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Resumo

A analise microbiolégica dos mexilhoes reflete a qualidade do habitat aquatico, pois estes animais podem reter em seus organismos diversos
patégenos, dentre os quais aqueles pertencentes a familia Vibrionaceae. No presente estudo foi avaliada a presenca de Vibrio spp. em
mexilhoes (in natura e pré-cozidos), comercializados na Estacao Experimental de Cultivo de Mexilhoes, situada em Jurujuba, Niter6i, Rio
de Janeiro. Foram avaliadas 86 amostras, tomando como procedimento, o enriquecimento em Agua Peptonada Alcalina (APA) adicionada
de 1 e 3% de NaCl, isolamento em Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS) e confirmacao das coldnias tipicas por anélise bioquimica.
Dentre as 12 espécies de Vibrio identificadas destacaram-se como de maior prevaléncia as espécies Vibrio alginolyticus, V. cholerae nao-
O1, V. parahaemolyticus, V. carchariae e Vibrio vulnificus. A relevancia epidemiolégica destes patégenos associada a casos de gastrenterite
humana apés consumo de mexilhoes crus ou parcialmente cozidos, reforca a importancia de alertar as autoridades de Vigilancia Sanitaria
sobre sua presenca na cadeia alimentar e seus riscos para a Saude Publica.
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Abstract

The microbiology analysis of mussels reflects the aquatic environment quality because these animals retain various pathogens such as
Vibrionaceae family microorganisms in their organism. In the present investigation, we evaluated the presence of Vibrio spp. in mussels (in
natura and precooked) commercialized at an Experimental Station Mussel Culture in Jurujuba, Niterdi, Rio de Janeiro. A total of 86 samples
were analyzed using the enrichment in Alkaline Peptone Water (APW) added to 1 and 3% of NaCl, isolated in Thiossulfate Citrate Bile Sucrose
Agar (TCBS) and confirmed that there were suspect colonies by biochemical tests. The results showed the identification of 12 different Vibrio
species whereby Vibrio alginolyticus, V. cholerae non-O1, V. parahaemolyticus, V. carchariae and V. vulnificus were the prevalent species.
The epidemiological relevance of these pathogens associated with cases of human gastroenteritis after in natura or precooked mussels show

the need to alert Sanitary Officials about their presence in the food chain and their risks to Public Health.

Keywords: Vibrio spp.; mussels; public health.

1 Introducao

O ambiente marinho € reconhecido como uma importante
fonte de recursos naturais, o que favorece particularmente o
cultivo de moluscos cujas exigéncias sao plenamente satisfeitas,
sobretudo em sistemas long-line. O incremento da cultura de
mexilhoes tem favorecido seu habito de consumo principalmen-
te nas regioes litoraneas brasileiras. Contudo, esses animais
se alimentam de particulas e plancton durante o processo de
filtracao da agua e podem reter em seus organismos diferentes
patégenos, em especial quando oriundos de ambientes poluidos
ou contaminados'.

Microorganismos da familia Vibrionaceae sao isolados
com freqiiéncia a partir do ecossistema aquatico em diversas
regioes de clima tropical e temperado em todo o mundo. Varias
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espécies de Vibrio sao patogénicas para os homens e podem
estar presentes em pescados e moluscos crus ou parcialmente
submetidos a coc¢ao. Dentre as principais nosologias causadas
por estes patégenos, destacam-se as manifestacoes gastrin-
testinais e extra-intestinais, estas caracterizadas por infeccao
cutanea e otites, especialmente em manipuladores de alimentos,
profissionais do ramo da pesca e mergulhadores?*23.

As principais espécies reconhecidas como patogénicas para
o homem incluem Vibrio cholerae O1, Vibrio cholerae 0139,
Vibrio cholerae nao-O1, V. parahaemolyticus, V. vulnificus e
V. alginolyticus. Particularmente, a espécie V. cholerae O1 ¢é
notadamente reconhecida por ser responsavel por epidemias
e pandemias de célera desde 1817 e o sorotipo 0139 tem sua
ocorréncia relatada nos paises do continente asiatico. Outros-
sim, sorotipos V. cholerae nao-O1 e nao-0139 tém sido isolados
em amostras do ambiente aquéatico e alimentos marinhos, e
recentemente verifica-se em nosso meio sua associacao com
zooplancton, bem como o seu comprometimento com a satde
humanaQ.16,1922.

Vibrio alginolyticus assume relevante aspecto epidemio-
légico, pois representa patégeno ubiquitario do ambiente
aquatico, sendo também considerado parte da microbiota
saprofita de animais marinhos. No entanto, pode causar pato-
genia humana, e em animais associada a infec¢ao tendo como
principal via de acesso os cortes ou lesdes cutaneas expostos
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ao ambiente marinho. Este aspecto torna o patégeno de grande
interesse, particularmente para profissionais cujas atividades
envolvem aqiiicultura e também a manipulacao de alimentos
e beneficiamento de pescado?!26-%7,

Por outro lado, o V. parahaemolyticus representa uma
bactéria considerada emergente devido a sua associacao com
surtos epidémicos ap6s o consumo de alimentos, em especial
pescados e moluscos consumidos in natura ou parcialmente
submetidos a cocgao. Esta particularidade favorece a atua-
cao das toxinas “Thermostable Direct Hemolysin” (TDH),
“Thermostable Related Hemolysin” (TRH) e “Thermolabile
Hemolysin” (TLH), reconhecidas como principais fatores de
viruléncia, responsaveis pela manifestacdo de gastrenterite
humana e identificadas fenotipicamente através da hemdlise
total dos eritrécitos humanos, o conhecido fenomeno de Ka-
nagawa546.7,ll,l7.

Outra espécie que assume destacado papel epidemiolégico
€ V. vulnificus que tem sido isolada com relativa freqiiéncia a
partir do ambiente aquatico e de alimentos oriundos do mar
como ostras, mexilhdes e diversas espécies de pescado. Sua
relevancia em Saude Puablica esté fortemente associada ao con-
sumo de alimentos marinhos in natura ou inadequadamente
cozidos. Cabe destacar, que a espécie também pode causar
infeccdo cutanea a partir de ferimentos e lesdes superficiais
expostas ao ambiente aquatico. Sua patogenicidade é conside-
rada elevada, pois apresenta capacidade de causar septicemia
com taxas de mortalidade superiores a 50%, particularmente
em individuos portadores de doencas cronico-degenerativas,
cuja condicdo de elevados niveis séricos representa o maior
risco epidemiolégico deste patégeno'*2°.

Em nosso meio, varios estudos tém demonstrado a in-
cidéncia destes patégenos isolados do ecossistema aquatico,
lesoes cutaneas de pescadores e principalmente a partir de
alimentos marinhos, em particular: pescado, ostras, mexilhoes
e caranguejos, caracterizando sua capacidade em causar do-
encas transmitidas por alimentos!?!416:2021.22.23

Tendo em vista que os moluscos sao habitualmente con-
sumidos por grande parte da populagao brasileira apés um
leve aquecimento, o que pode propiciar a veiculacdo destes
patégenos ao homem, objetivou-se no presente estudo avaliar
a presencga destes microorganismos em mexilhoes in natura e
pré-cozidos coletados de uma Estacao Experimental de Cultivo
de Mexilhoes no Rio de Janeiro.

2 Material e métodos

Foram realizadas coletas quinzenais de mexilhdes Perna
perna e analisadas um total de 86 amostras, sendo 43 in natura
(animal integro no interior valvar) e 43 pré-cozidas (animal
submetido ao processo de aquecimento em vapor d’agua por
aproximadamente 3 minutos para retirada das valvas e subse-
qiiente comercializagao da parte comestivel), durante o periodo
de 12 meses. Os mexilhoes foram coletados por pescadores
da Estacado Experimental de Cultivo, situada em Jurujuba no
municipio de Niterdi - RJ. As amostras, segundo informacoes
dos profissionais, foram coletadas em 19 pontos distintos
localizados na Baia de Guanabara.

As amostras de mexilhoes (in natura e pré-cozidos) foram
devidamente acondicionadas em embalagem de polietileno (a
qual € utilizada para comercializagao) identificadas e colo-
cadas em recipiente de isolamento térmico, transportadas a
temperatura de 6 a 10 °C para o Laboratério de Enterobac-
térias, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, onde as analises
microbiol6gicas foram realizadas, dentro de um prazo que nao
ultrapassou 2 horas.

O procedimento utilizado nos dois grupos de amostras
esteve representado inicialmente pela pesagem de 25 g de
mexilhdes in natura (parte carnea e liquido intervalvar) e 25 g
de mexilhoes pré-cozidos. O procedimento a seguir foi comum
para os dois grupos de amostras, nas quais foi efetuada a
diluicao (1:10) em solucao salina de Butterfield (225 mL) e ho-
mogeneizacao em Warning-Blender (8.000 rpm) por 1 minuto.
ApOs este procedimento, aliquota de 1 mL do homogeneizado
foi enriquecida em Agua Peptonada Alcalina (APA) acrescida
de 1% de cloreto de sédio (NaCl) e em APA com 3% de NaCl,
através da incubacao a 37 °C por 18 a 24 horas*. Apods este
periodo, procedeu-se o isolamento em Agar TCBS (Agar Tios-
sulfato Citrato Sais Biliares Sacarose), incubado a 37 °C por
um periodo de 18 a 24 horas. As colonias suspeitas (5 a 10)
foram repicadas para meios de triagem (Kligler Iron Agar e
Lysine Iron Agar) e Agar Nutriente acrescido de 1% de NaCl.
Foram selecionadas as colonias citocromo-oxidase positivas
para os testes bioquimicos, baseados na resisténcia ao agente
vibriostatico 0/129 (2,4 diamino-6,7 diisopropil-pteridina),
producao de ONPG (o nitrofenil, B-D galactosidase), producao
de acetoina em meio Voges Proskauer, fermentagao da glicose,
sacarose, arabinose e manose e utilizacdo de aminoacidos
(lisina e ornitina descarboxilase e arginina dehidrolase), a fim
de obter a identificacdo conclusiva das cepas isoladas®.

Para avaliacao dos sorotipos Vibrio cholerae O1 e 0139
foi efetuada a soroaglutinacdo empregando-se os anti-soros
somaticos dos sorogrupos O1 e 0139 e dos sorotipos Inaba e
Ogawa, produzidos pelo Laboratério Nacional de Referéncia de
Colera, IOC-FIOCRUZ, sendo por conseguinte, caracterizados
como V. cholerae nao-O1.

Os resultados obtidos no presente estudo foram submeti-
dos a tratamento estatistico (Mantel-Haenszel) a fim de verificar
diferenca significativa entre os microorganismos isolados a
partir das amostras in natura e pré-cozidas.

3 Resultados e discussao

No computo geral das 86 amostras de mexilhoes (Perna
perna) in natura e pré-cozidos analisados, a presenca de Vibrio
spp.- foi detectada em 33 (73,2%) das amostras avaliadas.

A caracterizacao bioquimica permitiu a identificacao de
188 coldnias de Vibrio isoladas, sendo 72,3% a partir das
amostras dos mexilhdes in natura e 27,6% dos pré-cozidos.
Foram isoladas 12 espécies diferentes de Vibrio cuja distribui-
¢ao encontra-se na Tabela 1.

A partir das amostras de mexilhoes in natura, as espécies
prevalentemente isoladas foram Vibrio alginolyticus (19%),
V. cholerae nao-0O1 (17%), V. parahaemolyticus (8%), V.
carchariae (6%), V. vulnificus (4,4%) e V. damsela (4,4%).
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Tabela 1. Distribuicao de Vibrio spp isolados de mexilhées in natura
e pré-cozidos coletados na Estacao Experimental de Cultivo, Rio de
Janeiro.

Espécies Mexilhoes
in natura Pré-cozidos

n (%) n (%)
V. alginolyticus 6 (19) 5(9.6)
V. cholerae nao-O1 3(17) 9(17,3)
V. parahaemolyticus 1(8) 6(11,5)
V. carchariae 8 (6) -
V. vulnificus 6 (4,4) 8(15,4)
V. damsela 6 (4,4) 1(1,9)
V. cincinnatiensis 5(3.,6) 3(5,8)
V. anguillarum 4 (3) -
V. fluvialis 3(2,2) 7 (13,5)
V. furnisii 2(1,5) 5(9,6)
V. aestuarinus 1(0,73) -
V. harveyi 1 (0,73) -
Vibrio sp. 40 (29.4) 8 (15,4)
Total 136 (100) 52 (100)

p > 0,97-Mantel-Haenszel; e n= Numero de cepas caracterizadas.

Por outro lado, a partir dos mexilhdes pré-cozidos foi veri-
ficado o isolamento de V. cholerae nao-01 (17,3%), V. vulnificus
(15,4%), V. fluvialis (13,5%), V. parahaemolyticus (11,5%),
V. alginolyticus (9,6%) e V. furnisii (9,6%).

Observa-se ainda que as 32 cepas de Vibrio cholerae
nao-01 isoladas foram identificadas como pertencentes aos
tipos bioquimicos I, II, III e VII do grupo de Heiberg, havendo
o predominio do tipo I, no qual sdo reconhecidos os sorotipos
de maior relevancia em infec¢ées humanas.

Na presente investigacao, Vibrio cholerae nao-O1 repre-
sentou uma das espécies mais isoladas de mexilhoes. Este
patégeno tem sido isolado a partir de amostras de 4gua de
lastro de embarcag6es que atracaram em portos brasileiros,
de acordo com estudo realizado pela ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria) e também em surtos gastrentéricos
apo6s consumo de agua ou alimentos marinhos contaminados.
Estes dados corroboram para a importancia de seu isolamen-
to, no presente estudo, em amostras de mexilhdes in natura
e pré-cozidos'.

Outrossim, o isolamento de V. alginolyticus em 19% das
amostras de mexilhées in natura e 9,6% dos pré-cozidos refor-
ca a importancia epidemiolégica associada ao surgimento de
infeccoes em ferimentos, particularmente em manipuladores
de alimentos?®'.

Entre as espécies detectadas, V. parahaemolyticus assu-
me destacado papel epidemiolégico devido a ocorréncia de
surtos epidémicos ou casos esporadicos, especialmente ap6s
a ingestao de alimentos marinhos consumidos in natura ou
parcialmente submetidos a coccio?. A presenca de V. vulnificus
nas amostras de mexilhdes avaliadas representa um importante
achado microbioldgico, visto que esta espécie possui elevado
potencial patogénico para o homem podendo causar desde
manifestacoes gastrentéricas, infecgoes extra-intestinais, até
septicemia em individuos suscetiveis, em particular criancas,
idosos e portadores de doencas cronico-degenerativas'+2.

Destaca-se ainda que estudos ecolégicos evidenciam a in-
fluéncia de fatores ambientais sobre a ocorréncia de Vibrio spp.
no ambiente aquatico e sua associacdo com casos humanos °.
Recentemente foram descritos casos de infeccdo cutanea e
gastrenterite causados por Vibrio vulnificus, apés o desastre
natural na passagem do furacao Katrina*’. Essa caracteris-
tica revela a importancia do monitoramento microbiol6gico
do ecossistema marinho a fim de prevenir casos de infeccao
humana.

Embora espécies como V. cincinnatiensis, V. damsela, V.
Sluvialis e V. furnissii tenham sido isoladas em percentuais
reduzidos, tanto a partir das amostras in natura quanto das
pré-cozidas, ressalta-se que existem relatos de isolamento
destes patégenos em seres humanos. Apesar da freqiiéncia de
isolamento ser considerada baixa quando em comparagao com
os demais microrganismos isolados, este fato provavelmente
reflete as condicoes microbiologicas do habitat dos mexilhoes
avaliados e sua importancia deve ser reconhecida devido a
capacidade de viruléncia das espécies encontradas®!824,

O presente estudo demonstrou uma menor freqiiéncia
de isolamento de espécies como V. harveyi, V. aestuarinus,
V. anguillarum e V. carchariae a partir dos mexilhoes in natura.
Estas espécies sao importantes patégenos isolados de fontes
animais, o que eleva sua importancia especialmente para siste-
mas de aqiiicultura, e justifica também a necessidade de moni-
toramento microbiol6gico do ecossistema aquatico'®152,

O efeito da temperatura de pré-cozimento dos mexilhoes
parece ser efetivo para a maioria das espécies de Vibrio; as-
sertiva que tem como base a observagao quanto aos reduzidos
percentuais detectados. Embora as amostras analisadas nao
pudessem ser intimamente relacionadas, os profissionais que
realizaram as coletas ofertavam informacoes de que as mesmas
procediam de uma mesma area. Estes dados permitem concluir
que o processo tecnolégico de pré-cozimento é de suma impor-
tancia para minimizar os riscos de contaminacio do produto
final. Entretanto, chama a atengao o fato de que algumas espé-
cies como V. vulnificus, V. fluvialis e V. furnisii apresentaram
uma freqiiéncia de isolamento significativa a partir das amos-
tras pré-cozidas, o que pode significar problemas referentes a
manutencio do binémio tempo-temperatura durante a fase de
pré-cozimento ou recontaminacdo do produto pré-cozido®!3.

Contudo, acrescenta-se que a diferenca significativa
(p > 0,97 — Mantel Haenszel) observada entre os dois tipos de
amostras permite concluir que o processo de cozimento dos
moluscos é um método eficaz para a reducgao da carga micro-
biana das amostras de mexilhoes in natura.

4 Conclusoes

Os resultados obtidos na presente investigacao reforcam
a assertiva acerca dos riscos de consumo de mexilhoes sem
prévio cozimento, o que pode resultar em infeccao humana
caracterizada por manifestacoes gastrintestinais. Portanto,
a Estacao Experimental de Cultivo de Mexilhoes, como um
sistema semi-industrial, adotou como medidas de preven-
¢ao tecnoldgicas a conservagao do produto sob refrigeragao,
em ambiente limpo e sanitizado e sua posterior coccdo em
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transportador helicoidal cozinhador continuo, mantendo a
temperatura de aproximadamente 100 °C, num processo con-
tinuo de passagem dos mexilhoes que pode levar em torno de
20 a 30 minutos, a fim de facilitar a abertura das valvas dos
mexilhoes e inativar possiveis microorganismos patogénicos.
Deve-se reforcar a importancia de alertar aos consumidores
deste tipo de produto (mexilhao pré-cozido congelado) sobre
a necessidade de completar o cozimento do alimento antes
do consumo final por cerca de 10 a 15 minutos. A adocao de
medidas corretivas e preventivas baseadas nas Boas Praticas
de Manufatura (BPM), bem como a participacao integrada de
orgaos das Vigilancias Sanitaria e Epidemioldgica € fundamen-
tal para o aprimoramento do processo tecnolégico na cadeia
de producao de alimentos. Estas medidas adotadas em con-
junto podem auxiliar no aumento da qualidade dos mexilhoes
ofertados ao mercado consumidor e na diminuicido dos riscos
de ocorréncia de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA),
veiculadas por alimentos de origem marinha.
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