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RESTUMO: Fol pesquisada a incidéncia de Vibrio porahaemolyticus

em 101 amostras, sendo 12 de peixes, b de mariscos, 6§ de cameardes, 70
de ostras ¢ 8§ de dgua do mar (regifio costeira), encontrando.se 75 amos-
tras positivas, assim distribuldas: 5 de peixes, 2 de mariscos, 3 de
camardes, § de dgua do mar e 3% de ostras; 40 cepas, gue foram scro-
fipadas pela Food and Drug Adminigiraiion, Depariment of Healih,
Education and Welfare, dos Estados Unidos, eram nio hermoliticas e,

dentre elas, enconiraram-se 17 tipos soroldgices diferentes.

0s resul-

tados sfio discutidos com base na revisiic da lteratura pertinente &
digseminacio e patogenicidade desse mierorganismo.

DESCRITORES: Vibric parchaemoiyticus, isolamenic em ostras e
outros produtos do mar (S&c Paulo, Brasil).

INTRODUCAO

QO Vibrio parahemolyficus ¢ um mi-
crorganismo Gram-negaiivo, haldfilo, aerd-
bio facultativo. O sesu desenvolvimento é
favorecido quando se acresce ao melo de
cultura 2 a 4% de cloreto de s6dio, ¢ sua
muitiplicagiio ¢ intensa a 37°C & em fempe-
raturas ambientes, ¥ facilmenie destruide
pelo calor e, portanto, pela cocclo S,

A primeira descricio dessa bactéria foi
feita por T. Fujino (1951), que a deno-
minou de Pasteurells  parahaemolyticus.
Erm 1958, Takikaws sugerin ¢ hnome de
Pseudomonas enteriiis; Miyamoto propés a
criagio de um novo género — Oceanomo-
nus — com as espéeies O. parchaemolylicus,
0. enteritis e O. alginolyticus. R. Sakazaki,
em estudos posteriores, verificou a seme-
Ihanca dessa baciéria com as bactérias do
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génerc Vibrio, ¢ propds s designacdo de
Vibrio parcheemolyticus, gue permane-
ce 0, 2228

Uhigliitdric dos ambientss marinhos, o
Vibric porohaemolylicus parece ser capax
de se muliiplicar em dguas salgadas sem
a concorréncia de um animal hospedeiro 19,
Tem sido isolado repetidamente em amos-
tras de dguas costeiras e de estudrios, em
sedimentos marinhos, peizes, crusticgos e
moluscos, na guase totalidade dos ocsanos,
de logais reconhecidamente poluidos ou
ndio 3, 8,10 15 18 20 22 23 O mimero desses
migrorganismos tem distribuicdo sszonal,
maicr nos periodos guentes do ano. Con-
segilenternents, deve ser quantitativamente
maior a presenca de Vibrio parahoemoly-
feus nas costas dos palses de clima guente
e temperado 8, 10, 18 328 23,

Também, repeltidamente, esse organis-
mo tem side isclado e apontado como
agente causal de gastrenterite e responsa-
kilizado por surtos de foxi-infecgdes alimen-
tores 1, 2 & 11 16 21 25 28 A primeira des-
cricho de infeccBo entérica foi realizada
por Fujino (1851), na invesligacho de suric
provocado pelo consumo de shirasuy con-
taminado, no Japfo 33, Nesse pais, a in-
feccio wor Vibro porahaemolyticus & signi-
ficativamente alta (40-70% denire todas as
infeccBes bacterianas) sem duvida por cau-
aa  <os  hdbitos alimentares tipicos de
consume de wredutos pescados nfo cosi-
dos 13,28, Porédm, ocorréncias semelhantes,
embors ynenos freglientes, 1ém sido deseri-
tas em cuiros paises (Inglaterra, India, Es-
tados Unides, Coréia, DMaldsia, Panams,
Togo, Nova Zelandia etc.).

O guadro clinico desenvelvido, guanda
c¢a infeccBo gastreniérica pelo Vibrio po-
rahaemoiyticus, € de moderada gravidade,
com a apreseniacho dos primeiros sinto-
masg, 624 horas spds o consumoe do ali-
mento infectante, ¢ inclul dores epigédstri-
cas violentas, nduseas, vOmitos, diarréia
(com presencs de muco @ sangue nas fe-
zes), febre, dor de cabega ¢ calafrics. Hsaes
sinformas, em  geral, regridem em I3
dizs 2, 5, 7, 31, 25 29 porém o quadroe clini-
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cu pode se agravar e confundir-se com o ds
diarréia coléricz %, 28, 28, QOutras infeccdes
como septicemias, otites e ulceracdes de
pele 10,28 goorrem, assim como infeccbes
por acidentes laboratoriais 82, A pesguisa
da origem da infecco conduz sempre acs
ambianies marinhos,

A classificacfio antigénica do Vibrio pa-
rafaemolylicus é feifa com base no anti
geno zomdtico “O” e no antigeno capsular
“K”. Os antigenos flagelares () sfo des-
tiinidos de importancia na sua identifica
glo, uma ver que nio sio especificos da
espéeie, mas comuns também =a outras es-
pecies do génerc Vibric. Reconhscem-se,
aié 0 momento, 11 diferentes antigenos “07
e B3 antigenos “K”;, porém, o niimero de
cepas ainda ndo caracterizadas sorologica-
menhte € extensolC, 29, Essa identificacio,
& parte de sua importincia epidemioldgica,
nido fornece nenhum dado seguro acercs da
viruléncia das cepas; qualguer sorctipo €
potencialmente capaz de provocar infecgio.

Em seu estudo pioneivo, Fujino denc-
minou & bactéria, por ele isolada, de alta-
mente idxica, capaz de provocar & morie
em camundonges gue ingeriram ou Igram
inoculados experimentalmente com células
viavels e, reacles severas, quando testada
e alga ligada de ilec de coelho 14,

Caracteristicamente importanie foi a
detscgio de producio de hemolisinas, que
nédo obedece a uma distribuigio geral en-
tre as cepas; determinados V. parahaemo-
lyticus, independenternente do sorotipo, s&o
czpazes de produzir hemdlise do tipo beta,
guando incculades em dgar-sangue de Wa-
gatsumea {meio basico especifico acrescido
de hemdcias humanas) e incubados por
1624 horas, a 33°C; o teste foi denominado
de Kanagaws 10,2828 SAKURAI ef alii e
BAKAZAKI 30 demonsiraram s existéncia
de mais de uma hemolisina; as cepas Ka-
ragawsa positivas, hemoliticas, s&o comuns
sobretudo entre os isolamentos de mate
rial fecgl de doenies, e as negativas, nio
nemeclificas, entre 0s do material obtido do
meio  ambiente 10,285,209 383 34,  (orrelacio-
neu-se, enido, o fendmenc de Kanagawa
diretamente com a viruléncia desse agente:
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as cepas hemoliticas, designadas de virulen-
ta8 e as nio hemoliticas, de avirulentas.
Na tentativa de se aclarar 0 mecanismo
de aluscio natogénica, surgiram vérias hi
poisges, como a 4o possibilidade ds “con-
vers&o” ou “selecio” para ss virulentas no
préprio trato intestinal 7,10,28 29

As pescguisas com o fito de determinar
cual das hemolisinas, ou se 0 conjunto delas
se relacionava diretamente com o fendme-
no de viruiénecia, nao foram bem sucedidas
por todos os pesquisadores, e o conjunto
dos resultados evidenciou varias divergén-
cias. Exfratos purificados dessas enzimas
nem Lempre ProvoCcaraln as mesmas rea-
ges nos multiplos ensalos efetuados, guan-
do da adminpistracio de células vidveis
(inocuiagdo  intraperifonial de rafos, em
aica ligada do ileo de coelho, em duodenc
de cio, por ingestlo, € pelo fesie de edems
de pata de camundongo). Essa contro-
vérsia ol acentuada pela sucessfo de des-
cricfes de infecgBes, com isolamento de ce-
pas nac hemolificas, que se apresentavain
com gravidade compativel com as infec-
cGes provocadas por cepss Fanagawa posi-
tivas 26; 28, 28,

Varics pesguisadorss sugerem 3 Neces-
sidade da ingestio de doses infectantes para
gue a instalacio clinica da infecclo ocorrsn.
Em experiéncias com voluntirios, uma dose
de 3 z 10F células vidveis/ml de cepas Kana-
gawa positives foi admitida como suficien-
te; enguanto doses de mais de 102 oghilas
vigveis/mi de cepas nféio hemolificas ndo o
foram 28, Twedt e colaboradores, em en-
saios com alea ligads de ileo de coeiho,
ohservaram gue hd um pericdo de incuba-
¢io menor guando da inoculacio de doses
maiores do ageate, incluindo-se festes com
cepas Kanagaws negativas e com as de Vi-
brio glginolyficus (também ubigiiitério de
ambientes marinhos, porém nuncs isclado

2 infecgues humanas) 33,34, Kafo e cola-
boradeores obssrvaram gue cepas hemoliti-
cas, desprovidas de antigeno "K”, compor-
tam-se oomo as n&o hernolfticas; sobretudo,

as cepas Kanagaws negativas, isoladas de
material humano (fezes diarréicas e mate-
ial de auidpsia), mosiram-se igualmente
nio reativas em experimentos com animais
de laboratdrio.

Em trabalhos rvscentes, Twedt & colabo-
radores concluiram que as reacdss em en-
saios experimentais sfo determinadas por
porebes intimas da estrutura celular do
V. parahgemolylicus e que esse fator de
pategenicidade, quando testado pelas par-
ticulas lisadas de células, parece ser afe-
tados por forgas iOGnicas, neufralizdveis por
didlise. Seus estudos atuals visam averi-
guar se esse fafor € plasmideo-dependente*.
Portanto, qualguer gue seja o principio vi-
ralento desse agente, ainda falta a sua
identificacdc e caracterizacio biloguimicsa
definida.

Apesar dos numerosos irabalhos, nem
sempre concordantes, o fate primeiro e
importante ¢ que o Vibrio parcheemoly-
ticus € agente fregiliente de toxi-infecgdes
alimentares, podendo apresentar outros ti-
pos de infeeglio 11, S&o comups descrigbes
da detecclc e ocorréncia desse agente numa
dada regifo, seguida 2 curto prazoe de re-
fatos de infeccBes humanas, a exemplo do
gue ocorreu na  Inglaterral, 15, Estados
tnidos 19,1, Panamsd 20,21 & Coréia 8, Hio
g2 cabe se sxiste sensibilidade individual
an agente, ou se podem ocorrer hmuniza-
ehes noiurals, porém os relatos de casos
humsanos se sucedem, em que criangas, jo-
vens e adultos sfo afetados, praticamente
em todas as regifes (palses de clima guen-
te, teroperado e Irio, respectivamente}, e
ern populactes que apresentam hibitos ali-
mentares os mals diversos. Issoc porgus,
apeser de o Vibrio parahaemolyiicus ser
restrito o ambientes marinhos, nads o im-
pede de infectar outra classe de alimentos,
desde gue presente num ambinte de cozb
nha, nem de reinfectar um produto pesca
do & cozido,

*  Comunicagio pessoal por carta de 8 de julho de 1878
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A presenca do Vibrio parchaemolylicus
entre nos j4 fol apontada por HOFER &
SILVA1S, ¢ LEITAO & ARIMA 22 gus tra
balharam respeciivameante com peixe & com
dguas e ssdimentos de origem marinha.

Considerando o j& exposto, decidimos
entdo pesguisar esse agente em produtos
do mar, especialmente em ostras, gue sfc
excelentes sentinelas das condigfes sanité-
rias do ambiente gue as rodeia, devido ao
sistema bioldgico de captagio de alimenios
pOr membranas, o que permibe retenclo e
concentracio de particulas pequenas, como
a5 hactérias, em seus corpos 18, Tambdém
n&o utilizamos materiaiz gque tivessem so-
frido guaisguer tipos de iratamento (dspu-
racio ou procsssamenio); limitamonos &
andlise gualitativa, com programacio de se
complementarem os dados, posteriormente,
corn guantificacio do agenle nas amostras
péo tratadas, com 0 obijetivo de determinar
a carga de Vibrio parchaemolyticus nesses
material.

Mo presente irabalho, relatamos 08 re-
sultados obtidos. O possivel risco para 2
Baude Puablica fambém ¢ considerado.

MATERIAL E METODOS

Usaram-se 70 amostras de ostras, 12 de
peizes, b de mariscos, 8 de camardes e 8
de dgua do mar {regifo cosieira), num total
de 101 amostras,

O método empregado fol ¢ preconizado
no manual fornecido pela Food and Drug
Administration ¥, e de acordo com trabalho
de FISHBEIN & WENTZ 12,

Procedeu-se a0 seguinte esguema de tra-
baiho:

a) Inoculacio de 10 g ou 10 mi do ma-
terial em frascos com 100 ml de GETB (glu-
cose salt feepol broht), como melo selstivo
de enrigquecimento, e incubacio por 1824
horas, a 35°C;

*  DMfeo Laboratories, U.8.A.

i2

b} Ap6s a inoenlacho, o caldo foi se-
mesdo em placas de TCBS (thiosulfate oi-
trate bile sucrose agar®), pelo mstodo de
estriss e com o suxilio de alea em caho de
Kolle, incubando-se por 1824 horas, a 35°C;

)  As coldnias tipisas desenvolvidas fo-
ram isoladas em meio de Rugai?®7, com 3%
de cloreto de sddio, substituindo o meio
TSI (triple sugar iron), sem prejuizos téc-
npicos € com a vantagem da indicacfo de
producio de indol;

d} As cepas presuntivas de Vibrio pa-
rehaemolyticus foram entéo testadas frente
20 Gram e por provas bisguimicas;

) 4§ cepas com comportamento da es-
pecie foram enviadas & Food and Drug
Administration, para o5 Drs. Fishbein e
Weniz, gue confirmaram nossos resuliados
de identificacio, complementando-os com 0
teste de HKanagaws e com a caracterizacio
sorelogion.

RESULTADOS

A caracterizacio do Vibrie parchaemo-
Iyticus fol obtida pelas seguintes reagGes:

a) Coloragio de Gram: bacilos Gram-
negativos, com morfologia tipica de Vibrigo;

Ly TCRS: coldnias tipicas (verde-azula-
das, com aproximadamente 3mm de dia-
meiro);

¢) Comportamento em meio de Rugai,
com 3% de cloreto de sddio: alcalina no
gpice, dcido na base, sem gds, com indol
positivo;

d) Halofilismo: ausénels de coresci
ments em caldo com 0% e 10% de cioreto
de s6dio, e crescimento em caldo com 6%
@ B% de cloreto de sdédio;

e) Incubacio a 42°9C: crescimento po-
3itivo;

I} Fermentacio da glicose, sem produ-
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cao de gés, pelo méiodo de Hugh Leifson;
g} Fermentacio da celobiose, maltose,
maniia e trealose;
h) Nio fermentacdo da sacarose, ino-
sita e dulcita;
i} Motilidade: positiva;
5 Citocromo-oxidase: positiva;
1} Indol: positivo;
m} Decarboxilacio da lisina e ornitina;
n} Arginina: negativa;

o) Voges Proskauer: negativa;

p} Teste de Kanagawa: negativo; 40
das cepas testadas nfo apresentaram hemo-
lisinas (Kanagawa-negativas).

Dentre as 101 amostras de malerial ana-
lisade, T6 {(74,28%) foram posiiivas para
Vibrio porahaemolyticus. A inecidénciz por
material feve a seguinte distribuicac (ia-
bela 1)

TABELA 1

Amosiras pozitivas para Vibrio parahsemolyvticus

Amoestras N.0 analisado Positivas Percentagem
Osiras T8 58 8428
Peixe 12 5 41,66
Agua do mar 8 6 75,00
Camario 6 3 50,00
Marisco 5 2 40,00
Total 101 15 74,25

Pela identificaciio sorologica, resiizada
e 40 dentre as cepas isoladas, encontra-
ram-se 17 sorotipos diferentes (fabela 2):

TABELA 2
Identificacfo soroldgica
w“é&ompes N.o Percentagem
05: K 17 7 17,50
04: XK nao tipavel 5] 12,50
01: K 25 5 10,00
03: K 38 2 7.40
04: K 43 3 7,56
010: ¥ 24 3 7.50
0i: K 32 2 5,00
010: K nio tipavel 2 5,00
01i: ¥ 5O 2 5,00
03: K 31 2 5,00
01 K 38 1 2,50
63 K 6 i 2,80
63 K 30 S 2,60
04: X 53 1 2.50
08: X 18 1 2,50
07: ¥ 16 1 2,50
G11: K ndo tipavel 1 2,50
T o tal &0 160,00

Como era esperado, todos os sorotipos
identificados estavam presentes nos isola-
dos de ostras, sendo os malis fregiientes os
scrotipos 03: K 17, 04: K nfo tipdvel e 03:
K. 33,

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Nossos achados revelam a alta incidén-
cig do Vibrio parchaemolyticus (74,25% das
amostras analisadas), assim como a multi-
plicidade dos sorotipos (17 sorotipos em 40
cepas), Embora nfdo concordantes coim a
distribuicBo da fregiiéneiz obtida por
ILEITAC & ARIMAZ22, os dois resultados
somados sugerem que a populaciko dessa
bactéria pode variar guando se consideram
areas diferentes de uma mesma regifio (ira-
balhamos com maierials oriundeg de Cana-
néia, engusnic Leitdc analisou a regifio es-
tudria de Santos), € que existe reslmente
diversidade de identidades sorcolégicas em
nesso meio.

13
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Apesar de em ambos os trabalhos as ce-
pas isoladas nfo serem hemoliticas, ndo
estd excluida a possibilidade de uma toxi-
infeccio humana. Como &4 mencionado, as
cepas isecladas do ambiente sido em geral
Eapagawa negativag, nas mesmas regibes
onde sfo freqlienfes e bem conhecidas as
infeccfes por essa eticlogia. Ademais, hd
descricOes de casos por cepas nic hemolf
ticas, e de isolamentos de Vibric parahae-
molyticus Kanagaws negalivos nas fezes de
afetados, com concomitante presenca de
cepas Wanagswa negativas nos alimentos
veleuladores da infeccBo. Sobretude, nko
existem dados oficiais da ocorréncia de
problemas gastrentéricos por essa eticlogia,
na literatura do pais. Nao sabemos se houve
casos no passado atribuidos, na época, a
outras entidades.

Como sempre, a formulacio da questio
do provavel papel patogénico de um mi-
crorganismo numa comunidade vem &com-
panhado da muites incOgnitas; o Vibrio
parahaemolyiicus esté presente em nosso
meic, ¢ em outros locais € apontado como
agente causal de infeccdes humanas.

Recomendamos alencic para esse pro-
Llema que é de Saude Publica; a pesquisa
dgo Vibrio parachaemolyticus deve ser inclui-
da em casos de toxi-infeccbes alimentares
guando de consumo de pescados e em ou-
tras sindromes onde nfo tenham sido evi-
Genciados oulros agentes etioldgicos. Reco-
mendamos ainda que seu controle sejs pre-
visto pela legisiacio e fiscalizagcdo dos pro-
dutos de origem marinha.

14

Métodos profiléticos adequados devem
ser incentivados. Esses métodos consisteimn
principalmente no tratamentc das ostras,
em fangues especials, com dgua de msr
filtrada, constantemenie ozonizada e irra.
diada com luz ultravicleta de comprimento
do onda bactericida, por um espaco de tem-
po de 1824 horas; devern ser transporia-
das em caminhles com vagBes refrigerados,
a exemple do gue ja vem sendo realzado
ne regifo des Canandia, e como fol reco-
mendados por diversos asutores$s, 17,24 O
conjunto dessas medidas diminui a carga
microbiana desses moluscos ¢ ndo permite
a multiplicaciio posterior das bactérias.
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GELLY, D. 8.; TACHIBANA, T. & SILVA, T. M. P. — Qeccursnce of Vibrio
porcheemolyticus In oysters and other sea products from the S#c
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SUMMARY: Occurence of Vibrio parafaemolyticus was researched
in 181 samples of goa products heing 12 fishes, 5 shelifishes, 8 shrimps,
T} oysters and 8§ samples of sea water. V5 positive samples were found,
distributed as follows: 5 fishes, 2 shellfishes, 3 shrimps, 39 oyvsters and
& samples of sea water. 40 strains which were submitted to serclogical
analysis by fhe Food and Drug Administration, U. 8. Department of
Health, Education and Welfare proved io be non-hasmolytic and among
them 17 different serological types were encountered.

The results are discussed bhased on the review of the literature on
the dissemination and pathogenicity of this microorganism.

DESCRIPTORS: Vibrio poarehemolyficus Isolation in oysters and
other ses products (Sio Paulo, Brazill.
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