lactose-positivo”. Posteriormente, foram identificados como uma nova
espécie que Farmer lll em 1979 propds que fosse denominada de Vibrio vulnificus.

A descricao de infecgdo por V. vulnificus tem sido descrita na literatura
desde os tempos de Hipocrates. Este descreveu no século V a.C , que um
homem, Criton, da ilha da nacdo de Thasos, apresentou fortes dores em seu pé,
bem como febre, calafrios, nausea e confusao mental. O pé ficou inchado,
eritematoso e desenvolveu pequenas feridas negras; apesar do tratamento
médico, Criton morreu dois dias apds o inicio da doenca. Hoje, os médicos
historiadores, levantam a hipétese de que Criton tenha sofrido uma infecgéo fatal

por V. vulnificus (Baethge et al. (citados por Kumamoto et al., 1998).
2.3.5.2. Infecgoes humanas

A infeccéo por V. vulnificus € uma das mais severas, dentre as transmitidas
por alimentos e a taxa de letalidade associada a septicemia excede 50% (Tacket
et al.,1984). Este patogeno € responsavel por 95% de todas as mortes por
ingestao de alimentos marinhos contaminados nos Estados Unidos (Oliver, 1989).
A ingestdao de frutos do mar, principalmente ostras cruas contaminadas, esta
freqlientemente associada com quadros de septicemia em individuos susceptiveis,
como aqueles com doengas gastricas, cirrose, hepatite, hemocromatose,
insuficiéncia renal ou condigcbes de imunossupressdo (Blake et al.,1980 e
Oliver,1989).

O V.wulnificus no hospedeiro humano, diferentemente do que acontece
com outros microrganismos, tem a habilidade de produzir doenga por duas
diferentes vias de entrada: a oral e a epidérmica e os sinais clinicos relacionam-se

a septicemia primaria e infecgbes de feridas (Peterkin, 1994).
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A septicemia primaria ocorre quando o V.vulnificus é adquirido através do
trato gastrintestinal, ap6s o consumo do alimento contaminado. A progressao da
doenca € freqiientemente rapida e o paciente pode apresentar choque
septicémico intratavel, sem uma fonte de infecgdo 6bvia. Os sinais e sintomas
mais comumente presentes sao: febre (92% dos pacientes), calafrios (53%),
prostragdo (95%), hipotensdo (33%) e lesbes caracteristicas de pele (67%)
segundo Oliver, (1989) e Kumamoto et al.,(1998).

Blake et al. (1979) relataram que a presenca de doenca hepatica tem sido
uma condigado pré-existente em 75% dos casos, principalmente naqueles
pacientes que fazem abuso do consumo de alcool. Normalmente, em 97% dos
casos, a cultura de sangue dos pacientes & positiva para este microrganismo.

As lesdes cutaneas classicas associadas com V.wulnificus sao bolhas
grandes cheias de fluido hemorragico e geralmente estdao localizadas nos
membros inferiores (Kumamoto et al.,1998). A letalidade em pacientes com
septicemia primaria € de 56% (Hlady et al., 1996) e quando ocorre choque séptico
atinge, aproximadamente, 92% (Klontz et al., 1988).

As infecgbes de feridas ocorrem quando o V.vulnificus € introduzido através
da pele por ferimento ou de les6es pré-existentes e, em um quarto dos pacientes,
estas ocorrem nos membros superiores ou inferiores. Os portadores desta
sindrome sempre relataram o contacto com o ambiente marinho, através da
exposicdo direta de lesbes com a agua do mar ou através de injurias ocorridas
quando pescando, limpando pescados e camardes, abrindo ostras ou apenas
caminhando pela praia (Tacket et al.,1984; Kumamoto et al., 1998).

Os pacientes apresentam febre (65%), lesGes cutaneas envolvendo
contacto com ambiente ou animais marinhos (100%) e celulites (88%) (Klontz et
al.,1988), sinais estes que se desenvolvem ap6s um periodo de incubacao de
quatro horas a quatro dias (Blake et al., 1979). Alguns sintomas também mostram-
se associados como edema e dor intensa na regiao da ferida. A infeccao é
caracterizada por um eritema intenso e edema que pode progredir para lesées
bolhosas com vasculite levando, entdo, a uma necrose tecidual, (Kumamoto et al.,

23



1998). Muitas dessas feridas requerem intervencao cirurgica, que podem ou nao
resultar em amputagdo do membro infectado, com baixa taxa de letalidade 25%
(Oliver,1989 ; Wright et al.,1996). Segundo Kumamoto et al. (1998) o consumo de

alimentos marinhos nao é um fator associado ao desenvolvimento de infecgoes de

feridas.

De acordo com Kumamoto et al. (1998), o V. wulnificus pode estar
associado com sintomas de gastrenterite como nausea, vomito, caimbras
abdominais e diarréia aquosa, com cultura de fezes positiva. Esta ultima
observagao clinica tem demonstrado que outros patégenos entéricos também tém

sido isolados desses individuos.

2.3.5.3. Fatores de viruléncia

Varias substancias tém sido implicadas como responsaveis pela
patogenicidade de V. vulnificus, porém seus fatores de viruléncia nao estdao ainda

totalmente esclarecidos.

Estes fatores incluem a habilidade em adquirir ferro da transferrina, uma
hemolisina extracelular, a protease e a presen¢a dos polissacarideos em sua
capsula (Wright & Morris Jr.,1991). A capacidade de invasao tecidual esta
associada a presenca da capsula. O microrganismo produz uma metaloprotease
no espago intersticial, resultando assim no aumento da permeabilidade vascular e
desenvolvimento edematoso das leses de pele segundo (Myoshi et al., (citados

por Kumamoto et al., 1998)).

Citotoxina-hemolisina

A citolisina com peso molecular de 50 kDa tem atividade citolitica para
eritrécitos de mamiferos e é citotéxica para células do ovario de hamster chinés
(CHO) (Wright & Morris Jr., 1991). Foi demonstrado por Shinoda et al. (1985) que
2 hemolisina é termolabil, com seletiva atividade hemolitica maior a 37°C do que
a 20°C e inibida a 4°C. Esta toxina também pode estar envolvida na produgao de
lesBes cutaneas, caracteristica das infecgdes por V.vulnificus podendo ser notada
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na degradacao de mastocitos e na indugao da liberagéo de histamina (Yamanaka
et al.,1990).

Massad et al. (1988) sugeriram que a hemolisina ndo € por si propria a
responsavel pela virulencia de V.wvulnificus, mas que a produgcdo de varias
substancias extracelulares em conjunto podem ser as responsaveis pelo carater
invasor do microrganismo.

Cepas citolisina positivas e negativas revelam-se com os mesmos valores
quanto a dose letal 50%, demonstrando que a citolisina tem um papel menos
importante que os outros fatores na patogénese do V.vulnificus (Peterkin,1994).

Efeito do ferro

O ferro € essencial para o crescimento bacteriano e a capacidade de
obtencdo pelo hospedeiro & essencial para a patogenicidade (Kumamoto et al.,
1998).

Observagdes clinicas e experimentais demonstram que o microrganismo
necessita de concentragdes elevadas de ferro para competir com a transferrina e
produzir a infecgdo, tais como em individuos com cirrose, hemocromatose, onde
nestas condicoes ha perto de 100% de saturagao da transferrina no soro,
liberando assim ferro livre para o sangue (Chart et al, citados por Peterkin, 1994).

Wright et al. (1981), estudando em camundongos o papel do ferro como
fator de viruléncia, puderam observar que quando estes animais recebiam uma
injecdo de solugado de ferro amoniacal (4ug/g) havia uma diminuigcéo da DLso de
6x10° células para 1, com reducéo no tempo de morte dos animais pés-infeccao e
a taxa de mortalidade era de 100% nos animais que recebiam a injegao de ferro.

Papel da capsula

Simpson et al. (1987), estudaram a morfologia da coloénia de V.vulnificus e
sua correlagao com a viruléncia, de 38 cepas provenientes de amostras clinicas e
ambientais; as cepas avirulentas produziam coldnias transparentes, quando
cultivadas em agar infusdo de coragao (HI) e as virulentas, ou seja, aquelas letais

para camundongos adultos, apresentavam-se sob as duas formas opacas e
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translicidas, existindo uma dissociagdo de coldnias opacas a transparenies na
proporcdo de 1 a 7%, nao observando a reversé@o de coldnias transparentes para

opacas.

O V. wulinificus produz polissacarideos capsulares essenciais para a
viruléncia. Os componentes da capsula conferem ao microrganismo resisténcia a
acao bactericida do soro e a atividade antifagocitaria dos polimorfonucleares,
aumentando a letalidade em camundongo, sendo considerada um fator importante
de viruléncia (Yoshida et al., 1985).

Bush et al. (1997) estudando os carboidratos que compde o0s
polissacarideos da capsula, observaram que existe uma grande diversidade de
tipos capsulares dentre as cepas de V.vulnificus e que os dados disponiveis de
cepas clinicas ou do ambiente nao indicam uma correlagéo clara do tipo de
capsula com seu potencial patogénico. Mas, seus estudos confirmaram a
existéncia de uma grande variedade genotipica e fenotipica dentre as cepas de V.

vulnificus.

Harris—Young et al. (1995), investigando a viabilidade das células de Vibrio
vulnificus associada com o poder bactericida de hemécitos de ostras, observaram
que niveis de fagocitose e degradacdo das cepas de col6nias opacas eram
menores do que aquelas das coldnias translucidas. Estes achados, indicaram que
as capsulas podem contribuir para a resisténcia da ingestdao e degradacao das
bactérias pelos hemécitos das ostras, devido a um mecanismo ainda
desconhecido. Os resultados demonstraram também que a acédo dos hemacitos
sobre as bactérias nao se altera durante as diferentes épocas do ano.

Outros fatores relacionados a viruléncia.

Enzimas especificas que afetam a permeabilidade vascular e causam a
destruicdo dos tecidos, bem como os fatores associados a células que a
protegem e estdo frente a resposta do hospedeiro, incluem um fator sérico de
resisténcia que impede a lise mediada pelo complemento (Janda et al.,1988).
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A producao de proteases, lipase, citolisina, hemolisina, hialuronidase,
mucinase, Dnase, bradicinina, sulfatase, fator-a de necrose tumoral e seus efeitos
na estrutura celular humana normal estao implicados na contribuicao da viruléncia
de V.vuinificus (Espat et al., 1996).

2.3.5.4. Aspectos ecologicos

O V.wulnificus € um bacilo Gram negativo, halofilico obrigatério, reconhecido
como causador de septicemia primaria e infecgdes de feridas. E uma bactéria que
ja foi isolada da agua do mar, de animais filtradores como por exemplo ostras e
mexilhGes (Kumamoto, et al.,1998; Kaspar &Tamplim, 1993)

A ocorréncia de V. vulnificus, esta sempre relacionada com a temperatura
da agua do mar e a salinidade, principalmente, nos meses de verao (Kelly &
Dinuzzo,1985; Ruple & Cook,1992; Peterkin 1994, Jones & Summer-
Branson,1998). Estudos realizados com a agua do mar, tém demonstrado que o
nimero de microrganismos aumenta quando a temperatura aumenta na faixa de
13-22°C e a salinidade se encontra entre 5 e 25%. (Kaspar & Tamplin, 1993)

Kaysner et al. (1987), encontraram na Costa Oeste dos Estados Unidos,
uma freqiéncia de 5,9% de V.vulnificus. O microrganismo foi isolado em 31 das
529 amostras coletadas da agua, sedimento e frutos do mar de estuarios onde a
temperatura variou entre 13 a 31°C e a salinidade de 0,8 a 34%.

O comportamento de V.vulnificus foi estudado em ostras colocadas em
agua do mar tratada e em circulagédo, durante duas semanas, concluiram que se a
bactéria fizer parte da microbiota normal, ela podera ser detectada, mesmo que
em numeros baixos, tanto no inverno quanto no verdo. Sugerem, também, que a
bactéria & um habitante transitério nas ostras, pois é eliminado pelo processo de
depuragdo, assim como os microrganismos patégenos de origem terrestre (Kelly &
Dinuzzo, 1985).

Parametros como salinidade e temperatura associados a presenca de V.
vulnificus foram investigados no norte da Costa do Golfo e na Costa do Atlantico
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por Motes et al, 1998. Observaram que na Black Bay (Los Angeles) e a Apalochita
Bay (Flérida), eram as fontes da maioria das ostras infectadas e que a distribuicao
era sazonal. Os pesquisadores concluiram que existe uma similaridade na
concentragio do microrganismo em ostras coletadas no norte da Costa do Golfo e
que a quantidade era influenciada primeiramente pela temperatura da agua. As
amostras coletadas em estuarios do Atlantico mostraram niveis baixos de V.
vulnificus mesmo quando as temperaturas eram similares as do Golfo que poderia
estar ocorrendo devido a alta salinidade desta area (Motes et al., 1998).

Jones & Summer-Brason (1998), estudando a incidéncia e deteccao de
vibrios patogénicos no norte do estuario de New England (Great Bay - EUA)
durante um periodo de dois anos, observaram que V.vulnificus pode ser detectado
de maio até novembro, com aumentos de junho, julho e agosto, quando também
ocorreram aumento da temperatura local. Observaram também que as altas
concentragdes do microrganismo eram detectadas nos afluentes, que estao
sujeitos a nutrientes orgénicos presentes tanto nos locais com e sem fontes de
poluicdo ou como resultado de produtividade primaria, enriquecida por elevados
nutrientes inorganicos. Por isso, notaram uma correlagdo positiva entre a
concentragdo de carbono orgénico dissolvido (DOC) na agua e a ocorréncia de
V.vulnificus, como no caso dos afluentes.

Utilizando oligonucleotideo de DNA, Wright et al. (1996) demonstraram a
presenca de V. wulnificus em ostras, plancton e sedimento na Baia de
Chesapeake (EUA). O estudo demonstrou também que o V.vulnificus compde de
8 a 10% da populagdo de bactérias heterotréficas encontradas nas aguas e ostras
coletadas durante os meses quentes. Durante os meses de inverno, com
temperaturas de 8°C na agua e de 7,6°C nas ostras, também conseguiram isolar
V.vulnificus. Os autores acreditam que isto tenha sido possivel devido a
sensibilidade do método empregado para o isolamento. O microrganismo foi
também encontrado no plancton em nimeros superiores aqueles encontrados na
agua, talvez pelo fato do microrganismo se prender ao plancton. Também
constataram uma correlacdo entre a baixa salinidade e o aumento de V. vulnificus.
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Um estudo sobre a distribuigdo de microrganismos da familia Vibrionaceae
nas aguas das cinco principais enseadas de Taiwan, revelou 5,7% de amostras
contaminadas pelo V.vulnificus. Foram determinadas a temperatura, pH e
salinidade dos pontos amostrados foram determinados e observou-se uma
variagao de 15 a 34°C, 58 a 8.6 e 0,1 a 4,2%, respectivamente. Apesar da
distribuicdo nao significativa de V.vulnificus neste estudo, a presenca da bactéria
em Tawain revelou-se bastante importante (Wu et al., 1996).

De acordo com Chuang et al. (citados por Wu et al.,1996), de 1985 a 1990,
27 pacientes foram infectados com V.vulnificus, com 11 mortes em Tawain e em
todos os casos os pacientes haviam ingerido frutos do mar ou sofrido lesdes

devido ao trabalho com eles ou feridas que foram expostas a agua do mar.

Vanoy et al.(1992), coletaram amostras de osiras, substancias particuladas
suspensas (SPM), sedimento e agua do mar da baia de West Galveston (Texas),
durante 16 meses, para a enumeracao e deteccdo de V.wulnificus através de
anticorpos monoclonais - numero mais provavel — ensaio imunoenzimatico (EIA)
capaz de detectar 2000 organismos alvo. Durante os meses frios 0 microrganismo
nao foi detectado nas amostras de agua do mar, ostras ou SPM, embora tenha
sido detectado baixos niveis em varias amostras de sedimento. Apds a
temperatura da agua ter atingido 20°C e a salinidade se encontrar abaixo de
16%o0,.08 niveis de V.wvulnificus aumentaram em todos os locais e esses niveis

foram associados com SPM.

Oliver et al. (1983), isolaram V.vulnificus de amostras de agua do mar,
sedimento, plancton, pescado e frutos do mar. Os resultados das amostras
provenientes de 80 pontos de Miami (Flérida) a Portland (Maine) indicaram que a
bactéria € um microrganismo ubiquitario e que pode ser isolado de uma variedade
de fontes ambientais, embora presentes em numeros relativamente baixos,
nimeros elevados da bactéria foram observados em frutos do mar, sendo que

84% das cepas foram isoladas a partir de mariscos.

Ruple & Cook (1992), estudaram a ocorréncia de V.vulnificus em ostras da
Costa do Golfo e relataram uma correlagado com a sazonalidade, mostrando
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contagens baixas durante o inverno e numero excedendo a 110.000/g durante o
verdo. Observaram também uma correlagdo com os niveis de coliformes fecais e

com a temperatura das areas de colheita das amostras.

A correlagdo entre a sazonalidade e a incidéncia de V. vulnificus em ostras e
na agua do estuario de Great Bay (EUA) foi estudada por O’Neill et al. (1992), os
quais verificaram que com temperatura média de 23,7 £ 2,7°C e salinidade de 23,5
+ 2,7%g0corria aumento da concentragéo do microrganismo, vindo a decrescer no
outono com a diminuicdo dessas varidveis. Os autores ndo encontraram uma
correlagdo entre o indice de coliformes fecais e os niveis de V.wulinificus.
Constataram também que o microrganismo tem um maior concentragdo e
freqiéncia em ostras (11.500+15NMP/100g) do que em agua (190zx
38NMP/100ml).

Oliver et al. (1991), observaram que V.vulnificus nao é isolado quando a
temperatura da agua se encontra abaixo de 10°C, mas que a bactéria se encontra
presente no estado vidvel porém nao cultivavel (VNC), ndo sendo capaz de se
desenvolver em meios de cultura bacteriolégicos, embora a sua deteccao pode

ser observada empregando-se métodos mais sensiveis.

De acordo com o Center of Disease Control - CDC (1993) de 1981 a 1992,
na Florida (EUA), 125 pessoas foram infectadas com V.vulinificus, das quais 44
(35%), morreram. Em Los Angeles (EUA), de abril de 1993 a maio de 1996,
ocorreu um total de 16 casos de infecgdo por V.vulnificus com 3 mortes, sendo
que 12 destes (75%) tinham doengas hepaticas por excesso de alcool ou hepatite
viral e todos com septicemia e haviam ingerido ostras cruas 1 ou 2 dias antes do

aparecimento dos primeiros sintomas (CDC, 1995).

2.3.5.5. Vibrio vulnificus no Brasil

No Rio de Janeiro, Rodrigues & Hofer (1986) avaliaram a presenca de
microrganismos do género Vibrio em amostras de ostra e agua do mar coletadas
durante um ano, em diferentes pontos da Baia de Sepetiba e evidenciaram a
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presenca de V.vulnificus em 0,51% das amostras de agua do mar, nao sendo
isolado nas amostras de ostras.

Landgraf et al. (1996), estudaram a ocorréncia de Vibrio spp, com é€nfase ao
V.vulnificus, em frutos do mar coletados no litoral do Estado de Sao Paulo e
consumidos na cidade de Sao Paulo. Observaram que das 56 amostras de ostras
coletadas, 51,8% estavam contaminadas com V. vuinificus e 50%, das 24 de
camarao, 4,2% e das 20 amostras de mexilhoes, sendo que o NMP/g da bactéria
nas amostras variou de <3 a 3,6 x 10°.

Garcia-Moreno & Landgraf (1997), estudando a ocorréncia de V.vulnificus
em camardes, ostras e mariscos provenientes do litoral do Estado de Sao Paulo,
observaram que 55,5% das amostras analisadas estavam contaminadas com a
bactéria, sendo que a maior concentragdo do microrganismo foi encontrada nas
amostras de ostras (65,4%), sendo que o isolamento do microrganismo ocorreu
durante todos os meses de amostragem.

Estudos realizados por Matté et al. (1994a) verificando a ocorréncia de
vibrios potencialmente patogénicos em mexilhdes coletados em trés diferentes
locais da costa de Ubatuba, S.Paulo, durante um ano, observaram a presenca de
V.vulnificus numa taxa de 8 a 17% das amostras coletadas e estas se
encontravam em concentracdes iguais ou inferiores ao NMP de 3/100g. Em um
outro estudo Matté et al. (1994b) isolaram o microrganismo em 12% das amostras
de ostras coletadas na mesma regiao.

2.3.5.6. Isolamento e identificacao

Segundo a sétima edigdo do BAM (Bacteriological Analytical Manual), do
FDA (Food and Drug Administration), o isolamento de V.vulnificus envolve um
enriquecimento prévio em agua peptonada alcalina por 16 horas seguido de
plaqueamento em agar TCBS (tiossulfato-citrato- sais biliares-sacarose) ou agar
mCPC (Celobiose polimixinaB-colistina, modificado), para a obtencao de col6nias
isoladas.
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O agar TCBS é o meio mais amplamente utilizado para o isolamento de
vibrios, incluindo o V.vulnificus (Oliver et al. 1983; Zébral,1985; Rodrigues &
Hofer,1986; Matté et al.;1994a,b; Landgraf et al.,1996). Este meio ndo tem uma
boa seletividade, pois permite o desenvolvimento de outras bactérias que néo
somente vibrios. Mesmo entre os microrganismos do género vibrio este meio nao
permite a diferenciacdao do V.vulnificus de outros que também nao fermentam a
sacarose. Portanto, outros meios foram desenvolvidos com a finalidade de permitir

uma maior seletividade.

Bryant et al. (1987) utilizaram o meio Agar Dodecil Sulfato de Polimixina B-
Sacarose (SDS), originalmente descrito por Kitaura et al., para o isolamento e
contagem direta de V.vulnificus. As coldnias resistentes ao sulfato de polimixina B
apresentaram um halo opaco ao seu redor, isto devido a atividade da enzima
extracelular sulfatase alcalina, que hidrolisa o dodecil sulfato de sédio. Este halo
pode ser formado apés 4 horas de incubagao, muito embora cepas de V.cholerae-
O1 também tenham apresentado a formagéo de halo, reduzindo assim a
seletividade.

Em 1987, Massad & Oliver propuseram a utilizagao de um novo meio, agar
celobiose-polimixinaB-colistina (a4gar CPC), para um melhor isolamento de
V.vulinificus e V.cholerae. Este meio tem vantagens em relagédo a outros, devido a
resisténcia do V.vulnificus a colistina e a polimixina B e a temperatura de
incubacéo de 40°C, elimina muitas das bactérias marinhas, além da fermentacéao
da celobiose ser um elemento diferencial. Os autores estudaram 136 cepas de
vibrios e isolados marinhos dos géneros Pseudomonas, Flavobacterium e
Photobacterium neste meio. Somente V.vulnificus e V.cholerae se desenvolveram,
sendo que a fermentacdo da celobiose permitiu facilmente a diferenciacao entre
as duas espécies, pois V.vulnificus fermenta a celobiose produzindo coldnias
amarelas circundadas por uma zona amarela, o que nao aconteceu com
V.cholerae, cujas col6nias se apresentaram de coloragado purpura rodeadas por

uma zona azul.
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Oliver et al. (1992), realizaram um estudo comparando a seletividade dos
meios CPC, TCBS e SDS, para o isolamento de V.vulnificus em amostras de
ostras e mexilhdes. Evidenciaram a superioridade do agar CPC em relagéo aos
outros meios utilizados.

Elliot et al. (1998), propuseram a redugao da concentracéo de celobiose do
meio originalmente desenvolvido, originando desta maneira o agar mCPC (agar
CPC modificado), que é atualmente utilizado.

Com o mesmo objetivo dos autores dos paragrafos anteriores porém
utilizando cinco diferentes caldos de enriquecimento seguido de isolamento em
agar CPC e SDS, Sloan et al. (1992), demonstraram que o enriquecimento em
agua peptonada alcalina e plaqueamento em agar CPC foi a combinagdo mais
efetiva para a recuperagéo de V.vulnificus em amostras de ostras artificiaimente
contaminadas.

Tentando solucionar a problematica da identificagdo completa de
V.vulnificus, que é um processo laborioso e que requer varios dias de trabalho,
métodos rapidos tém sido propostos, alguns aplicados apés o isolamento da
bactéria e outros ainda no alimento.

A especificidade sorolégica do soro antiflagelar de V.vulnificus foi testada
por Simonson & Sieberling (1986) por meio de teste de aglutinagao em laminas.
Eles utilizaram células de Staphylococcus aureus recobertas com anticorpo anti-H
(antiflagelar) de V.vulnificus e obtiveram resultados de até 98,3% de aglutinacao
com as cepas testadas, comprovando que o teste de coaglutinagéo € rapido,
sorologicamente especifico e um procedimento barato para identificacao do

microrganismo depois de ter sido realizado o isolamento primario.

0 isolamento do fragmento de DNA produtor de citotoxina—hemolisina e sua
utilizacdo em prova de DNA, para identificagdo de V.vulnificus em ostras foi
conseguido por Morris et al. (1987). Observaram também que a utilizacao da
citotoxina-hemolisina € um método rapido, sensivel e especifico para a

identificagdo rapida em amostras do meio ambiente, ostras ou da agua do mar.
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Wright et al. (1993) avaliaram o método de deteccdo de V.vulnificus,
utilizando uma sonda oligonucleotidea de DNA contendo o gene que codifica a
producdo de citotoxina-hemolisina. Este método, permitiu um isolamento e
enumeracgao rapida, econdmica e sensivel da bactéria sem o uso de meios de

enriquecimento ou seletivos em amostras de frutos do mar e do meio ambiente.

Utilizando a técnica da reagao em cadeia da polimerase (PCR) e o gene
proposto a citotoxina-hemolisina como “primer”, Hill et al. (1991), identificaram em
24 horas, V.vulnificus em homogeneizado de ostras que haviam sido previamente
contaminadas com 10° UFC/g da bactéria.

Em situagbes de “stress”, como o frio, naturaimente como acontece nos
meses de inverno intenso, o V.vulnificus se encontra no estado viavel mas nao
cultivavel (VNC). Contudo, mesmo neste estado a bactéria continua sendo um
problema de saude publica, pois é de dificil detecgdo (Nilsson et al. 1991). Por
outro lado, Brauns et al. (1991) utilizando-se da técnica de PCR para pesquisa de
células viaveis mas nédo cultivaveis detectaram 31 nanograma (ng) de DNA de
células neste estado, permitindo assim romper com a barreira da nao detecgao da

bactéria nesta condicao.

Lee et al. (1998), realizaram o primeiro diagnoéstico clinico de V.vulnificus
utilizando a técnica de “nested” PCR que é mais sensivel e especifica se
comparado com o PCR original. Neste mesmo experimento cepas da bactéria
foram misturadas com outros microrganismos como Staphylococcus aureus e
Escherichia coli e, mesmo assim, o V.vulnificus foi detectado. O método “nested”
PCR pode detectar menos que um femtograma (fg) do DNA cromossomal e uma

unica unidade formadora de coldnia (UFC) do microrganismo.

Parker & Lewis (1995) produziram soro anti-hemolisina de V.vulnificus
(VVH), no intuito de utiliza-lo como agente de captura desta bactéria em ensaio
imunoenzimatico (ELISA “sanduiche”), utilizando este para deteccao da bactéria
em ostras e no ambiente, concluindo através dos resultados ser a técnica
bastante util, com a eliminagdo dos testes bioquimicos convencionais para
identificacao de V.vulnificus que sao bastante longos e laboriosos.
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Um método imunoenzimatico (EIA) utilizando anticorpos monoclonais foi
utilizado por Tamplin et al.(1991), para identificar numeros reduzidos de
V.vulnificus em caldo de enriquecimento e nos meios de cultura TCBS e CPC,
com a finalidade de substituir os testes bioquimicos convencionais conseguindo,
assim redugao do tempo e aumento da especificidade.

2.3.5.7. Controle de Vibrio vulnificus em alimentos.

Os frutos do mar em todos os seus estagios de colheita, transporte e
estocagem podem estar expostos a diferentes temperaturas. Sabe-se que,
especialmente durante a exposi¢éo a temperaturas elevadas, o V. vulnificus pode
aumentar em nimero dentro de moluscos, principalmente em ostras, constituindo
alto risco aqueles que as consomem cruas.

Estudo realizado por Murphy & Oliver (1992), comprovou que a estocagem
a temperatura de 17 e 22°C né&o era a causa da multiplicagéo de V. vulnificus em
ostras, assim como notaram também que, quando estas foram estocadas em
temperaturas apropriadas, os seus niveis podiam permanecer e se manter o
suficientemente altos e produzir infecgdo em hospedeiros susceptiveis, sugerindo
ainda que o nimero de microrganismos somente comegou a decrescer apos o
décimo dia de estocagem, em todas as temperaturas pré-estabelecidas (0,5 a
22°C).

Trabalho realizado por Parker et al. (1994) demonstrou que apés a
contaminacdo experimental de ostras com niveis de 10° UFCJ/g de V. vulnificus, o
empacotamento, o congelamento e a estocagem a —20°C por 70 dias, ainda
continham de células viaveis do microrganismo, mesmo em baixos niveis. Sendo
assim, os pesquisadores recomendaram a utilizacdo de frutos do mar, mesmo

apos congelamento, devidamente cozidos.

Cook (1997) realizou um estudo para estimar o tempo que ostras podiam
ficar estocadas sem refrigeracdo e observou que o periodo de 6 horas podia

reduzir o nimero de V. vulnificus neste molusco na ordem de 85%, se comparado
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com um periodo de = 14 horas. Comenta que o ideal & a imediata refrigeracao

ap6s a colheita, reduzindo assim o desenvolvimento da bactéria.

Em um outro trabalho, Cook (1994) observou que a multiplicagéo de V.
vulnificus mantidos a temperatura ambiente durante o verdo, o seu pico de

crescimento surgia antes de 12 horas.

Cook & Ruple (1992) propuseram um aquecimento de ostras em agua a
50°C por 10 minutos para a redugdo de V. vulnificus a nimeros ndo detectaveis.
Este tratamento ndo da a ostra uma aparéncia de cozida ou apreciavel mas deve

ser empregada como uma estratégia para se ter um alimento seguro.

A desinfecgdo da agua do mar para a depuragdo de ostras através de luz
ultravioleta (U.V) é um tratamento bem aceito para a redugdo de bactérias
contidas em seu interior. Porém, em um estudo conduzido por Tamplin & Carpers
(1992) foi observado que células de V. vulnificus permaneceram nas ostras apoés
exposigdo a desinfecgdo pela radiagdo U.V. Outros investigadores também
observaram que microrganismos do género Vibrio permanecem nas ostras que

sdo submetidas ao protocolo de depuracao.

Um estudo utilizando dez compostos “geralmente reconhecidos como
seguros” (GRAS), para o controle de V. vulnificus, o diacetil, o acido latico e
butilato de hidroxi anisol (BHA) mostrou seus efeitos letais contra o©
microrganismo, nas seguintes concentragdes e tempo : 50 ppm por 24 h, 300ppm
por 3 h e 400 ppm por 3 h respectivamente (Sun & Oliver, 1994a).

Em um outro trabalho Sun & Oliver (1994b) observaram os efeitos dos
GRAS em ostras naturalmente contaminadas, onde somente o diaceti a uma
concentracio de 0,05% pode diminuir significativamente o namero de V. vulnificus
sendo possivel a utilizagdo deste agente na redugéo dos seus niveis.
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2.3.6. Vibrio parahaemolyticus

2.3.6.1. Consideragoes gerais

O Vibrio parahaemolyticus foi identificado pela primeira vez em 1950 em
Osaka no Japao, por Fujino et al. (citados por Twedt,1989), quando isolaram o
microrganismo das fezes de pacientes e de “shirasu” (sardinhas pequenas,
aferventadas e parcialmente desidratadas), alimento suspeito, envolvido em surto
de gastrenterite, classificando a bactéria isolada, inicialmente como Pasteurella
parahaemolytica .

Tal fato também foi constatado por Takikawa (1958), que isolou de fezes de
pacientes com gastrenterite, uma bactéria que mostrava propriedades analogas as
descritas como P.parahaemolytica, evidenciando o carater halofilico e
identificando o organismo como sendo do género Pseudomonas Miyamoto et al.

(1961), propuseram a criagao de um novo género, o Oceanomonas.

A propriedade quimica, cultural e morfofisiologica da bactéria foi estudada
intensamente obtendo-se uma similaridade muito grande com o género Vibrio,

sendo proposta a denominag¢ao de Vibrio parahaemolyticus por Sakazaki et al.
(1963),

Desde o seu primeiro isolamento o microrganismo tem sido implicado no
Japao em 1000 surtos/ano, sendo responsavel por 45-70% dos casos de doencas
transmitidas por alimentos neste pais, segundo Fujino et al. (citados por Hackney
& Dicharry,1988).

O V. parahaemolyticus tem uma larga distribuicdo no ambiente costeiro e

de estuario sendo isolado de muitas espécies de peixes, mariscos e crustaceos
(Bryan, 1980; Elliot et al., 1998).

2.3.6.2. Caracteristicas Morfofisiologicas e Bioquimicas

O V. parahaemolyticus &€ uma bactéria anaerdbia facultativa com

metabolismo respiratério e fermentativo, morfologicamente € um bastonete curvo,
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Gram negativo, mostrando pleomorfismo, sendo mével por meio de flagelo polar.
Multiplica-se em substrato com salinidade nao inferior a 1% e nao superior a 8%
de NaCl, é diferenciado do V.vulnificus, por crescer em meios contendo NaCl a
8%, pela sua capacidade de fermentar arabinose e nac a celobiose, lactose e
salicina. V. parahaemolyticus nao se desenvolve em 10% de NaCl, nao produz
acetoina e ndo fermenta a sacarose, enquanto o V. alginolyticus € positivo nesses
trés testes (Twedt, 1989).

A temperatura 6tima de crescimento de V. parahaemolyticus em laboratorio
é de 37°C, podendo se desenvolver na faixa de 22 a 14°C, mas nao a 2°C, o pH
de desenvolvimento é de 5 a 11, sendo o 6timo de 7,5 a 8.5 (Nickelson &
Vanderzant,1971; Beuchat, 1973;).

2.3.6.3. A Doen¢a no Homem

O V. parahaemolyticus é conhecido como causador de gastrenterite no
homem desde 1950. Tipicamente, a doenga ocorre em pessoas que ingerem
alimentos do mar, crus ou cozidos indevidamente, contaminados pela bactéria
(Twedt,1989; West,1989).

Clinicamente, os sintomas da doenga produzidos pelo microrganismo
incluem: diarréia, dor abdominal, nausea, vomito, dor de cabeca, febre baixa e
calafrios, com um periodo de incubacdo entre 4 a 96 horas (Morris Jr &
Black,1985; Twedt,1989).

A duracdo da doenca é usualmente curta, autolimitante, podendo ocorrer
hospitalizacdo. Na maioria dos casos ela € normaimente tratada com terapia de
reidratacdo podendo, contudo, ser fatal em pequena porcentagem dos casos,

principalmente, em pacientes imunocomprometidos (Blake et al.,1980).

As infecges extraintestinais causadas por V. parahaemolyticus tém sido
pouco freqientes, muito embora tenham sido relatadas e estao sempre

associadas a exposicdo ao ambiente marinho ou com a manipulacao de alimentos
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contaminados provenientes do mar (Fishbein & Wentz, 1973; Blake et al.,1980;
Sautter et al.,1988).

2.3.6.4. Aspectos Epidemiologicos e Ecolégicos

O V. parahaemolyticus & evidentemente um microrganismo de vida livre
encontrado em muitos oceanos, onde indiscutivelmente goza de um tipo de
nutricdo saprofitica, juntamente com outros microrganismos marinhos similares. E
encontrado em aguas marinhas e sedimentos, na superficie de guelras,
nadadeiras e visceras de peixes saudaveis, moluscos e crustaceos. Do mesmo
modo tem sido responsavel por doengas em moluscos e camaroes; a presenga de
V. parahaemolyticus nestes e em, provavelmente, muitos outros alimentos
marinhos nos da o suporte para aceita-lo como uma realidade ecolégica (Fishbein
& Wentz, 1973).

Segundo Yam et al.(1999) o V. parahaemolyticus € um microrganismo
inerente do ambiente marinho e por esta razao, o monitoramento dessa bactéria

no ambiente & um atributo mais importante do que a quantidade do patégeno.

Levantamento realizado por Bryan (1980), demonstrou que nos Estados
Unidos durante os anos de 1970 a 1978, ocorreram 11 surtos confirmados de
gastrenterite por V. parahaemolyticus tendo sempre como veiculo o alimento de
origem marinha e como fatores contribuintes, a contaminagdo cruzada e/ou a
refrigeracao inadequada.

Wong et al. (1992), isolaram vibrios de alimentos marinhos, sendo que
alguns deles foram obtidos de aquicultura. Observaram que V. parahaemolyticus
estava presente em todos os alimentos pesquisados.

Pan et al. (1997) realizaram em Taiwan de 1986 a 1995 um levantamento
dos surtos de doengas transmitidas por alimentos e observaram que de 852 surtos
relatados e confirmados, 555 foram causados por bactérias e que a mais
comumente implicada foi o V. parahaemolyticus (35,5%). Os pesquisadores
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constataram também que este numero de episédios causados por este

microrganismo tem aumentado desde 1990.

Na Africa, Schandevyl et al. (1984), isolaram vibrios halofilicos de peixes
capturados em Dakar, durante os meses de Julho a Outubro onde a espécie mais

comumente isolada foi V. parahaemolyticus.

Amostras de sedimento, agua, frutos do mar de Grays Harbor, o maior
estuario produtor de ostras do estado de Washington, foram analisados por
Kaysner et al. (1990b) para a pesquisa de Vibrios spp. O V. parahaemolyticus foi
observado em todas as amostras, embora em contagens baixas, e a sua presenca
em todas as amostras nao foi surpresa para os pesquisadores, os quais haviam
encontrado em pesquisas anteriores alta incidéncia do microrganismo em

estuarios a noroeste do Pacifico.

Klontz et al. (1993), estudaram a relagdo entre os niveis de vibrios
detectados em ostras cruas coletadas na baia de Apalachicola (Florida) e as
infecgbes causadas por vibrios entre os residentes das areas proximas a area de
coleta. Cinco das seis espécies de Vibrio implicadas em ostras associadas com a
doenca foram recuperadas de ostras cruas compradas no mercado onde V.
parahaemolyticus, V.cholerae nao O1 e V.fluvialis mostraram presentes em 60%

nas ostras associadas a infecgoes.

Uma pesquisa com possiveis vibrios em aguas do rio Ohta e da costa de
Hiroshima (Japao), foi realizada por Venkateswaran et al. (1989), onde
observaram que 18% dos vibrios isolados eram V. parahaemolyticus e que destes,
trés representavam um local com somente agua doce e o restante das cepas
eram de agua do estuario. O mecanismo pelo qual V. parahaemolyticus foi

encontrado em somente 4gua doce mostrou-se desconhecido.

Bhaskar et al. (1998) estudaram a prevaléncia de bactérias patogénicas em
fazendas de cultivo de camardes na india. Analisaram amostras de camardes,
agua, sedimentos e do alimento oferecido a estes crustaceos. O V.
parahaemolyticus ocorreu em todas as amostras durante o cultivo e também apés
a colheita. Analise de coliformes fecais e coliformes totais também foi realizada e
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os autores ndo encontraram uma correlagdo entre os indices de coliformes e a
presenca de vibrios.

Na cidade do México, 389 amostras de pescado obtidas no comércio, foram
estudadas por Rendén et al. (1998), para verificar a presenga de V.
parahaemolyticus). Os autores ndo obtiveram resultados positivos em seus
isolamentos, e acreditam que a microflora associada ao V. parahaemolyticus
influenciou notadamente nos resultados obtidos, assim como a tomada de
somente 10 gramas do pescado para a realizagéo dos ensaios, deve ter diminuido
a probabilidade de isolamento da bactéria.

Chan et al. (1989), pesquisaram a prevaléncia de V. parahaemolyticus e
outros vibrios halofilicos em 295 amostras de alimentos de origem marinha,
coletados em mercados de Hong-Kong (China). Observaram que V.alginolyticus
foi a espécie constantemente isolada, seguida por V. parahaemolyticus, V. harvey,
V. fluvialis, V. vulnificus, V. pelagius, V. campebelli, V. splendus e V. marinus. Os
autores enfatizam que a ubiqlidade e as concentragdes relativamente altas de V.
parahaemolyticus constituiram-se em fator de risco potencial de saude publica em

Hong-Kong e outros paises subtropicais da Asia.

A distribuicdo de V. parahaemolyticus na baia de Chesapeake (EUA) foi
estudada por Colwell et al. (1973), concluindo que a presenca da bactéria estava
associada com o plancton, pois sua ocorréncia na coluna de agua € paralela com
o surgimento do plancton. Relatam também, que a distribuicdo do microrganismo
estava restrita a regiées de estuario e costa das zonas temperadas.

Na Indonésia, Molitoris et al. (1985), isolaram V. alginolyticus e V.
parahaemolyticus de amostras de agua da baia e de alimentos marinhos do
mercado de Jacarta. Os pesquisadores observaram que a incidéncia de V.
parahaemolyticus aumentava durante as estacbes de seca, concluindo que os
microrganismos sdo autéctones na agua do mar e que podem ser,

frequientemente, isolados de alimentos marinhos na naquele pais.

Com o objetivo de estudar a prevaléncia de patégenos entéricos, incluindo
o V. parahaemolyticus, Yam et al. (1999), coletaram amostras de fezes de
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pacientes com diarréia, agua do mar e de alimentos marinhos. Foram analisados

e comparados seus sorotipos com os do ambiente para observar se havia

caracteristicas patogénicas particulares, onde o vibrio mais comumente isolado,

tanto das amostras clinicas quanto das do ambiente, foi o V. parahaemolyticus. Os
autores nédo detectaram caracteristicas significantes entre os isolados clinicos com

aqueles do meio ambiente.

Chiou et al. (2000), observaram que V. parahaemolyticus foi o agente
causal de 61 a 71% do total de doencas transmitidas por alimentos em Tawain no
periodo de 1996 a 1999. Baseando-se em técnicas de levantamento de surtos
tendo como parametros andlises de grupos etiolégicos, demonstraram que V.
parahaemolyticus sorovar O3:K6, foi o responsavel pela alta incidéncia de
toxinfeccao durante estes quatro anos. Os autores concluem que devido a sua
freqiéncia extremamente alta e a capacidade de se espalhar globalmente, este
organismo precisa ser intensa e internacionalmente monitorado.

Com o propésito de descobrir qual o fator bacteriano da nova cepa de V.
parahaemolyticus que estava relacionada com os casos de epidemia causada por
este microrganismo, Nasu et al. (2000) compararam cepas de V. parahaemolyticus
O3:K6 com V. parahaemolyticus nao 03:K6, utilizando marcadores genéticos. Os
resultados demonstraram a existéncia de um fago filamentoso associado a nova
cepa do V. parahaemolyticus 03:K86, cuja funcao precisa ser esclarecida, podendo
ser um novo fator de viruléncia para a bactéria.

No nordeste da Sicilia, Maugeri et al. (2000), objetivando verificar a
presenca de Vibrio spp em lagoas de agua salgada, que sao utilizadas como
fazenda de marisco, coletaram amostras de suas aguas e dos mariscos. Foram
detectados V. fluvialis (55 cepas), V. alginolyticus (40), V. parahaemolyticus (11),
V. wulinificus (10) e V. mimicus (9). Concluiram que o isolamento de Vibrio
potencialmente patogénico a partir de mariscos cultivados, torna-se um risco para
a saude do consumidor, e que um programa de monitoramento de microrganismos
desse género deve ser observado.
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Flores & Abuxapqui (1996), estudando a prevaléncia de bactérias mesofilas
em alimentos marinhos comercializados em restaurantes da cidade de Mérida
(México), isolaram V. parahaemolyticus de 2,1% das 284 amostras analisadas.

No Peru, Guevara Ducan et al. (1989), pesquisaram a presenca de V.
parahaemolyticus em ceviches vendidos por ambulantes na cidade de Lima
durante os meses de dezembro a fevereiro e, das 74 amostras analisadas,
27,03% foram positivas para o microrganismo pesquisado.

Este fato também foi observado por Garcia Cortés & Antillon (1990), que
avaliaram a presenca de vibrios patogénicos em moluscos bivalves e no lodo do
golfo de Nicoya (Costa Rica), identificando 224 cepas de V. parahaemolyticus
provenientes de 15 amostras de moluscos e 22 do lodo.

2.3.6.5. V. parahaemolyticus no Brasil

Considerando que o Brasil € banhado por um litoral tipicamente tropical e
influenciado por correntes oceanicas, que se aproximam bastante da costa
gerando uma grande diversidade de vida marinha bastante importante como fonte
de alimento para a populacéo e tendo em vista a importancia em relagao a satde
publica que o V. parahaemolyticus representa, poucas sdo as investigacdes sobre

a ocorréncia deste microrganismo nos alimentos e no nosso ambiente marinho.

No Brasil, Leitdo (1969/1970) estudou a resisténcia térmica e
caracterizagdo de culturas de V. parahaemolyticus por eletroforese em gel,
relacionando as variagoes de formas de enzimas proteoliticas com a diferenciagao

entre as culturas estudadas.

Leitao & Arima (1975), estudaram a ocorréncia e avaliaram alguns meétodos
de isolamento de V. parahaemolyticus em amostras de agua e sedimento do litoral
de Sao Paulo. Obtiveram uma incidéncia média do microrganismo de 38,3% do
total das amostras coletadas, sendo maior durante os meses de verao e
constataram que o caldo GSTB proporcionou o melhor isolamento quando
comparado com TSBS + 7%NaCl.
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Leitao et al. (1976), avaliaram a incidéncia de V. parahaemolyticus em
amostras de moluscos, peixes e crustaceos coletados no litoral do Estado de Sao
Paulo e constataram que 100% das amostras de ostras estavam contaminadas,
sendo que nos peixes a contaminagéo foi de 3,3% enquanto que nos crustaceos
foi de 6,6%.

Barros & Vianni (1980), pesquisaram a ocorréncia de V. parahaemolyticus
em aguas da Baia da Guanabara (RJ), constatando que 61,6% das amostras

coletadas estavam contaminadas pelo microrganismo.

Hofer & Silva (1986), analisaram amostras de peixes capturados na faixa de
litoral desde a Bahia até o Rio Grande do Sul, encontrando uma incidéncia de

54.8% de V. parahaemolyticus.

Com o proposito de investigar a incidéncia de Vibrio spp em agua e ostras
da baia de Sepetiba (RJ), 30 amostras de ostras e agua foram coletadas durante
um ano. Foram isoladas 576 cepas de Vibrio spp sendo identificadas 7 espécies
de vibrio: V.cholerae nao O1, V.alginolyticus, V. parahaemolyticus, V.fluvialis,
V.harvey, V.damsela e V.vulnificus. Foi constatado uma grande similaridade entre
as espécies isoladas dos bivalves e as encontradas na agua (Rodrigues & Hofer
1986).

Sousa (1989), estudou a incidéncia de V. parahaemolyticus em aguas
costeiras, carne de caranguejo e ostras em Jodo Pessoa (PB), obtendo os
seguintes indices de contaminagao: 42,9%, 26,7% e 93,3%, respectivamente.
Observou também uma tendéncia entre o local de coleta das amostras de agua

do mar com a época e a temperatura das aguas.

Investigando a ocorréncia de V. parahaemolyticus em alimentos marinhos
frescos, congelados e resfriados, coletados no litoral Norte de Sao Paulo, e em
mercados das cidades de Campinas (SP) e Piracicaba (SP), durante o inverno e
verao de 1988 a 1990, Cardoso (1990) concluiu que dentre os alimentos
pesquisados a presenca de V. parahaemolyticus nos moluscos s&o de maior
importancia com relagéo a saude publica, pelo fato de serem em muitos casos




ingeridos sem uma cocgdo prévia e que a presenca da bactéria em produtos
refrigerados requer cuidados higiénicos na obtencg&o, distribuicao e manipulagéo.

Magalhaes et al. (1991a), estudaram a ocorréncia de V. parahaemolyticus
em 1100 amostras de fezes diarréicas submetidas a coprocultura em Recife (PE).
Os pesquisadores nao evidenciaram correlacdo entre a sazonalidade e o
aparecimento do microrganismo. As bactérias foram isoladas em 1,3 % das
amostras examinadas, sendo que estas representavam todos os espécimes
aquosos de pacientes adultos chegando a conclusédo de que V. parahaemolyticus

é importante causa de diarréia aquosa em adultos no Recife.

Em um estudo comparativo, Magalhaes et al. (1991b), investigaram as
caracteristicas bioquimicas, sorolégicas e producao de hemolisina direta
termoestavel (TDH), entre as cepas de V. parahaemolyticus isoladas de fezes e
as provenientes de ostras no Recife. Encontraram uma concordancia entre as
cepas e as caracteristicas bioquimicas onde nenhuma cepa isolada das ostras foi
produtora da hemolisina. Nao houve, porém, uma similaridade entre os sorovares
que ocorriam nas cepas dos casos clinicos com os daqueles recuperados das

ostras, demonstrando assim uma provavel diversidade de origem.

Rodrigues et al. (1993), pesquisaram caracteristicas relacionadas com
infectividade em cepas de V. parahaemolyticus,V.fluvialis e V.mimicus, isoladas de
alimentos marinhos e agua do mar provenientes da cidade do Rio de Janeiro. O
estudo demonstrou a presenca de toxina, alguns componentes de natureza
enzimatica e compostos com atividade citolitica e proteolitica. As atividades

enzimaticas analisadas mostraram resultados variaveis em todas as cepas.

A presenca de Vibrio parahaemolyticus foi estudada por Vieira & laria
(1993) em amostras de cauda de lagosta provenientes da Feira de Pescado do
Mucuripe (CE), colhidas em 1988 e 1990 e de uma industria pesqueira.
Verificaram que 62,5%, 56,2% e 12,5% das amostras respectivamente
encontravam-se contaminadas com NMP variando de <3,0 a 21,0, <3,0 a 6,1 e
<3,0 a 4,0/g.

5



No municipio de Palhoga em Santa Catarina, Archer & Moretto (1994)
verificaram a ocorréncia de V. parahaemolyticus em amostras de mexilhdes
procedentes de banco natural, em 52,5% das amostras e com NMP entre <3 e
93/g, sendo que nenhuma delas apresentou positividade para o teste de

patogenicidade.

Theophilo & Vieira, (1994), pesquisaram a possivel presenca de V.
parahaemolyticus em 24 amostras caranguejos crus e cozidos comercializados em
barracas de praia em Fortaleza (CE), constatando a presenga da bactéria em 75%
das carnes cruas e 20,8% das cozidas, sendo que o teste de patogenicidade foi

negativo para todas as amostras testadas.

A distribuicdo de Vibrio spp em mexilhdes coletados em Ubatuba (SP),
durante um ano, foi estudada por Matté et al. (1994a), os quais verificaram a
presencga de V. parahaemolyticus em 92% das amostras e cujos NMPs variaram
de <3 a 24000/100g.

A possivel presenca de Vibrio spp patogénicos emergentes, contaminante
de frutos do mar, consumidos na cidade de Sao Paulo, foi investigado por
Landgraf et al.(1996), que analisaram 100 amostras divididas entre ostras,
mexilhdes e camardes, encontrando 60% de positividade para V.

parahaemolyticus .

2.3.6.6. Aspectos relacionados a patogenicidade

A patogenicidade do V. parahaemolyticus, vem sendo relacionada a
producdo de uma hemolisina direta termoestavel (TDH) que esta associada ao
fenémeno de Kanagawa, que é observado pela capacidade de produgéo de -
hemélise em meio de agar Wagatsuma. TDH tem sido encontrada em quase todas
as cepas de V. parahaemolyticus de isolados clinicos, mas raramente em cepas

isoladas do ambiente (Sakazaki et al.,1968).

Honda et al. (1988) purificaram e caracterizaram uma hemolisina produzida

por V. parahaemolyticus, proveniente de uma amostra clinica, com fendmeno de
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Kanagawa negativo, a qual era relacionada imunologicamente com TDH, mas
significativamente diferente nas caracteristicas fisico quimicas e atividade litica
frente a eritrécitos de varias espécies animais, denominando-a de hemolisina
direta termoestavel relacionada (TRH) com TDH. Ambas TDH e TRH, séo

consideradas como importantes fatores de viruléncia para o V. parahaemolyticus.

A relacdo entre a producdo de TDH e a habilidade de cepas de V.
parahaemolyticus produzirem urease foi relatada por Kaysner et al. (1994) os
quais observaram que todas as cepas que transportavam o gene TDH (tdh) de
isolados clinicos e do meio ambiente eram urease positivas. Concluiram que 0
teste de hidrolise da uréia é simples podendo ser util para a identificagéo de V.
parahaemolyticus patogénico, mas nao relataram a detecgé@o do gene TRH.

Osawa et al. (1996), observaram a presen¢a de cepas urease positivas
(UH") e sua relagdo com o aparecimento de genes tdh e trh, em uma pesquisa
com o V.parahaemolyticus e concluiram que a presenca de cepas UH* pode ser
usadas como indicadoras da possivel presencga do gene frh nessa bactéria, mas

nao confirmam sua presenca.

Pace & Chai (1989), estudando cepas de V. parahaemolyticus K" e K,
observaram que a patogenicidade dessa bactéria pode estar relacionada com a
composi¢do do envelope celular, que pode variar dependendo da cepa e das
condigdes de cultura.

Okuda et al. (1997), relatam o aparecimento de uma nova cepa de V.
parahaemolyticus 03:K6 TDH-positivo, TRH-negativo e UH-negativo, prevalente
em Calcuta (india) e em alguns paises do sudeste da Asia e sugerem a existéncia

de um fator de viruléncia que merece ser estudado.

Nasu et al. (2000), isolaram um fago filamentoso na nova cepa de V.
parahaemolyticus 03:K6, que pode estar associado a um novo fator de viruléncia

da bactéria.
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2.3.6.7. Isolamento e Identificacao

De acordo com a 82 edicdo do BAM, 1998, o método utilizado pelo FDA
para a enumeragao de V. parahaemolyticus é€ o do Nimero Mais Provavel (NMP),
com um enriquecimento em agua peptonada alcalina, seguido de plaqueamento
em agar seletivo TCBS. As colbnias tipicas tém coloragao esverdeada,
caracteristica daquelas que sdo sacarose negativa e utilizadas para os testes

bioquimicos confirmativos.

A eficiéncia de dois meios liquidos e dois meios sélidos para a recuperagao
e contagem de V. parahaemolyticus, foi comparada por Peterson (1979), sendo os
caldos Teepol sal glicose (GSTB) e Horie (HB) e os agares TCBS e Amarelo
alizarina e Azul agua (WB). O autor concluiu que os meios sélidos tiveram uma
boa recuperagéo quando utilizaram o caldo HB, sendo que a combinagcéo HB-WB

foi a mais eficiente.

Kaper et al. (1980), desenvolveram um meio para identificagao rapida e
presuntiva do V. parahaemolyticus reduzindo, assim, o tempo, o trabalho e os
custos envolvidos. Utilizando um unico tubo de ensaio contendo o meio
observaram que era possivel a fermentagdo de manitol, sacarose e lactose,

hidrélise da arginina, producgdo de indol, gas e HS.

Karunasagar et al. (1986) testaram diferentes caldos de enriquecimento e
observaram que nao houve uma diferenca significativa na enumeragao de V.
parahaemolyticus, nos meios estudados, mas relataram que uma boa contagem
de V. parahaemolyticus em alimentos marinhos pode ser obtida com o

plaqueamento direto em TCBS.

Um método para enumeragéo de células injuriadas de V. parahaemolyticus,
que consiste na utilizagdo da técnica da membrana filtrante hidrofébica (ISO-
GRID) e do o agar VP sacarose (VPS), um novo meio seletivo e especifico que se
revelou uma alternativa para o método convencional foi proposto por Entis &
Boleszckuk (1983).
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Para uma rapida detecgdo de V. parahaemolyticus, Miyamoto et al. (1990),
propuseram um novo e seletivo meio de cultura, onde V. alginolyticus e V.harvey
nao crescem e em seguida a sua detecgdo utilizando um substrato fluorogénico.
Em um tempo total de dez horas foi possivel a deteccao de até 10 células de V.
parahaemolyticus por grama de alimento marinho analisado.

Comparando o método convencional e um método fluorogénico para a
deteccao de V. parahaemolyticus, Venkateswaran et al. (1996) concluiram que o
método fluorogénico € uma metodologia rapida e simples para a detecgéo de V.
parahaemolyticus, mas devido a um grande nimero de resultados falso positivo a
deteccao direta de V. parahaemolyticus em alimentos marinhos nao foi possivel
através deste método.

Hagen et al. (1994), realizaram um estudo comparando a capacidade de
recuperagdo de V. parahaemolyticus e V. wvulnificus, utilizando Caldo Sal
polimixina B (SPB) e agua peptonada alcalina (APA), observando que o meio de
enriquecimento utilizando este ultimo & capaz de detectar niveis baixos de V.

parahaemolyticus recomendando assim a utilizacdo do mesmo.

Baseado em métodos rapidos de detecgao, Kaysner et al. (1994), propdéem
o isolamento e enumeragdo de V. parahaemolyticus em alimentos utilizando a
técnica de membrana filtrante com filtros hidrofébicos (HGMF), onde foi possivel a
diferenciagédo de V. parahaemolyticus e V. vulnificus utilizando a combinagdo de
HGMF e prova de hibridizacao de DNA.

2.3.6.8. Controle de V. parahaemolyticus em Alimentos

Os alimentos de origem marinha podem ser considerados como fontes
para a veiculagao de V.parahaemolyticus, sendo este microrganismo um dos que
ja foi demonstrado estar presente em muitos ambientes costeiros, incluindo frutos
do mar, lagosta, aguas e sedimento.(Colwell et al., 1973; Leitao & Arima, 1975;
Molitoris et al., 1985; Kaysner et al., 1990a,b; Vieira e laria, 1993; Matté et al,,
1994a,b).
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Varios estudos tém demonstrado que V.parahaemolyticus nao se
desenvolve bem em temperaturas de refrigeragédo quer seja em meios de cultura
ou em alimentos marinhos (Gotcher et al., 1974; Beuchat et al., 1975; Boutin et al.,

1985).

A temperatura é um fator preponderante para o desenvolvimento do V.
parahaemolyticus e véarios estudos t&ém demonstrado que este microrganismo nao
se desenvolve bem sob refrigeracdo, em intervalos de 0-5°C, e isto podera ser
utilizado como um método de controle (Beuchat et al., 1975; Boutin et al., 1985).
Para Gotcher et al. (1974) além da viabilidade a temperatura de 5°C, constataram
que a sobrevivéncia do V. parahaemolyticus dependia da cepa e do nimero de

bactérias contaminantes.

Thomson & Tracer (citados por Sousa 1989), evidenciaram uma rapida
multiplicagdo do V. parahaemolyticus quando ostras eram estocadas a 8°C
perdendo a viabilidade nas temperaturas de 0° a 4°C.

A sobrevivéncia e o desenvolvimento de V. parahaemolyticus a 5°C em
carne picada e surumi, feitos a partir de pescada polonesa, foram avaliados por
Igham & Potter (1988) os quais observaram que este microrganismo se
desenvolveu sob estocagem a 25°C mas nao a 5°C quando as amostras foram
adicionadas de sal. Porém, nao verificaram crescimento nas diferentes
temperaturas quando a quantidade de sal foi reduzida. Os resultados indicaram
que a quantidade de sal utilizada nas preparagdes pode afetar o crescimento do

patégeno.

Além da refrigeracdo, o aquecimento pode ser utilizado no controle de
microrganismos. Para Beuchat (1982), a susceptibilidade a inativacao por
aquecimento depende do tipo de substrato no qual os microrganismos se

encontram durante o tratamento térmico.

Segundo Delmore Janior & Criley (1979), a resisténcia térmica de nove
diferentes cepas de V. parahaemolyticus em um homogeneizado de molusco
variou nas temperaturas de 49°C a sua letalidade em minutos era de 39 a 70; a
51°C de 26 a 54, a 53°de 12 a 31 e a 55°de 3 a 24.
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A resisténcia térmica deste microrganismo também foi alvo de pesquisa
feita por Leitdo (1969/1970), através do método de tubos, com cultura de 24 horas
em agua peptonada a pH 7,2. O valor Dgy7 foi de 38,2 minutos, Des 7 foi igual a
2,01 minutos e Dg7 7 foi de 0,51 minutos.

A utilizacdo de sanificantes pode auxiliar o controle de contaminagao por V.
parahaemolyticus em alimentos.

A utilizacao de agentes quimicos na sanitizagdo de carcagas de animais
recém abatidos destinados ao consumo humano tem sido bastante estudada,
sendo seu principal objetivo a eliminacdo de patégenos aumentando, assim, a
sanidade e a vida de prateleira da carne.

Beuchat (1980) observou os efeitos dos acidos graxos e seus ésteres de
glicerol e sacarose, sorbato de potassio e benzoato de sédio sobre o crescimento
de V. parahaemolyticus em meio com pH 6,7. Concluiu que os primeiros possuem
um potencial conservante para alimentos pouco acidos ou alcalinos e pobres em
lipidios e nao sao preservados pela agao antimicrobiana do sorbato de potassio e

do benzoato de sddio.

De acordo com a legislacéo vigente, os acidos organicos sao classificados
como conservadores ou como acidulantes e ndao como sanificantes, portanto
definidos como substancias que sao adicionadas aos alimentos com a finalidade
de impedir ou retardar a agdo microbiana ou enzimatica, protegendo o alimento
contra a degradacao

O vinagre comercial contém acido acético em uma concentragao minima de
4% e o seu mecanismo de agao como de um acido organico, segundo Cherrington
et al.(1991) seria pela alteragcao do DNA da bactéria.

A eficiéncia e superioridade do vinagre quando comparada a de outros
santificantes foi observada por Leitdo et al. (1981) na redugéo de coliformes totais
e por Eiroa & Porto (1995 e 1996) em V.cholerae O1 como contaminantes de
folhas de alface.
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Porto & Eiroa (1997) estudaram a influéncia de diferentes tipos de vinagre e
do suco de limdo na reducdo da populagao de V.cholerae O1 em filés de merluza
contaminados artificialmente e evidenciaram a efetividade dos mesmos.

D’Aquino & Teves (1994) obtiveram resultados satisfatérios quando
utilizaram o suco de limdo na desinfeccdo de agua potavel contaminada com
V.cholerae.

O limao possui uma mistura de acidos organicos de cadeia curta, dentre
eles o acido citrico que possui atividade antimicrobiana devido as moléculas nao
dissociadas. O provavel mecanismo de inibicdo pode ser devido & interferéncia
tanto no transporte de substrato quanto na fosforilagao oxidativa do transporte de
elétrons (Mendes et al., 1999).

A acdo do suco de limao sobre coliformes e V. parahaemolyticus em ostras
“in natura” foi estudada por Mendes et al. (1999), que nao observaram efeito
inibidor deste sobre a bactéria e um efeito positivo sobre os coliformes apés 40 e
60 segundos de exposicao.

52




3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Avaliagao Microbiologica

3.1.1. Amostragem dos moluscos

As amostras de moluscos, aproximadamente 2 Kg, 100 unidades, de
“chumbinho” (Anomalocardia brasiliana, Gmelin, 1791) (Figuras 6 e 7), foram
extraidas de banco natural de bivalves com o auxilio de pas, a uma profundidade
maxima de sete centimetros, das praias do municipio de Salinas da Margarida,
regido de intensa produgéo extrativista de mariscos, localizada na Baia de Todos
os Santos, BA.

Estas foram colhidas nas marés baixas, no periodo de abril de 2000 a
margo de 2001, perfazendo um total de 31 colheitas, as quais foram
acondicionadas em sacos plasticos e mantidas em caixas isotérmicas, contendo

gelo reciclavel, até o momento da andlise, que nao ultrapassava sete horas.

3.1.2. Amostragem da agua do mar

As 31 amostras de agua do mar (100 a 150 mL) foram colhidas durante a
marés baixas, em frascos estéreis, de boca larga, com capacidade para 150 mL e
acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo reciclado e transportadas para o
laboratério em um periodo maximo de sete horas. No momento da colheita foi
medida a temperatura superficial da agua com o auxilio de termémetro com
precisdo de 0,5°C. Os valores de salinidade da agua do mar foram fornecidos pela
estacdo de maricultura local e os valores de pH foram tomados com o uso de

potencidmetro, no laboratério, ap6s a analise microbioldgica.
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3.1.3. Amostragem do sedimento

As 31 amostras do sedimento (areia), aproximadamente 200g, foram
colhidas com o auxilio de pas, nos mesmos locais onde foram capturados os
moluscos e acondicionadas em sacos coletores estéreis Whirl-Pak, (Nasco) com
capacidade de 500g e transportadas ao laboratério, dentro de um periodo maximo
de sete horas, em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel.

3.2. Preparo das Amostras
Moluscos

No laboratério, as conchas foram lavadas e escovadas sob agua potavel
corrente para remoc¢ao de todo o material depositado em sua superficie, em
seguida foram enxaguadas com agua destilada e depositadas sobre papel toalha
estéril para secagem rapida a temperatura ambiente.

Os animais estavam vivos e com as conchas unidas firmemente e sua
abertura foi realizada com auxilio de faca pontiaguda estéril, que foi inserida entre
as conchas na posigéo ventral. Logo apés a secgdo do musculo adutor, o liquido e
100g de carne, provenientes de mais ou menos 100 moluscos, foram coletados
em frasco estéril e transferidos para uma jarra onde foram homogeneizados por 60
segundos.

Sedimento

Para as 31 amostras do sedimento, apds processo de decantagdo que foi
realizado no préprio saco da colheita, o excesso de agua foi retirado por
escoamento e entdao pesava-se 25 g do “lodo” restante (Vanoy et al., 1992).

Agua
As 31 amostras de agua foram homogeneizadas no proprio frasco de
colheita.

3.3. Isolamento e Identificacdo de Vibrio parahaemolyticus e Vibrio

vulnificus.

3.3.1. Enriquecimento
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A técnica utilizada foi a preconizada por Elliot et al (1998) onde aliquotas de
25g do homogeneizado de moluscos (3.2) e do sedimento (3.2), foram transferidas
para um frasco contendo 225 mL de salina fosfatada tamponada (PBS), obtendo-
se assim a diluicdo inicial a 10™". A partir desta, foram preparadas diluigoes
decimais subseqglientes até 10~ neste mesmo diluente. Em seguida, 1 mL de cada
diluigdo foi inoculado em uma série de trés tubos por diluigéo, contendo 10 mL de

agua peptonada alcalina 1%.

Para as amostras de &agua, 10 mL foram transferidos para um frasco
contendo 90 mL de PBS, obtendo-se a diluicao 10" que deu origem as diluicdes
subseqiientes até 102 neste mesmo diluente, em seguida 1 mL da agua, sem
diluicao e das diluicdes foi inoculado na série de trés tubos contendo 10 mL de

agua peptonada alcalina 1%.

3.3.2. Plaqueamento diferencial

Apds o periodo de incubagdo de 16-18 horas a 35-37°C, de cada tubo
positivo, isto &, com turbidez, foi semeada uma algada por estrias em Agar
Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS) (Oxoid) e em Agar Dodecil Sulfato de
Sédio Polimixina B Sacarose (SDS), com a finalidade de obter um melhor
isolamento de V. vulnificus (Bryant et al., 1987) seguido de incubagéo, a 35-37°C,

em estufa comum, por 24 horas.

3.3.3. Confirmacao preliminar

Depois de transcorrido o periodo de incubagao, 2-3 col6nias de coloragao
verde-azuladas com 2 a 3mm de diametro, indicativa de microrganismos nao
fermentadores de sacarose, em agar TCBS e coldnias redondas opacas, azuis a
acastanhadas com 2 a 3 mm de didmetro e rodeadas por um halo azul opaco em
agar SDS, foram identificadas presuntivamente através de crescimento em agar
Triplice Agticar e Ferro (TSI), com 2% de cloreto de sédio, a 35°C por 24 horas.
Em seguida as cepas foram semeadas em tubo contendo agar Tripticase de Soja
(TSA) com 2% de NaCl inclinado e apés 24 de incubacao, em estufa comum, a
35°C, foram submetidas aos testes de motilidade e oxidase (Elliot et al 1998; Silva
et al, 1997).

58




3.3.4. Confirmacao definitiva

As cepas que apresentaram as caracteristicas presuntivas de

V.parahaemolyticus e V.vulnificus foram confirmadas através de provas

bioguimicas complementares recomendadas por Elliot et al, (1998); Silva et al.,

(1997), como:

1)

It)

10

teste de halofilismo: crescimento em 0, 3, 6, 8, e 10% de NaCl em
Caldo Triptona a 1% suplementado com a quantidade adequada
de NaCl e incubado a 35°C por 24 horas.

Teste de crescimento a 42°C: crescimento em Caldo Triptona a
1% suplementado com 2% de NaCl e incubado a 35°C por 24
horas.

Teste de fermentacao de celobiose, sacarose, lactose, arabinose,
manitol e salicina em Meio de OF com 2% de NaCl, com uma
camada de vaselina estéril e incubado a 35°C por 24 — 48 horas.

Producéo de indol: caldo Triptona a 1% suplementado com 2%
de NaCl e incubado a 35°C por 24 horas.

Teste de descarboxilase da lisina e ornitina e hidrolise da
arginina: caldo Descarboxilase de Moeller com 2% de NaCl, com
uma camada de vaselina estéril e incubados a 35°C por 24-48
horas.

Esquema detalhado do enriquecimento, isolamento e identificacao esta

apresentado na Figura 8. Os resultados esperados nos varios testes realizados

para a identificacdo das espécies estdao apresentados no Quadro 1.

Para acompanhamento dos testes bioquimicos de identificagdo foram
utilizadas as cepas controle de V. parahaemolyticus ATCC 17802 (INCQS 00081)
e de V. vulnificus ATCC 27562 (INCQS 00316) cedidas pela Fundagao Oswaldo

Cruz (RJ).
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FIGURA 8. Esquema da metodologia utilizada para o isolamento e
identificacdo de V.parahaemolyticus e V. vulnificus em
“chumbinho” e sedimento
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QUADRO 1. Principais caracteristicas bioquimicas de V. parahaemolyticus
e V.vulnificus. (Adaptado de Elliot et al, 1998)

Testes V.parahaemolyticus V.vulnificus
Coloragao Agar TCBS verde verde
Crescimento em:
0% NaCl - "
3% NaCl o &
6% NaCl + +
8% NaCl + =
10% NaCl - -
Crescimento a 42°C + +
Acido a partir de:

Sacarose _ _
D-Celobiose _ +
Lactose + %
Arabinose + -
D-manose + +
D-manitol + v
Oxidase + +
indol + +
Hidrélise da Arginina - -
Descarboxilase da Lisina + 2
Descarboxilase da Omitina + -

TCBS- Tiossulfato citrato sais biliares e sacarose

+ -positivo - negativo v - variavel
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Apos a identificagao bioquimica foi utilizada a tabela do Numero Mais
Provavel (NMP), para determinagdo do valor matematico (Silva et al.,1997). 0
calculo da porcentagem de isolamento das espécies de vibrios presentes foi
realizado considerando-se a ocorréncia da espécie em pelo menos um dos meios
de isolamento utilizados (TCBS ou SDS).

3.4- Teste de Kanagawa

Amostras de V. parahaemolyticus foram submetidas ao teste de
patogenicidade (reagdo de “Kanagawa®). Para a realizagdo do mesmo foram
preparadas placas com Agar Wagatsuma, contendo eritrécitos de coelho, e nas
placas bem secas foram inoculadas uma gota de cultura de 18horas em TSB, de
Vibrio parahaemolyticus, em setores divididos de uma placa de Petri. Apos
incubagdo das mesmas a 35°C por 18 horas observou-se a ocorréncia ou nao de
um halo transparente de beta-hemdlise ao redor das gotas. A observacao
realizada apos 24 horas de incubagdo néo era valida para o teste (Fishbein &
Wentz ,1973: Silva et al, 1997).

3.5. Caracterizagdo Bromatolégica do Molusco.

3.5.1. Preparo das Amostras do Molusco

Seguiu-se como descrito em 3.2., excetuando-se os cuidados com a

assepsia.

3.5.2. Andlises Fisico-Quimicas

Para a determinacdo de umidade (105°C), proteinas, lipidios e cinzas, que
foram realizadas em triplicatas de amostras, seguiu-se os métodos descritos pela
Association of Official Analytical Chemists — AOAC (1984). Os dados de glicidios
foram obtidos pelo calculo de diferenca das fragdes analisadas. O valor caldrico
total foi calculado a partir dos coeficientes caléricos correspondentes para

proteinas lipidios e glicidios, respectivamente 4, S e 4 kcal/g.




3.6. Analise Estatistica

A influéncia das variaveis ambientais medidas (temperatura, salinidade e
pH), sobre a enumeragao de V. parahaemolyticus foi examinada através da
analise de regressao multipla, considerando para os testes um nivel de 5% de
significancia. A analise foi realizada com auxilio do programa STATISTICA 5
(Statsoft, Inc)

As contagens bacterianas foram ajustadas por transformagéo logaritmica
para a normalizagao dos dados, através de software Excel.

3.7. Utilizagdo de Acidos Organicos no Controle de V.
parahaemolyticus

3.7.1. Preparo do indculo

Uma cepa de Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802, foi utilizada como
inéculo. A cultura foi mantida a temperatura ambiente em tubos contendo agar
Tripticase Soja (TSA) inclinado, contendo 3%NaCl, que foi repicada mensalmente
com a finalidade de manter a viabilidade da mesma.

A cultura foi inoculada em 100 mL de Caldo Tripticase Soja (TSB) com 3%
NaCl, a intervalos regulares de 30 minutos as amostras foram retiradas para
determinacao da populagédo da bactéria através de contagem em placa, com a
finalidade de se determinar a curva de desenvolvimento. A partir desta, foi
estimado o tempo para a retirada de uma aliquota que fornecesse uma

concentragdo ao redor de 10°- 107/g.

A partir da cultura de 24 horas de Vibrio parahaemolyticus ATCC17802 em
caldo TSB 3% NaCl, um mL foi inoculado em 100 mL do mesmo caldo e incubado
por 6 horas a 37°C. Em seguida, uma aliquota de 1,0 mL foi suspensa em um L de
PBS 3% NaCl. Esta suspenséo foi utilizada para contaminar os chumbinhos livres
de suas cascas.
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3.7.2. Preparo das Amostras e Inoculacao

As conchas dos moluscos foram lavadas em agua corrente com auxilio de
uma escova para retirada de todo material aderido a elas. A seguir foram
submetidos a um escaldamento em agua fervente por mais ou menos 20 minutos,
para abertura das conchas e facilitar a remogao da came dos moluscos,
simulando desta forma o que é realizado pelas mariscadeiras para a
comercializagdo dos moluscos. A carne retirada das conchas foi depositada em

frasco estéril.

Para a contaminagdo, porgdes de 100g de chumbinho foram inoculadas
com a suspensao de Vibrio parahaemolyticus numa proporgao 1:1 (v/p), seguindo-
se uma homogeneizagdo manual a intervalos regulares, durante 30 minutos. Em
seguida, estes foram retirados e escorridos e colocados em frascos estéreis

permanecendo nestes pelo mesmo periodo de tempo.

3.7.3. Tratamento com Vinagre e Suco de Limao

Para este experimento utilizou-se vinagres de alcool e vinho branco de

mesma marca comercial e suco de limao Taiti puro, adquiridos no mercado.

Trés porgoes de 25g de “chumbinho” contaminados com V.
pararahaemolyticus foram colocadas em 30mL de vinagre puro ou suco puro de
limdo e depois de transcorrido um periodo de 30 minutos, segundo método
recomendado por Porto & Eiroa (1997), estas foram retiradas para a avaliagao

microbiolégica, através de testes em triplicata.

3.7.4. Determinacao de Vibrio parahaemolyticus

A determinacao de V. parahaemolyticus foi realizada segundo a técnica do
Numero Mais Provavel preconizada por Elliot et al. (1998). Para isto, aliquotas de
25g dos moluscos foram transferidas para um copo de homogeneizador estéril
contendo 225mL de salina fosfatada tamponada (PBS), e homogeneizado por 60
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segundos, obtendo-se assim a diluigdo inicial a 10™". A partir desta foram
realizadas diluigoes decimais subsequentes até 10°, neste mesmo diluente. Um
mL de cada dilui¢ao foi inoculado em série de trés tubos de diluicdes em triplicata,
os quais continham 10mL de agua peptonada alcalina 1%.

Estas séries de tubos foram incubadas a 35-37°C por 16-18 horas e apés o
periodo de incubagao o material de cada tubo positivo, isto &, apresentando
turbidez, foi semeado com alga em estrias, de maneira a se obter coldnias
isoladas, em placas contendo agar TCBS (Oxoid) e incubadas a 35-37°C por 24
horas. As colnias suspeitas de V. parahaemolyticus, isto &, coldénias verdes
indicativas de microrganismos nao fermentadores de sacarose, foram identificadas

presuntivamente conforme descricdo no item 3.3.4.

O mesmo procedimento foi realizado utilizando-se 25g do mesmo lote de
“chumbinhos”, sem tratamento pelos sanificantes usados no protocolo, para
determinagao da populagao inicial do V. parahaemolyticus.

3.7.5. Andlises Fisico-Quimicas

Os vinagres e o suco de limao foram avaliados quanto a acidez titulavel
com NaOH 0,1N, que foi determinada em porcentagem de acido acético e acido
citrico e a leitura de pH realizada com o auxilio de pHmetro marca Quimis modelo
Q 400 A
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41 Caracteristicas Bromatologicas do Molusco Anomalocardia
brasiliana

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados obtidos na avaliagao fisico —

quimica e o valor calérico do molusco cru, sem nenhum tratamento.

TABELA 1. Caracteristicas fisico-quimicas e valor calérico do bivalve comestivel
Anomalocardia brasiliana, cru, obtido na cidade de Salinas da
Margarida — BA, 2001.

Determinagdes (g%) Valores médios’
Umidade o - 84,53
Lipideos 0,60
Proteinas 7,95
Cinzas 3,66
Glicidios ~ 3,29
VCT (Kcal) 50,23

"Valores médios de trés determinagdes em base umida
" Glicidios calculados por diferenca.

A composigcao quimica centesimal de um alimento expressa o seu potencial
em nutrientes, sendo estes dados importantes para a industria de alimentos. Sob
o ponto de vista microbiolégico a composicdo em nutrientes de um alimento e
outros fatores intrinsecos, ao lado dos fatores extrinsecos € que irdo selecionar a

sua microbiota contaminante.

Na literatura poucas sao as informagoes sobre a composigéo nutricional de

mariscos, excetuando-se a de ostras e de mexilhGes.
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Dos resultados obtidos neste trabalho pode-se observar que os
“‘chumbinhos” possuem um alto teor de umidade: 84,53%, valores médios de
proteinas: 7,9% e uma baixa concentragao de lipideos: 0,60%, enquanto que com
relagao a fragao de cinzas os valores foram altos: 3,66%, assim como os glicidios:
3,29% e um valor calérico baixo: 50,23 Kcal (Tabela 1).

Ao se comparar os valores de composicdo centesimal obtidos neste
experimento com os obtidos por Miranda et al. (1999), observa-se uma diferenca
acentuada. Porém, alguns fatores podem ter contribuido para esta diferenca
como: a sazonalidade, fato este relatado pelos pesquisadores, assim como devido
as analises terem sido realizadas a partir de amostras vendidas no mercado e que
sofreram um processo de cocgédo prévia para a retirada das conchas. Este tipo de
processamento, mesmo que caseiro, também pode alterar o contetido e valor
nutritivo dos alimentos (Pedrosa & Cozzolino, 2001).

A composicao centesimal de cinco diferentes tipos de mariscos crus e
cozidos, dentre eles o A. brasiliana, provenientes da cidade de Natal — RN, foi
analisada por Pedrosa & Cozzolino (2001), que encontraram valores bem
proximos aos desta investigacdo para a umidade, cinzas e glicidios, contrapondo-
se aos valores discrepantes de proteinas e calorias. Estas diferencas encontradas
possivelmente, podem estar relacionadas com outros fatores como habitat,
sazonalidade e o tamanho dos moluscos que, de acordo com Miranda et al.(1999)

seriam variaveis a se considerar nos resultados finais das analises.

No que se refere aos valores apresentados por Franco (1996) em Tabela de
Composicao Nacional para carne de marisco, embora esta ndo especifique ser o
A. brasiliana, os valores de proteinas e calorias estdo bem préximos aos obtidos
nesta pesquisa. Contudo, os valores de glicidios e lipidios estdo 50% abaixo e
acima, respectivamente, em relacao aos deste trabalho.
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4.2. Analises Microbiologicas

Foram realizadas, de abril de 2000 a margo de 2001, 31 colheitas de
“chumbinho” (Anomalocardia brasiliana), sedimento e de agua do mar,
procedentes de banco natural das praias do municipio de Salinas da Margarida,
BA. Dessas amostras, foram isoladas 211 cepas de bactérias moveis, Gram
negativas, oxidase positiva, a partir das amostras de chumbinho, 259 a partir dos
sedimentos e 251 a partir da 4gua do mar, totalizando 721 isolamentos, que foram
submetidos aos testes bioquimicos para confirmacao de V. parahaemolyticus e

V.vulnificus.

4.2.1. Namero Mais Provavel de V. parahaemolyticus e V. vulnificus em

A. brasiliana.

Na Tabela 2 observa-se a variagdo do NMP/g de V. parahaemolyticus em
“chumbinho” que foi de <3 a 1,1 x 10° e de V.vulnificus na ordem de <3 a 3.

Levando-se em consideracdo a escassez de literatura nacional e
internacional, relativa a pesquisa de V. parahaemolyticus e V.vulnificus em
“chumbinho” (A. brasiliana), os resultados aqui discutidos foram comparados com
trabalhos envolvendo moluscos comestiveis de origem marinha e de diferentes

localizacGes geograficas.

Observa-se que da literatura nacional pesquisada os resultados aqui
apresentados diferem daqueles obtidos por Matté et al (1994) que analisando
mexilhdes do litoral de Ubatuba-SP, o nimero mais provavel de V.
parahaemolyticus variou de <3 a 2,4 x 10%100g; Sousa (1989) encontraram
NMP/g que variaram de 1,1 x 10* a 3,0 x 10 em ostras do litoral de Joao Pessoa —
PB e Archer & Moretto (1994) em Santa Catarina, verificaram, NMP/100g de <3 a
93 em mexilhées. O método utilizado por esses pesquisadores foi semelhante ao

deste trabalho, com excegao dos meios de enriquecimento.
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TABELA 2. Namero Mais Provavel (NMP/g) de Vibrio parahaemolyticus e Vibrio
vulnificus isolados de amostras de chumbinho (Anomalocardia
brasiliana) obtidos nas praias de Salinas da Margarida — Bahia,
frente a dois diferentes meios de isolamento, 2001.

V. parahaemolyticus V.vulnificus
Amostra Meés TCBS? sDs® TCBS? SDs?
1 Abril <3 <3 <3 <3
2 Abril <3 <3 <3 <3
3 Abril <3 <3 <3 <3
4 Maio 11 <3 <3 <3
5 Maio 3 <3 <3 <3
6 Maio 4 <3 <3 <3
7 Junho 11 <3 <3 <3
8 Junho 9 T <3 <3
9 Julho 23 4 <3 <3
10 Julho 9 7 <3 <3
11 Agosto 3 <3 <3 <3
12 Agosto <3 <3 <3 <3
13 Setembro <3 <3 <3 <3
14 Setembro <3 <3 <3 <3
15 Setembro <3 <3 <3 <3
16 Setembro 4 <3 <3 <3
17 Outubro <3 <3 <3 <3
18 Qutubro <3 <3 <3 <3
19 Novembro <3 <3 <3 <3
20 Novembro 4 <3 <3 <3
21 Dezembro 4 <3 <3 3
22 Dezembro 3 <3 <3 <3
23 Dezembro 1,5 x10? <3 <3 <3
24 Janeiro 9 <3 <3 <3
25 Janeiro <3 <3 <3 <3
26 Janeiro 1,1x10° 7 <3 <3
27 Fevereiro 1 <3 <3 <3
28 Fevereiro 15 4 <3 <3
29 Marco 4 <3 <3 <3
30 Marco 3 <3 <3 <3
31 Marco 7 4 <3 <3

“Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose.
°Agar Dodecil Sulfato de S6dio Polimixina Sacarose.
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Em varios paises, pesquisas como as de Chan et al (1989) e Kaysner et al
(1990a,b) revelaram NMP do microrganismo em mexilhes e ostras da ordem de
46 x 10%g, 32 a 10%g e 0,4 a 15/100g, respectivamente, sendo que os autores
utilizaram diferentes caldos de enriquecimento, porém o meio de isolamento
utilizado foi o TCBS.

Para o V.vulnificus foram encontrados resultados superiores acs de Matte
et al (1994a), encontraram NMP <3 e 3/100g, entretanto Landgraf et al (1996)
obtiveram um NMP/g para este microrganismo de <3 a 3,6 x1 02, em frutos do mar
do litoral paulista ja, Kaysner et al. (1990 b) nio obtiveram o isolamento desta
esta bactéria nas amostras estudadas. Com relagdo as semelhangas e diferencas
dos resultados obtidos nas pesquisas, possivelmente estes se devem aos

métodos e aos meios de cultura utilizados.

4.2.2. Namero Mais Provavel de V. parahaemolyticus e V. vulnificus no
Sedimento.

Para as amostras de sedimento coletadas, o NMP de V. parahaemolyticus
variou de 3 a 93 /g em agar TCBS e de <3 a 39/g em agar SDS (Tabela 3).

Comparando-se estes resultados com os de outros pesquisadores, como
Kaysner et al. (1990a,b), constatou-se uma concordancia destes quanto a
presenca de V. parahaemolyticus, porém em numeros diferentes, onde estes
autores obtiveram valores superiores do NMP iguais a 40 a 2,5 x10°/g e 8 a
1500/100g

Com relagao ao V. vulnificus estes resultados estao de acordo com Kaysner
et al. (1990 b) que néo isolaram a bactéria. Contudo, em pesquisa realizada por
Wright et al. (1996) o NMP/mL do microrganismo variou de, 1,2 x 10%a 3,3 x 10°.
Para estes autores, uma possivel explicagdo para o elevado numero de V.
vulnificus é que as amostras eram colhidas em locais onde havia uma grande
concentragdo de ostras e em virtude de se ter utilizado técnicas mais apuradas,

como a prova de oligonucleotideo de DNA.
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No que diz respeito ao estudo realizado por Vanoy et al. (1992) na baia de
Galveston (EUA), vale salientar que o microrganismo foi detectado durante os
meses de inverno no sedimento, em NMP variando de <0,1 a 2,1 x 10519. De
acordo com os pesquisadores, este fato deve ter ocorrido devido ao organismo ter
suportado o rigor do inverno, protegido sob a camada superficial dos sedimentos.
Além disso, ha que se citar a utilizagdo de uma metodologia diferente da
empregada nesta pesquisa, isto &, foram utilizadas técnicas com anticorpos
monocionais e ensaio imunoenzimatico atrelado ao NMP.

4.2.3. Numero Mais Provavel de V. parahaemolyticus e V. vulnificus em

Agua do Mar.

O Numero Mais Provavel por mL (NMP/mL) de V.parahaemolyticus e
V.vulnificus isolados da agua do mar esta apresentado na Tabela 4. Observa-se
que o NMP/mL de V. parahaemolyticus variou de <0,3 a 4,3 no meio de TCBS e
de <0,3 a 2,1 no meio de SDS.

No que se refere ao V. parahaemolyticus, comparando estes resultados
com os obtidos por Kaysner et al. (1990 a) observa-se que os da presente
pesquisa foram menores de que os obtidos por estes, cujo NMP/mL variou de 3,2
aix 102!g, em amostras pesquisadas de diferentes locais de colheita na Baia de
Willapa, Estados Unidos.

Esta diferenca também pode ser constatada comparando-se com os
resultados obtidos por Jones & Summer-Brason (1998) que encontraram valores
maximo de NMP ao redor de 5/mL, em aguas do estuario do estado de New
England (Estados Unidos), assim como daqueles obtidos por Barros & Vianni
(1980) e Sousa (1989) que foram de 1,2 x 10¥mL, em &aguas na Baia da
Guanabara e NMP de 4,0 x 10 a 2,3 x 10mL em aguas marinhas coletadas no
litoral de Joao Pessoa- PB, respectivamente.
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TABELA 3.

Numero Mais Provavel (NMP/g) de Vibrio parahaemolyticus e Vibrio
vulnificus isolados de amostras de sedimento obtidos nas praias de
Salinas da Margarida — Bahia, frente a dois diferentes meios de

isolamento, 2001.

V. parahaemolyticus V. vulnificus
Amostra Meés TCBS? sDs® TCBS? sDs®
1 Abril 3 <3 <3 <3
2 Abril <3 <3 <3 <3
3 Abril 3 <3 <3 <3
4 Maio <3 <3 <3 <3
5 Maio 3 <3 <3 <3
6 Maio <3 <3 <3 <3
¥4 Junho <3 <3 <3 <3
8 Junho 4 3 <3 <3
9 Julho 11 <3 <3 <3
10 Julho 1 3 <3 <3
1 Agosto 23 <3 <3 <3
12 Agosto 1 4 <3 <3
13 Setembro 15 11 <3 <3
14 Setembro 43 15 <3 <3
15 Setembro 93 39 <3 <3
16 Setembro 11 <3 <3 <3
17 Outubro 9 4 <3 <3
18 Qutubro <3 <3 <3 <3
19 Novembro 4 <3 <3 <3
20 Novembro 4 4 <3 <3
21 Dezembro 11 3 <3 <3
22 Dezembro <3 <3 <3 <3
23 Dezembro 15 3 <3 <3
24 Janeiro 15 15 <3 <3
25 Janeiro 4 3 <3 <3
26 Janeiro 39 4 <3 <3
2 Fevereiro 14 4 <3 <3
28 Fevereiro 9 4 <3 <3
29 Marco 23 3 <3 <3
30 Marco <3 <3 <3 <3
31 Marco 7 3 <3 <3

“@Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose. °ﬁ:§ér Dodecil Sulfato de S6dio Polimixina Sacarose.
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TABELA 4. Numero Mais Provavel (NMP/mL) de Vibrio parahaemolyticus e
Vibrio vuinificus isolados de amostra de agua do mar obtidos nas
praias de Salinas da Margarida — Bahia, frente a dois diferentes
meios de cultura, 2001.

V. parahaemolyticus V.vulinificus
Amostra  Meés TCBS® SDs® TCBS® sDs®
1 Abril <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
2 Abril <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
3 Abril <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
4 Maio <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
5 Maio <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
6 Maio 0,3 <0,3 <0,3 <0,3
7 Junho <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
8 Junho 04 <0,3 <0,3 <0,3
9 Julho 43 0,7 <0,3 0.4
10 Julho 04 <0,3 <0,3 0,3
11 Agosto 0,7 <0,3 <0,3 <0,3
12 Agosto 0,9 0,3 <0,3 <0,3
13 Setembro <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
14 Setembro 0,4 <0,3 <0,3 <0,3
15 Setembro <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
16 Setembro 0,7 04 <0,3 <0,3
17 Qutubro 2.8 04 <0,3 <0,3
18 Qutubro 0,3 <0,3 <0,3 <0,3
19 Novembro <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
20 Novembro 1,5 0,4 <0,3 <0,3
21 Dezembro 0,4 04 <0,3 <0,3
22 Dezembro <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
23 Dezembro 1:1 2.4 <0,3 <0,3
24 Janeiro 15 0,3 <0,3 <0,3
25 Janeiro <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
26 Janeiro 2.3 <0,3 <0,3 <0,3
27 Fevereiro 2,0 0,3 <0,3 <0,3
28 Fevereiro 0,3 <0,3 <0,3 <0,3
29 Marco 1.1 <0,3 <0,3 <0,3
30 Marco 0.4 04 <0,3 <0,3
31 Marco 0,4 <0,3 <0,3 <0,3

“Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose.
®Agar Dodecil Sulfato de Sédio Polimixina Sacarose.
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Ja com relagao a enumeragéao do V.vulnificus, Vanoy et al. (1992), Wright et

al. (1996) e Jones & Summer-Brason (1998), assim como os resultados desta

investigagao, também encontraram positividade em suas pesquisas, com NMP de

2 1 x 10%a <0,1/mL em amostras da Baia de Galveston, 3,0 x 10 a 2,1 x 10 /mL
na Baia de Chesapeake e NMP 4,5/mL em New England respectivamente, todos
nos Estados Unidos, contrapondo-se ao resultado de Kaysner et al (1990 b) que
nao isolaram este microrganismo em pesquisa com amostras colhidas no Estado

de Washington.

4.2.4. Freqiiéncia de V. parahaemolyticus e V. vulnificus em
“Chumbinho”, Sedimento e na Agua do Mar.

A frequéncia de V. parahaemolyticus e V.vulnificus em amostras de

“chumbinho”, sedimento e agua marinha esta apresentada na Tabela 5.

TABELA 5. Frequéncia de V. parahaemolyticus e V.vulnificus em “chumbinho”,
sedimento e agua do mar colhidas em Salinas da Margarida-

BA,2001.
Amostras positivas
Natureza da N°de V. parahaemolyticus V. vulnificus
amostra amostras
N° % N %
Chumbinho 31 20 64,52 01 2328
Sedimento 31 24 77,42 0 _
Agua do mar 31 20 64,52 02 645
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Nas demais amostras analisadas, a populagdo esteve abaixo do nivel
de detecgao do método, eventualmente poderia haver a presenca da bactéria
muito embora em nimeros reduzidos.

A presenca do V. parahaemolyticus em "chumbinho” observada neste
trabalho (64,52%) foi também constatada em outros moluscos bivalves e
alimentos de origem marinha em pesquisas realizadas por Kaysner et al (1990 b)
(100%); Chan et al (1989) (36%); Flores & Abuxapqui (1996) (2,1%) e Guevara—
Duncan (1989) (27%) , em diferentes paises.

Comparativamente as pesquisas realizadas no Brasil, constata-se também
uma variagao na freqiiéncia de isolamento de V. parahaemolyticus, onde Landgraf
et al. (1996) obtiveram 60% em diferentes frutos do mar estudados; Matté et al.
(1994a) obtiveram uma variagdo de 67 a 92% em mexilhdes de dois diferentes
locais de colheita; Archer & Moretto (1994) com 52,5% em mexilhdes; Vieira &
laria (1993) 43,75% em caudas de lagostas; Sousa, (1989) em 93,3% das
amostras de ostras e Leitao et al. (1976) em 100% das ostras.

Com relagcdo a freqliéncia do microrganismo em amostras de sedimento
(77,42%), observa-se uma similaridade quanto ao isolamento de V.
parahaemolyticus em pesquisas realizadas por Kaysner et al (1990 ab) que
obtiveram 66,7% e 100% respectivamente, porém Leitdo e Arima (1975),
encontraram uma freqiéncia menor 21,6%.

Este fato também foi constatado quando se utilizou a 4gua do mar para se
pesquisar a possivel presenca desta bactéria. Observou-se uma frequéncia de
64,52% neste trabalho, assemelhando-se ao de Barros e Vianni (1980) que
obtiveram 61,6%, porém em pesquisa realizada por Leitdo e Arima (1975) a
freqiéncia isolamento foi de 45%; semelhante a de Sousa (1989) que obteve
42,9%. No que se refere a literatura estrangeira, Kaysner et al. (1990a,b) também
demonstraram a presenga do V. parahaemolyticus na dgua numa frequéncia de
66,7% e 100%, respectivamente, e Wu et al. (1996), em 22,5%.

A variagdo na freqiiéncia do V. parahaemolyticus nos materiais em estudo
foi ampla, conforme os resultados apresentados na Figura 9. A contaminagao nos
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“chumbinhos” prende-se ao fato destes organismos, em seu processo de
alimentagdo e respiragdo, aspirarem e expelirem grande quantidade de agua e
tendo vida sedentaria, captam o alimento por sistema de filtracdo da agua, o que
permite a concentragdo dos microrganismos dispersos na agua do mar, em seus
corpos, desde que se encontrem contaminados. Os resultados das analises
microbiolégicas sao indicativos, portanto, da microbiota do ambiente marinho e da

presenca de contaminante.

% de Ocorréncia

]
F
¥

B %(sedim) 0% (chumb)  E1%(4gua) ‘

FIGURA 9. Porcentagem da ocorréncia mensal de V. parahaemolyticus em

amostras de chumbinho, sedimento e agua do mar.

De acordo com Cerutti & Barbosa (1991) a falta de relagdo entre a
quantidade de microrganismos no molusco e na agua do mar ndo deve inibir
estudos similares, pois na realidade nao existe uma real simultaneidade entre a
amostra de agua e a do bivalve. A primeira oferece resultados instantaneos da

massa de agua no momento da colheita, sendo que a segunda corresponde a
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integracdo total ou parcial do molusco as caracteristicas bacterioldgicas e

ambientais da quantidade de agua que se sucederam antes da colheita.

No que diz respeito a presenga de V. vulnificus poucas amostras positivas
foram encontradas neste trabalho, como se constata pela freqiéncia contida na
Tabela 4. Além de sua baixa presenca, somente nas amostras de “chumbinho” e
agua é que o microrganismo foi isolado.

Contrapondo-se a estes resultados outros pesquisadores no Brasil
apresentaram valores mais elevados em mariscos, como é relatado em pesquisa
realizada por Landgraf et al (1996) que encontraram a bactéria em 51,8% das
ostras e 25% das amostras de mexilhdes analisadas; Garcia-Moreno & Landgraf
(1997) em 65,4 das ostras e 41,2% dos mariscos e Matté et al. (1994a) estudando
a bactéria em mexilhGes observou uma variagao de 8 a 17% nos diferentes locais
de colheita. Contudo, Rodrigues & Hofer (1986), ndo obtiveram isolamento de V.
vulnificus em molusco e somente em 0,51% de amostras de agua do mar.

O meio mais comumente utilizado para a detecgdo de vibrios é o agar
TCBS, mas sua seletividade para o isolamento de V.vuinificus é questionada por
nao permitir sua diferenciagao de outras espécies de Vibrio, portanto, dois outros
meios (SDS e mCPC) sédo indicados. Kaysner et al.(1989) e Oliver et al. (1992)
utilizando os meios de TCBS, SDS e CPC observaram que o CPC tem uma
seletividade superior em diferenciar V.vulnificus de outros vibrios presentes, a
partir do meio de enriquecimento. A diferenca nos resultados encontrados por
Landgraf et al. (1996) e Garcia-Moreno & Landgraf (1997) pode ser explicada pelo
uso de diferentes métodos para o isolamento de V.vulnificus, principalmente no
que se refere ao meio de isolamento. Estes autores utilizaram no primeiro estudo
o meio TCBS e no segundo fizeram uso do meio mCPC, que de acordo com a
literatura € o meio mais indicado para o isolamento de V.vulnificus, mas por se
tratar de um meio de custo bastante elevado, tornou inviavel a sua utilizagido no
presente estudo. Para a confirmacdo de V. vulnificus, os autores fizeram uso de

kits comerciais para a caracterizagdo do microrganismo
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Pelos dados obtidos na literatura internacional, nota-se que a maioria dos
autores, em suas pesquisas, isolaram o V. vulnificus em amostras de moluscos
comestiveis, sedimento e agua marinha com grande variagdo. Especificamente,
O’Neill et al. (1990), obtiveram positividade de 8,97% em ostras e 10,25% em
agua marinha coletadas em New England. Porém, em 1992, trabalhando com o
mesmo tipo de amostras coletadas do estuario de Great Bay, O Neill detectaram
uma freqiiéncia maior, isto é, de 37,8 e 27,06%, respectivamente. Por outro lado,
Kaysner et al. (1987) constataram uma freqiéncia de 0,37% desta bactéria em
alimentos marinhos e em 3,2% de amostras de agua. Ha que se ressaltar que
estes autores também isolaram o microrganismo de 2,30% das amostras de
sedimento coletadas. Os autores tentam explicar essa diferenga na freqiéncia de
isolamento nas diferentes amostras em fungao do nimero relativo de V. vulnificus
presente, a quantidade e o tipo de outras bactérias presentes ou mesmo de

limitagbes dos métodos de detecgao (O Neill et al., 1992).

4.2.5. Relacio entre os Parametros do Ambiente (temperatura,

salinidade e pH) e o Isolamento de V.vulnificus e V.
parahaemolyticus.

No presente estudo a temperatura da agua do local de captura, em Salinas
da Margarida, variou de 25 a 32°C sendo a média de 28,65 +2,9°C. Assim, esta

temperatura apresentava-se em um intervalo favoravel ao desenvolvimento dos
microrganismos estudados e isto talvez tenha sido um dos fatores que compensou
a salinidade, que variou de 29 a 36% com média de 32,48 +1,67%x, sendo esta
Gltima, possivelmente, um fator limitante para a baixa freqiéncia de isolamentos

de V.wulnificus neste estudo (Tabela 6).

Os vibrios patogénicos sdo mais frequentemente isolados de ambientes
com temperatura entre 10° e 30°C (West, 1989). Grimes, 1991 (citado por Jones e
Summer-Brason,1998) sugeriu que a temperatura e salinidade o6timas para V.

parahaemolyticus é de 20°C e 20%o, respectivamente.

80




Apesar de sua aparente tolerdncia a uma larga faixa de salinidade e
temperatura, ONeill et al.(1992) citaram que o V. vulnificus é mais freqientemente
observado em numeros mais elevadas quando a temperatura da agua esta na
faixa de 17 a 31°C e a salinidade ao redor de 25%o.

Arias et al.(1999) também encontraram uma baixa incidéncia de V.
vulnificus em frutos do mar colhidos na costa oeste do Mediterrdneo, sendo que
na agua do mar a bactéria nao foi isolada. Os autores acreditam que a salinidade
do Mar Mediterraneo com uma meédia de 34,6%c, & superior a maxima em que
ainda ocorre o crescimento do microrganismo. Para Motes et al. (1998), a
salinidade acima de 25% reprime os niveis de V. vulnificus mesmo em &aguas
mornas.

A salinidade superior a 30%o classifica as aguas de onde os moluscos
foram colhidos como salina (Resolugao Conama n° 20, de 18 de junho de 1986).
Isto ocorreu na maior parte do ano (Tabela 6) e € um fator ambiental que favorece
a presenca de microrganismos de espécies halofilicas. Porém, a salinidade média
de 32%c pode ter sido um fator limitante, resultando o reduzido nimero de V.

vulnificus isolado.

Neste trabalho foram utilizados dois diferentes meios de isolamento, o agar
Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS) e o agar Dodecil Sulfato de Sdédio
Polimixina Sacarose (SDS). Observou-se que o V. vulnificus somente foi isolado
no agar SDS e o agar TCBS permitiu um melhor isolamento de V.
parahaemolyticus, confirmando assim a necessidade da utilizagcdo de um meio
mais seletivo para se obter um melhor isolamento do V. vulinificus

Os resultados obtidos nesta investigagao foram tratados estatisticamente,
levando em consideragao somente os resultados positivos obtidos com o protocolo
utilizado para se pesquisar a presenc¢a de V. parahaemolyticus.

Um estudo de correlagédo das variaveis do ambiente, com o NMP de
V.vulnificus, nao foi realizado devido ao reduzido nimero de isolamentos obtidos
(Tabela 4).
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TABELA 6. Valores individuais por colheita, média, mediana e desvio padrao das
variaveis do ambiente: salinidade, temperatura e pH analisado de

amostras de agua obtidas nas praias de Salinas da Margarida — BA,

2001.
Amostras Meés Salinidade Temperatura pH
(%o0) (°C)

1 Abril 30 25 8,05
2 Abril 30 27 8,06
3 Abril 29 25 8,00
4 Maio 31 30 8,05
5 Maio a2 32 8,07
6 Maio 32 24 8,17
T Junho 31 25 8,10
8 Junho 33 28 8,07
9 Julho 31 25 8,07
10 Julho 32 27 8,06
11 Agosto 33 27 8,10
12 Agosto 34 32 8,10
13 Setembro 33 34 8.15
14 Setembro 32 24 8,10
15 Setembro 33 24 8,10
16 Setembro 31 28 8,01
5 174 Outubro 32 28 8,00
18 Qutubro 32 29 8,05
19 Novembro 34 30 8,04
20 Novembro 36 30 8,05
21 Dezembro 33 31 8,04
22 Dezembro 35 30 7,80
23 Dezembro 36 32 8,10
24 Janeiro 34 30 8,26
25 Janeiro 33 28 8,17
26 Janeiro 35 32 8,09
27 Fevereiro 33 34 8,08
28 Fevereiro 32 30 8,06
29 Marco 31 27 8,07
30 Marco 32 30 8,10
31 Marco 32 30 8,15
Média 32,48 28,65 8,08
Mediana 32 29 8,07
Desvio padrao 1,67 2,90 0,08
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Verificou-se que ndo houve correlagao entre a temperatura, a salinidade e o
pH com o NMP de V. parahaemolyticus isolado do chumbinho, da agua e do
sedimento (Tabela 7).

Destas trés variaveis do ambiente estudadas, nenhuma influenciou,
significativamente, a enumeragdo de V.parahaemolyticus. Apenas no caso do
NMP em “chumbinho” a varidvel salinidade apresentou efeito em limite de
significancia (p<0,10), explicando 37% da variagéo de V. parahaemolyticus.

Porém, ha evidéncias de uma fraca associagao entre a enumeragéo de V.
parahaemolyticus no “chumbinho” e na agua (r=0,48) e entre o NMP do
microrganismo na agua e no sedimento (r=0,42) com um nivel de 5% (Tabela 7).

TABELA 7. Coeficiente de correlagao entre os diferentes parametros obtidos nas

colheitas em praias do municipio de Salinas da Margarida — BA

(2001).
N NMP
Variaveis Salinidade Temperatura pH NMP NMP agua
chumbinho sedimento do
mar
Salinidade _
Temperatura 0,5517 _
PH 0,0235 0,0332 o
NMP chumbinho’ 0,3668 0,2987 0,1309 3
NMP sedimento” 0,2757 0,0575 0,2759 0,1866
NMP agua do 0,2766 0,1564 0,0917 0,4804 0,4244
mar

Ndmero Mais Provavel de V.parahaemolytcus em chumbinho.
__Numero Mais Provavel de V. parahaemolyticus no sedimento.
Numero Mais Provavel de V.parahaemolyticus na agua do mar.

No presente estudo verificou-se que ndo houve a interferéncia da

sazonalidade com relacdo ao isolamento do V. parahaemolyticus nos locais de
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amostragem pois, sabe-se que a temperatura é uma variavel ambiental
determinante, pois a minima necessaria para o desenvolvimento do
microrganismo é 10°C (Colwell et al.,1973) e quando a temperatura ambiente esta
abaixo deste limite o microrganismo ndo é detectado. Portanto, o efeito da
sazonalidade na concentragdo de V. parahaemolyticus neste estudo nao foi
observado pois, a temperatura durante toda a colheita de amostras permaneceu
acima desse limite, permitindo a identificagdo do microrganismo na maioria das
colheitas realizadas (Figuras 10, 11 e 12).

Variaveis

FIGURA 10. Porcentagem da ocorréncia de V. parahaemolyticus, valores de
temperatura e salinidade em amostras de A. brasiliana colhidas
durante o periodo de abril de 2000 a margo de 2001, nas praias de
Salinas da Margarida — BA.
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FIGURA 11. Porcentagem da ocorréncia de V. parahaemolyticus, valores de
temperatura e salinidade em amostras de sedimento colhidas
durante o periodo de abril de 2000 a margo de 2001, nas praias de
Salinas da Margarida — BA.
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FIGURA 12. Porcentagem da ocorréncia de V.parahaemolyticus, valores de
temperatura e salinidade em amostras de agua do mar colhidas
durante o periodo de abril de 2000 a margo de 2001, nas praias de
Salinas da Margarida — BA.

Os valores obtidos para o pH da agua do mar variaram entre 7,8 e 8,26
(Tabela 7 ). O valor médio anual dessa variavel para a regido estudada foi de 8,08
com desvio padrao igual a 0,08, que, segundo Mendonga-Hagler & Hagler (1991)
esta dentro da normalidade estabelecida para a agua do mar, que é de 8,2.

De acordo com Twedt (1998) o V. parahaemolyticus se desenvolve em uma
faixa de pH otima de 7,5 a 8,5, enquanto que o V.vulnificus ndo se desenvolve em
pH abaixo de 5,0, segundo experimentos realizados por Hijarrubia et al (1996).
Portanto, o pH médio anual encontrado neste experimento foi favoravel para o
desenvolvimento dos microrganismos estudados, pois, esta variavel tem grande

influéncia no desenvolvimento bacteriano.
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4.3. Teste de Kanagawa

Das 107 cepas de V. parahaemolyticus isoladas e submetidas ao teste de
Kanagawa, nenhuma delas apresentou beta-hemolise. Estes dados estdo em
conformidade com a maioria dos outros estudos (Kaysner et al.,1990a; Miyamoto
et al.,1969 e Archer & Moretto,1994), que demonstraram pouca ou nenhuma
atividade hemolitica para cepas ambientais, sendo que as cepas isoladas de
casos clinicos freqiientemente sao Kanagawa positivas.

4.4. Avaliagdo dos Tratamentos com os Acidos Organicos Utilizados

Todos os tratamentos utilizados foram bastante eficientes na diminuigao de
Vibrio parahaemolyticus inoculados artificialmente, sendo a redugao obtida igual
em todos os experimentos (Tabela 8).

No final de trinta minutos de exposi¢ao, tanto ao vinagre quanto ao suco de
limao, nenhum microrganismo foi isolado em meio de TCBS. Apesar de ter sido
feita uma contaminacao artificial superior aquela que poderia ocorrer em uma

situacao real.

Os resultados obtidos neste experimento s@o iguais aqueles obtidos por
Porto & Eiroa (1997) que obtiveram em filés de merluza contaminados
artificialmente, a reducéo de 5,5 e 6,5 ciclos log do NMP de Vibrio cholerae O1
através da utilizacdo de vinagre e suco de limao, respectivamente, para a
desinfecgao. Estes resultados diferem dos obtidos por Mendes et al. (1999), que
utilizaram suco de limdo diretamente em ostras contaminadas com V.
parahaemolyticus e nao observaram efeito inibidor. Possivelmente, isto pode ter
ocorrido pelo pequeno volume de suco utilizado e também pelo tempo de 80

segundos de exposicdo das bactérias a este tratamento.
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Tabela 8. Contagem inicial € NMP final de V. parahaemolyticus em
“chumbinhos” inoculados artificialmente, apés tratamento com dois

tipos de vinagre e suco de limao . Salvador-Bahia, (2001)

V. parahaemolyticus

Compostos Acidez pH
%
Contagem NMP/g
inicial final
Vinagre de alcool 4,42" 2,37 10° <3
Vinagre de vinho 475" 2.80 108 <3
branco
Suco de limao 6,162 2,24 108 <3

1:% de acido acético 2:% de acido citrico

Estes resultados sdo concordantes também com os obtidos por D’Aquino e
Teves (1994) e Ducan et al. (1995) onde evidenciaram a eficiéncia do suco de
limdo sobre a sobrevivéncia de V. cholerae e V parahaemolyticus,
respectivamente, em agua utilizada como bebida, apesar dos primeiros autores
ressaltarem que a alcalinidade da agua pode reduzir marcadamente a atividade
deste suco.

Apesar de o substrato ser diferente, resultados semelhantes utilizando
vinagre foram obtidos por Leitao et al. (1981) que estudaram sua agao bactericida
sobre folhas de alface contaminadas com coliformes totais e V. cholerae O1. Eiroa
& Porto (1995 e 1996) observaram uma atividade mais eficiente do mesmo sobre

o V. cholerae do que sobre coliformes.

A cozinha baiana faz uso de vinagre e limdo nos alimentos de uma maneira
rotineira, visando nao sé a fungao destes como acidulantes, mas também para a
retirada de odores caracteristicos das carnes, principalmente a de aves.

Tendo em vista os resultados obtidos no presente estudo com o uso do

vinagre e do limdao como inibidores do desenvolvimento de V. parahaemolyticus
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em chumbinho, esses constituintes em termos praticos poderiam ser utilizados
pelas mariscadeiras ap6s o processo de retirada da carne dos chumbinhos, pois
além do vinagre e do limao terem se mostrado eficientes, sdo produtos baratos e
de facil obtencao, além de, sob o ponto de vista da qualidade higiénico-sanitaria

seria ofertado um produto mais seguro.

O processamento do molusco na regido onde foi colhido € um processo
extremamente artesanal e extrativista, sem nenhuma sofisticagao tecnologica e
sem algum tipo de treinamento para as mariscadeiras.

Estas mariscadeiras, durante a maré baixa, cavam a areia com o auxilio de
pequenas pas improvisadas a procura de chumbinhos, passando uma grande
parte do tempo de cécoras(Figura 13). Com a subida da maré voltam para suas
casas carregando cerca de 15 a 20 quilos do marisco, resultado de horas de
trabalho (Figuras 14 e15).

Apés o retorno, geralmente, saem novamente a procura de lenha para fazer
o fogo e escaldar os chumbinhos, processo este utilizado para facilitar a abertura
das conchas e retirada da carne, que é realizada com o auxilio dos dedos. Esse
material &€ entao acondicionado em sacos plasticos, de mais ou menos um quilo, e
vendido as “ganhadeiras” ou durante o periodo de veraneio a comunidade que
passa suas férias na cidade e também para o seu préprio consumo.

Como as condicoes de moradia sdo bastante precarias, pois em uma
pesquisa realizada pela propria Associagdo das Mariscadeiras, com 120
entrevistas, observou-se que 35% delas nao possuiam instalagbes sanitarias, 96%
ndo dispunham de rede de esgoto, 25% néo recebiam agua encanada e 53% néao
dispunham de geladeira.

Depreende-se portanto, que esse produto € manipulado em condi¢ées
bastante precarias e que permanece por um grande periodo de tempo exposto a
temperatura ambiente, sendo que na maior parte do ano a temperatura local é
bastante elevada, tipica de clima tropical. Considerando-se a falta de critério
existente para a comercializagao deste produto, sugere-se um estudo a respeito, a
fim de se obter a melhor forma de oferecimento ao comércio.
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FIGURA 13. Colhelta de Anomalocardia brasrhana praias do Muntmplo de
Salinas da Margarida — BA.

FIGURA 14 “Chumbmho (A brasmana) coletados nas praias do Mumc:pro

de Salinas da Margarida — BA.

91






FIGURA 15. Marisqueira voltando do trabalho.
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Resolugao - RDC numero 12 de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Brasil, 2001), exige a pesquisa de V.parahaemolyticus somente para
pratos prontos a base de pescados consumidos crus, onde o NMP maximo permit

ido & de 10%g. Para as amostras analisadas neste trabalho, foi obtido
somente uma amostras com este valor proximas deste valor (Tabela 2).

Mas, levando-se em consideracao o tempo de geragdo do V.
parahaemolyticus, que parece ser um dos menores entre as bactérias sendo seu
crescimento muito rapido em alimentos de origem marinha, chegando a se
observar um tempo de geragdao de 13 minutos (Lee, 1973), o que promovera
numeros superiores a 10%g nos moluscos. Portanto, medidas preventivas e de
controle como o monitoramento de praticas de sanitizagéo, praticas higi€nicas de
manipulagao, monitoramento de patégenos dos produtos do mar e suas aguas,
bem como o de microrganismos indicadores, de educagdo e treinamento das
pessoas envolvidas com este tipo de alimento, devem ser praticadas pois, estes
sao pontos chaves da prevencdo das doengas transmitidas por alimentos e do

controle de qualidade.

O processamento e preparacado de alimento em condigbes adequadas de
higiene tém sido por muitos anos o requisito basico e a primeira linha de defesa
contra microrganismos patogénicos. Embora esta tentativa seja incapaz de
assegurar ao pescado a auséncia de patégenos naturalmente presentes no meio
ambiente, como é o caso do género Vibrio, a boa higiene, limpeza e sanitizagédo
sa0 necessarios para assegurar baixos indices desses microrganismos no produto
final (Huss, 1997).

Muito embora a aplicagdo de uma boa higiene seja recomendada, ela nao
é suficiente para garantir a seguranca alimentar e a segunda linha de defesa,
prevencdo do crescimento, deve ser estabelecida. Os alimentos devem ser
produzidos higiénicamente por muitas razées, mas parece que o controle seguro
dos mesmos deriva da prevencéo da situagdo, ao invés da preocupagado com o
numero de bactérias que estavam inicialmente presentes no alimento (Huss,
1997).
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Uma vez que o V. parahaemolyticus e o V. vulnificus sdo amplamente
distribuidos no ambiente marinho, todos os alimentos do mar podem ser
considerados como fontes em potencial para a veiculacao destes microrganismos,
embora o maior nimero de casos reportados tenham envolvimento da ingestao de

ostras cruas.

Bryan, (1980) comenta que o processo usual de aquecimento elimina os
Vibrios spp, mas que o fruto do mar cozido pode ser recontaminado por contato
com fruto do mar cru, por manipuladores que previamente manusearam este
produto, equipamento ou utensilio que foi previamente usado no processamento
deste alimento, ou mesmo ser lavado com agua do mar que pode estar
contaminada. Se o fruto do mar néo for severamente aquecido e se for deixado a
temperatura ambiente ou refrigerado em grandes quantidades, pode se tornar

causador de doenga transmitida por alimento.

Todos estes fatos nao sdo seguidos pelas mariscadeiras, uma vez que
executam varias etapas desta tarefa de uma sé vez, além de que muitas nao
possuem refrigeragdo adequada, considera-se portanto, necessaria a adogao de
medidas especificas, que possam proteger o consumidor das infecgées veiculadas
por estes microrganismos. Para tanto, faz-se necessaria uma reavaliagdo das
condigoes de comercializagdao dos alimentos de origem marinha oriundos dessa
regido, bem como a adogdo de medidas que procurem esclarecer o consumidor
sobre os possiveis riscos da ingestdao desses alimentos crus ou indevidamente

cozidos.

Levando-se em consideracdo que esses moluscos sdo eventualmente
consumidos crus ou insuficientemente cozidos, tem-se a convicgao de que sua
ingestao sem os devidos cuidados, constitui-se um determinado grau de risco para
a saude do consumidor, principalmente as criangas, idosos, oOs
imunocomprometidos, aqueles com doengas hepaticas e as gestantes. Portanto, &
prudente que se evite seu consumo nessas condi¢gdes e que praticas adequadas
de manipulagdo e estocagem sejam implantadas e bem obedecidas.
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5. CONCLUSOES

Nas condigcbes experimentais em que o trabalho foi desenvolvido e

baseados nos resultados obtidos conclui-se que:

A ingestdo de moluscos bivalves crus ou insuficientemente cozidos
representa risco a saude do consumidor devido a alta freqiiéncia de Vibrio
parahaemolyticus e Vibrio vulnificus.

A freqiiéncia de amostras positivas de sedimento e agua do mar para V.
parahaemolyticus e Vibrio vulnificus também constitui risco para a
populagcdo que entra em contato direto com a agua do mar e com o
sedimento.

Nao observou-se correlagdo entre as varidveis do ambiente mensuradas
como salinidade, temperatura e pH e a presengca dos microrganismos
estudados.

A frequéncia do isolamento de V. parahaemolyticus nao foi influenciada
pela sazonalidade, demonstrando que o clima tropical local favorece o
desenvolvimento desses microrganismos durante todo o ano.

O agar SDS apresenta um melhor desempenho no isolamento de V.
vulnificus que o agar TCBS, enquanto que este ultimo apresenta uma maior
eficiéncia no isolamento de V. parahaemolyticus.

Os resultados negativos do teste de Kanagawa para todas as cepas de V.
parahaemolyticus testadas confirmam a evidéncia de que as cepas isoladas
do ambiente em sua grande maioria sao negativas para o teste.

A utilizacao de vinagres de alcool e de vinho branco e de suco de limao no
processamento de “chumbinho” constitui eficiente instrumento no controle
da contaminagéao por Vibrio parahaemolyticus.
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e« Em virtude da regido de Salinas da Margarida ser uma das maiores
fornecedoras de chumbinho do Estado, & importante sugerir a implantagao
efetiva de programas que visem a aplicagdo das Boas Praticas de
Manufatura tendo como objetivo a qualidade destes alimentos e a garantia
da satde dos consumidores.
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