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Enumeração e identificação de Vibrio parahaemolyticus 
em lulas frescas comercializadas no município de 

Niterói RJ Brasil 

(Enumeration and identification of Vibrio parahaemolyticus in fresh squids · 
commercialized at Niterói, Rio de Janeiro State, Brazil) 
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Resumo 
Com o objetivo de verificar as condições higiênico-sani­

tárias do pescado comercializado no município de Niterói, 
efetuou-se um estudo sobre a enumeração e identificação 
de Víbrío parahaemo!ytícus em lulas frescas. Foram utiliza­
das 50 amostras de lulas frescas, identificadas como per­
tencentes à espécie Oorytheutís brasílíensís Blainville, 1823. 
A identificação e enumeração do V. parahaemolytícus fo­
ram baseadas nos métodos descritos pela lnternational 
Commission on Microbiological Specifications for Foods -
ICMS F (1983). A classificação de Heiberg (1936) foi utiliza­
da como teste complementar. O V. parahaemolytícus foi iden­
tificado em três (6%) amostras, sendo que, em uma o vi brio 
se desenvolveu em meio com concentração salina a 1 0%, 
na prova de halofilismo. O V. parahaemolytícus apresentou 
os NMPs (Número Mais Provável) com média de 19,3.bac­
térias/g. As três amostras de V. parahaemolytícus submeti­
das à classificação de Heiberg apresentaram perfil com­
patíVel com o grupo VIl (Sacarose ~, Manose + e Arabinose +). 
Concluiu-se que, mesmo sob comercialização inadequa­
da, com manipulação e resfriamento precários, as amos­
tras analisadas apresentaram o V. parahaemolytícus com fre­
qüências e NMPs baixos. 

Palavras-chave: Vibrios marinhos, Vibrio parahaemolyticus 

Introdução 
O primeiro isolamento do Víbrío parahaemolytícus foi efe­

tuado por Fungino et a!., em 1951 , no Japão, em material 
de necrópsia de um surto de gastrenterite que envolveu 
272 pessoas, com 20 óbitos. Este agente foi também isola­
do de amostras de "shirasu" (sardinhas jovens semi-
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dessecadas e cozidas), considerado o veículo da 
toxinfecção. . 

O V. parahaemolytícus é uma bactéria Gram negati­
va, em forma de bastão curto, exibindo pleomorfismo, 
em que são freqüentes as formas curvas e éocóides 
(Bartley e Slanetz, 1971; Vanderzant e Nickelson, 1972; 
Nelson e Potter, 1976). É móvel, apresentando somente 
flagelo polar quando em meio líquido. É anaeróbio fa­
cultativo (Fishbein e Wentz, 1973; Nelson e Potter, 1976), 
mostrando tendência à coloração bipolar (Wanderzant e 
Nickelson, 1972), e desenvolvendo-se melhor em pH 
alcalino entre 7,5 e 8,5 e temperaturas entre 35 e 37°C 
(Sakazaki et a!., 1963). É um microrganismo halofílico, 
necessitando para o seu isolamento e identificação o 
mínimo de um por cento de.NaCI (Johnson etal., 1971). 
Distribui-se amplamente no ambiente marinho, principal­
mente em águas costeiras e estuarinas temperadas 
(Covert e Woodburn, 1972; Thompson et a!., 1976; 
Kaysner, 1981; Shinoda et a!., 1983). 

No Japão, de todas as possíveis causas de surtos de 
· gastrenterites, o V. parahaemolytícus tem sido responsabili­
zado pela maioria dos casos (Sakazaki et a!., 1963; Fishbein 
e Wentz, 1973). Somente durante o período de 1952 a 1955, 
ocorreram neste país, segundo Kawabata et a/. (1957), 866 
surtos de toxinfecções alimentares envolvendo aproxima­
damente 5.000 pessoas. Destas, 758 tinham como veículo 
a ingestão de cefalópodes. As características 
epidemiológicas, na maioria dos casos, apontavam o v. 
oarahaemolytícus como agente nosológico. Zen-Yoji et a!. 
(1965), constataram que, de 2.073 pacientes com 
toxinfecções alimentares, 606 (29,2%) eram devido ao V. 
oarahaemolytícus. 
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A presença e o desenvolvimento sazonal do V 
oarahaemolytícus em água e pescado marinhos são sem­
pre um risco potencial para a Saúde Pública. Quantidades 
relativamente baixas, em torno de 11.000 bactérias/g de 
amostra, podem dar início à toxinfecção (Thompson Jr. et 
ai., 1976). 

Esta pesquisa tem por objetivo a enumeração e 
indentificação do V parahaemolytícus, para maior conheci­
mento das características microbiológicas relacionadas com 
o estado higiênico-sanitário do pescado comercializado no 
município de Niterói (Rio de Janeiro). 

Material e Métodos 
No experimento foram utilizadas 50 amóstras de lulas 

frescas, obtidas no mercado ·varejista do município de 
Niterói-RJ, no período de março a dezembro de 1988. Es­
tas eram colocadas em sacos plásticos pelos próprios ven­
dedores, com a finalidade de retratar as características re­
ais do produto oferecido ao consumidor, e imediatamente 
levadas em isopor com gelo para o Laboratório de Controle 
Microbiológico de Produtos de Origem Animal da Faculda­
de de Veterinária da Universidade Federal Fluminense (UFF). 
Com os cuidados normais de assepsia, as partes comestí­
veis (manto e tentáculos) eram fragmentadas e, a seguir, 
homogeneizadas em liquidificador, por dois minutos, em 
rotação média. 

Para a enumeração e identificação do V parahae­
molytícus, tomou-se como base a metodologia prescrita pela 
lnternational Commission on Microbiological Specifications 
for Foods (ICMSF) de 1983, com algumas modificações, 
descritas a seguir: 

a) Usou-se para o Número Mais Próvavel (NMP) o meio 
GSTB (Akiyama e Takizawa, 1963, segundo Barros, 1977) 
ao invés de caldo polimixina. 

b) Na prova de Voges-Proskauer foi usada a temperatu­
ra de 35-3JCC/24-48 horas, segundo MacFaddin (1985), ao 
invés de 27-29°/18 horas. 

c) Na formulação do GSTB usou-se o Tween 80 (Merck. 
Art. 822187) em substituição ao teepol. Ambas as substân­
cias têm a função de aumentar a tensão superficial do meio, 
dificultando a motilidade, o que evita a formação do 
"swarming" ou espalhamento de determinados grupos de 
vi brios, conferindo-se com isso maior número de Unidades 
Formadoras de Colônias (UFC) isoladas. 

Como teste auxiliar para a identificação do V 
oarahaemolytícus utilizou-se a classificação de Heiberg 
(1936), que é baseada nas respostas à fermentação dos 
açúcares manose, sacarose e arabinose. Por esta classifi­
cação o V. parahaemolytícus pode pertencer a três grupos 
distintos: o V (manose +/ sacarose -/ arabinose -); o Vil 
(manose +/ sacarose -/ arabinose +);e o VIII (manose -/ 
sacarose -/ arabinose +) (Chatterjee, 197 4) 

Resultados 
A pesquisa mostrou que as 50 amostras inoculadas em 

meio GSTB apresentaram crescimento. Quando inoculados 
em agar TCBS (Thiossulfate-citrate-biliar salts), em 28 (56%) 

Tabela I - Enumeração de víbrios totais e V 
parahaemolyticus em amostras de lulas. 

Nº 

01 
02 
03 
04 
05 
06 
07 
08 
09 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 

Vibrios Totais 
NMP bact./g 

15 
4 
15 
93 
43 
23 

460 
15 
4 
4 
4 
11 
3 

23 
7 

150 
21 
15 
93 
11 
21 
75 

460 
39 
9 

1.100 
28 

>2.400 

Víbrío parahaemolyticus 
NMP bact./g 

43 

4 

11 

Tabela 11- Perfil bioquímica do V parahaemolytícus, 
isolado de amostras de lulas. 

Provas 

Citocromo oxidase 
VP 
Crescimento a 42°C 
Usina 
Arginina 
Halofilismo O% 

Glicose 
Sacarose 
Manitol 

6% 
8% 

10% 

( +) = amostra positiva 
(-) = amostra negativa 

V parahaemolyticus 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

1+/2-
+ 

+ 

amostras evidenciou-se a formação de UFCs sacarose 
positivas, de tamanhos variados, com tendência a grandes,e 
destas, em três (6%), foi verificado o desenvolvimento con­
comitante de UFCs verde-azuladas, pequenas, caracterís-
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Sacarose ( +) 

(56%) 

Gráfico 1 - Percentual de freqüência de bpcérias sacarose positi­
vas em 50 amostras de lulas 

Negatlv~. 
(placaa aem creaclmento 

+ 

Gráfico 2 - Percentual de freqüência de bactérias sacarose nega­
tivas em 50 amostras de lulas 

ticas do v parahaemoiyticus (Gráficos 1 e 2). O maior nú­
mero de UFCs verdes encontradas foi de quatro por placa. 

O exame morfológico evidenciou que todas as UFCs 
(verdes e amarelas) eram f?rmadas P?r bactérias .Gram ne­
gativas, pleomórficas, porem com numero Slgn1f1cat1vo de 
organismos em forma de bastões curvos. 

Excluindo-se do somatório a amostra com NMP > 2. 400/ 
g (Tabela 1), a média dos NMPs foi de 86,5 bactérias/g e, 
com 20 (71 ,4%) destas amostras apresentando seus NMPs 
abaixo do índice médio 

As bactérias oriundas das UFCs verde-azuladas apre­
sentaram-se móveis no agar motilidade e cresceram me­
lhor em caldo tripticase soja que no agar correspondente. 
Nas semeaduras em TSI, produziram acidificação da base 
e alcalinização do bisei, sem formação de gás ou H2S. 

Os testes bioquímicas evidenciaram uma grande seme­
lhança com o perfil bioquímica do Víbrio parahaemoiyticus 
(Tabela 11), embora uma das amostras tenha se dese~volvi­
do em concentração salina a 1 0%, na prova do halof1ilsmo. 

As três amostras de V parahaemoiyticus submetidos à 
classificação de Heiberg, apresentaram perfil compatível 
com o grupo VIl (sacarose -/ manose +/ arabinose +). 

Discu'ssão 
Em amostras de mercado, os níveis percentuais de iso­

lamento do v parahaemoiyticus podem sofrer oscilações 
consideráveis, sobretudo em face do grau de resfriamento 

aplicado. Kampelmacher et a!., (1970) observaram um nível 
de contaminação, pelo V parahaemoiyticus, de somente 
0,3% em peixes e bivalves nos mercados da Holanda, en~ 
quanto Bockemuhl e Triemer (197 4) reportaram em Lome 
(África), um índice de positividade de 44,2%. Em peixes 
capturados em alto mar, o índice chegava a 14,3% (após 
estar com apenas 0,5% no momento da captura), e 67,3% 
em pescado de águas costeiras, que já apresentava 
percentuais bastante altos _na captura (em_ t~rno de ~7%). 

Não sendo filtradoras, nao possUindo hab1tos benton1cos 
e tendo predileção por águas não poluídas, as lulas teriam 
comportamento semelhante aos peixes de a[to mar, no que 
concerne à quantidade de vibrios presentes em suas su­
perfícies comparais. O percentual de isolamento (6%) do V 
oarahaemoiyticus encontrado no presente trabalho, pode 
ser considerado satisfatório, em vista da manipulaçãlo e 
resfriamento inadequados recebidos pelas lulas, quando 
expostas à venda. As amostras de Kampelmacher e~ ai. 
(1970), além de originárias do Mar do Norte, de águas fnas, 
eram mantidas resfriadas, dificultando com 1sso a multipli­
cação dovibrio. 

A relação existente entre o número de isolamentos de 
vibrios sacarose positivos e o V parahaemolyticus mostrou 
que a presença dos primeiros era muito mais efetiva. Se­
gundo Zen-Yoji et ai. (1 965), em peixes e ~ivalves, a diferen­
ça na quantidade de isolamentos de vibnos sacarose posl-

. tivos, chegava a quase dez vezes o número de isolados do 
v parahaemoiyticus (90,2 e 9,8% respectivamente). A rela­
ção aproximada de 1 O: 1 foi também observada em lulas. 
As amostras sacarose positivas apresentaram um percentual 
de isolamento de 56% contra os 6% do V parahaemoiyticus. 

Em 1972, Kampelmacher e Jansen afirmavam, que de­
vido as discrepâncias de natureza intrínseca, alguns testes 
bioquímicas apresentavam respostas que poderiam res~l­
tar na agrupagem imprecisa dos organismos da famlla 
Vibrionaceae. O próprio caráter halofílico do V 
oarahaemoiyticus, já que seu crescimento pode apresentar 
variações em diferentes concentrações salinas, não deve­
ria ser usada, segundo Twedt et ai. (1969) e Vanderzant e 
Nickelson (1972), como elemento chave na sua identifica­
ção, embora vários autores citem o organismo co~o 
medianamente halofílico, não se desenvolvendo em me1os 
com 1 O% de Na CI (Sakazaki et ai., 1963; Jegathsan e 
Paramasivan, 1976; Pezzlo et a!., 1979; Blake et a!., 1980). 
No entanto, algumas citações apontam amostras do V 
oarahaemo!ytícus ocasionalmente positivas em cultivos sa­
linos a 1 O% (Baross e Liston, 1968; Kampelmacher e Jansen, 
1972; Kristensen, 197 4; Chun et ai., 197 4); enquanto outras 
indicam números bem mais elevados como a de Zen-Yoji et 
ai. (1965), que verificaram 15 amostras positivas em 52 
(26,3%) isolados; de Gjerde e Boe (1981 ), com 1 O positivas 
em 15 (66,6%); de Colwell (1970), em, até mesmo, 100% 
das amostras· testadas. . 

No presente trabalho, uma das amostras identificadas 
com V parahaemoiyticus cresceu em caldo triptona com 
1 O% de NaCI, apesar deste crescimento não ser tão profu­
so quanto os observados nos meios de concentração de 6 
a 8%. Embora as características bioquímicas desta amostra 
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estejam em concordância com alguns autores citados, o 
número reduzido GJe isolamentos do V. parahaemoiytícus não 
possibilitou o aprofundamento das obseNações, ou seja, 
se no casO de maior número de isolamentos ter-se-ia a 

. oportunidade do encontro de outras amostras com as mes­
mas características. Concluiu-se, sobre este aspecto, que 
as provas bioquímicas inerentes á um determinado grupo 
não devem ser analisadas separadamente e sim em con­
junto, apontando ainda a prova do halofilismo a 1 O% como 
de grande importância auxiliar na identificação do V. 
oarahaemolyticus. 

O teste de fermentação da arabinose, de acordo com . 
Leitão e Arina (1975), é de grande valor na caracterização 
do V. parahaemoiytícus, sendo utilizado neste trabalho como 
prova integrante na classificação de Heiberg. As 3 amos­
tras isoladas mostraram-se positivas à fermentação de 
arabinose como as descritas por Chatterjee et ai. ( 1980), 
Kampelmacher e Jansen (1972), Olsen et ai. (1978) e Blake 
et ai. (1980) indicando serem pertencentes ao grupo VIl de 
Heiberg. 

Summary 

Enumeration and identification of Vibrio parahaemolyticus 
in fresh squids commercialized at Niterói Rio de Janeiro 
State, Brazil 

A study on the enumeration and identification o f Vibrío · 
oarahaemolytícusin freshsquids in Niterói was undertook 
aiming at checking the hygienic-sanitary conditions of fish 
commercialized in that City;. Fifty fresh squids (Oorytheutís 
brasílíensís, Blainville, 1823). Methods described by the 
lnternational Comission on Microbiological Specification 
for Foods-ICMSF (1983) were used to identify and 
enumerate V. parahaemoiytícus and Heiberg's classi­
fication was a complementai test. v. parahaemoiytícus was 
identified in three samples (6%); in one of them it grew in 
an environment with 1 O% salt concentration during 
halophilism probe. Most probable number (MPN) average 
for V. parahaemoiytícus was 19,3 bacteria per gram. The 
three samples submitted to Heiberg's classification 
sh0wed a profile compatible with group VIl (sacarose-, 
manose+, arabinose-). We concluded that, even under 
inadequate commeréialization, manipulation and re­
frigeration conditions, V. parahaemolytícus frequencies 
and MPNs are low. 

Key words: Marine vibrids, Vibrio parahaemo/yticus 
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