
11 

R. Bras. Ci. Vet. 2(1):11-15, jan./abr. 1995 

Enumeração e identificação de víbrios sacarose
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Resumo 
Foi efetuado um estudo sobre a enumeração e a identi

ficação de víbrios sacarose-positivos em lulas frescas obti
das no comércio varejista do município de Niterói-RJ. No 
experimento, em 50 amostras de lulas, identificadas como 
pertencentes à espécie Oorytheutis brasiliensis Blainville, 
1823, foram isoladas Unidades Formadoras de Colônias 
(UFC) sacarose-positivas em 28 (56%) amostras. Destas, 
foram identificados o Vibrio a/ginolyticus e víbrios do grupo 
NAG (não aglutináveis). A média dos Números Mais Prová
veis (NMP) dos víbrios totais (com exceção da amostra com 
NMP > 2400 bacts./g) foi 101,70 bacts./g. Do total de 29 
isolamentos nas 28 amostras, o V alginolyticus do grupo I 
de Heiberg obteve o maior percentual (62,07%), o V 
alginolyticus do grupo 111 apenas 10,30% e os víbrios NAG 
com 27,63%. 

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

Introdução 
O gênero Vibrio engloba uma gama de espécies bas

tante semelhantes fenotipicamente (Johnson et ai , 1971; 
Liston e Baross, 1973). Nos estudos sobre víbrios halofílicos 
na costa japonesa, Sakazaki et ai. (1963) descreveram três 
biot1pos, sendo que o biotipo 11, o Vibrio alginolyticus, era 
também capaz de originar toxinfecção alimentar, além de 
ser o único a mostrar o fenômeno do "swarming" (cresci
mento abundante com espalhamento) sobre a superfície do 
agár com 2 a 7% de NaCI (Sakazaki, 1968; Johnson et ai , 
1971). Dos organismos halofílicos, o V alginolyticus é a es
pécie mais comumente isolada do ambiente marinho 
(Bockemhul e Triemer, 197 4; Gjerde e Bóe, 1981; Zebral, 
1 988; Chan, 1 989). No Japão, Zen-YOJi et ai. (1 965) cons-
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!ataram que o V alginolyticus era responsável por 0,8% dos 
casos de toxinfecções alimentares. 

A maioria dos trabalhos sobre a patogenicidade do V 
alginolyticus reporta a predominância do organismo em le
sões superficiais (Rubin e Tilton, 1 975). Na Inglaterra, Ryan 
(1 976) isolou o víbrio em três casos de lesões sépticas su
perficiais, sendo duas em feridas de extremidades e uma 
de secreção oriunda de otite externa. Pien et ai. (1 977), no 
Hawai, em oito casos estudados, isolaram a bactéria de três 
pacientes com otite externa e cinco a partir de lacerações e 
ferimentos superficiais, todos originados no ambiente mari
nho. Outros casos de infecções de ouvido pelo V 
alginolyticus foram assinalados por Olsen (1 968) e Hansen 
et ai. (1979), com os últimos identificando, na Bélgica, uma 
linhagem com características incomuns, como encap
sulamento e imobilidade. Ainda em 1979, Schimidt et ai , 
isolaram o organismo de secreção ocular em um caso de 
conjuntivite e Pezzlo et ai , (1 979) em um paciente com le
são ulcerativa na perna. 

Os víbrios NAG (non-agglutinable) ou NVC (non-cholerae 
vibrio), assim designados por Chatterjee et ai. (1 970), não 
sofrem aglutinação pelo anti soro O/subgrupo I do V cholerae 
(Aidova et ai., 1968; Chatterjee et ai, 1970; Muller, 1978), 
embora possuam reações similares às apresentadas por 
este. Os víbrios NAG são encontrados, com freqüência sig
nificativa, em pacientes com síndrome coleriforme (Aidova 
et ai , 1 968), podendo provocar diarréia grave semelhante à 
causada pelo biotipo EI To r do V cho!erae (Zafari et ai., 1973). 
Dakin et ai. (1 975) cita um surto de gastrenterite envolvendo 
64 pessoas, em que a presença de víbrios NAG foi detecta
da em alimentos de origem não marinha. Fearrington et ai. 
(1 97 4) e Prats et ai. (1975) isolaram o microrganismo em 
dois casos distintos de septicemia seguida de encefalo
mielite. 
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O objetivo desta pesquisa é a identificação de víbrios 
sacarose-positivos potencialmente patogênicos, presentes 
no pescado comercializado no município de Niterói-RJ. 

Material e Métodos 

Foram utilizadas 50 amostras de lulas frescas, obtidas 
no mercado varejista do município de Niterói-RJ, no período 
de março a dezembro. As amostras, acondicionadas em 
isopor com gelo, foram levadas para o Laboratório de Con
trole Microbiológico de Produtos de Origem Animal da Fa
culdade de Veterinária da Universidade Federal Fluminense, 
onde após fragmentação e pesagem, foram 
homogeneizadas em liquidificador, por dois minutos em ro
tação média. 

A enumeração dos víbrios sacarose-positivos foi feita de 
acordo com a metodologia prescrita pela lnternational 
Commission on Specifications for Foods (ICMSF) de 1983, 
com as seguintes modificações: 

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

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

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" propiciando maior número de Unidades Forma
doras de Colônias (UFC) isoladas. 

Como teste complementar na identificação dos víbrios 
sacarose-positivos foi utilizada a Classificação de Heiberg 
(1936), baseada na resposta à fermentação dos açúcares 
manose, sacarose e arabinose. Segundo esta classificação, 
o V alginolyticus pode pertencer a dois grupos distintos o I 
(manose +/ sacarose +/arabinose ~) e o 111 (manose +/ 
sacar o se +I arabinose +); e os víbrios NAG, por sua vez 
aos grupos I (já citado), ao 11 (manose -/ sacarose +/ 
arabinose -) e ao V (linhagens sacarose-negat1vas) 
(Chatterjee, 197 4). 

Resultados 

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

PLACAS SEM 
CRESCIMENTO 

44% 

Tabela 1 - Enumeração de víbrios totais, vibrios NAG e 
Vibrio a/ginolyticus, 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 bacts./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 

1100 
28 

> 2400 

Vibrios NAG Vibrio alginolyticus 
NMP bacts./g NMP bacts./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 

1100 
28 

> 2400 

Tabela 2 - Perfil bioquímica do Vibrio a/ginolyticus, e vibrios 
NAG isolados de amostras de lulas 

Provas bioquímicas Vibrio alginolyticus Vibrios NAG 

Citocromo-oxidase + + 
VP + 6-12+ 

Crescimento a 42°C + + 
Li sina + + 

Arginina 16-/4+ 
Halofilismo 0% 7-/1+ 

6% + + 
8% + + 

10% + 7+/1-
Glicose + + 

Sacarose + + 
Manitol + 7+/1-

(+) amostra positiva 
(-) amostra negativa 

máximo (crescimento nos três tubos das três séries) e em 
47 amostras, nas diluições de 10-1 e 10-2. 

SACAROSE + Na semeadura em agár TCBS (tiossulfato-citrato-sais 
56% biliares-sacarose), 28 amostras apresentaram formação de 

UFCs amarelas (sacarose-positivas), como pode ser obser-
Fig. 1 - Percentual de frequência de bactérias sacarose positivas vado na Fig. 1. Estas unidades eram de tamanhos variados 
em 50 amostras de lulas. com tendência a grandes. 
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Tabela 3 - Diferenciação do Vibrio alginolyticus dos vi brios NAG, em amostras de lulas 

Provas Microrganismos isolados 

Bioquímicas V. alginolyticus NAG1 NAG2 NAG3 NAG4 NAG5 NAG6 NAG7 NAG8 

Halofilismo + 
0% 

Halofismo + + + + + + + + 
10% 

Manitol + + + + + + + + 
VP + + + 

Tabela 4 - Distribuição das 29 amostras de lulas segundo a Prova de Heiberg 

Espécies Sacarose Manose 

Vibrio alginolyticus (I) + + 
Vibrio alginolyticus (111) + + 
Vibrios NAG (11) + 

TOTAL 

O exame morfológico evidenciou que todas as UFCs 
eram formadas por bactérias Gram negativas, pleomórficas, 
porém com número significativo de organismos em forma 
de bastões curvos. 

Pelas características tintoriais e morfológicas, os micror
ganismos isolados foram considerados como pertencentes 
ao grupo Vibrio. As amostras, com exceção de uma com 
NMP (Número Mais Provável) máximo (> 2.400 bacts./g) 
(Tabela 1 ), apresentaram o NMP médio de 101,70 bacts./g, 
e 23 (85, 18%) com NMP abaixo do índice médio. 

No agár motilidade todas as bactérias mostraram-se 
móveis e apresentaram crescimento no caldo e no agár 
tripticase soja. Nas semeaduras em TSI, houve acidificação 
tanto na base quando no bisei, tornando o meio totalmente 
amarelo. 

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

Segundo a Classificação de Heiberg, das 20 amostra~ 
positivas para o V. alginolyticus, uma desenvolveu UFCs com 
resposta distinta em relação à utilização da arabinose. Des
tes 21 isolamentos do V. a/ginolyticus, 18 pertenciam ao grupo 
I e três ao grupo 111 de Heiberg. Os organismos do grupQ 
NAG, identificados pelo teste de Heiberg, foram diferencia
dos dos grupos aos quais pertenciam O V. alginolytiéus pela 
não utilização da manose (Tabela 4), o que os caracteriza~ 
vam como pertencentes ao grupo 11 de Heiberg. 

Arabinose Nº de isolamentos % 

18 62,07 
+ 03 10,30 

08 27,63 

29 100,00 

Discussão 
Os cefalópodes, e em especial, as lulas, foram substratos 

raramente utilizados em estudos microbiológicos até a pre
sente data, acarretando uma limitação muito grande na com
paração dos parâmetros analisados. 

A maioria das pesquisas envolvendo os víbrios sacarose
positivos tomou amostras coletadas no ambiente marinho, 
enquanto neste trabalho as amostras foram coletadas em 
bancas de revenda ao consumidor, estando sujeitas a vári
os fatores que poderiam acarretar modificações em sua 
carga microbiana. 

Em relação ao meio TCBS, não foi registrado nenhum 
crescimento anormal das UFCs sacarose-positivas no tem
po de incubação preconizado. A formação de "swarming" 
só foi verificada nas UFCs do V. alginolyticus, em placas in
cubadas em um tempo mínimo de 48 horas. A substituição 
do "teepol" pelo "tween 80", no meio GSTB, pareceu não 
modificar a característica desejada de inibir a formação do 
"swarming". 

O V. alginolyticus pode ser identificado por meio de pou
cas características bioquímicas e morfológicas, sendo facil
mente diferenciável de outros víbrios (Pezzlo et ai., 1979). No 
entanto, várias pesquisas têm mostrado que algumas pro
vas podem apresentar respostas incomuns que dificultam a 
sua identificação. A literatura cita linhagens sacarose-nega
tivas do V. alginolyticus (Sakazaki et ai., 1963; Zen-Yoji et ai., 
1965), além do teste VP negativo (Zen-Yoji et ai., 1965; Pien 
et ai., 1977; Schimidt et ai., 1979) e sem crescimento em 
meio salino a 10% (Zen-Yojiet ai., 1965) e a 8% (Schimidt et 
ai., 1979). 

As 20 amostras de V. alginolyticus isoladas em lulas apre
sentaram o padrão normal nas três provas citadas, ou seja, 
positivas para sacarose, VP e halofilismo a 1 0%, não tendo 
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sido obseNadas cepas imóveis como relatado por Hansen 
et ai. (1979) e sem crescimento a 42°C como as citadas por 
Kristensen (197 4) e Ryan (1976). Os testes básicos aplica
dos a estas amostras apresentaram os resultados espera
dos para a caracterização da espécie, exceção feita somente 
à prova da arginina, normalmente negativa (Kampelrilacher 
e Jansen, 1972; Zen-Yoji et ai., 1973; Kristensen, 197 4; Ryan, 
1976; Pezzlo et ai., 1979; Blake et ai. 1980), mas que apre
sentou resultado positivo em quatro das amostras analisa
das. Este resultado indica uma freqüência bastante alta em 
relação ao obtido por Baumann et ai. (1973) que encontra
ram, em 30 amostras do V. a!gino!yticus, apenas uma arginina 
positiva. 

A posição do V. alginolyticus dentro. da classificação de 
Heiberg é dada, principalmente, pela prova de fermentação 
de arabinose, já que a da manose pareceu ser positiva em . 
todos os trabalhos consultados e a da sacarose, em razão 
da rara incidência de negativos, não é significativa para a 
criação de um novo grupo. Na maioria das pesquisas, as 
amostras do V. algino!yticus são arabinose-negativas, o que 
as situam no grupo I de Heiberg. 

Neste trabalho foram verificadas linhagens do V. 
alginolyticus fermentadoras da arabinose, semelhantes às 
relatadas por Kampelmacher e Jansen (1972) é Chatterjee 
(197 4), que isolaram duas destas linhagens em dez e 16 
em 43 amostras examinadas, respectivamente. Dos 21 iso
lados do V. alginolyticus obtidos das amostras de lulas, três 
foram arabinose-positivos, sendo incluídos no grupo 111 de 
Heiberg e os 18 arabinose-negativos, foram considerados 
pertencentes ao grupo I. 

Em relação ao víbrio NAG e à sua posição na classifica
ção de Heiberg, Bhattacharji e Bose (1964) verificaram a 
presença destes víbrios na água do mar, principalmente os 
dos grupos I e 11. Sakazaki et ai. (1967) encontraram 88,1 0% 
das amostras com respostas inerentes ao grupo I, 9,30% ao 
grupo 11 e apenas 2,60% ao grupo V Víbrios NAG dos gru
pos I e 11 foram também isolados por Dakin et ai. (1974), 
Muller (1977), Muller (1978) e Smith Jr. (1979), sendo que 
Muller (1977) obseNou um predomínio três vezes maior de 
víbrios do grupo 11. 

O isolamento de oito amostras de víbrios NAG do grupo 
11, em lulas, não oferece uma base sólida para uma discus
são efetiva embora outros autores como Aldova et ai. (1968) 
e Chatterjee et ai. (1970) tenham encontrado apenas víbrios 
NAG do grupo 11 em suas pesquisas. 

O percentual de 27,63% 'de víbrios NAG isolados, do to
tal de organismos sacarose-positivos está de acordo com 
os valores determinados por Muller (1977) .e Muller (1978) 
que são de 22 e 33%, respectivamente, na água do mar. 

Abstract 

The enumeration and identification of sucrose
positive vibrios in fresh squids commercialized at 
Niterói county RJ · 

From 50 samples of squids of lhe species Dorytheutis 
brasiliensis Blainville, 1823, Colonies Formed Units (CFUs) 
sucrose-positives Víbrio algino!yticus and NAG vibrios (non-

agglutinable) were isolated. The average of the Most 
Probabble Number of total vibrios (except lhe sample with 
MPN > 2400 bacts./g) was 101,70 bacts./g. From 28 
samples, 29 isolations were carried out and lhe V. algino!yticus 
group I of Heiberg's Classification showed the greatest 
percentage (62,07%). The V. alginolyticus group 111 showed 
only 10,30% and NAG vibrios 27,63%. 

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