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Mondlogo do Vibrio parahaemolyticus

De tao pequenininho que sou
Vivo sem ser avistado.

Se quero, me multiplico.

Sou mil faces num espelho.
No calor eu sou o tal.

Mas se o frio € meu leito

Me amedronto, desapareco,
Morro e encolho no sal.

Sou muito pequenininho
Mas fago muitas loucuras.
No pescado causo dor

E no homem dissabor.

O frio € meu inimigo

E o calor me faz bonito.
Portanto se ndo me querem
No gelo vao me deitar.
Aconteco na terra

mas minha casa € o mar.

Regine Limaverde
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo recuperar Vibrio parahaemolyticus,
inoculado em homogenato de camarao marinho, Litopenaeus vannamei livre de
vibrios, submetido a diferentes temperaturas de refrigeragdo (caixa isotérmica
com gelo, geladeira e freezer) por dez dias, e nos 15% 20° e 25° dias. Foram
realizadas seis repeticdes do experimento, no periodo de outubro de 2005 a
margco de 2006. O camarao foi adquirido na feira de pescado da Praia do
Mucuripe, Fortaleza-Ceara. Em laboratério, 1.500 g de camarao eram lavados
com agua destilada e imersos em agua fervente por cinco minutos para
eliminar qualquer Vibrio presente na amostra. A contaminagéo do camarao era
feita mediante o contacto dos animais com a cultura de V. parahaemolyticus,
por cinco minutos. A amostra era dividida em 40 fragdes de 25 g sendo uma
delas usada para contagem no tempo zero e as restantes divididas em trés
lotes sendo estocadas em trés temperaturas: caixa isotérmica com gelo (-1 a
13°C), geladeira (11°C) e freezer (-21°C). Por dez dias seguidos, e nos 15°, 20°
e 25° dias, V. parahaemolyticus eram quantificados nos camardes através do
Método de Contagem Padrdo em Placas, em meios de TCBS e PCA. Todas as
trés temperaturas foram eficientes no controle da viabilidade de V.
parahaemolyticus. A agao do frio gerado por gelo, geladeira e freezer inibe o
crescimento dessa bactéria em camardes, sendo a temperatura do freezer, a
mais eficiente na redugao dessa espécie bacteriana em camardes.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the survival of Vibrio parahaemolitycus
inoculated in meat homogenate of shrimp Litopenaeus vannamei at different
temperatures of refrigeration (refrigerator, freezer and isothermic box with ice)
during ten days and on the 15", 20™ and 25" days. The experiment was
repeated six times during October 2005 to March 2006. Shrimps were obtained
on fish market located at Praia do Mucuripe, Fortaleza, Ceara. In the laboratory,
the shrimps were washed with distilled water and from immersed in boiling
water for five minutes in order to eliminate any other Vibrio the sample. The
sample inoculation happened with the contact between the shrimps and the V.
parahaemolyticus culture during five minutes. Then, the sample was divided in
40 portions with 25 g each. One of the portions was used as zero time. The
other 39 portions were separated in 3 batches and mantained on freezer (-
21°C), refrigerator (11°C) and isothermic box with ice (-1°C to 13°C). The
number of V. parahaemolyticus was monitored for 10 days and on 15", 20" and
25™ days by the plate count method on TCBS and PCA media. All temperatures
were efficient to control the viable cells of V. parahaemolyticus. The action of
cold produced by ice, refrigerator and freezer inhibit the bacterial growth on
shrimps. The freezer was the most efficient treatment to reduce the V.
parahaemolyticus on shrimp samples.
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RECUPERACAO DE CEPAS DE Vibrio parahaemolyticus
INOCULADAS EM CAMARAO MARINHO, Litopenaeus
vannamei, SUBMETIDAS AS TEMPERATURAS DE
RESFRIAMENTO E CONGELAMENTO

1. INTRODUGAO

A oferta mundial de pescado aumentou de 27,6 milhdes de toneladas,
em 1961, para mais de 93 milhdes de toneladas até o final do século 20. O
consumo médio aparente aumentou, de cerca de 9 kg per capita/ano, no
comego dos anos 60, para cerca de 16 kg em 1997, com tendéncia de aumento
(FAO, 2004).

No Brasil, as regides Norte e Nordeste contribuem com 40% da
produgdo pesqueira marinha, sendo apenas 5% provenientes da producao
industrial. A producdo de pesca artesanal ndo tem registros estatisticos
confiaveis mas, possivelmente emprega em torno de 30.000 pescadores e
contribui com mais da metade da captura marinha brasileira (CASTELLO,
2003).

De maneira similar a Regido Norte, a produgdo de pescado
estuarino/marinho no nordeste brasileiro € majoritariamente oriunda da pesca
artesanal (75% das capturas regionais) (PROFROTA, 2003).

Por ser um alimento rico em nutrientes, principalmente proteinas, o

pescado € bastante susceptivel ao ataque e/ou ao desenvolvimento



microbiano, além de poder sofrer alteragdes de natureza fisica ou quimica, que
irdo refletir em sua cor, consisténcia, odor e sabor, podendo, além de acarretar
perdas do produto, ocasionar riscos a saude dos consumidores (SOUSA,
2003). Dai, para se ingerir um pescado ha necessidade de que se tenha
certeza da inocuidade deste para que o consumidor ndo adoeca.

Assim, as doencas transmitidas por alimento sdo denominadas DTA’s.
Mais de 250 doengas s&o descritas nesse grupo, havendo uma variedade de
agentes etioldgicos, tais como: bioldgicos, fisicos e quimicos (SILLOS;
FAGUNDES NETO, 2004).

Estima-se que, em 2002, somente no Estado de Sao Paulo, cerca de 1,5
milhdes de pessoas apresentaram alguma DTA. Entretanto, apenas 3.950
casos foram registrados, segundo dados do Centro de Vigilancia
Epidemioldgica do Estado de Sao Paulo (SILLOS; FAGUNDES NETO, 2004).
O pescado € um dos alimentos que pode causar inumeros disturbios ao
consumidor.

No México, estudos epidemiologicos tém mostrado que a populagéo que
mora em estados litoraneos possui maior susceptibilidade em contrair doengas
de origem marinha, incluindo as provocadas pelo género Vibrio (PARVEEN et
al., 2003).

O camarao marinho é um importante recurso pesqueiro encontrado em
todos os mares do mundo, desde regides de latitude subpolar até regides
subtropicais, onde sua incidéncia é maior. Nos trépicos sdo encontradas
espécies de alto valor econbmico, com areas de pesca de grande produtividade

e produgdo (MACHADO, 1988; LAVILLA-PITOGO et al., 1998). Uma das



espécies de camarao de grande valor comercial, natural do Oceano Pacifico, e
que foi adaptada no Brasil € a Litopenaeus vannamei (MARTINS, 2003).

A necessidade de um conhecimento basico sobre a avaliacdo da
qualidade desse camarao cultivado, e seu armazenamento sob refrigeragcéo
apos a colheita, aumentou com a ascensao na aquicultura e a comercializacao
da espécie (LALITHA; SURENDRAN, 2006).

Existem patdgenos que podem causar problemas no cultivo do camarao,
levando os animais até a morte, e os que causam problemas ao consumidor
pela ingestdo do pescado contaminado. V. parahaemolyticus é um desses
patdgenos. Apesar de viver no meio aquatico normalmente, com variagdes de
NaCl de 1 a 3%, ele pode causar duplo problema: ao animal e ao consumidor
(LIGHTNER, 1993; SEM et al., 2007). Muitos vibrios podem ser agentes
causais de bacterioses porque compdem a microbiota dominante nos estagios
de desenvolvimento larval dos camardes, sendo também isolados de animais
saudaveis. Esse fato comprovaria a caracteristica oportunista desses
microrganismos associados aos camardes (MENEZES, 2005).

De acordo com Barbieri et al. (1999), os ambientes estuarinos e de agua
doce sao reservatorios criticos para espécies do género Vibrio, causadores de
doencgas. Gomez-Gil et al. (2004) citam que essas bactérias sdao um dos
patogenos infectantes mais importantes de organismos aquaticos, tais como
camaroes peneideos, varias espécies de peixes, moluscos e corais.

No cultivo de camardo os vibrios e a maioria de outros patdogenos

bacterianos sdo Gram-negativos enquanto que nas aguas usadas para o



cultivo de peixes as bactérias tendem a ser predominantemente Gram-positivas
(YAP, 2001).

A ecologia dos vibrios nos sistemas aquaticos tem sido bem estudada; a
distribuicdo das espécies ¢é afetada pela salinidade, disponibilidade de
nutrientes e temperatura, dentre outros parametros. Nos estudos ecoldgicos, a
incidéncia de vibrios halofilicos é considerada alta em amostras de agua e de
alimentos marinhos (WONG et al., 1992; THOMPSON et al., 2004).

Panicker et al. (2004) afirmam que dentre as varias espécies
pertencentes ao género Vibrio, autoctones de ambientes marinhos e
estuarinos, V. wulnificus, V. parahaemolyticus e V. cholerae sao as principais
causadoras de gastrenterite no homem e em alguns casos, septicemia. Hayat
et al. (2006) alertam para o risco que o consumo de alimentos de origem
marinha pode representar para a saude publica, uma vez que cepas de V.
parahaemolyticus toxigénicas (O3: K6) tém sido isoladas dessas fontes,
apresentando potencial para provocar pandemias.

Dentre as espécies do género Vibrio, V. parahaemolyticus € de suma
importancia a saude publica devido ao seu potencial enteropatogénico sendo
causador de gastrenterite aguda no homem, caracterizada por quadro
disentérico, principalmente, apés o consumo de pescado in natura (LIMA,
1997).

A identificagdo de V. parahaemolyticus como um agente da gastrenterite
de origem alimentar foi feita, inicialmente, por Fujino em 1951 (FUJINO et al.,
1974). O primeiro surto dessa bactéria, nos EUA, aconteceu em 1971

(MOLENDA et al., 1972). Os alimentos envolvidos foram caranguejos cozidos



no vapor e salada de caranguejos e, das 745 pessoas expostas, 425 ficaram
doentes.

Microrganismos possuem uma grande adaptabilidade aos seus
ambientes fisiolégicos. Toda mudanca extrema das condigbes ambientais
resulta em estresse para 0s microrganismos e o grau dessas mudangas
determinara se ele ira morrer ou reduzir a sua taxa de crescimento (RAY, 1986;
RUSSELL et al., 1995). Entretanto, tais respostas ao estresse podem
desempenhar um importante papel na sobrevivéncia dos organismos em um
determinado produto, afetando assim sua vida de prateleira Alteracbes nas
condicbes do meio ambiente, modificando as condi¢cbes otimas para os
microrganismos, podem causar uma indugao de muitas respostas ao estresse.
Essas estratégias sao direcionadas em geral a uma melhor sobrevivéncia dos
microrganismos que ao crescimento. Dados sobre as respostas ao estresse
dos microrganismos, apdés a reducdo de sua temperatura, irdo ajudar a
industria alimenticia a entender seus comportamentos nos produtos e como
prolongar o efeito do estresse na pré-estocagem. Diferentes tratamentos de
choque apds o congelamento ou resfriamento podem resultar em diferengas na
sobrevivéncia e no crescimento microbiano. Um bom entendimento do
mecanismo de adaptagcdo ao resfriamento pode oferecer uma melhor
compreensdo sobre os métodos para controle de crescimento de
microrganismos psicréfilos em alimentos resfriados ou congelados (BEALES,
2004).

A maioria das bactérias é capaz de tolerar pequenas mudang¢as nos

parametros ambientais (HILL et al., 1995). Essa tolerdncia €& conseguida



através de adaptagbes fisioldgicas, e de mecanismos de resisténcia
desenvolvidos para garantir a sobrevivéncia (HERBERT, 1989).

Geralmente o pescado € comercializado cru ou congelado porque € o
processamento menos dispendioso. Este procedimento faz com que o
consumidor prepare seu pescado da forma como desejar. Poucas industrias
brasileiras enlatam o pescado, fato mais observado no Sul do Brasil, com
sardinhas e atuns. O Nordeste comercializa o pescado filetado ou inteiro,
congelado (VIEIRA, 2004).

A refrigeragao continua a ser um dos mais efetivos meios de prolongar a
vida util de alimentos frescos ou processados, devido a reducdo na taxa de
crescimento dos microrganismos (RUSSELL, 2002). Baixas temperaturas séo
usadas para retardar as reacdes quimicas por inativacdo das enzimas do
alimento e/ou minimizar ou parar a atividade dos microrganismos no alimento.
Cada microrganismo apresenta uma temperatura 6tima e outra minima para
seu crescimento, abaixo da qual ndo tera condicbes para se multiplicar.
Temperaturas de resfriamento envolvem gelo ou refrigeragdo mecanica.
Alimentos pereciveis, tais como pescados, podem ser estocados em gelo por
um tempo limitado, com ligeiras mudangas de suas condigdes iniciais. Apesar
de ndo evitar o desenvolvimento de microrganismos, o gelo podera retardar a
acao desses deterioradores (FRAZIER; WESTHOFF, 1988).

Quando gelo é empregado de maneira correta e em quantidade
adequada, contribui para a conservagdo do pescado reduzindo sua
temperatura até 0 a 2°C, havendo entdo um atraso nas alteragbes enzimaticas

e bacterianas (STANSBY, 1968).



A temperatura de estocagem é um dos parametros mais importantes
para regulacdo da atividade dos microrganismos nos sistemas alimentares.
Devido ao impacto da temperatura em todas as reagdes da célula, a adaptagao
dos microrganismos a variagdes de temperatura é, possivelmente, o tipo de
reacdo mais pesquisado (PALUMBO, 1986; GOUNOT, 1991; BERRY;
FOEGEDING, 1997). Porém, a sensibilidade das células ao estresse causado
pelo frio € dependente de varios fatores incluindo a temperatura, taxa de
resfriamento/congelamento, meio de cultura, cepa e duragao de estocagem.

Alguns autores relatam que, ao contrario do que se pensa, o pescado
das regides tropicais, por apresentar uma microbiota predominantemente
mesdfila, tem um periodo de estocagem em gelo, mais longo do que os
capturados em aguas frias ou temperadas. A microbiota mesdfila € pouco
adaptada a multiplicacdo em temperaturas de refrigeracao e teria uma menor
producdo de compostos de degradagdo e uma atividade metabdlica diferente

da psicrofila (DISNEY, 1976).

1.1 Camarao marinho, Litopenaeus vannamei

L. vannamei é uma espécie encontrada naturalmente desde a parte leste
do Oceano Pacifico, a altura de Sorona, no México, até Thumbes, norte do
Peru. E uma espécie marinha, com preferéncia por fundo de lama, encontrada
desde a regido do infralitoral, até a profundidade de 72 metros e na natureza

pode chegar a 23 cm de comprimento. E a espécie comercial mais explorada



no sul do México, Guatemala e El Salvador e a mais cultivada no Hemisfério
Ocidental (BARBIERI JUNIOR; OSTRENSKY NETO, 2002).

L. vannamei é um crustaceo decapodo, pertencente a familia Penaeidae
(HUNER; BROWN, 1985). Segundo Dall et al. (1999), os membros dessa
familia apresentam um ciclo de vida semelhante, com desenvolvimento de
estagios: larvar (nauplio), protozoes, misis, poés-larvar, juvenil e adulto. As
diferengas estdo relacionadas com a preferéncia das pds-larvas, juvenis e
adultos por determinadas areas durante seu ciclo de desenvolvimento.

Nas fases iniciais de desenvolvimento, o camardo marinho habita
regides com aguas de caracteristicas oceanicas, mas refugia-se em ambientes
proximos ao litoral na medida em que cresce. Estuarios ou outros habitats
costeiros servem de bergarios naturais para pdés-larvas e camardes juvenis.
Esses ecossistemas sio freqientemente expostos a repentinas mudancgas na
salinidade da agua, como resultado de influéncia de marés e rios, da
evaporagao ou de chuvas. Ainda no estagio juvenil, L. vannamei migra para
alto mar a procura de aguas com profundidade de até 70 metros. No ambiente
natural a mudanga de habitat tem uma finalidade unica, incrementar as
chances de sobrevivéncia da prole (NUNES, 2001).

De acordo com Valenga e Mendes (2003), L. vannamei é conhecido
como potente osmorregulador, podendo habitar desde aguas com salinidade
superiores a 40%0 até aguas com salinidades muito proximas a zero. Essa
tolerancia esta relacionada com o ciclo de vida migratério desses camaroes,
cuja reproducdo ocorre no oceano, sendo as larvas levadas pelas correntes

marinhas para dentro dos estuarios e das baias. Durante a migragao, as larvas



passam por mudangas morfoldgicas e fisiolégicas necessarias a sua adaptagao
aos estuarios. Nesse ambiente, 0 camarao se encontra na fase de pos-larva
diferenciando-se da fase juvenil apenas pelo numero de dentes rostrais e

proporcdes do corpo.

1.1.1 Importancia econémica do camarao marinho, Litopenaeus vannamei,
para a regiao Nordeste

A importancia econdmica dos cultivos de camardes marinhos é cada vez
maior em muitos paises costeiros subdesenvolvidos. Para um pais tropical se
tornar um produtor é preciso que as condicbes ambientais dos ecossistemas
estuarinos sejam propicias. No Brasil, do sul da Bahia ao norte do Maranhao
ha condicdes excelentes para a implantacao e desenvolvimento de camardes
confinados (SCHOBER, 2002).

No Brasil, observa-se uma tendéncia semelhante ao que aconteceu em
outros paises, como China, Tailandia, Vietn, india, Indonésia e Bangladesh,
que hoje dominam o mercado mundial da carcinicultura. O clima favoravel do
Brasil, somado ao dominio das novas tecnologias de produg¢édo, colocam o Pais
como o principal produtor de camardes das Américas. Entre 1997 e 2001, a
produgao de camardes marinhos cultivados no Brasil cresceu a uma taxa anual
de 83%, passando de 3.600 toneladas para 40.000 toneladas/ano no final de
2001. Entre 2002 e 2003, a produgao de camardes cultivados apresentou um
crescimento anual de 50%, alcancando valores superiores a 90.000

toneladas/ano (ABCC, 2004).
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O Ceara, no ano de 2004, foi o segundo maior produtor de camarao do
Pais, atingindo a cifra de 65 milhdes de dodlares somente com a sua
exportagcdo, atras apenas do Rio Grande do Norte. Segundo dados do
Ministério do Desenvolvimento Industria e Comércio Exterior (MDIC), no
mesmo ano, o estado do Ceara apresentou um crescimento em exportacido de

10% sobre o ano de 2003 (EUGENIO, 2005).

1.2 Vibrio sp

1.2.1 Taxonomia

Os géneros Vibrio, Aeromonas e Plesiomonas formam o segundo
principal grupo de bacilos Gram-negativos, fermentativos, anaerébios
facultativos, isto €, crescem em condigbes aerdbias e anaerdbias. Antigamente
esses microrganismos eram classificados juntos na familia Vibrionaceae e
foram separados das Enterobacteriaceae por apresentarem reacado oxidase-
positiva e pela presengca de flagelos polares. Esses microrganismos foram
também classificados juntos, n&o s6 por serem encontrados principalmente na
agua, mas também por serem capazes de causar doenga gastrointestinal.
Entretanto as técnicas de biologia molecular estabeleceram que esses géneros
possuem apenas uma relagao distante e pertencem a trés familias distintas.
Vibrio e Aeromonas sao agora classificadas nas familias Vibrionaceae e
Aeromonadaceae, respectivamente. Plesiomonas  sao intimamente
relacionadas ao Proteus e foram colocadas na familia Enterobactariaceae

(MURRAY et al., 2004).
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O género Vibrio consiste em pelo menos 79 espécies (DSMZ, 2007) e
trés delas estdo frequentemente associadas com V. parahaemolyticus em
ambientes aquaticos e produtos do mar: V. wulnificus, V. alginolyticus e V.
cholerae (JAY, 2005).

Os microrganismos aquaticos pertencentes ao género Vibrio s&o
definidos como bastonetes retos ou curvos, moéveis, Gram-negativos e nao-
esporogénicos. A maioria desses microrganismos € fermentador de glicose
sem produgdo de gas e apresentam reacao de oxidase positiva em quase
todas as espécies. Algumas espécies de Vibrio sao identificadas como
patogénicas ao homem, como por exemplo, V. cholerae, agente causador da
célera, também V. parahaemolyticus e V. vulnificus, responsaveis por muitos
casos fatais relacionados a ingestdo de frutos do mar contaminados (SILVA et

al., 1997; THOMPSON et al., 2004).

1.3Vibrio parahaemolyticus

A maioria das doengas de origem alimentar € veiculada por diferentes
tipos de alimentos enquanto que, a gastrenterite produzida por V.
parahaemolyticus é contraida, quase que somente, através de frutos do mar.
Quando outros alimentos estao envolvidos, estes foram infectados por frutos do
mar através de contaminacdo cruzada. Outra caracteristica unica dessa
doencga € o habitat natural do agente etiolégico: o mar. Além do seu papel na
gastrenterite, V. parahaemolyticus € conhecido como agente causador de

infecgdes fora do intestino humano (JAY, 2005).
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V. parahaemolyticus pode crescer na presencga de 1 a 8% de cloreto do
sédio (NaCl), com um crescimento 6timo na faixa de 2 a 4% (SAKAZAKI, 1979)
€ nao sobrevive em agua destilada. Nao cresce a 4°C, mas seu crescimento foi
demonstrado entre 5°C e 9°C, pH 7,2 a 7,3 a 3% de NaCl ou a pH 7,6 a 7% de
NaCl. Seu crescimento em alimentos foi demonstrado a 9,5°C a 10°C,
contudo, em aguas abertas, o0 minimo para o crescimento foi de 10°C. A sua
temperatura maxima de crescimento € de 44°C, com uma temperatura 6tima
entre 30°C e 35°C. Também foi observado crescimento em uma faixa de pH
entre 4,8 e 11,0 sendo a faixa 6tima de 7,6 a 8,6. O pH minimo esta
relacionado com a temperatura e o conteudo de NaCl. Um crescimento
moderado de uma linhagem foi observado em pH 4,8 quando a temperatura
estava a 30°C e a concentragdo de NaCl de 3%, contudo, o pH minimo foi de

5,2 com a concentracéo de 7% de NaCl (BEUCHAT,1973).

1.3.1 Habitat

As espécies de Vibrio crescem naturalmente em estuarios e ambientes
marinhos no mundo inteiro. Todas as espécies de Vibrio sdo capazes de
sobreviver e se multiplicar em aguas contaminadas com elevada salinidade e
temperatura variando de 10°C a 30°C. Os vibrides patogénicos também podem
crescer em aguas com moluscos quitinosos, dai a associagdo entre as
infecgdes por Vibrio e o0 consumo de mariscos (MURRAY et al., 2004).

As infecgbes causadas por V. parahaemolyticus, V. vulnificus e outros
vibribes patogénicos resultam do consumo de frutos do mar inadequadamente

cozidos, particularmente ostras, ou da exposigdo a agua do mar contaminada.
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A gastrenterite causada pelos vibrides ocorre durante todo o ano, uma vez que
0S organismos sao tipicamente contaminados por numerosos microrganismos .
Contrariamente, a septicemia e as infecgdes de ferimentos por Vibrio
acontecem nos meses quentes, quando o numero de microrganismos na agua
do mar apresenta-se elevado (MURRAY et al., 2004).

V. parahaemolyticus € comum em aguas oceanicas e costeiras. Em
regides temperadas, sua detecgdo esta relacionada com a temperatura da
agua, e o organismo nao é detectavel até que a temperatura da agua atinja
aproximadamente 19°C a 20°C. Um estudo na area do Rio Rhode, na baia de
Chesapeake (EUA), mostrou que os organismos sobrevivem em sedimentos
durante o inverno e depois sao liberados na coluna de agua onde se associam
com o zooplancton entre abril e comego de junho (KANEKO; COLWELL, 1973).
Em aguas oceaénicas, eles tendem a estar associados com moluscos (LISTON,
1973). Foi demonstrado que adsorve em particulas de quitina ou em
copépodas (KANEKO; COWELL, 1973). Ao contrario do V. parahaemolyticus,
Escherichia coli e Pseudomonas fluorescens geralmente ndo sdo encontradas
no oceano aberto e nao podem tolerar as pressdes hidrostaticas das

profundezas do oceano (SAKAZAKI, 1983).

1.3.2 Patogenicidade ao homem
Nos ultimos 30 anos, muitas espécies de Vibrio tém sido relacionadas a

doencgas tais como gastrenterites em pessoas saudaveis e septicemia em
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pacientes debilitados, sobretudo portadores cronicos de doengas hepaticas
(BARROS, 2004).

Os sintomas causados por infecgdes por V. parahaemolyticus surgem
normalmente de 4 a 96 horas apo6s a ingestdo do alimento contaminado com
um numero elevado de microrganismos (100.000 a 10.000.000) e s&o tipicos
de uma gastrenterite: diarréia, dores abdominais, nauseas, vomitos, dores de
cabega, febre (raramente) e arrepios. Duram cerca de trés dias e a evolugao
clinica da infeccdo € normalmente favoravel. Em situagcdes excepcionais foram
descritas formas mais severas da infeccdo, nomeada disenteria fulminante,
com uma sintomatologia que se assemelha a observada nos casos de célera
(SEGURANCA, 2007). Também podem ocorrer infecgbes de ferimentos por
exposi¢cao a agua do mar contaminada (MURRAY et al., 2004). A transmisséo
de infecgbes por Vibrio ocorre primariamente pela ingestdo de mariscos crus
(COOK et al., 2001).

Um surto relacionado ao consumo de ostras foi registrado no Alasca
tendo como agente causador o V. parahaemolyticus sorotipo O6:k18. Nesse
evento, 62 pessoas foram hospitalizadas, sendo que em dez, a bactéria foi
confirmada em cultura (MC LAUGHLIN et al., 2005).

Outro caso aconteceu no Rio de Janeiro, quando a presenga de V.
parahaemolyticus foi avaliada em cinquenta amostras de moluscos bivalves
marinhos compostas por quarenta ostras coletadas em quinza restaurantes da
cidade e 10 mexilhdes capturados de banco natural em Ponta de ltaipu -
Niteroi. Os resultados apontaram elevada incidéncia da bactéria em ostras

comercializadas em restaurantes (PEREIRA et al., 2004).
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A aderéncia a células epiteliais € uma importante propriedade de
viruléncia de bactérias Gram-negativas. Aparentemente, V. parahaemolyticus
produz hemaglutininas associadas a células que se correlacionam com a
aderéncia a mucosa intestinal (YAMAMOTO; YOKOTA, 1989).

Em um estudo envolvendo catorze voluntarios que ingeriram
quantidades maiores do que 10° células de V. parahaemolyticus, nenhum ficou
doente, contudo, uma sé pessoa que ingeriu, acidentalmente, cerca de
10’células de V. parahaemolyticus Kanagawa positivo (K+) apresentou
sintomatologia da doenca (SAKAZAKI, 1979). Em outro estudo, 2 x 10° a 3 x
10" células K+ produziram sintoma em voluntarios, enquanto 1.010 células de
linhagem Kanagawa negativo (K-) ndo produziram nenhum sintoma
(SAKAZAKI, 1983; TWEDT et. al, 1980). Algumas linhagens K- ja foram
associadas a surtos (BARRAW; MILLER, 1976; SAKAZAKI, 1979).

Alimentos marinhos incluindo peixes nectdnicos e crustaceos sao
altamente pereciveis devido a sua alta atividade de agua, pH neutro e presenca
de enzimas autoliticas. Assim, eles deveriam ser adequadamente preservados
através de métodos eficientes. O estabelecimento de uma estocagem
adequada em frio e um processamento bem feito aumentam a preservacao do
frescor do pescado e consequentemente sua qualidade (LIMA DOS SANTOS
et al., 1981).

Assim, o objetivo dessa pesquisa foi testar a recuperagdo de cepas de
V. parahaemolyticus inoculadas em camardes, Litopenaeus vannamei, livre de
Vibrio e incubado em diferentes temperaturas de refrigeragao: caixa isotérmica

com gelo, geladeira e freezer.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

2.1.1 Camarao

A matéria-prima utilizada como substrato para inoculagao de cepa de V.
parahaemolyticus foi o camardao marinho, Litopenaeus vannamei, obtido na
feira de pescado da Praia do Mucuripe, Fortaleza-Ceara, que era transportado
até o Laboratério de Microbiologia do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR)
para entdo se proceder o experimento.

No periodo de outubro de 2005 a marco de 2006 foram realizadas seis
repeticdes, utilizando-se sempre camarao marinho com carapaca e cabeca,

sendo cada lote de 1.500 g.

2.1.2 Cepa de Vibrio parahaemolyticus usada na infeccao dos camaroes

A cepa de V. parahaemolyticus sorotipo K 15, utilizada neste
experimento, foi cedida pela FIOCRUZ, Rio de Janeiro e foi isolada de um surto
de gastrenterite acontecido em Cascavel - CE em 1975 (HOFER, 1983). A
cepa era conservada em agar-tripticase-soja (TSA-Difco) 3% de NaCl e

estocada em estufa B.O.D.
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2.1.3 Tratamento da cepa

Com o intuito de se inocular um grande numero de células, a cepa de V.
parahaemolyticus, mantida em TSA 3% de NaCl, era renovada a cada 24
horas. Desse crescimento tirava-se um indculo e repicava-se em 150 mL de
caldo triptona-soja (TSB) 3% e incubava-se por 24 horas a 37°C. Decorrido
esse tempo, os 150 mL do meio eram transferidos para erlenmeyer contendo

1.350 mL de TSB 3% de NaCl para que o indculo fosse aumentado.

2.1.4 Experimento piloto

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

A cultura de V. parahaemolyticus (em 150 mL TSB 3%) era diluida em
um béquer de 2.500 mL contendo 1.350 mL de TSB 3%. O camarao (1.500 g),
previamente limpo, ficava em contato por cinco minutos com a diluicdo de TSB
3%. Depois de se retirar uma aliquota de 25 g (tempo zero), o restante era
colocado em contato com agua fervente sendo recolhidos 25 g do camaréo a
cada cinco minutos, até os 20 minutos, para serem homogeneizados em salina
3% estéril e diluidos até 10°. Depois eram entdo plaqueados em agar
tiossulfato-citrato-bile-sacarose (TCBS - Difco) e essa operagao foi repetida até
que se soubesse qual o tempo ideal para que nao fosse recuperada mais

nenhuma célula de V. parahaemolyticus. S6 assim poder-se-ia novamente
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infectar os camardes tendo-se a certeza de que nenhum V. parahaemolyticus
(natural da microbiota do camaréo) interferisse nos resultados. Foram estriadas
placas de TCBS antes (controle positivo) e depois da eliminagdo dos vibrios

pelo calor em temperatura previamente testada (Figura 1).
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3% de NaCl
24h / 35°C
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FIGURA 1 — Esquema da contaminagdao dos camarbes e determinacdao do
tempo ideal para eliminagao das cepas de Vibrio parahaemolyticus inoculadas
nos camardes Litopenaeus vannamei — Experimento piloto.
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2.1.5 Tratamento dos camaroées

As amostras constavam de 1.500 g de camarao marinho, as quais eram
separadas de contaminantes macroscopicos, sendo posteriormente lavadas
por duas vezes com agua destilada para a remogao de sujidades. Objetivando
eliminar as bactérias da sua microbiota de origem, o0 camarao era imerso em
agua fervente por cinco minutos (tempo ja confirmado como ideal para eliminar
a microbiota contaminante).

Para se confirmar a eliminagdo da microbiota, uma aliquota de 25 g era
homogeneizada em 225 mL de solugdo salina 3% de NaCl estéril e feitas
diluictes até 10 °. Procedia-se o plaqueamento nos meios de TCBS usando-se
técnicas de espalhamento para se testar a presenca de bactérias sacarose
negativa em paralelo ao experimento. As placas eram entao incubadas por 24
horas, a 35°C em estufa. Apds esse tempo era observado se havia crescimento

de alguma coldnia nas placas.

2.1.6 Contaminagao dos camarodes

A cultura de V. parahaemolyticus em 150 mL TSB 3% era diluida em
béquer de 2.500 mL contendo 1.350 mL de TSB 3%.

O camarao, ja livre de microrganismos, era artificialmente contaminado
por contacto durante cinco minutos com essa cultura. Apds esse tempo eram
feitas diluicdes do caldo TSB 3% contaminado e tomado 0,1 mL que era entao
inoculado em placas de TCBS para quantificacido das Unidades Formadoras de

Colbnias (UFC) de V. parahaemolyticus usadas na contaminagdo do camargo.
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Esta era a contagem do inéculo e, sua quantificacdo era feita através do
método de Contagem Padrao em Placas (CPP).

Ao final da contaminagdo, a amostra de camardo era dividida em
quarenta fragdes de 25 g cada, sendo uma dessas fragées, Tempo Zero (T. 0),
também homogeneizada e nela procedia-se a contagem dos vibrios do tempo
inicial, feita através do método de CPP. As outras 39 fracbes eram
acondicionadas em placas de Petri esterilizadas, envolvidas com papel filme e
divididas em trés lotes. Cada lote era estocado em trés diferentes
temperaturas: treze lotes eram estocados em caixa isotérmica com gelo, em
temperaturas que variaram entre -1°C e 13°C, suspensos em estantes para
evitar a entrada de gelo derretido nas placas de Petri (0o gelo era reposto a
cada 24 horas), treze em geladeira a 11°C e treze em freezer a -21°C (Figura

2).
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FIGURA 2 — Esquema para contaminagédo dos camardes com Vibrio parahaemolyticus
quantificagdo do indculo inicial e preparagdo dos lotes para armazenagem nas trés

diferentes temperaturas (-1 a 13°C, 11°C e -21°C).
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2.1.7 Resisténcia de Vibrio parahaemolyticus em temperatura de caixa

isotérmica com gelo, geladeira e freezer

2.1.7.1 Preparagcao do homogenato e inoculagao das placas de plate count
agar e de agar tiossulfato citrato-bile-sacarose

Diariamente uma amostra de cada lote era retirada para ser analisada.
As amostras eram homogeneizadas em 225 mL de solugéo salina 3% de NaCl
por um minuto. Eram feitas diluicdes sucessivas até 107 e inoculadas em meio
de TCBS e até 10™'° e inoculadas em meio plate count agar (PCA) e aliquotas
de 0,2 e de 1,0 mL, eram plaqueadas em duplicata, respectivamente. As placas
eram incubadas por 18 a 24 horas a 35°C quando entdo eram lidos os
resultados. As placas escolhidas eram sempre aquelas que apresentavam
numero de colbnias entre 25 e 250. Todas as contagens eram acompanhadas
por uma placa-controle plaqueada com V. parahaemolyticus, tanto em meio de
PCA, como em TCBS, incubadas por 24 e 18 h, respectivamente, a 35°C

(Figura 3).
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FIGURA 3 - Esquema para quantificagdo de Vibrio parahaemolyticus em meio

de agar tiossulfato-citrato-bile-sacarose (TCBS) e
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2.1.8 Andlise estatistica

A analise estatistica da influéncia da refrigeracéo produzida por caixa
isotérmica com gelo, geladeira e freezer (definidos como tratamentos) sobre os
valores da UFC/g de V. parahaemolyticus, nas condi¢des de TCBS e PCA, foi
realizada com trés objetivos.

1 - Comparar a eficiéncia dos tratamentos na redug¢ao da UFC/g

2 - Comparar a taxa relativa de redugao da UFC/g em fungéo do tempo
de atuacgao dos tratamentos

3 - Estimar o valor do intervalo de tempo necessario para anular a

contaminacgao por V. parahaemolyticus.

2.1.8.1 Comparacao da eficiéncia dos tratamentos na redugao da UFC/g

Esta analise foi realizada em duas etapas: (a) avaliar a significancia da
aceitagao ou rejeicdo da hipdétese de nulidade de que os trés tratamentos n&o
influenciam o valor de UFC/g, para um nivel o = 0,05; (b) fazer a comparagéao
binaria dos tratamentos para decidir quais sao estatisticamente diferentes entre
si, através do Teste de Dunn.

O teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis, representado pela variavel
padronizada H, tem distribuicdo aproximadamente igual a do Xz, com zona de
rejeicdo unilateral e numero de graus de liberdade, GL = k — 1, sendo k = 3,

com base na respectiva tabela de distribuicédo tedrica.
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A formula de calculo da estatistica H é a seguinte:

12 KRi?
(N(N+1)iz nj }_3(’\'”)

H = (1)
p 27
N3 -N

onde:

k = numero de tratamentos;

n; = numero de repetigdes no tratamento j;

N = numero total de observacgdes;

R; = soma dos postos no tratamento j;

T=t-t;

t = numero de observacdes em cada grupo de escores empatados;

>T = somatério de todos os grupos com escores empatados.

Para aplicagao desse teste, foi adotado o seguinte procedimento:
¢ Os valores de UFC/g (escore), para cada tratamento (caixa isotérmica com
gelo, geladeira, freezer), foram ordenados em escala crescente, aos quais
foram atribuidos postos desde 1 até um valor maximo correspondente ao ultimo
dado da série ordinal.
e O valor de R?n; foi calculado para cada tratamento i, cujo somatério [X
(R?/n;)] foi introduzido na Equacgao 1.
e Em caso de repeticdo do escore, foi calculada a média dos numeros dos
postos correspondentes aos valores iguais, passando esta a representar a
posigao dos postos originais.

O Teste de Dunn, representado pela variavel padronizada Q, tem

distribuicdo aproximadamente igual a do Xz’ com zona de rejeigao unilateral e
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numero de graus de liberdade, GL = k — 1, sendo k = numero de tratamentos
consecutivos; portanto, GL =2 - 1 = 1, para um nivel de significancia a. = 0,05.
A férmula de calculo da estatistica Q é a seguinte:

_Ri-Fj
SE

R

(2)

A estimacédo do erro padrao da diferenga entre médias (SE) é feita

através da seguinte equacao:

e [H ST

12 12(N-1)ni nj
onde:
R; = somatério dos postos no tratamento i;
Ri = Ri/n;;
R; = somatdrio dos postos no tratamento consecutivo j;
Ri = Ri/n;;
n; = numero de observag¢des no tratamento j;
n; = numero de observagdes no tratamento i;
N = numero total de observacodes.
Se a hipotese de nulidade do Teste de Kruskal-Wallis tiver sido rejeitada,
designando diferenca estatisticamente significante entre os valores de UFC/g,
as médias dos somatdrios dos postos ( R ) em cada tratamento passam a ser

comparadas consecutivamente, duas a duas, no caso, caixa isotérmica com

gelo x geladeira, caixa isotérmica com gelo x freezer e geladeira x freezer.
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2.1.8.2 Comparacgao da taxa relativa de redugao da UFC/g em fun¢ao do
tempo de atuagao dos tratamentos
A taxa relativa de redugdo da UFC/g de V. parahaemolyticus foi

estimada como o coeficiente angular da regressao do tipo:

% =a-bX (4)
onde,
Y =log,,UFC/g
Y =log1o UFC/g;

X = tempo de atuagao dos tratamentos, em dias.

Como base para o uso desse modelo, a existéncia de correlagao
estatisticamente significante entre as variaveis foi testada pelo coeficiente de
correlagao, r para um nivel o = 0,05. Os valores da taxa relativa de redugao da
UFC/g, estimada como o coeficiente angular (b) da regressdao foram
comparados, dois a dois para os trés tratamentos, portanto, caixa isotérmica
com gelo x geladeira, caixa isotérmica com gelo x freezer e geladeira x freezer,
de acordo com as seguintes hipdteses, as notagdes 1 e 2 designando os dois
tratamentos sob teste, em sequéncia:

Hipotese Hy: by = by
Hipotese Ha: b= by
A férmula de calculo da variavel padronizada t € a seguinte:

t:m (5)

S(b,-b,)
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sendo,

\/(Szyx)p (Szyx)p
S(b1-b2) =

(Szyx) _ (SQresidual )1 + (SQresidual )2
P (GLresidual )1 + (GLresidual )2

(7)

2.1.8.3 Estimacao do valor do intervalo de tempo necessario para anular a
contaminacao por Vibrio parahaemolyticus

O valor do intervalo de tempo necessario para anular a contaminacao
por V. parahaemolyticus foi estimado fazendo-se Y/X = 0 na Equagao 4:
0 = a - bX, de modo que,
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento piloto realizado para determinar a eficiéncia da
eliminagcdo da microbiota dos camardes através de tratamento térmico, foi
possivel constatar, através de plaqueamento em meio agar TCBS, que
nenhuma célula de Vibrio permaneceu viavel apds a exposi¢cao dos crustaceos
a agua fervente por cinco minutos. A partir dai, ficou decidido que esse seria 0
tempo de exposicdo das células de V. parahaemolyticus a ser usado no
experimento-problema. Ter-se—ia entdo certeza de que o inéculo do Vibrio
infectante, usado no experimento, seria conhecido, uma vez que nenhuma
célula de Vibrio precontaminante do camarao marinho estaria presente.

Os resultados das contagens em TCBS e em PCA, de V.
parahaemolyticus dos homogenatos de camardo estocados em diferentes
temperaturas: em caixa isotérmica com gelo (-1 a 13°C), na geladeira (11°C) e
no freezer (-21°C), por um periodo continuo de dez dias, e nos 15°, 20° e 25°
dias estao expressos nas Tabelas 1 e 2 (valores logaritimizados) e nas Figuras

4eb.
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TABELA 1 — Resultados logaritmizados das contagens de Vibrio parahaemolyticus (UFC/g) em agar tiossulfato citrato-bile
sacarose preparado com camardes Litopenaeus vannamei estocados as temperaturas de caixa isotérmica com gelo (-1 a

13°C), geladeira (11°C) e freezer (-21°C) por um periodo continuo de dez dias, e nos 15°, 20° e 25° dias.

Vibrio parahaemolyticus (UFC/Q)

Caixa Isotérmica com gelo Geladeira Freezer
Dias|R1 R2 R3 R4 R5 R6 R1 R2 R3 R4 R5 R6 R1 R2 R3 R4 R5 R6
TO |55 67 47 47 77 7.8 55 6,7 47 48 78 7.8 55 6,7 47 48 78 78
1 178 90 76 92 96 87 49 78 58 53 74 69 47 52 37 44 52 7.1
2 |77 90 92 97 98 80 51 58 59 61 93 6,0 41 37 45 37 52 57
3 /75 93 90 10,0 10,6 83 60 71 65 74 88 5.1 37 35 38 27 37 42
4 |76 91 98 91 102 91 57 56 48 64 81 47 35 35 27 0 47 46
5 |71 70 89 77 86 74 54 71 6,0 54 7,0 38 2,7 40 27 43 3,7
6 |67 79 78 80 95 76 43 62 65 43 72 42 30 27 0 42 44
7 |79 72 75 80 85 76 43 54 59 56 64 54 2,7 2,7 35 42
8 |70 47 92 85 96 93 42 69 72 38 74 47 0 O 0 34
9 |50 58 74 79 88 74 45 64 69 0 74 37 0
10 |47 55 75 68 72 50 37 54 53 4,7 3,9
15 | 0 52 64 0 60 O 34 44 47 45 35
20 0 0 0 27 0 42 41 0
25 0 0 0

T.0:Tempo Zero
R: Repeticado
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FIGURA 4 - Contagens de Vibrio parahaemolyticus em agar tiossulfato citrato-
bile sacarose, a partir do homogenato preparado com camardes, Litopenaeus
vannamei, estocados em diferentes temperaturas (-1 a 13°C(a), 11°C(b) e -
21°C(c)) por um periodo continuo de dez dias, e nos 15° 20° e 25° dias.
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Analisando-se a Tabela 1 e a Figura 4, observam-se oscilagdes nas contagens
das UFC de V. parahaemolyticus na incubagcdo dos camarbes em caixa
isotérmica com gelo, que podem ser atribuidas as variagdes na temperatura do
sistema, com o decorrer das horas, pelo derretimento do gelo. Outro fator que
pode ter influenciado na multiplicacao inicial do indculo na temperatura de caixa
isotérmica com gelo, era o fato de que a cada 24 horas o sistema era aberto
para que se retirasse a amostra e se completasse o gelo, 0 que aumentava
sobremaneira a temperatura do ambiente, favorecendo a multiplicagdo das
células que por acaso ainda estivessem viaveis. Até o proprio inéculo poderia
ter sido um fator de erro uma vez que nao se tem certeza se ele estaria ou nao
na fase logaritimica de crescimento. O mesmo raciocinio pode ser usado para
estocagem dos camardes em geladeira. No entanto, neste caso, os
experimentos 2, 3 e 4 tiveram um ligeiro aumento em relagéo ao inéculo.

O fato das bactérias adaptadas ao frio crescerem em temperaturas de
resfriamento e congelamento com crescimento equivalente ou muito menor que
o de mesdfilas significa que elas devem conter proteinas (enzimas) adaptadas
para funcionar em baixas temperaturas (RUSSELL, 2002).

A mesma observacéo foi feita por Gooch et al. (2002) que ao analisarem
o tempo de geragdo de V. parahaemolyticus em amostras refrigeradas de
ostras, verificaram um elevado aumento de células apdés 24 horas de
refrigeragdo, com uma diminuigao apos 14 dias de armazenagem.

Segundo Panoff et al. (1994) quando culturas séo transferidas de 30°C

para 10°C, a taxa de crescimento € reduzida. O crescimento continua a baixas
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taxas, mas alcanga o maximo de densidade o6tica apds 25 horas, momento que
a sobrevivéncia é maior.

Somente as incubagbes do homogenato em freezer, nos seis
experimentos, tiveram seu inéculo reduzido desde o Tempo Zero a, no maximo,
nove dias, quando contados em TCBS. Observa-se que o experimento 4, na
estocagem de freezer, teve ja no 3° dia, um percentual de redugao de 99,16.
Por outro lado, foram necessarios sete dias para que ocorresse uma reducao
de 99,99% no experimento 5 e oito dias, no 6. Este fato pode ser atribuido as
diferencas entre tamanho de in6culos uma vez que apesar de ter sido usada,
sempre, a mesma cepa e o mesmo diametro de algca de niquel cromo, quando
medidos por CPP em meio TCBS, esses indculos variaram nas suas contagens
(Tabela 1). Segundo Vieira (2004), o método da Contagem Padrdo em Placas
(CPP) estima o numero de células viaveis contido em um alimento qualquer.
Entretanto, € um método passivel de erros, uma vez que células estressadas
podem n&o se desenvolver no meio, mesmo estando presentes no alimento.

Segundo Russell (2002), a estocagem de alimentos processados em
baixas temperaturas, reduz as taxas metabdlicas dos microrganismos
infectantes desse alimento e, consequentemente, a sua habilidade de
sobrevivéncia e de multiplicagéo.

Cowell e Huqg (1994); Ravel et al. (1995); Kell et al. (1998), estudando a
resposta a tolerancia do V. cholerae O1 a baixa temperatura verificaram que
algumas células em cultura podem ser recuperadas do estado de laténcia com
baixa atividade metabdlica celular a fim de competir na temperatura de 5°C,

abaixo do 6timo de crescimento (35°C). V. parahaemolyticus também tem um
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6timo de temperatura entre 35°C e 37°C (BEUCHAT, 1982) e tal raciocinio
também pode ser aplicado nesse caso.

Burnham (2006) mostrou que varias cepas de V. wulnificus e V.
parahaemolyticus crescidas em TSB possuem diferengas significativas no
crescimento e sobrevivéncia quando estocadas a 5°C, 8°C ou 10°C por 10
dias. Cepas de V. wulnificus estariam em estado viavel mas nao cultivavel
quando transferidas de 37°C para 5 ou 8°C enquanto que, a maioria poderia
crescer a 10°C. Cepas de V. parahaemolyticus sobreviveram, mas nao
cresceram quando transferidas de 37°C para 5°C, mas cresceram durante o
armazenamento em 8°C ou 10°C.

As tabelas 1 e 2 e figuras 4 e 5, quando comparadas, mostram que a
reducdo nas UFC de V. parahaemolyticus das placas de TCBS, em freezer, &
mais rapida do que em PCA. Levanta-se a hipétése de que o meio agar PCA,
sendo ndo seletivo, favoreceria o crescimento de algumas outras bactérias
presentes no camardo e que teriam resistido a fervura. E importante frisar que
o TCBS é seletivo para vibrios, enquanto o agar PCA é favoravel ao
crescimento de todas as bactérias sendo muito menos impediente que o TCBS,
razao porque os numeros de UFC/g em placas de PCA sao bem mais elevados
do que aqueles encontrados em contagens de TCBS.

E possivel se verificar nas Tabelas 1 e 2 e nas Figuras 4 e 5 que houve,
no geral, pequenos aumentos nas contagens de UFC/ g de V.
parahaemolyticus no meio em TCBS e pequenas quedas em PCA durante
alguns dias, nas temperaturas de incubagdo em caixa isotérmica com gelo e

em geladeira, 0 mesmo n&o acontecendo nas temperaturas de freezer.
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Mesmo em PCA, as contagens em freezer tenderam sempre a diminuir,
o0 que atesta o efeito deletério do frio a células bacterianas. A Unica diferenca
apresentada pelos diferentes experimentos foi qudo mais rapido o inéculo
inicial foi zerado.

A mesma observagao foi feita por Lamprecht (1980) que, trabalhando
com caudas de lagosta inoculadas com V. parahaemolyticus e estocadas em -
16°C, constatou que dependendo do indculo inicial, se pouco ou muito, a

bactéria resistiria de uma semana a trés meses.
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TABELA 2 — Resultados logaritmizados das contagens de Vibrio parahaemolyticus (UFC/g) em plate count agar a partir do

homogenato preparado com camardes Litopenaeus vannamei estocados as temperaturas de caixa isotérmica com gelo (-1 a

13°C), geladeira (11°C) e freezer (-21°C) por um periodo continuo de dez dias, e nos 15°, 20° e 25° dias.

Vibrio parahaemolyticus (UFC/Q)

Caixa Isotérmica com gelo Geladeira Freezer
Dias|R1 R2 R3 R4 R5 R6 R1 R2 R3 R4 R5 R6 R1 R2 R3 R4 R5 R6
TO0 |66 7,31 47 55 7,8 8,0 66 73 47 55 7,8 8,0 66 73 47 55 78 8,0
1 88 10,0 84 90 96 98 63 89 66 90 93 7,0 48 59 45 3,7 53 6,1
2 |76 104 97 91 92 79 58 96 74 91 89 64 47 59 40 26 4,7 64
3 83 11,2 97 80 10,0 8,3 50 97 69 80 8,7 61 43 6,9 31 31 43 47
4 |86 112 10,7 91 98 97 67 87 78 91 81 77 52 69 30 29 47 48
5 199 109 10,7 71 7,7 84 82 107 79 71 68 73 48 56 27 - 47 48
6 [10,7 11,7 11,7 91 89 86 72 104 87 86 7,1 81 40 50 23 44 43
7 10,2 12,0 9,0 97 84 97 91 116 97 97 79 74 34 46 - 37 39
8 (10,3 12,7 9,7 8,7 95 10,1 85 10,7 9,0 87 94 87 2,7 3,7 34 3,3
9 |90 125 107 89 92 117 9,2 11,7 93 87 92 97 - - - 29
10 |98 11,9 10,7 9,7 10,7 12,6 91 11,5 94 - 10,7 93 -
15 (10,1 12,9 9,1 10,1 11,7 11,7 9,4 10,8 8,4 11,5 10,1
20 | - 11,1 90 - 11,7 - 10,0 10,4 8,2 1,7 97
25 - - - 93 - 76 11,6 -

T.0:Tempo Zero
R: Repeticéo
- . Auséncia de dados
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FIGURA 5 - Contagens de Vibrio parahaemolyticus em plate count agar, a
partir do homogenato preparado com camardes, Litopenaeus vannamei,
estocados em diferentes temperaturas (-1 a 13°C(a), 11°C(b) e -21°C(c)) por

um periodo continuo de dez dias, e nos 152 20° e 25° dias.
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Quando a estocagem dos camardes foi feita em caixa isotérmica com
gelo e as contagens em PCA, todos os inéculos iniciais aumentaram. E valido o
mesmo raciocinio empregado anteriormente para as contagens de V.
parahaemolyticus em TCBS. Provavelmente, o indculo estaria na fase
logaritimica e/ou houve condigdes de temperatura para as células viaveis
crescerem. As células mesodfilas, que nao os vibrios, se houvesse resistido ao
calor, provavelmente poderiam ter se multiplicado, fato que explicaria o
decaimento das células de V. parahaemolyticus até zero quando ainda havia
crescimento de coldnias no PCA (Tabela 2, Figura 4).

Quando os camardes foram estocados em geladeira e 0 homogenato foi
contado em PCA, quatro repeti¢cdes: 2, 3, 4 e 5 aumentaram na segunda
contagem e depois decresceram com algumas oscilagdes entre o quinto e o
vigésimo dia. Mesmo as outras repeti¢cdes (1 e 6) que nado tiveram um aumento
no segundo dia, que corresponde ao dia 1, mais tarde, quase no final dos
repeticoes também apresentaram este fato. Provavelmente, isto deveu-se ao
fato de que alguma célula mesdfila que houvesse resistido ao calor, teria se
adaptado ao frio do ambiente e se multiplicado.

Ratificando essa idéia, Campbell; Williams (1952) relataram que a
contagem bacteriana de camardes da Costa do Golfo estocados em gelo, caiu
nos quatro primeiros dias devido ao declinio de bactérias mesédfilas em
temperaturas baixas, aumentando gradualmente até o fim da estocagem.

A maior reducdo nos valores das células viaveis, tanto em meio de

TCBS quanto em PCA, ocorreu durante a estocagem em freezer (-21°C).
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Na Figura 5c observa-se que o indculo em PCA nao chegou a zero. Isto
deveu-se ao fato de que o objetivo era zerar a recuperacdo de V.
parahaemolyticus, o que foi feito em TCBS em tempos diferentes. Téo logo
esse fato aconteceu, o experimento foi encerrado. Células diferentes de Vibrio
podem ter permanecido viaveis além de nove dias, o tempo mais demorado
para a inviabilidade das células de V. parahaemolyticus em meio TCBS.

Os valores do intervalo de tempo (média das seis repeticoes)
necessarios para anular (em termos de contagem de coldnias cultivaveis) a
contaminacgao por V. parahaemolyticus foram os seguintes, para as células de
V. parahaemolyticus crescidos em TCBS: (a) caixa isotérmica com gelo = 11,4
dias; (b) geladeira = 14,5 dias; (c) freezer = 7,0 dias. Esses dados mostram que
o tempo necessario para anular a contaminagdo por V. parahaemolyticus
decresce em funcéo das estocagens: geladeira > caixa isotérmica com gelo >
freezer.

A Conferéncia Interestadual de Sanitizacdo de Moluscos realizada em
Washington, D.C. (EUA), adotou um plano de controle, que requer refrigeracao
(<7,2°C) de ostras na Costa do Golfo com no maximo de 10-14 horas apos a
colheita (NSSP, 1997). Esta estratégia foi recomendada tendo por base de
estudos a restricdo no crescimento de V. wulnificus quando exposto a
temperaturas baixas (<7,2°C) (BAKER et al., 1997; OLIVER, 1995).

Na presente pesquisa, a redugdo de temperatura na estocagem se
mostrou eficiente para diminuir a carga bacteriana e até deixar as células
viaveis mas nao cultivaveis V. parahaemolyticus contaminantes de camardes

marinhos.
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Na Tabela 3 estdo os dados relativos aos resultados obtidos com o teste
de Dunn, para as comparagbes da eficiéncia, duas a duas, entre os
tratamentos caixa isotérmica com gelo, geladeira e freezer, na eliminagao do V.

parahaemolyticus.

TABELA 3 — Resultados obtidos com o teste de Dunn, para as comparacgdes
da eficiéncia, duas a duas, entre os tratamentos caixa isotérmica com gelo,
geladeira e freezers na eliminagcdo do Vibrio parahaemolyticus de camardes,

Litopenaeus vannamei, estocados em diferentes temperaturas.

Tratamento Postos R SE Ri-Rj Valor de Q

TCBS
Gelo 9.453,5 137,0 6,880 56,292 8,182**
Geladeira 5.811,5 80,7
Gelo 9.453,5 137,0 6,306 96,193 15,253**
Freezer 1.755,0 40,8
Geladeira 5.811,5 80,7 6,423 39,901 6,212*
Freezer 1.755,0 40,8

PCA

Gelo 10.514,5 140,2 7,165 32,572 4,546*
Geladeira 8.394,5 107,6
Gelo 10.514,5 140,2 6,599 111,306 16,867**
Freezer 1.415,5 28,9
Geladeira 8.394,5 107,6 6,707 78,734 11,739**
Freezer 1.415,5 28,9

Observacgao: * = significante ao nivel a. = 0,05; ** = significante ao nivel o = 0,01.

A analise estatistica de discriminacédo dos tratamentos, comparados dois
a dois, através do Teste de Dunn, produziu os seguintes resultados:

Condicédo de crescimento da bactéria em meio TCBS - (a) caixa

isotérmica com gelo x geladeira: Ri=137,0; Rj =80,7; Q = 8,182 (P < 0,01);
(b) caixa isotérmica com gelo x freezer: Ri = 137,0; Rj = 40,8; Q = 15,253 (P

< 0,01); (c) geladeira x freezer: Ri =80,7; Rj =40,8; Q=6,212 (P < 0,01).
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Condicdo de crescimento da bactéria _em meio PCA - (a) caixa

isotérmica com gelo x geladeira: Ri = 140,2; Rj = 107,6; Q = 4,546 (P <
0,05); (b) caixa isotérmica com gelo x freezer: Ri = 140,2; Rj = 28,9; Q =
16,867 (P < 0,01); (c) geladeira x freezer: Ri = 107,6; Rj = 28,9; Q = 11,739
(P <0,01).

Portanto, o poder de eliminacdo da bactéria pelos tratamentos se
apresentou com a seguinte ordem decrescente: freezer > geladeira > caixa
isotérmica com gelo.

Na Tabela 4 pode-se verificar os dados relativos aos resultados obtidos
com o teste t, para as comparagdes, duas a duas, da taxa de decréscimo (b) da
UFC/g de V. parahaemolyticus em fungao do tempo, entre os tratamentos caixa

isotérmica com gelo, geladeira e freezer, para a condigcdo de crescimento da

bactéria em meio TCBS.

TABELA 4 — Resultados obtidos com o teste t, para as comparacdes, duas a
duas, da taxa de decréscimo (b) da UFC/g de Vibrio parahaemolyticus
inoculados em camarao, Litopenaeus vannamei, em fungao do tempo, entre os
tratamentos caixa isotérmica com gelo, geladeira e freezer, para a condicéo de
crescimento da bactéria em meio agar tiossulfato-citrato-bile-sacarose (TCBS).

Tratamento S,y (Szyx )p S(o, b,) b;—b, | Valordet
Gelo 164,5 1,7441 0,1257 0,2174 1,729 ns
Geladeira 335,0
Gelo 164,5 1,6283 0,2206 0,0245 0,112 ns
Freezer 42,0
Geladeira 335,0 1,1620 0,1764 0,2419 1,375 ns
Freezer 42,0

Observagédo: ns = nao-significante ao nivel a = 0,05.
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A taxa relativa de redugéo da UFC/g, comparada duas a duas através do
coeficiente angular das respectivas equagdes de regressdes, para os trés
tratamentos, nas condigbes de TCBS e PCA, apresentou os seguintes
resultados:

Condicdo de crescimento da bactéria _em meio TCBS - (a) caixa

isotérmica com gelo x geladeira: t = 1,729; P > 0,05; (b) caixa isotérmica com
gelo x freezer: t = 0,112; P > 0,05; (c) geladeira x freezer: t = 1,375; P > 0,05.

Condicado de crescimento da bactéria em meio de PCA - (a) gelo x

geladeira: t = 1,010; P > 0,05; (b) gelo x freezer: t = 0,708; P > 0,05; (c)
geladeira x freezer: t = 1,484; P > 0,05.

Tendo em vista que a hipétese de nulidade foi aceita em todas as
comparagdes, conclui-se que a UFC/g de V. parahaemolyticus apresentou
tendéncia de decréscimo em fungao do tempo de exposicdo aos tratamentos,
mas apenas para a condicdo de crescimento da bactéria em meio TCBS. No
entanto, para a condi¢cdo de crescimento da bactéria em meio PCA, néo foi
possivel realizar a analise estatistica ja que ndo se registrou tendéncia de

decréscimo dos valores de UFC/g em fungéo do tempo.
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4. Conclusao

Todas as trés temperaturas foram eficientes na redugdo de células
viaveis de V. parahaemolyticus. O frio gerado por gelo, geladeira ou freezer
inibe o crescimento dessa bactéria em camardes, sendo a temperatura do
freezer, a mais eficiente na redugao dessa espécie bacteriana em camardes.

Recomenda-se que os camarbes comercializados sejam congelados
uma vez que esta é a metodologia, na cadeia do frio, mais eficiente no combate

ao V. parahaemolyticus, bactéria comum em pescados de aguas marinhas.
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