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INTRODUGAO
0 reconhecimento do potencial patogénico de bactérias do genero Vibrio,

outros que Vibrio cholerae, tem se ampliado nos ultimos anos e, o’'pri

meiro dos vibrios nao  c¢coléricos admitido como patogeno humano foi o

Vibrio parahaemolyticus. Surtos de gastroenterite causados pelo consu

mo de alimentos marinhos tém sido descritos no Japzo desde a' década
de 50, e estao associados a esse agente etiolégico.

Estudos epidemiolégicos estabeleceram Vibrio parahaemolyticus como um

agente importante de gastroenterite, aque esta amplamente distribudido
pelo mundo. Estudos eco]égicos demonstram que essas bactériassébznmég
tones em éguas marinhas e podem ser isoladas de alimentos .marinhos, bem
como em éguas costeiras e estuarinas, neriticas, salobras e, mais. recente
mente,tambem de aguas doces na India. O isolamento destas bactérias do
meio ambiente em regioes temperadas esta relacionado com a temperatura
da égua, enquanto que o isolamento em éguas tropicais parece estar re
lacionado a estagao (chuvosa ou seca) e com a salinidade. .

A transmissao se da através da ingestao de alimentos marinhos contami
nados, geralmente crus ou mal cozidos. Os sintomas incluem diarréia,
dores abdominais, nauseas, vomitos e febre e, em casos graves, presen
ga de sangue e muco nas fezes diarreicas. Infecgoes extra-intestinais,
apesar de raras, podem ocorrer, sendo a via de entrada principal feri
das na pele. Nestes casos, o modo de transmissao ocorre sempre apés
exposigao a ambientes marinhos aquaticos ou apos manipulagao -de  ali

mentos marinhos contaminados.



2 CETESB/L5.405

0 mecanismo pelo qual o Vibrio parahaemolyticus causa gastroenterite

em humanos ainda nao & claro. Uma caracteristica importante dos meca
nismos de patogenicidade, embora variavel, e a presenga de uma hemoli
sina, que produz B-hemolise em placas de agar sangue, conhecida como
fenomeno Kanagawa (KP). A reagao de Kanagawa nas cepas  provenientes de
amostras ambientais & predominantemente negativa, enquanto os isolados
clinicos s3o positivos, na sua maioria gerando assim uma questao apa
rentemente inexplicével da relacao entre KP, patogenicidade do organis
mo e reservatéorio natural. A predominancia de cepas KP positivas em
amostras clinicas deve-se provavelmente a multiplicagao seletiva das
poucas culturas deste tipo do ambiente aquético no intestino humano du
rante a infecgao, devido a pressao seletiva. Realmente, cepas de Vibrio

parahaemolyticus KP positiva crescem melhor a 37°C em  ambientes acidos,

enquanto a sobrevivéncia das culturas KP negativa ¢ melhor a 25°C.

Tendo em vista a importancia de Vibrio parahaemolyticus como patogeno

intestinal, e recomendada sua pesquisa em aguas marinhas destinadas a
criagdo de animais marinhos, ja que se tratam de bactérias autoctones
desses ambientes e tem como principal veiculo de transmissao ao homem
alimentos marinhos contaminados.

1 OBJETIVO
Esta Norma prescreve o método qualitativo para a detecgéo do Vibrio
————

parahaemolyticus em amostras de éguas marinhas, com a finalidade de:

a) controlar a qualidade da égua em areas de exploragéo e criagéo
de mariscos e ostras;

b) avaliar a contaminagao microbiologica de bivalvos;

c) estabelecer programas de vigilancia epidemiolégica, quanto épmg
sivel ocorréncia de infeccoes intestinais resultantes da ingestao
de bivalvos contaminados;

d) obter dados mais completos sobre determinadas fontes depoluigéo
em Areas especificas e relacionar com os inquéritos epidemiold

gicos.

2 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

Na aplicacdo desta Norma & necessario consultar:

- M1.001 -~ Lavagem, preparo € esterilizagao em materiais de labora
torio de microbiologia.

- 1L5.215 - Prova de adequabilidade biologica da agua destilada para
fins microbiologicos.

- 15.216 - Controle de qualidade de meios de cultura.

- CETESB - Guia de Coleta e Preservagao de Amostras de Agua.



3 DEFINIGOES

Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes de 3.1 a 3.5.

3.1 Vibrio parahaemolyticus

Bacilos Gram-negativos, retos, algumas vezes encurvados com extremida
des arredondadas, com 0,5 a 0,8 um de diametro por 1,4 a 1,6 pm de com
primento. Anaerobios facultativos, moveis por um flagelo polar, nao pro
duzem H, S e sao oxidase positivos. Fermentam a glicose sem produgao de
gés e nao produzem acetona (VP negativos). Fermentam a galactose, le
vulose, maltose, manitol, manose, ribose e trealose, mas nao fermentam
adonitol, dulcitol, eritritol, inositol, lactose, melibiose, rafinose,
ramnose, salicina, sacarose, sorbitol, sorbose e xilose. Descarboxilam a
lisina e ornitina e sao arginina -~ hidrolase negativa. Reduzem nitrato
a nitrito, produzem gelatinase, quitinase, amilase, lecitinase e indol,
crescem a 40°C e toleram alcalinidade elevada (pH = 9,2). Utilizam
L-leucina, etanol e putrescina como unicas fontes de carbono. Sao ha

lofilicos, mas crescem somente em concentragoes de atée 7% de NaCl.

3.2 Bacilo

Designacao dada as bactérias que apresentam forma cilindrica ou em bas
tonete.

3.3 Bactérias anaerobicas facultativas

Bacteéerias que crescem tanto na presenga como na ausencia de ‘oxigénio
livre.

3.4 Halofilo

Microrganismo cujo crescimento e dependente de altas concentragSes~s§

iinas.

3.5 Toxinfecgao alimentar

Termo aplicado a enfermidades produzidas por microrganismos e inclui ten
to enfermidades causadas pela ingestéo de toxinas elaboradas pelos mi
crorganismos, como aquelas devidas a infecgdo do homem através do tra
to intestinal. ’ :

4 APARELHAGEM

4.1 Equipamentos

4.1.1 Balanga

Com sensibilidade minima de 0,1 g ao pesar 150 g.!

1 s balangas devem ser colocadas em local adequado. protegidas de vibragoes, umidade e mudangas  brus
cas de temperatura; devem ser mantidas limpas e manuseadas por pessoal que conhega seu funcionamento.
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4.1.2 Banho-maria

Equipado com termostato para temperatura de 55°C, com capacidade sufi
ciente para comportar recipientes contendo meios de cultura, cuja tem

peratura deve ser estabilizada antes de sua distribuigao em placas de

Petri.?

4,1.3 Destilador de égua ou aparelho para desionizagao

Devem produzir agua nio toxica, livre de substancias que impegam ou in

3

terfiram na multiplicagao bacteriana,® cuja condutividade deve ser in

ferior a 2 pS/cm® a 259C e o pH estar na faixa de 5,5 a 7,5.

4.1.4 Equipamentos para esterilizacgao

4.1.4.1 Autoclave

E normalmente operada a uma pressao de 103 393 Pa (1,05 kgf/cm® ou

15 1b/pol?) produzindo, em seu interior, uma temperatura de 121,62C ao
nivel do mar. Em seu funcionamento, deve-se observar a substituigao
por vapor de todo o ar existente na camara e a operagéo total . desse
equipamento deve durar no maximo uma hora, sendo recomendavel que a tem

peratura de esterilizagao seja atingida em até 30 minutos.*

4.1.4.2 Estufa de esterilizagao

Deve manter a temperatura de 170 t 10°C durante o periodo de esterili

zagao (minimo de 2 horas).

4.1.5 Equipamento para concentragao em membrana filtrante '

4.1.5.1 Vasilhame de pressao

De ago inoxidavel, com capacidade para 5 a 10 litros.

4.1.5.2 Porta-filtro

De aco inoxidavel, com diZmetro de 142 mm de diametro.

4.1.5.3 Mangueiras de borracha

Com parede espessa, resistentes a presséo.

2 Devem ser feitos registros continuos e periodicos de temperatura e os termometros usados devem ser
graduados com intervalo de escala de 0,12C. As estantes a serem colocadas no banho-maria devem, ser
de ago inoxidavel ou ago galvanizado.

3 A densidade de bacterias heterotroficas na agua recem-destilada deve ser inferior a 1 000  unidades
formadoras de colonias por ul (UFC/mL) ea 10 000 UFC/mL na agua destilada armazenada, devendo esse
controle ser efetuado com frequencxa minima mensal (Norma CETESB L5.215).

4 0 controle da eficiéncia da autoclave ¢ feito utilizando-se ampolas com suspensao de  esporos de

Bacillus stearothermophilus em meic de cultura, colocando-as entre os frascos ou materiais a serem
esterilizados. Estas ampolas depois da autoclavagao sao incubadas em banho-maria a 559C durante 24-
-48 horas. Se houver mudanga de coloragao da suspensao contida nas ampolas, de roxa para amarela,
significa que a esterilizagao foi insuficiente, pois houve desenvolvimento de bacterias.
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4.1.5.4 Fonte de vacuo e pressao

Bomba de vacuo e presséo ou outro dispositivo conveniente para produzir
uma pressao de 147,1 kPa.

4.1.6 Incubadora bacteriologica termostatizada

Deve manter a temperatura na faixa de 35 % 0,5°C e a umidade relativa
entre 75 e 85%.°

4.1.7 Medidor de pH

Deve fornecer exatiddo minima de 0,1 unidade de pH e sua calibragao de

ve ser feita pelo menos duas vezes ao dia com, no minimo, duas solu
goes-tampao padroes (pH = 4,0, pH = 6,86 ou pH = 9,18).

4.1.8 Refrigerador

Deve manter a temperatura na faixa de 2 a 10°C.

4,2 Vidraria

4.2.1 Baloes
De borossilicato ("pyrex") ou vidro neutro, com capacidade adequada

para o preparo de meios de cultura.

4,2.2 Frascos para coleta de amostras

De vidro neutro ou plastico autoclavavel atoxico, com capacidade mini

ma de 5 litros, boca larga e tampa a prova de vazamento.

4.2.3 Frascos de Erlenmeyer '

De borossilicato ("pyrex") ou vidro neutro, com capacidade de 250 mL.

4.2.4 Frascos para solugao fisiologica

De borossilicato ("pyrex") ou vidro neutro, com tampas de rosca que

permitam boa vedagao e sejam livres de substancias toxicas soluveis.

4.2.5 Pipetas

Devem ser de borossilicato ("pyrex"), tipo Mohr, para 5 mL e 10 mL,
com graduagdo de 1/10 e erro de calibragao inferior a 25%, com bocal

para tampao de algodao.

4.2.6 Pipetas Pasteur

4.2.7 Placas de Petri de vidro

Devem ser de borossilicato ("pyrex") ou vidro neutro de boa qualidade,

com 100 mm de diametro e 15 mm de altura.

5 A verificagao da temperatura deve ser feita periodicamente (minimo de 2 vezes ao dia) atraves de ter
mometros (com o bulbo submerso em e'xgua, glicerina ou oleo mineral) colocados em pontos representati
vos da incubadora, sendo aconselhavel tambem a colocagao de um termometro de maxima e minima na parte
central da mesma. A estratificagao da temperatura na incubadora pode ser evitada atraves da colocagao,
em seu interior, de um dispositivo para circulagao do ar. '
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4.2.8 Tubos de ensaio

De borossilicato ou de vidro neutro, com capacidade adequada para con
ter o meio de cultura e o inoculo da amostra.

Nota: Usualmente sao empregados tubos de ensaio de 18 x 180 mm, 16 x
150 mm € de 12 x 120 mm.

4.3 Outros materiais

4.3.1 Algas de inoculagao

Fio de niquel—cromo, platina—iridio ou platina, com 0,5 mm de diametro
e 70 a 80 mm de comprimento, com uma alga de 3 mm de diametro na extre

midade, fixado a um cabo metalico (cabo de Kolle).

4.3.2 Bico de Bunsen ou similar

Deve ter funcionamento adequado, de modo a produzir combustao comple
ta.

4.3.3 Caixas ou cestas de ago inoxidavel

Para esterilizagﬁo de materiais.

4.3.4 Estantes

De tamanho adequado para colocagéo dos tubos de ensaio empregados na

analise.

4.3.5 Estojo para pipetas

Usar, para acondicionamento e esterilizagéo das pipetas, estojoss de
aluminio ou ago inoxidavel de tamanho adequado. Opcionalmente, as pi
petas podem ser embrulhadas individualmente em papel Kraft para este
rilizagao.

4.3.6 Membranas de ester de celulose

Mistura de nitrato e acetato de celulose, com porosidade de 0,22 um e
0,45 um (previamente esterilizadas ou autoclavaveis). Devem ser de boa
qualidade, apresentar retengao total de bacterias e velocidade de fil

tragao satisfatoria.

4.3.7 Papel aluminio

4.3.8 Papel Kraft

4.3.9 Pingas

De ago inoxidavel, com extremidades arredondadas.

4.3.10 Pipetador de seguranga ou pera de sucgao

4,3.11 Tela de amianto

4.3.12 Termometros
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4,3.13 Tesoura

De ago inoxidavel, com ponta fina.

4.3.14 Tripe

[on

REAGENTES E MEIOS DE CULTURA

5.1 Para a preparagao dos meios de cultura e solugdes utilizados nes

te ensaio, os reagentes necessarios sao os seguintes:

5.1.1 Reagentes

- Acido ascorbico p.a.;

- Acido etilenodiaminotetracético (EDTA);
- Acido ortofosforico p.a.;

- Agar; ’

- Agua destilada;

- Alcool etilico absoluto p.a.;
- Alfa-naftol;

-~ Azul de bromotimol;

- Azul de timol;

- Bile de boi desidratada;

- Citrato ferrico;

_ Citrato de sédio p.a.;

- Cloreto de amonia p.a.;

- Cloreto de magnesio p.a.;

- Cloreto de sodio p.a.;

- Cloridrato de N, N, N', N'-tetrametil-p-fenilenodiamina p.a.;
- Cristal-violeta; )
- Eritrocitos humanos ou de coelho;

- Extrato de carne;

- Extrato de levedura;

- Fosfato de potassio dibasico p.a.;

- Fosfato de potassio monobasico p.a.;

- Glicose (dextrose) p.a.;

- Hidroxido de potassio p.a.;

- Hipoclorito de sodio;

- L-arginina;

- L-leucina;

- L-lisina;

- L-ornitina;

- Lactose p.a.;

- Manitol p.a.;
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- Nitrato de amonia p.a.;

- p-dimetilamino benzaldeido p.a.;
- Peptona;

- Peptona de soja;

- Piridoxal;

- Proteose peptona;

- Purpura de bromocresol;

- Putrescina;

- Sacarose p.a.;

- Sulfato ferroso p.a.;

- Sulfato de magnésio p.a.;
- Sulfato de potassio p.a.;
- Sulfato de sodio p.a.;

- Tiossulfato de sodio p.a.;
- Triptonea;

- Vaselina liqiiida;

- Vermelho de cresol;

- Vermelho de fenol.

5.1.2 Meios de cultura desidratados 6

- Agar Kligler com ferro ("Kligler Iron Agar");

- Agar TCBS ("TCBS Agar");

- Base de Moeller para descarboxilase ("Decarboxylase v Base
Moeller").

- Meio basal para oxidagao e fermentagao (OF Basal Medium").

- Meio para prova de Voges-Proskauer ("MP-VP Medium");

- Caldo triptona de soja ("Tryptic soy broth").

5.2 Preparo dos meios de cultura

5.2.1 Agua peptonada alcalina (concentragéo dupla)

Formula:
Peptona....... s s s e s s s e cc st s esvass s s s e e s s e s e s 20,0 g
Cloreto de SOQLi0..euuuueneeeeseeeseeeeaaaaaseeannss 20,0 g
AgUA AeStilada. .. v e eneneneeeanensusaeaeasanenae. 1 000,0 mL
pH final: 8,8 * 0,2 a 25°C

6 Para o preparo dos meios de cultura, da-se prefergncia a utilizagao de meios decultura desidratados,
de procedgncia idonea, visando maior uniformidade dos mesmos. Pode-se, no entanto, preparé—los no la
boratorio, sendo que os reagentes a serem utilizados devem ser de grau bacteriolégico e de procedgﬂ
cia idonea, apresentar cor, odor e consistencia inalterada, ser livres de elementos bactericidas ou
bacteriostaticos inespec{ficos e outros carboidratos fermentaveis, que nao os em testes, e fornecer
os nutrientes necessarios para os organismos pesquisados. Os frascos de meio de cultura devem ser man
tidos hermeticamente fechados em suas embalagens e mantidos em local fresco e seco, protegidos da
luz.
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Preparo:

Pesar a peptona e o cloreto de sodio e acrescentar 1 000 mL de agua des
tilada fria. Aquecer. agitando freqiientemente, ate a completa dissolu
950 do meio, tomando o cuidado para que nao seja atingida a temperatu
ra de ebuligao. Distribuir assepticamente volumes de 100 mL em erlenmeyers
com capacidade de 250 mL previamente esterilizados. Tamponar e esteri
lizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.’

5.2.2 Agar TCBS (Agar tiossulfato, citrato, sais biliares e sacarose)

Formula:
Extrato de levedura........coeiieieieceneecacnasn 5,0 g
Peptona proteose.....cceieen.. e et eceenesanan 10,0 g
Citrato de S0diO.....vevuenn. et ceeen 10,0 g
Tiossulfato de s0dio anidro......c..eeeeeeeennn. 10,0 g
Bile de boi desidratada.....cceeeercercesacosnss 8,0 g
Sacarose......c.ve.. Ce s e teecc e cees e 20,0 g
Cloreto de SOdiO...iieeeeeeeneeeeeeeaeannnnnnnn 10,0 g
CAitrato FErriCO. e eneenensenenneaeneeeeeeonas 1,0 g
Azul de bromotimol.......iiiiiiiennn.. ceeen 0,04 g
Azul de timol ... it it eereeseosssseesanscosacsaes 0,04 g
Agar...... C ettt ettt e e 15,0 g
Agua destilada..ceeeiereecerieennncnocannnnns 1 000,0 mL

pH final: 8,6 £ 0,2 a 25°C
NAO AUTOCLAVAR

Preparo: .

Pesar 89,0 g do meio desidratado "TCBS Agar" e acrescentar 1 000 mL de
égua destilada fria, deixando em repouso durante aproximadamente 15 mi
nutos. Aquecer, agitando freqgiientemente ate a completa fusao do agar,
tomando cuidado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao.
Distribuir volumes de 12 a 15 mL em placas de Petri de 15 x 100 mm, pre
viamente esterilizadas. As placas contendo o meio de agar TCBS devem

ser armazenadas sob refrigeragéo.

5.2.3 Agar Kligler com ferro com 3% NaCl

A esterilizagao de solugoes ou de meios de cultura em autoclave deve ser feita em temperatura de 121°C
durante 15 minutos. Durante a autoclavagao de meios de cultura, nao deve haver excesso de aquecimento
para evitar uma sobrecarga termica que possa produzir hidrolise, peptonagao, caramelizagao ou  outro
tipo de destruigao das substancias que constituem os meios de cultura.
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Formula: ‘
Extrato de carne.......... St e ecaeacaseansasacenons 3,0 g
Extrato de levedura.....cceveveecssscoscsasssnnnaas 3,0 g
Peptona........ c e s e s e e st as st ace s e nsesnaseeeaes 15,0 g
Proteose peptona.......cee.. ..; ...... e e ececscanas 5,0 g
Lactose.......... c e esesaeeseeaacan C et et e as 10,0 g
GlicosSe.. .ttt ieeneenannnsnnas e eoens ceerseenenan 1,0 g
Sulfato FerrOS0. .t rtasrsnnscosssosennvennss 0,2 g
Cloreto de SOGi0. e e eeeeeeeeeeeeeennnnnensoeennas 30,0 g
Tiossulfato de S0di0 ANidro. ...eeeeeeeeesoneeannnns 0,3 g
Vermelho de fenol.. ... ieeerireesanenocosaonnnses 0,024 g
Y 2= < et 12,0 g
Agua destilada............ et e 1 000,0 mL
pH final: 7,4 + 0,2 a 25°C

Preparo:

Pesar 55,0 g do meio desidratado "Kligler Iron Agar" e 25,0 g de clo
reto de sodio. Acrescentar 1 000 mlL de égua destilada fria, deixando
em repouso por aproximadamente 15 minutos. Aquecer agitando freqﬁentg
mente ate a completa fusao do égar, tomando cuidado para que nao seja
atingida a temperatura de ebuligao. Distribuir volumes de 6 a 7 mL em
tubos de ensaio de 12 x 120 mm. Tamponar com algodao hidrofilo e este
rilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Apos esterilizagéo €
enquanto o meio estiver quente, impregnar o tampao com reativo para
indol (ver 5.3.1). Deixar esfriar, inclinando de tal maneira que a ba
se seja aproximadamente 1/3 da altura do épice. Armazenar sob refrige
ragao.

5.2.4 Agar nutriente modificado (agar conservagao) com 3% de NaCl

Formula:
Extrato de carne......cuoee ittt erseneencnsancns 4,0 g
Peptona. ..o ieeeeeessccnasneasona tess e s e s e ce e 10,0 g
Cloreto de SOGL10.cueeeeeeeeeeeeeeseoenennnnnnnnnns 3Q,O g
7N 2 8 <N ceee 15,0 g
Agua destilada..ceeeeeeeerneneneninnsnsocsnnannnns 1 000,0 mL

pH final: 7,4 * 0,2 a 25°C

Preparo:

Pesar os componentes e acrescentar 1 000 mL de égua destilada fria,
deixando em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer, agi
tando freqlientemente até a completa fusao do agar, tomando cuidado pa
ra que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Distribuir volumes
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6 a 7 mL em tubos de ensaio de 12 x 120 mm. Tamponar com algodao hidré
filo e esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Apos este
rilizagao e enquanto o meio estiver ainda quente, colocar os tubos em

posigao inclinada ate que o meio se solidifique.

5.2.5 Meio para verificar a atividade das descarboxilases (Base de

Moeller para descarboxilase) com 3% de NaCl

Formula:
Peptona.....eeceeee. cessacresseenss . ceseraca 5,0 g
Extrato de carne....ceeeeeeceecsceccnsns ceeoee 5,0 g
Glicose...... e s e csscensan ceceseccs e ce e e naaas 0,5 g
PUrpura de bromocresol......ceeeee... e eeeeaan 0,01 g
Vermelho de cresol........ ceseesserensssaruens 0,005 g
Piridoxal......... e rerrecanaceno sesveenansen 0,005 g
Cloreto de s0diO.....v... e, e - 30,0 g
Agua destilada....... e eeeeeeeaeas et 1 000,0 mL

pH final: 6,0 £ 0,2 a 25°C

Preparo:

Pesar 10,5 g do meio desidratado "Decarboxylase Base Moeller" e 30,0 g
de cloreto de sodio. Aquecer, agitando freglientemente ate a completa dis
solugao do meio, tomando cuidado para que nao seja atingida a tempera
tura de ebuligao. Dividir o meio em 3 porgSes de 300 mL e umg quarta
porgao de 100 mL. A primeira porgao adicionar 3,0 g de L-lisina. A se
gunda porgao, 3,0 g de L-arginina e a terceira porgao, 3,0 g de L-orni
tina (concentragao final dos aminoacidos de 1%). A quarta porgao funcio
nara como controle e, portanto, nao recebera nenhum aminoacido. Nao &
necessario o ajuste de pH para a lisina e arginina. Para a ornitina que
é altamente acida, ajustar o pH 6,0 * 0,2 com solugao normal de hidro
xido de sodio (NaOH-1N). Distribuir volumes de 3 mL em tubos de ensaio
de 12 x 120 mm. Tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C durante 15

minutos. Armazenar sob refrigeracgao (2-8°C).

5.2.6 Meio de OF para oxidagao e fermentagao com 3% de NaCl

Formula:
Triptona. .. eeeeaccsosensnsnsscanas cesceeanas 2,0 g
Cloreto de SOdiO...eeeeeceeeeaaascanns e 30,0 g
Fosfato de potassio dibasico anidro......... .. 0,3 g
Azul de bromotimol.. ... teeeeeeccecanses e e 0,08 g
Agar.........o...... ettt e . 2,0 g
Agua destilada........ ettt e e 1 000,0 mL

pH final: 6,8 ¥ 0,2 a 25°C
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Preparo:

Pesar 9,4 g do meio desidratado "OF Basal Medium" e 25,0 g de cloreto
de sddio. Acrescentar 1 000 mL de agua destilada fria, deixando em re
pouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer, agitando freqiente
mente atée a completa fusao do meio, tomando cuidado para que nao seja
atingida a temperatura de ebuligao. Distribuir volumes de 100 mL em ba
loes de 250 mL e esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Estabilizar a temperatura de 502C e adicionar para 100 mL do meio esqé
ril, 10 mL de uma solugao do agﬁcar a ser testado a 10%. Homogeneizar e
distribuir volumes de 3 a 4 mL em tubos de ensaio de 12 x 120 mm esté
reis, tamponados com algodao cardado. Conservar os tubos em pmﬂgaoxmg
tical até que o meio se solidifique.

Nota: A solugao de agucar deve ser esterilizada por filtragao em mem

brana de 0,22 pum esteril.®

5.2.7 Meio para a prova de Voges-Proskauer (VP) com 3% de NaCl

Formula:
Peptona. . i v it it cncnescsesscssocacsscncsonacscssos 7,0 g
Fosfato de potassio dibasico anidro........... 5,0 g
Glicose..vveeveeaacsn ceeesescaseecncecaensanne 5,0 g
Cloreto de SOQi0..caeereeeenanennoenacnnnsanns 30,0 g
Agua destilada...ceieeieerneenennenncneannnnns 1 00Q,0 mL

pH final apods esterilizagao: 6,9 * 0,2 a 25°C

Preparo:

Pesar 17,0 g do meio desidratado "MR-VP Medium" e 30,0 g de cloreto de.
sodio. Acrescentar 1 000 mL de égua destilada fria. Agquecer, agitando
freqlientemente até a completa dissolugao do meio, tomando cuidado para
que nao seja atingida a temperatura de ebuligéo. Distribuir volumes de
5 mL em tubos de ensaio de 12 x 120 mm. Tamponar e esterilizar em auto

clave a 121°C durante 15 minutos. Armazenar sob refrigeragao (2 a 8°C).

5.2.8 Meio de crescimento com uma unica fonte de carbono

5.2.8.1 Solugao A

8 A filtragao de solugoes ou de meios de cultura que contem substancias termolabeis e feita conm vacuo,
usando-se membrana de ester de celulose com porosidade de 0,22 um. Todos os materiais e equipamentos
utilizados para filtragao devem ser esterilizados previamente por autoclavagao a 121°C durante 15 mi
nutos.
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Formula:
Cloreto de amoOnNid@....cceeeeeeososssocscononnscons 5,0 g
Nitrato de amonia...... e ettt teeceeeaaaaa 1,0 g
Sulfato de PotassSiO...eeeeeeeereeens et 3,0 g
Fosfato de potassio dibasico anidro............. . 3,0 g
Fosfato de potassio monobasico anidro.......... .. 1,0 g
Cloreto de s6dioc....... et e ... 10,0 g
Agua destilada@...veeeeeeneeeeacocanneseonansannas 800,0 mL

Preparo:

Pesar os componentes e acrescentar 800 mL de agua destilada fria. Aque
cer, agitando freqlientemente, até a completa dissolugéo do meio, tomen
do cuidado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Tampo
nar e esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutos. Resfriar
a 50°C.

5.2.8.2 Solugao B

Formula:
Sulfato de magnesio hepta-hidratado.............. 0,1 g
Cloreto de magnesio hexa-hidratado........cceoee. 4,0 g
Agar., i.eeeeneeasennns ceecese s e s eesesnenaeaan cons 15,0 g
Agua destilada..... ceees e e 200,0 mL
Preparo: '

Pesar os componentes e acrescentar 200,0 mL de agua destilada fria. Aque
cer, agitando freqiientemente até a completa dissolugao do meio, toman
do cuidado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligéo. Tampo
nar e esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutos. Resfriar a
50°C.

5.2.8.3 Preparo final do meio de crescimento com uma unica fonte de

carbono

Misturar as solugoes A e B assepticamente e entao distribuir o meio em
4 porgoes. As 3 primeiras, adicionar separadamente solugoes de L-leuci
na, putrescina e etanol em concentragéo final de 0,1%. A ultima funcio
nara como controle e nao recebera nenhuma fonte de carbono.Distribuir
volumes de 12 a 15 mL em placas de Petri de 15 x 100 mm, previamente
esterilizadas. As placas contendo os meios devem ser armazenadas sob
refrigeragao (2 a 8°C).

5.2.9 Agar Wagatsuma
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Formula:
Peptona....ccececececcoceanse ceesas ceecscsseasens o 10,0 g
Extrato de levedura....cccvveeececccasccsanes cs e 3,0 g
Fosfato de potassio dibasico ANIATO s v e eernannns 5,0 g
Cloreto de SOGLi0..eveeeeeeeeeesseasassssononannsns 70,0 g
Manitol..... e ee st essesasseassesraas e s s ace e 10,0 g
Cristal violeta..... teerrennaeseas e e aens oo 0,001 g
Agar........... S 15,0 g
Agua destilada........cceuen. e tia e, 1 000,0 mL

Preparo:

Pesar os componentes e acrescentar 1 000,0 mL de égua destilada fria.
Aquecer, agitando freqlientemente ate a completa dissolugao do meio, to
mando cuidado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligéo.
Ajustar o pH para 8,0. Resfriar a 50°C. Lavar eritrocitos humanos ou
de coelho em solugao fisiologica por 3 vezes. Reconstituir no volume
de sangue original. Adicionar 2,0 mL dos eritrocitos lavados a 1 000 mL
do meio esteriiizaawo, a 50°C. Distribuir volumes de 12 a 15 mL em pla
cas de Petri de 15 x 100 mm, previamente esterilizadas. As placas con

tendo o agar Wagatsuma devem ser armazenadas sob refrigeragao (2 a 8°C).

5.2.10 Caldo triptonado

Formula: .
Triptona. ic i ittt iiteesseeenocssncscnasvsasansnas 10,0 g
Agua destilada......... et eteseee et 1 000,0 mL
pH final: 6,9 * 0,2 a 25°C

Preparo:

Pesar a triptona e acrescentar 1 000,0 mL de égua destilada fria. Aque
cer. agitando freqientemente até a completa dissolugao, tomando cuida
do para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Distribuir vo
lumes de 3 mL em tubos de 12 x 120 mm. Tamponar e esterilizar em auto
clave a 121°C, durante 15 minutos.

5.2.11 Caldo TN,

Formula:
TriptoNna. c i it ittt et eerooeeessencssencaassassaseas 10,0 g
Cloreto de SOAi0..eveeeeeeeeneeeeoeecsscsnnnanens 20,0 g
Agua destilada......ccevvinennnnn. et 1 000,0 mL

pH final: 7.2 ¥ 0,2 a 25°C

Preparo:

Pesar os componentes e acrescentar 1 000,0 mL de égua destilada fria.
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Aquecer, agitando freqiientemente ate a completa dissolugéo, tomando cui
dado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligéo. Distribuir
volumes de 3 mL em tubos de 12 x 120 mm. Tamponar e esterilizar em auto
clave a 121°C, durante 15 minutos.

5.2.12 Caldo triptona de soja com 3% NaCl

Formula:
TripLoONaA. v eeeeessncesosoesssssnasescsesasssassas 17,0 g
Soitona...;..................................... 3,0 g
Cloreto de SOAi0...ereeeenneeennenanaeeannceenns 30,0 g
Fosfato de potassio dibasicCO....eeeeeeeeennnnnn. 2,5 g
Glicose............;.......................;.... ‘ 2,5 g
AUA AESEITAAR .« vererere e e e enenaenenenenenss 1 000,0 mL
pH final: 7,3 * 0,2 a 259C

Preparo:

Pesar 30,0 g do meio desidratado "Tryptic soy broth" e 25,0 g de clore
to de sodio. Acrescentar 1 000,0 mL de agua destilada fria.  Aquecer,
agitando fregiientemente até a completa dissolugao do meio, tomando cui
dado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Distribuir
volumes de 3 mL em tubos de 12 x 120 mm. Tamponar e esterilizar em au
toclave a 1219C, durante 15 minutos.

5.3 Solugoes?

5.3.1 Reativo para indol

Formula:
p-dimetilamino benzaldeido......eeveereenenaans 1,0 g
Acido OrtOfOSTOriCO. e e neeeneeeeeeneeaaeaanens . 20,0 g
Alcool etilico abSOlULO. . i ur e eeeneenonanneens 50,0 g
Agua destilada g.S.D.eeereecneneseeaeoceonannans 100,0 mL
Preparo:

Pesar o p-dimetilamino benzaldeido e acrescentar 50 mL de alcool etﬂé_
co absoluto. Adicionar o acido ortofosforico a agua e juntar o p-dime
tilamino benzaldeido, dissolvido em alcool. Colocar em vidro cdom tampa
esmerilhada ou de rosca. Para aplicagao do reativo para indol no tampao
de algodao devem ser observados oS seguintes itens:

a) Colocar aproximadamente 10 mL do reativo em uma placa de Petri esté

ril. mantida em posigao inclinada, contendo papel de filtro esteri

9 As solugoes sao estocadas em -geladeira (2 a 82C). Sao mantidas em frascos bem fechados, com rolha de
borracha ou tampa com rosca, pois os tampoes de algodao podem permitir a entrada e a consegiiente absor
¢ao de substancias, tais como a formalina e a amonia. Solugoes alcalinas nao devem ser estocadas en
frasco de vidro por muito tempo, pois estes frascos sao lentamente dissolvidos e fons de metais pesa
dos sao posteriormente encontrados nessas solugoes.
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lizado no fundo.

b) Nao embeber o tampao de algodao diretamente no reativo, mas apenas
tocar levemente no papel de filtro.

c) Trabalhar rapidamente, com assepsia, de preferencia em ambiente es

teril.

5.3.2 Reagente para o teste de oxidase

Formula:
Cloridrato de N, N, N', N'-tetrametil-p-fenilenodiamina... 1,0 g
Agua destilada. .veeueereneneinennenanneneneenannenns 100 mL
Preparo:
Pesar 1,0 g de cloridrato de N, N, N', N'-tetrametil-p-fenilenodiamina,
acrescentar 100 mL de agua recem-destilada, homogeneizando bem atée a

completa dissolugao do reagente. Guardar a solugao em frasco 4 ambar,
em geladeira (2 a 8°C), durante no maximo 2 dias.

Nota: A adigao de acido ascorbico a essa solugao (na concentragao de

0,1%) retarda a auto-oxidagao do reagente.

5.3.3 Solugao fisiologica

Formula:
Cloreto de SOdiO..e.eeeeeennan. Gt et e e recesenaaasaeneea 8,5 g
Agua Aestilada. . v eeeeeneeeeneeneeensennonnneannns 1 000,0 mL
Preparo:

Pesar 8,5 g de cloreto de sodio e dissolver em 1 000 mL de agua desti
lada. Homogeneizar bem até completa dissolugao do cloreto de sodio. Dis *
tribuir volumes de aproximadamente 50 mL em frascos de Dborossilicato
ou vidro neutro. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Armazenar a temperatura ambiente.

5.3.4 Reagentes para prova de VP

5.3.4.1 Solugao de alfa-naftol a 5%

Formula:
Alfa-naftol..........0.0. c et s e s ear st e et e eaaanes 5,0 g
Alcool etilico abSOlUtO. . ettt e ereereeennnnnns 100,0 mL

Preparo:
Pesar 5 g de alfa-naftol e diluir em 100 mL de alcool etilico absolu

to. Preparar a solucao no dia do uso.

5.3.4.2 Solugao de hidroxido de potassio a 40%
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Formula:
Hidroxido de pOtasSio...ceeeeecereeenaeacenssoons 40,0 g
Agua destilada...... et et eeraeeeees ... 100,0 mL

Preparo:
Pesar 40 g de hidroxido de potassio e diluir em 100 mL de agua desti

lada. Armazenar em frasco bem vedado ao abrigo da luz.

5.3.5 Solugdo de tiossulfato de sodio a 1,8%

Formula:
Tiossulfato de so0dio anidro.........eeveeasn. ceeen 18,0 g
Agua destilada...eeereeeerecaeneoasssasssnnas ee.. 1 000,0 mL

Preparo: ,
Pesar 18 g de tiossulfato de sodio e dissolver em 1 000 mL de .égmtdqi

tilada. Armazenar em frasco bem vedado.

5.3.6 Solugao de EDTA a 15%

Formula:
EDTA (Acido etilenodiaminotetracetico)......oeee.. 150,0 g
Agua destilada@...eeieeeeoeeeaeaacanoesoansnsnannes 1 000,0 mL

Preparo:
Pesar 150 g de EDTA e dissolver em 1 000 mL de agua destilada. Ajustar

o pH para 6,5. Armazenar em frasco bem vedado. '

6 EXECUGAO DO ENSAIO

-

6.1 Principio do metodo

0 método baseia-se na concentragao de volumes representativos de amos
tras de aguas marinhas atravées da técnica de membrana filtrante. As amos
tras sao posteriormente submetidas a enriquecimento em égua peptonada

alcalina, para favorecer o crescimento do Vibrio parahaemolyticus. As

coldonias tipicas, isoladas em placas contendo o meio agar seletivo TCBS

sao confirmadas atraves de testes de triagem e provas bioquimicas.

6.2 Reagoes

6.2.1 Agua peptonada alcalina

Meio liqﬁido utilizado pare o enriquecimento de Vibrio parahaemolyticus,

onde o pH alcalino (8,6) favorece o desenvolvimento répido do Vibrio
e inibe o crescimento de outras bacterias. O periodo de incubagéo nao
deve ser longo (12 a 15 horas), para que nao haja predominancia de ou

tros microrganismos.
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6.2.2 Agar TCBS (agar tiossulfato citrato sais biliares e citrato)
Meio seletivo diferencial largamente utilizado para o isolamento de

Vibrio parahaemolyticus e outros vibrios patogénicos. 0 Vibrio

parahaemolyticus nao utiliza a sacarose e seu metabolismo nesse meio e

essencialmente proteolitico, resultando na formagao de produtos finais
alcalinos, produzindo colonias verde-azuladas devido a viragem dos
indicadores de pH, azul de timol e bromotimol. Os sais biliares incor
porados no meio atuam na inibigao do crescimento da maioria das bacté
rias gram positivas. O citrato de sodio retarda o desenvolvimento dos
microrganismos gram positivos e serve para restringir alguns organis
mos gram negativos que sao incapazes de utilizar citrato de sodio inor
ganico como fonte de carbono. O tiossulfato de sodio e o citrato fer
rico permitem a diferenciagcao dos vibrides das bactérias produtoras
de sulfeto de hidrogenio (H,S).

6.2.3 Agar Kligler com ferro (Kligler Iron Agar)

a) glicose (dextrose) - o V. parahaemolyticus fermenta a glico
se, com produgao de acido, o que determina o aparecimento da
coloragao amarela no meio, decorrente da viragem do indica
dor de pH. Na superficie do meio, no entanto, a prolifera
¢30 € muito abundante e a acidez resultante da fermentagao
da glicose é neutralizada pelos produtos do metabolismo pro
téico, o que determina o aparecimento da coloragao vermelha.
Na base do meio, onde o crescimento € menor em relagao a su
perficie, os produtos do metabolismo protéico nao sao sufi
cientes para neutralizar a acidez, permanecendo a coloragao
amarelada do meio;

b) lactose - o V. parahaemclyticus nao fermenta a lactose, per

manecendo inalterado o apice do meio (coloragao vermelha);

¢) sulfeto de hidrogenio (H,S) - o V. parahaemolyticus e inca

paz de reduzir o tiossulfato a sulfeto de hidrogénio, portan
to, nao havera formagao de sulfeto ferrico, resultante da com

binacao do ion ferro presente no sulfato ferroso com o sul

feto de hidrogénio, responsével pelo enegrecimento do
meio;
d) gas - o V. parahaemolyticus nao produz gas, portanto, nao

apresentaré nenhuma formagéo de bolhas no meio;

e) indol - V. parahaemolyticus produz enzima triptofanase, sen

do portanto capaz de degradar o aminoacido heterociclico trip
tofano e formar o indol. A formagao do indol e verificada pe

la presenga da cor vermelha nos tampaes do meio Kligler que
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contéem o reativo p-dimetilaminobenzaldeido.

6.2.4 Oxidase

o V. parahaemolyticus possui a enzima citocromo-oxidase, necessaria

para a oxidagao do citocromo-c na cadeia respiratéria, segundo a se
guinte reagao:

2 citocromo-c reduzido + 2 H* + 1/2 0, citocromo-oxidase

2 citocromo-c oxidado + H,0

No teste de oxidase, o citocromo-c em sua forma oxidada, catalisa a
oxidagao do tetrametil-p-fenilenodiamina, formando-se uma substancia
de coloragao azul.

6.3 Amostragem

Os locais de coleta de amostras devem ser estabelecidos em regiSes de
éguas marinhas, principalmente naquelas em que haja criagao ' de molus
cos bivalvos e tambem nos locais de despejos de esgoto proximos as re
giSes de criacgao destes animais. Quando ha suspeita de contaminagéo
que possa levar a surtos epidémicos, devem ser amostrados - .pontos de
agua de abastecimento.

6.4 Tecnicas de coleta

Basicamente, as amostras para pesqguisa de V. parahaemolytigus sao ob

tidas pela coleta de amostras liquidas.

6.4.1 Coleta de amostras liquidas

A coleta de amostras de égua deve ser realizada segundo o Guia. de
Coleta e Pre§ervagéo de Amostras de Agua (CETESB/SEMA-1988).

6.4.1.1 Agente neutralizador do cloro residual

Para a coleta de amostras de aguas tratadas, deve-se adicionar ao fras
co de coleta, antes de sua esterilizagao, 0,1 mL de uma solugao a 1,8%
de tiossulfato de sodio para cada 100 mL da amostra, para neutralizar
a agao do cloro residual. Essa quantidade de tiossulfato de_sédio e
suficiente para neutralizar concentragoes de ate 5 mg/L de cloro re
sidual, sendo adequada para as amostragens de rotina. Em situa
goes especiais, como por -exemplo em emergencias, em que o re
sidual de <cloro pode ser maior, uma .maior quantidade de tios
sulfato e requerida. Nestes casos, podem ser wutilizados volu
mes de 0,1 mL de uma solugao a 10% de tiossulfato de sodio
para cada 100 mL da amostra, sendo esta quantidade suficiente
para neutralizar concentragoes de até 15 mg/L de cloro residual.
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6.4.1.2 Agentes quelantes

Para a coleta de amostras de aguas poluidas e de esgoto, suspeitas de
conter concentragaes superiores a 0,1 mg/L de metais pesados, tais co
mo cobre, zinco, etc., deve-se adicionar ao frasco de coleta, antes de
sua esterilizagao, 0,3 mL de uma solugao a 15% de EDTA, para cada 100
ml, da amostra, além do tiossulfato de sodio (volumes de 0,1 mL de uma
solugao a 10% para cada 100 mL da amostra). A solucao de EDTA pode ser
adicionada ao frasco de coleta separadamente ou ja combinada com a so
lugao de tiossulfato de sodio antes da adigao. O EDTA atua como agente
quelante, reduzindo a agao toxica de metais, apresentando uma agao mais
ampla que o tiossulfato de sédio, 0 qual, na concentragéo empregada,
previne apenas a agéo bactericida do cobre.

6.4.1.3 Transporte e conservagao

Apos a coleta, a amostra devera ser enviada ao laboratorio o mais rapi
do possivel. O tempo maximo ideal entre a amostragem e o inicio do exa
me nao deve exceder a 8 horas, sendo aque o tempo limite nao deve exce
der a 24 horas.

6.4.1.4 Volume da amostra

0 volume da amostra a ser coletada deve ser no minimo de 5 litros.

6.5 Metodo de concentragao através da teécnica de membrana filtrantel0

O método mais comumente utilizado para analise de V. parshaemolyticus

é a técnica de membrana filtrante, que tem a vantagem de poder proces
sar grandes volumes de agua, principalmente para aguas com baixa turbi
dez, aumentando a probabilidade de isolamento do Vibrio. *

6.5.1 Dispor sobre a bancada de trabalho o material necessario a exe
cugao de analise, a saber:

a) vasilhame de presséo, conectado a bomba de presséo positiva;

b) porta-filtro de 142 mm de diametro, previamente esterilizado,
conectado ao vasilhame de pressao; ,

c) membranas filtrantes estéreis com 142 mm de diametro e’ 0,45
um de porosidade;

d) um erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de égua peptonada
alcalina de concentracao;

e) pinga e tesoura com as extremidades mergulhadas em alcool;

f) bico de Bunsen.

10 ¢ analista indicado para execugao desta tarefa deve ser devidamente treinado e adequadamente protegi
do, de modo a evitar problemas de contaminagao.
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6.5.2 Preparo do porta-filtro

a) retirar a parte superior do porta-filtro e, com uma pinga
flambada e esfriada, colocar uma membrana filtrante esteril,
centralizando~a sobre a parte inferior do porta-filtro;

b) acoplar a parte superior do porta-filtro, tendo o cuidado pa

ra nao danificar a membrana.

6.5.3 Filtragao da amostra

Homogeneizar a amostra e verter cuidadosamente o volume a ser examina
do no vasilhame de pressao. Fechar o vasilhame de pressao, ligar a bom
ba de pressao positiva e proceder a filtragao, a uma pressao de 147,1
kPa. Desligar a bomba ao finalizar a operagao. Abrir a valvula de segu
ranga do vasilhame de pressao e do porta-filtro. Retirar a parte supe

rior do porta-filtro, tendo cuidado para nao danificar a membrana.

6.6 Enriquecimento, isolamento e identificagao

6.6.1 Procedimento

a) dobrar cuidadosamente a membrana com auxilio da pinga e te
soura, devidamente flambadas e esfriadas, e transferi-la pa
ra um erlenmeyer contendo 100 mL de égua peptonada alcalina
concentragao dupla;

b) incubar a 35-37°C, durante 18 a 20 horas.

6.6.2 Apés o] periodo de incubagao, retirar cuidadosamente o‘erlenmeyer

da incubadora, evitando agitagao.

6.6.3 Com auxilio de uma alga de inoculagéo, devidamente flambada e

esfriada, colher o material da superficie do meio de enriquecimento
(APA)!l ¢ semear em duas placas de agar TCBS, conforme descrito abaixo:
a) depositar o inoculo em um ponto nas bordas da placa conten
do o meio seletivo e diferencial TCBS, girar a placa e 1ini
ciar o espalhamento do inoculo na superficie do primeiro qua
drante, tomando cuidado para que a parte encurvada da alga
toque apenas a superficie do meio, evitando ferir cxégar(ver
Figura 1);
b) girar novamente a placa, flambar a alga de inoculagéo, es
friar e continuar o espalhamento no 2¢ quadrante a partir do
inoculo do 12 quadrante (ver Figura 2);
¢) proceder desta maneira atée completar a semeadura em toda a
superficie do égar, com a finalidade de obter isolamento com

pleto no 492 quadrante (ver Figuras 3 e 4).

11 0 peio de cultura apresenta uma turvagao homoggnea, com ou sem pelfcula.
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FIGURA 1 FIGURA 2

\)

FIGURA 3 FIGURA 4

d) fechar e incubar a placa em posigao invertida. a 35-37°C,num
periodo de 18 a 24 horas.

6.6.4 Apés 18-24 horas efetuar a leitura das placas de égar TCBS se

parando aguelas que apresentafem colonias tipicas de V. parahaemolyticus
]

(colonias verde azuladas e ligeiramente convexas).

6.6.5 Com todos os cuidados de assepsia e utilizando uma alga devida

mente flambada e esfriada. selecionar do agar TCBS 10 colonias verdes

.

tipicas de V. parahaemolyticus (sacarose negativa) e transferir- - para

o meio de "Kligler Iron Agar" com 3% NaCl. A inoculagao - do  meio de
triagem € feita por picada em profundidade e estrias na superficie in
clinada, e a inCubagéo é realizada a 35-379C durante. 18 a 24
horas.

6.6.6 Apos o periodo determinado de incubagdo efetuar a leitura dos
resul tados. '

6.6.7 Leitura das caracteristicas bioquimicas do V. parahaemolyticus

no meio "Kligler Iron Agar'.
a) apice

- lactose negativa: evidenciada pela coloragao vermelha maépi

ce do meio,
b) Base

- glicose positiva: evidenciada pela coloragao amarela na

base do meio.
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- gés negativo: ausencia de bolhas no meio.

- sulfeto de hidrogénio negativo (H,S): auséncia da colora

¢ao negra no meio.
c) Tampao de algodao com reativo de indol

- indol positivo: coloragao vermelha no tampao.

6.6.8 Realizar o teste de oxidase apenas com as culturas que apresen

tarem reagSes caracteristicas de V. parahaemolyticus no meio "Kligler

Iron Agar" e descartar os tubos restantes.

6.6.9 Pesquisa da oxidase: com uma agulha de inoculagao de platina,
devidamente flambada e esfriada, retirar do meio de Kligler com 3% NaCl
um pequeno inoculo da cultura de 18 a 24 horas e tocar o papel de fil
tro embebido em solugao de cloridrato de N, N, N', N', tetrametil-p-fe
nilenodiamina a 1%. A reagao positiva ¢ evidenciada pelo desenvolvimen
to de coloragéo pﬁrpura intensa em aproximadamente 30 segundos. Se ne
nhuma ou discreta reagao se desenvolver no periodo de dois minutos de

observagao, considerar a prova como negativa.

6.6.10 Prosseguir com as culturas que apresentaram reagéo de oxidase
positiva e descartar as restantes.

6.6.11 A partir de cada cultura oxidase-positiva e, com auxilio de uma
agulha de inoculagao devidamente flambada e esfriada, transferir do meio
de Kligler um inoculo do crescimento para um tubo contendo égar conser
vagao com 3% NaCl, previamente identificado. A inoculagao e feita atra
vés de estria no apice. Apds a transferéncia, incubar os tubos de agar
conservagao a 35-37°C durante 18-24 horas. .

6.6.12 Identificagao bioquimica de Vibrio parahaemolyticué%Tabela 1)

6.6.12.1 Teste para verificar a atividade das descarboxilases

(Descarboxilase Base Moeller)

Com uma alga de inoculagao, devidamente flambada e esfriada, retirar
uma pequena quantidade do crescimento do égar conservagéo de 18 a 24
horas e inocular em um tubo com meio para teste da 1lisina descarbo
xilase, um tubo para - ornitina descarboxilase, outro tubo com o meio
para o teste da hidrolise da arginina e um quarto tubo contendo a base
sem nenhum aminoécido, funcionando como controle do teste. Acrescentar

a cada um dos tubos algumas gotas de vaselina ligiiida esteril, a fim de

12 £q determinadas circunstancias especificas se faz necessario uma identificagao bioquimica mais com
pleta para a diferenciagao do V. parahaemolyticus das demais especies do genero Vibrio sendo  neste
caso utilizadas as provas bioquimicas recomendadas por Colweel, R.R. (1984) e Baumann et al (1984).
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formar uma fina camada na superficie. Incubar a 359C e observar diaria
mente durante 4 dias.
Efetuar a leitura considerando:

- descarboxilagdo da lisina: coloragao roxa (alcalinizagao do meio) pro

va positiva;

- descarboxilagdo da ornitina: coloragdo roxa (alcalinizagao do meio)

prova positiva;

- hidrolise da arginina: coloragao amarela (acidificagao do meio) pro

va negativa;

- controle: coloragao amarela (acida)- fermentagao da glicose. O tubo
controle devera permanecer sempre acido em todo o periodo de obser
vagao.

TABELA 1 - Provas bioquimicas para identificagéo de V. parahaemolyticus

Reagoes bioquimicas Vibrio parahaemolyticus
lisina +
descarbo-
xilagao ornitina +

hidrolise arginina -

sacarose (fermentacgao) - '

caldo triptonado com

0% NaCl

VP -
‘. L-leucina +
unica

.F

onte etanol +
de

carbono putrescina +
Fenomeno Kanagawa \'

6.6.12.2 Teste para verificar a fermentacao de carboidratos

Para o teste de fermentagao, os tubos contendo o meio de Hugh & Leifson
(OF) com sacarose (1%) sao previamente aquecidos em banho-maria duran
te aproximadamente 10 minutos para remover O oxigénio existente em seu
interior e esfriados rapidamente antes do uso. Inocular a cultura em
teste pelo procedimento de picada em profundidade. Logo apés a inocu
lacao, acrescentar algumas gotas de vaselina liquida esteril a fim de

formar uma camada de aproximadamente 5 mm sobre a superficie do meio.
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Incubar a 35°C e observar diariamente durante 14 dias. Efetuar a leitu
ra considerando:
a) coloracdo amarela: fermentagao do agucar

b) coloragao verde: auséncia de fermentagao

6.6.12.3 Crescimento na ausencia de NaCl

Tnocular um tubo com caldo triptonado com a cultura em teste e incubar
a 35-37°C durante 48 horas.
A auséencia de crescimento no caldo sem cloreto de sodio indica . tratar-se

de um organismo halofilo.

6.6.12.4 Prova de Voges-Proskauer

Inocular um tubo com meio de "MR-VP" (Clark Lubs) com a cultura em tes
te e incubar a 35°C durante 24 horas. Transferir 1 mL da cultura para
um tubo de ensaio. Adicionar 0,6 mL da solugéo alcoolica de - alfa-naftol
a 5% e 0,2 mL de uma solugao de hidroxido de potéssio a 40%- - agitando
bem apos a adigao de cada solugao. Efetuar a leitura considerando:

a) co]oragéo vermelha: produgéo de acetoina (positiva)

b) coloragadao alaranjada ou amarela: nao producao de acetoina (negativa)

Nota: realizar a leitura no periodo inferior a 5 minutos.

6.6.12.5 Teste para verificagao de crescimento com uma unica fonte. de

carbono
Inocular um tubo com caldo T;N, com a cultura em teste e incubar a
35—37°C durante 6-8 horas.
Em cada uma das placas contendo as fontes de carbono (L-leucina, etanol
e putrescina) e na placa sem fonte de carbono (que funcionara como.con
trole), semear 2 pL na forma de '"spots"'". Fechar e incubar as placas em
posicao invertida a 35-37°C e observar diariamente durante 7 dias.
Efetuar a leitura considerando crescimento nas placas que contem as fon
tes de carbono (L-leucina, etanol e putrescina) e ausencia de crescimen
to na placa controle.

Nota: Varias culturas podem ser testadas em uma mesma placa.

6.6.12.6 Teste para verificagdo de atividade hemolitica (fenomeno

Kanagawa) .
Inocular um tubo com caldo triptona de soja com 3% NaCl com a cultura
em teste e incubar a 35-37°C durante 18-20 horas. Semear 2 pL da cultu
ra em égar Wagatsuma, incubar a 35-37°C durante no maximo 24 horas.
0 resultado positivo consiste em ocorrencia de B—hemélise, que se caracC
teriza pela formagao de um halo transparente ao redor-do crescimento da.
colania. Leituras realizadas apés 24 horas devem ser degcartadas.



26

CETESB/L5.405

Nota: Varias culturas podem ser testadas em uma mesma placa.

7. RESULTADO

0 resultado final é emitido com base nas provas bioquimicas. -Relatar o

resultado como: auséencia ou presenga de Vibrio parahaemolyticus na

amostra analisada.

Nota:

0 esquema de procedimento completo e apresentado na Figura 5.

Agua

Membrana filtrante
0,45 um

. Agua Peptonada Alcalina
15 h

35°C

Agar TCBS
18-24 h 35°C

Kligler Iron Agar com 3% NaCl
18-24 h 35°C

Oxidase

Agar conservagao com 3% NaCl
18-24 h 35°C

colonias tipicas: verde azuladas com
aproximadamente 3 mm de diametro

SERIE BIOQUIMICA

Halofilismo: ausencia de crescimento em caldo com 0% NaCl

Fermentagao sacarose - negativa

Descarboxilagao da lisina e ornitina — positiva

Hidrolise da arginina - negativa

Unica fonte de carbono: L-leucina, etanol e putrescina - positiva

Fenomeno Kanagawa

FIGURA 5 - Esquemsa de procedimento

/ANEXO A
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ANEXO A - INFORMAGOES COMPLEMENTARES

A-1 Selegéo de meios de cultura para recuperagéo de Vibrio parahaemolyticus

A literatura cita o caldo GSTB como melhor meio de enriquecimento para

Vibrio parahaemolyticus para amostras de alimentos e conseqgiientemente

foi utilizado para amostras de éguas e moluscos. Atualmente, para amos
tras ambientais e preferivel a utilizagao de Agua Peptonada Alcalina,
pois trata-se de um meio de enriquecimento adequado para recuperagao

de Vibrio parahaemolyticus, aléem de ser um meio de cultura de féctlpqg

paro. (B-11, B-14). Em relacao aos meios de cultura de triagem —podem
ser utilizados outros meios de triagem ¢omo: o meio Rugai € ‘Lisina-mo
tilidade (IAL), TSI, LIA, todos acrescidos de 3% de NaCl.

A-2 Realizacao de testes sorologicos

A identificagao de Vibrio parahaemolyticus pode ser realizada atraves

de testes sorolégicos, a qual e comumente realizada pelos laboratorios
de referencia para Vibrio pérahaemOlytiCus ‘sendo utilizados os -anti-=

soros polivaléntes V. parahaemolyticis somético'(o) e capsular (K). .

A-3 Controle de esterilidade das solugoes e meios de cultura

Apés terem sido preparados e antes de serem usados, quaisquer solugoes
ou meios de cultura devem ser testados, quanto a presenga de fungos ou

., . ’
de bacterias contaminantes.

A-4 Cuidados especiais com a vidraria

Devem ser obedecidas as prescrigSes da Norma CETESB M1.001.

A-5 Lavagem e esterilizacdo do equipamento de filtragao
(Vasilhame de pressao e porta-filtro) Ver Norma CETESB M1.001.

A-6 Desinfecgdo do equipamento de filtragdo (vasilhame de pressao, por

ta~-filtro e mangueiras)

Apos a concentragao da amostra, fazer passar pelo sistema de filtragao
5 I, de uma solugao de hipoclorito de sodio a 2% de cloro livre por 11
tro e deixar esta solugao em contato durante 1 hora. Esgotar entao a
solucao de hipoclorito de sodio e fazer passar 5 L de uma solugao de
tiossulfato de sodio a 0,5% para neutralizar o cloro residual. A veri
ficacao desta neutralizagao ¢ feita colocando, em um volume de 9,5 mL
da agua que sai do sistema, 0,5 mL de solugao de ortotoluidina. A ausen
cia de coloragao na égua indica que o cloro residual foi neutralizado.
Esgotar entao a solugao de tiossulfato de sodio e fazer passar cerca de
5 litros de agua destilada. Esgotar a agua do sistema e vedar a entra

da e saida das mangueiras com folha de aluminio.

/ANEXO B
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