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RESUMO: Foi pesquísada a incidência de Vibrio pcrahaemoluticus
em 101 amostras, sendo 12 de peixes, 5 de mariscos, 6 de camarões, 70
de ostras e 8 de água do mar (região costeira), encontrando-se 75 amos-
tras positivas, assim distribuídas: 5 de peixes, 2 de mariscos, 3 de
camarões, 6 de água do mar e 39 de ostras; 40 cepas, que foram soro-
tipadas pela Food and Drug Administration, Department of Health,
Education and Welfare, dos Estados Unidos, eram não hemolítícas e,
dentre elas, encontraram-se 17 tipos sorológicos diferentes. Os resul-
tados são discutidos com base na revisão da literatura pertinente à
disseminação e patogenicidade desse microrganismo.

DESCRITORES: Vibrio parahaemolyticus, isolamento em ostras e
outros produtos do mar (São Paulo, Brasil),

INTRODUÇÃO A primeira descrição dessa bactéria foi
feita, por T. Fujino (1951), que a deno-
minou de Pasteurella parahaemolyticus.
Em 1958, Takikawa sugeriu o nome de
Pseudomonas enteritis; Míyamoto propôs a
criação de um novo gênero - Oceanomo-
nas - com as espécies O. parahaemolyticus,
O. enteriiis e O. alginolyticus. R. Sakazaki,
em estudos posteriores, verificou a seme-
lhança dessa bactéria com as bactérias do

o Vibrio parahemolsjticus é um mi-
crorganismo Gram-negativo, halófilo, aeró-
bio facultativo. O seu desenvolvimento é
favorecido quando se acresce ao meio de
cultura 2 a. 4% de cloreto de sódio, e sua
multiplicação é intensa a 37°C e em tempe-
raturas ambientes. É facilmente destruído
pelo calor e, portanto, pela cocção 6,

* Trabalho realizado na Seção de Microbiologia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo,
S.P.

* * Da Seção de Microbiologia Alimentar do Ins tituto Adolfo Lutz.
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gênero Fibrio, e propôs a designação de
Vibrio parahaemoluiicus, que permane-
ce 10, 22, 28.

Ubiqüitário dos ambientes marinhos, o
Fibrio parahaemolyticus parece ser capaz
de se multiplicar em águas salgadas sem
a concorrência de um animal hospedeiro 10.

Tem sido isolado repetidamente em amos-
tras de águas costeiras e de estuários, em
sedimentos marinhos, peixes, crustác-eos e
moluscos, na quase totalidade dos oceanos,
de locais reconhecidamente poluídos ou
não 3, 8, 10, 15, 19, 20, 22, 23. Onúmero desses
microrganismos tem distribuição sazonal,
maior nos períodos quentes do ano. Con-
seqüentemente, deve ser quantitativamente
maior a presença de Vibrio panüuiemoiç-
ticus nas costas dos países de clima quente
e temperado 8, 10, 19, 23, 28.

Também, repetidamente, esse organis-
mo tem sido isolado e apontado como
agente causal de gastrenterite e responsa-
bilizado por surtos de toxi-infecções alimen-
tares 1, 2, 4, 11, 16, 21, 25, 29. A primeira des-
crição de infecção entérica foi realizada
por Fujino (1951), na investigação de surto
provocado pelo consumo de shirasu con-
taminado, no Japão 13. Nesse país, a in-
fecção por Vibro parahaemolyticus é signi-
ficativamente alta (40-70% dentre todas as
infecções bacterianas) sem dúvida por cau-
sa elos hábitos alimentares típicos de
consumo de produtos pescados não cosi-
dos 13,29. Porém, ocorrências semelhantes,
embora menos freqüentes, têm sido descri-
tas em outros países (Inglaterra, índia, Es-
tados Unidos, Coréia, Malásia, Panamá,
Togo, Nova Zelàndia etc.).

o quadro clínico desenvolvido, quando
da infecção gastrentérica pelo Vibrio pa-
rahaemoiuticus, é de moderada gravidade,
com a apresentação dos primeiros sinto-
mas, 6-24 horas após o consumo do ali-
mento infectante, -e inclui dores epígástrí-
cas violentas, náuseas, vômitos, diarréia
(com presença de muco e sangue nas fe--
zes), febre, dor de cabeça e calafrios. Esses
sintomas, em geral, regridem em 1-3
dias 2, 5, 7, 21, 25, 29, porém o quadro clíni-
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co pode se agravar e confundir-se com o da
diarréia colérica 4, 28, 29. Outras infecções
como septicemias, otites e ulcerações de
pele 10,29 ocorrem, assim como infecções
por acidentes laboratoriais 32. A pesquisa
da origem da infecção conduz sempre aos
ambientes marinhos.

A classificação antigênica do Vibrio pa-
rahaemolyticus é feita com base no antí
geno somátíeo "O" e no antígeno capsular
"K". Os antígenos flagelares (H) são des-
tituídos de importância na sua identifica-
ção, uma vez que não são específicos da
espécie, mas comuns também a outras es-
pécies do gênero Vibrio. Reconhecem-se,
até o momento, 11 diferentes antígenos "O"
e 53 antígenos "K"; porém, o número de
cepas ainda não caracterizadas sorologica-
mente é extenso 10,29. Essa identificação,
à parte de sua importância epídemiológíca,
não fornece nenhum dado seguro acerca da
virulência das cepas; qualquer sorotipo é
potencialmente capaz de provocar infecção.

Em seu estudo pioneiro, Fujino deno-
minou a bactéria, por ele isolada, de alta-
mente tóxica, capaz de provocar a morte
em camundongos que ingeriram ou foram
ínoculados experimentalmente com células
viáveis e, reações severas, quando testada
em alça ligada de íleo de coelho 14.

Caracteristicamente importante foi a
detecção de produção de hemolisinas, que
não obedece a uma distribuição geral en-
tre as cepas; determinados V. paranaemo-
lyticus, independentemente do sorotipo, são
capazes de produzir hemólise do tipo beta,
quando inoculados em ágar-sangue de Wa-
gatsuma (meio básico específico acrescido
de hemácías humanas) e incubados por
13-24horas, a 350C; o teste foi denominado
de Kanagawa 10,2829. SAKURAI et alii e
SAKAZAKI30 demonstraram a existência
de mais de uma hemolisina; as cepas Ka-
nagawa positivas, hemolíticas, são comuns
sobretudo entre os isolamentos de mate-
rial fecaI de doentes, e as negativas, não
hemclítícas, entre os do material obtido do
meio ambiente 10, 28,29,33,34. Correlacio-
nou-se, então, o fenômeno de Kanagawa
diretamente com a virulência desse agente:
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as cepas hemolíticas, designadas de virulen-
tas e as não hemolíticas, de avírulentas.
Na tentativa de se aclarar o mecanismo
de atuação patogênica, surgiram várias hi-
póteses, como a da possibilidade de "con-
versão" ou "seleção" para as virulentas no
próprio trato intestinal 7, 10, 28, 29.

As pesquisas com o fito de determinar
qual das hemolisinas, ou se o conjunto delas
se relacionava diretamente com o fenôme-
no de virulência, não foram bem sucedidas
por todos os pesquisadores, e o conjunto
dos resultados evidenciou várias divergên-
cias. Extratos purificados dessas enzímas
nem sempre provocaram as mesmas rea-
ções nos múltiplos ensaios efetua dos, quan-
do da administração de células viáveis
(ínoculação intraperitonial de ratos, em
alça ligada do íleo de coelho, em duodeno
de cão, por ingestão, e pelo teste de edema
de pata de camundongo). Essa contro-
vérsia foi acentuada pela sucessão de des-
crições de infecções, com isolamento de ce-
pas não hemolíticas, que se apresentavam
com gravidade compatível com as infec-
ções provocadas por cepas Kanagawa posi-
tivas 26, 28, 29.

Vários pesquisadores sugerem a neces-
sidade da ingestão de doses ínfectantes para
que a instalação clínica da infecção ocorra.
Em experiências com voluntários, uma dose
de 3 x 105 células víáveía/rnl de cepas Kana-
gawa positivas foi admitida como suficien-
te; enquanto doses de mais de 109 células
víaveis/rnl de cepas não hemolíticas não o
foram 29. Twedt e colaboradores, em en-
saios com alça ligada de íleo de coelho,
observaram que há um período de incuba-
ção menor quando da inoculação de doses
maiores do agente, incluíndo-se testes com
cepas Kanagawa negativas e com as de Vi-
brio alginolyticus (também ubiqüitár'io de
ambientes marinhos, porém nunca isolado
de infecçoes humanas) 33,34, Kato e cola-
boradores observaram que cepas hemolítí-
cas, desprovidas de antígeno "K", compor-
tam-se como as não hemolíticas; sobretudo,

3S cepas Kanagawa negativas, isoladas de
material humano (fezes diarrêicas e mate-
rial de autópsia), mostram-se igualmente
não reatívas em experimentos com animais
de laboratório.

Em trabalhos recentes, Twedt e colabo-
radores concluíram que as reações em en-
saios experimentais são determinadas por
porçõ-es íntimas da estrutura celular do
ll. parahaemotuticus e que esse fator de
patogenicidade, quando testado pelas par-
tículas lisa das de células, parece ser afe-
tados por forças iônicas, neutralízáveís por
diálise. Seus estudos atuais visam averi-
guar se esse fator é plasmídeo-dependente*.
Portanto, qualquer que seja o princípio vi-
rulento desse agente, ainda falta a sua
identificação e caracterização bioquímica
definida.

Apesar dos numerosos trabalhos, nem
sempre concordantes, o fato primeiro e
importante é que o Vibrio parahaemoly-
ticus é agente freqüente de toxi-infecções
alimentares, podendo apresentar outros ti-
pos de infecção 11. São comuns descrições
da detecção e ocorrência desse agente numa
dada região, seguida a curto prazo de re-
latos de infecções humanas, a exemplo do
que ocorreu na Inglaterra 1, 15, Estados
Unidos 10,11, Panamá 20, 21 e Coréia 8. Não
se sabe se existe sensibilidade individual
ao agente, ou se podem ocorrer imuniza-
ções naturais; porém os relatos de casos
humanos se sucedem, em que crianças, jo-
vens e adultos são afetados, praticamente
em todas as regiões (países de clima quen-
te, temperado e frio, respectivamente), e
nu populações que apresentam hábitos ali-
mentares os mais diversos. Isso porque,
apesar ele o Vibrio parahaemolyticus ser
restrito fi ambientes marinhos, nada o im-
pede de iní'ectar outra classe de alimentos,
desde que presente num ambinte de cozi
nha, nem de reínfectar um produto pesca-
do já cozido.

Comunicação pessoal por carta de 9 de julho de 1975
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A presença do Vibrio parahaemolyticus
entre nós já foi apontada por HOFER &
SILVA15, e LEITÃO & ARIMA22, que tra-
balharam respectivamente com peixe e com
águas e sedimentos de origem marinha.

Considerando o já exposto, decidimos
então pesquisar esse agente em produto:
do mar, especialmente em ostras, que são
excelentes sentinelas das condições sanitá-
rias do ambiente que as rodeia, devido ao
sistema biológico de captação de alimentos
por membranas, o que permite retenção e
concentração de partículas pequenas, como
as bactérias, em seus corpos 18. Também
não utilizamos materiais que tivessem so-
frido quaisquer tipos de tratamento (depu-
ração ou processamento): limitamo-nos à
análise qualitativa, com programação de se
complementarem os dados, posteriormente,
com quantificação do agente nas amostras
não tratadas, com o objetivo de determinar
a carga de Vibrio parahaemolyticus nesse
material.

No presente trabalho, relatamos os re-
sultados obtidos. O possível risco para a
Saúde Pública também é considerado.

MATERIAL E MÉTODOS

Usaram-se 70 amostras de ostras, 12 de
peixes, 5 de mariscos, 6 de camarões e 8
de água do mar (região costeira), num total
de 101 amostras.

O método empregado foi o preconizado
no manual fornecido pela Food and Drug
Adrninistratíon 9, e de acordo com trabalho
de F'ISHBEIN & WENTZ 12.

Procedeu-se ao seguinte esquema de tra-
balho:

a) Inoculação de 10 g ou 10ml do ma-
terial em frascos com 100ml de GSTB (glu-
cose salt teepol broht) , como meio seletivo
de enriquecimento, e incubação por 18-24
horas, a 35°C;

* Difco Laboratories, U.S.A.
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b) Após a ínoculação, o caldo foi se-
meado em placas de TCBS (thiosulfate cí-
trate bile sucrose agar*), pelo método de
estrias e com o auxílio de alça em cabo de
Kolle, incubando-se por 18-24horas, a 35°C;

c) As colônias típicas desenvolvidas fo-
ram isoladas em meio de Rugai 27, com 3%
de cloreto de sódío, substituindo o meio
TSI (triple sugar iron), sem prejuízos téc-
nicos e com a vantagem da indicação de
produção de indol;

d) As cepas presuntivas de Vibrio pa-
rahaemoluticus foram então testadas frente
ao Gram e por provas bioquímicas;

e) 40 cepas com comportamento da es-
pécie foram enviadas à Food and Drug
Admínístratíon, para os Drs. F'ishbein e
Wentz, que confirmaram nossos resultados
de identificação, complementando-os com o
teste de Kanagawa e com a caracterização
sorológica.

RESULTADOS

A caracterização do Vibrio parahaemo-
iuticus foi obtida pelas seguintes reações:

a) Coloração de Gram: bacilos Gram-
negativos, com morfologia típica de Vibrião;

b) TCBS: colônias típicas (verde-azula-
das, com aproximadamente 3mm de diâ-
metro);

c) Comportamento em meio de Rugai,
com 3% de cloreto de sódio: alcalina no
ápice, ácido na base, sem gás, com indol
positivo;

d) Halofilismo: ausência de cresci-
mento em caldo com 0% e 10% de elo reto
de' sódío, e crescimento em caldo com 6%
e 8% de elo reto de sódio;

e) Incubação a 420C: crescimento po-
sitivo;

f) Fermentação da glicose, sem produ-
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ção de gás, pelo método de Hugh Leifson;
g) Fermentação da celobiose, maltose,

manita e trealose;
h) Não fermentação da sacarose, íno-

sita e dulcita;
i) Motilidade: positiva;
j ) Citocromo-oxi das e: posi tiva;
1) Indol: positivo;

m) Decarboxilação da lisina e ornitina;
n) Arginina: negativa;

o) Voges Proskauer: negativa;
p) Teste de Kanagawa: negativo; 40

das cepas testadas não apresentaram hemo-
Iísínas (Kanagawa-negativas).

Dentre as 101 amostras de material ana-
lisado, 75 (74,25%) foram positivas para
Vibrio parahaemolyticus. A incidência por
material teve a seguinte distribuição (ta-
bela 1):

TABELA 1

Amostras positivas para Vibrio parahaemolyticus

Amostras N.o analisado Positivas Percentagem

Ostras 70 59 84,28
Peixe 12 5 41,66
Água do mar 8 6 75,00
Camarão 6 3 50,00
Marisco 5 2 40,00

T o tal 101 75 74,25

Pela identificação sorológica, realizada
em 40 dentre as cepas isoladas, encontra-
ram-se 17 sorotípos diferentes (tabela 2):

TABELA 2
Identificação sorológica

Como era esperado, todos os sorotipos
identificados estavam presentes nos isola-
dos de ostras, sendo os mais freqüentes os
scrotipos 05: K 17, 04: K não tipável e 03:
K 33.

Sorotipos DISCUSSÃO E CONCLUSÃON.O Percentagem

05: K 17
04: K não tipável
01: K 25
03: K 33
04: K 42

010: K 24
01: K 32

010: K não tipável
011: K 50
03: K 31
01: K 38
03: K 6
03: K 30
04: K 53
06: K 18
07: K 19

Oll: K não tipável

7
5
4
3
3
3
2
2
2
2
1
1
1
1
1
1
1

17,50
12,50
10.00
7,50
7,50
7,50
5,00
5.00
5,00
5,00
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50

Nossos achados revelam a alta incidên-
cia do Vibrio parahaemolyticus (74,25% das
amostras analisadas), assim como a multi-
plicidade dos sorotipos (17 sorotipos em 40
c-epas). Embora não concordantes com a
distribuição da freqüência obtida por
LEITÃO & ARIMA 22, os dois resultados
somados sugerem que a população dessa
bactéria pode variar quando se consideram
áreas diferentes de uma mesma região (tra-
balhamos com materiais oriundos de Cana-
néia, enquanto Leitão analisou a região es-
tuáría de Santos), e que existe realmente
diversidade de identidades sorológicas em
nosso meio.T ° tal 40 100,00
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Apesar de em ambos os trabalhos as ce-
pas isoladas não serem hemolíticas, não
está excluída a possibilidade de uma toxi-
infecção humana. Como já mencionado, as
cepas isoladas do ambiente são em geral
Kanagawa negativas, nas mesmas regiões
onde são freqüentes e bem conhecidas as
infecções por essa etiologia. Ademais, há
descrições de casos por cepas não hemolí-
tícas, e de isolamentos de Vibrio paruhae-
molsiticus Kanagawa negativos nas fezes de
afetados, com concomitante presença de
cepas Kanagawa negativas nos alimentos
veículadores da infecção. Sobretudo, não
existem dados oficiais da ocorrência de
problemas gastrentéricos por essa etiologia,
na literatura do país. Não sabemos se houve
casos no passado atribuídos, na época, a
outras entidades.

Como sempre, a formulação da questão
do provável papel patogênico de um mi-
crorganismo numa comunidade vem acom-
panhado de muitas incógnitas; o Vibrio
parahaemoiuticus está presente em nosso
meio, e em outros locais é apontado como
agente causal de infecções humanas.

Recomendamos atenção para esse pro-
blema que é de Saúde Pública; a pesquisa
do Vibrio parahaemolyticus deve ser incluí-
da em casos de toxHnfecções alimentares
quando do consumo de pescados e em ou-
tras síndromes onde não tenham sido evi-
denciados outros agentes etiológicos. Reco-
mendamos ainda que seu controle seja pre-
visto pela legislação e fiscalização dos pro-
dutos de origem marinha.
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Métodos profiláticos adequados devem
ser incentivados. Êsses métodos consistem
principalmente no tratamento das ostras,
em tanques especiais, com água do mar
filtrada, constantemente ozonizada e irra-
diada com luz ultravioleta de comprimento
de onda bactericida, por um espaço de tem-
po de 18-24 horas; devem ser transporta-
das em caminhões com vagões refrigerados,
a exemplo do que já vem sendo realizado
na região de Cananéia, e como foi reco-
mendados por diversos autores 6,17,24. O
conjunto dessas medidas diminui a carga
mícrobiana desses moluscos e não permite
a multiplicação posterior das bactérias.
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SUMMARY: Occurence of Vibrio parahaemolyticus was researched
ín 101 samples of sea products being 12 fishes, 5 shellfishes, 6 shrimps,
70 oysters and 8 samples of sea water. 75 positive samples were found,
distributed as follows: 5 fishes, 2 shellfishes, 3 shrimps, 39 oysters and
6 samplss of sea water. 40 straíns whích were submitted to serological
analysís by the Food and Drug Administration, U. S. Department of
Health, Education and Welfare proved to be non-haemolytic and among
them 17 different serological types were encountered.

The results are díscussed based ou the review of the Iíterature on
the díssemínatíon and pathogenicity of this microorganism.

DESCRIPTORS: Vibrio parahemolyticus isolation in oysters and
other sea products (São Paulo, Brazil).
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