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RESUMO

No periodo de outubro de 1992 a setembro de 1993, foram estudadas 139
amostras de ostras, mariscos, peixes, agua e mechas (swab de Moore), procedentes de
trés pontos distintos do litoral pernambucano.

De 629 culturas de vibrios halofilicos isolados, 451 (71,7%), foram caracterizadas
em espécies de Vibrio potencialmente patogénicas para o homem, assim distribuidas: V.
alginolyticus, 220 (48,7%); V. parahaemolyticus, 204 (45,2%); V. fluvialis, 15 (3,3%); V.
vulnificus 10 (2,2%), V. furnissii, 1 (0,2%) e V. cincinnatiensis, 1 (0,2%).

No processo de enriquecimento foi utilizado agua peptonada alcalina pH 8.5 nas
concentragbes de 1% e 4% de NaCl, e incubadas nas temperaturas de 37° e 42°. A
concentragdo de 1% de Nacl apresentou maior eficiéncia no isolamento da maioria das
espécies identificadas. A diferenga de temperatura néo influenciou no resultado. Todas as
amostras analisadas apresentaram positividade para alguma espécie de Vibrio. Fatores
abidticos como salinidade, pH e temperatura da agua favorecem esta disseminagdo no
litoral.

Vibrios halofilicos estdo amplamente distribuidos na biocenose do litoral
pernambucano, favorecendo a sua veiculagdo para o homem e por conseguinte torna-se
um problema de saude publica, devendo a sua pesquisa ser introduzida na rotina

laboratorial.

INTRODUGAO



Durante muitos anos os estudos sobre a familia Vibrionaceae
se concentraram na espécie Vibrio cholerae, sorogrupo O4, devido ser o
agente responsavel por sete pandemias de colera. Somente a partir dos trés
ultimos decénios, as investigagdes sobre outros membros do género Vibrio
despertaram algum interesse nos pesquisadores, resultando na descoberta
e reconhecimento de outras espécies potencialmente patogénicas para o
homem.

Além deste aspecto, observou-se que a taxonomia dessa
familia avangou nos dois Ultimos decénios de forma extraordinaria
estabelecendo a nitida distincdo entre os géneros Vibrio, Aeromonas,
Plesiomonas e Photobacterium assim como, vem possibilitando a
melhoria da definicdo das espécies dentro de cada género. (Colwell, 1984;
Janda, 1988; Kelly, 1991; OMS, 1991).

Atualmente, sdo reconhecidas 35 espécies do género Vibrio,
12 das quais potencialmente patogénicas para o homem, citando-se como
de importdncia médica as seguintes: Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio fluvialis, Vibrio furnissii e Vibrio vulnificus.
Outros organismos implicados como patégenos oportunistas sao: V.
alginolyticus, Vibrio damsela, Vibrio holissae, Vibrio mimicus, Vibrio
metschnikovii, Vibrio cincinnatiensis e Vibrio carchariae. (Morris,
1985; West, 1989; Kelly, 1991).

O primeiro vibrido nado colérico a ser reconhecido como
patégeno humano foi Vibrio parahaemolyticus, uma bactéria halofilica,
estuarina e comum em moluscos. Embora responsavel por cerca de 40 a

60% dos casos de intoxicagcdo alimentar ocorridas no Japéo, o Vibrio



parahaemolyticus, permaneceu por quase 20 anos praticamente
desconhecido em outros paises. Com a evolugido dos estudos passou a ser
considerado como mais um agente da gastroenterite em humanos, sendo
veiculado por alimentos marinhos. (Hofer, 1974; Gelli, 1975/76; Baumann,
1984; Hofer & Silva, 1986; Chan, 1989; Wong, 1992). Sua patogenicidade
esta relacionada com a produgdo de uma hemolisina capaz de produzir a
lise total nos eritrécitos humanos. Essa reagéo é conhecida como fenbmeno
Kanagawa (KP) e, curiosamente, as amostras ambientais de Vibrio
parahaemolyticus sao predominantemente negativas. Por outro lado, os
isolados de processos entéricos sdo quase exclusivamente KP+ (West,
1989). Embora raro, pode também ser causa de infecgbes cutaneas
particularmente, em individuos apds contatos recreativos com a agua do
mar. (Colwell, 1984). Sua ecologia tem sido extensivamente estudada com
relatos da Indonésia, Japao, Coréia e Vietnam. (Baumann, 1984; Colwell,
1984; Chan, 1989;). E importante destacar que Vibrio parahaemolyticus e
outros vibrios halofilicos foram isolados em 7 tipos de alimentos marinhos
em Hong Kong e cinco em Taiwan. (Chan, 1989; Wong, 1992).

Por outro lado, outras espécies de vibrios ambientais como o
Vibrio vulnificus vem atraindo cada vez mais as atenc¢des. (Morris, 1988;
Venkateswaran, 1989; Kelly, 1991). O primeiro relato de infecgdo humana
por esta espécie, foi reportado em 1970 retratando um caso de infecgéo
cutanea e diarréia em um homem que teve como histéria retrospectiva, o
recolhimento de mariscos do mar. Por serem a maioria das infeccoes
atribuidas ao Vibrio parahaemolyticus o reconhecimento da severidade e

freqiéncia de infeccbes por Vibrio vulnificus, so6 tornou-se aparente
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depois de 1970 e estdo invariavelmente, associadas ao consumo de
moluscos bivalvos crus contaminados ou pelo contato com ambiente
aquatico natural. Contudo, muitos casos passam despercebidos
possivelmente pelo desconhecimento desses patégenos, tanto do ponto de
vista laboratorial como clinico (Chan, 1989; Kelly, 1991; Rodrigues, 1992).

Em 1977, surge uma nova espécie, Vibrio fluvialis, isolada de
um caso de diarréia, emergindo como enteropatégeno potencial e presente
em ambiente aquatico natural. Um outro caso de gastroenterite por Vibrio
fluvialis, foi relatado por Spellman et. al, 1986 ap6s consumo de ostras
cruas contaminadas. Foi isolado também de aguas costeiras, mariscos e
outros alimentos marinhos. ( Rodrigues, 1986; Chan, 1989).

Entre os vibrios considerados como oportunistas para o
homem surge o Vibrio alginolyticus, como causa de infecgdes mistas em
feridas, tendo preferéncia nas localizagdes o ouvido externo e médio.
Freqglentemente esta presente em ambiente marinho e frutos do mar,
ocorrendo com elevada densidade em aguas marinhas. As infecgbes
humanas estdo, invariavelmente, associadas com recente exposigdo ao
ambiente aquatico salino. (Baumann, 1984; Colwell, 1984; West, 1989;
Wong, 1992).

Outras espécies reconhecidas como novos patdégenos
humanos incluem Vibrio damsela, Vibrio holissae, Vibrio mimicus,
Vibrio metschnikovii, Vibrio furnissii, presentes no ambiente marinho e
responsaveis por casos de diarréia aguda, septicemia, infecgbes cultaneas
e meningite. Salienta-se que o Vibrio metschnikovii é conhecido desde

1884. (Kelly, 1991).
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Os organismos mais recentemente descritos como patégenos
de origem marinha, incluem o Vibrio cincinnatiensis e o Vibrio
carchariae, sendo o primeiro isolado de um caso de septicemia e meningite
em um homem idoso, imunodeprimido. Meningites causadas por esta
espécie sao raras, porém, fatais. O Vibrio carchariae, por sua vez, foi
isolado de infecgcbes humanas extra intestinais, tendo como forma de
transmissdo a mordedura por certos tubardes. (Kelly, 1991).

Do ponto de vista ecolégico os vibrios ocorrem naturalmente em
sistemas aquaticos e a distribuicdo das espécies neste ecossistema séo
influenciadas pela temperatura, salinidade, concentragédo de nutrientes, pH e
o potencial de associagdo com sedimentos da superficie de organismos.
(Venkateswaran, 1989; Wong, 1992). Sem duvida alguma, a temperatura da
agua talvez seja o fator mais importante na atuagcdo sobre a
prevaléncia/incidéncia de vibrios patogénicos em ambiente aquatico natural.
Os vibrios patogénicos sao freqientemente encontrados em ambientes cuja
temperatura da agua situa-se entre 10° C a 30° C . Essa variagéo & sazonal
e geogrdafica. (De Paola, 1983; Hofer & Silva, 1984;).

Quanto as caracteristicas halofilicas as espécies patogénicas
de vibrio ocorrem mais comumente em aguas cuja salinidade situa-se
entre 0,5 a 30 %o, resultando, portanto, na localizagdo em areas costeiras ou
estuarinas. (Tison, 1986; West, 1989). Contudo, em ambientes de agua
doce a baixa salinidade é compensada pela interagdo entre a temperatura
elevada e concentragdo de nutrientes. (De Paola, 1983). Também como
fator de importdncia para a manutengdo desses microrganismos no

ecossistema, refere-se ao pH, sempre mais favoravel na faixa de
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neutralidade para alcalinidade. Outro aspecto esta relacionado com a
associacao entre os vibrios e a grande variedade de organismos aquaticos
do ambiente, incluindo zooplancton, crustaceos, moluscos e peixes. Os
vibrios normalmente produzem a enzima quitinase responsavel pela
adsorgcéo e fixagdo das bactérias na quitina presente no exoesqueleto,
escamas e carapagas dos animais. (Kelly, 1988; West 1989). Torna-se
evidente que a associacdo desses fatores ecolégicos propiciam a
manutengdo dos vibrios no ambiente aquatico. O numero de bactérias
presentes na agua, determinam a contaminagdo de moluscos bivalvos, em
decorréncia dos alimentos que sao introduzidos pela filtragdo da agua com
material de plancton, principalmente o zooplancton, colonizados por
espécies de vibrios. Deste modo, com freqliéncia, os moluscos sao
incriminados como veiculadores de agentes etiologicos de importancia
médica. (Gelli, 1979).

No Nordeste brasileiro sdo os estuarios o ambiente tipico de ocorréncia das
concentragdes populacionais de ostras. Os estuarios séo classificados segundo
caracteristicas da salinidade e sob este aspecto Emery e Stevenson (1957) distinguem
02 tipos principais: normal ou positivo, no qual a salinidade é reduzida rio acima e o
segundo hipersalino ou negativo, ocorrendo, geralmente, em locais onde a evaporagéo
excede o influxo de agua doce e a salinidade é mais elevada do que no oceano. A mistura
e a circulagdo das aguas num estudrio sdo fendmenos complexos, resultantes da
conjugagdo de varios fatores, podendo as &guas marinhas e continentais, num
determinado tempo estarem completamente ou parcialmente misturadas, ou ainda,

estratificadas. (Fernandes, 1981).

Nesta biocenose a flora bacteriana ocupa uma posicdo de
destaque resultante da liberagdo dos nutrientes através da decomposigao

da matéria organica, vindo a se constituir num substancial suprimento
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alimentar para as formas de animais filtradores.

As ostras estuarinas do Nordeste brasileiro, sdo encontradas
principalmente fixadas as raizes dos mangues, na regido entre marés, onde
ficam alternativamente imersas pelas variacbes semi-diurnas da maré.

As ostras sdo organismos sésseis, profundamente afetadas
pelo ambiente, filtradores e como tal, coletam particulas em suspensao na
agua. No entanto, sdo capazes de uma selec¢ao dessas particulas, que pode
ser quantitativa, baseada no tamanho e densidade e, qualitativa, observada
em ostras do género Crassostrea. O mecanismo seletivo € extremamente
complexo, envolvendo a agdo concomitante de cilios encontrados nas
branquias e palpos labiais e de muco. O movimento dos cilios cria uma
corrente de agua que penetra no corpo e ao atravessar as branquias passa
por finissimos poros que retém as particulas que estavam em suspensao na
agua. As particulas selecionadas sao ingeridas e as retidas eliminadas
como pseudo fezes por movimento brusco das valvas. (Fernandes, 1981). A
filtragao € influenciada por condigdes fisiologicas como maturagao sexual e
das caracteristicas ambientais como salinidade, temperatura e pH da agua,
que provocam o fechamento das valvas ou impedem os movimentos
ciliares.

As ostras sdo afetadas pelas particulas que ingerem e como
filtradoras, s&o capazes de acumular grandes concentragdes de organismos
que podem ser téxicos, como bactérias, dinoflagelados, virus e fungos. Elas
podem morrer pela agao das toxinas microbianas, ou quando nao s&o
sensiveis as mesmas, acumulam tais substancias toxicas ou

microrganismos e sao capazes de produzirem intoxicagao ou toxinfecgdo no
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homem, resultante do consumo de ostras in_natura. (Gelli, 1975/76;
Fernandes, 1981).

Sob este prisma, destacam-se varias investigagdes realizadas
no Brasil, mostrando a presenca de vibrios ambientais envolvidos em
processos entéricos quase sempre associados ao consumo de ostras e
outros alimentos marinhos contaminados com estes microrganismos.

Gelli, (1975/76), investigando 101 amostras de ostras e outros
alimentos marinhos no litoral de S&o Paulo, isolaram o Vibrio
parahaemolyticus em 75% destas amostras. Outro estudo realizado em
Sao Paulo por Leitdo e Arima, (1976), detectou a presenga de Vibrio
parahaemolyticus em 100% das ostras pesquisadas, 0 mesmo ocorreu
com Hofer & Silva, (1986). Por outro lado, os estudos de Gelli et al., (1979),
no litoral de Sdo Paulo e norte do Parana, relatam a influéncia sazonal na
incidéncia numérica de Vibrio parahaemolyticus e Escherichia coli em
ostras, chamando atencgéo para a importancia médica do aspecto sanitario
relacionado com as determinagdes microbioldgicas realizadas. Zebral,
(1985), identificou 4 cepas de Vibrio lactose positiva, a partir de mexilhdes
da baia de Guanabara, RJ. Ainda na esfera ecoldgica, Rodrigues & Hofer,
(1986), caracterizaram 390 espécies do género Vibrio do ecossistema
agua/ostra da baia de Sepetiba, RJ, em Vibrio cholerae ndo O, Vibrio
alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio fluvialis, Vibrio harveyi,
Vibrio damsela, e Vibrio. vulnificus.

Na esfera clinica os primeiros relatos de Vibrio parahaemolyticus e
Vibrio cholerae nao O, em processos entéricos humanos foram efetuados

por Hofer, (1983 e 1987). Por outro lado, Magalhdes, V. et al, (1990),
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isolaram o Vibrio fluvialis em paciente adulto com gastrenterite, o que
parece tratar-se do primeiro relato no Brasil, como afirmam os autores.
Nesse mesmo ano Magalhaes, V. identificou o V. parahaemolyticus a partir
de casos clinicos e ostras, o que também ocorreu em investigacao de
Magalhaes, M. (1991). Mais recentemente, Magalhaes, V. et al, (1992),
apresentaram a analise de 3.250 amostras de fezes diarréicas no Recife,
onde destacaram 55 linhagens de vibrios distribuidos nas espécies Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio furnissii, Vibrio cholerae ndo Oy Vibrio
alginolyticus, Vibrio fluvialis e Vibrio sp.

As pesquisas acima relatadas mostram que a ocorréncia de infecgdes
com espécies de Vibrio, estdo intimamente relacionadas a presenca destes
patdbgenos no ambiente e alimentos marinhos. Do ponto de vista sanitario,
torna-se um grave problema de saude publica, uma vez, que ostras podem
ser consumidas in_natura, favorecendo portanto, a veiculagdo de
toxinfecgcdes por agentes de etiologias diversas, como bactérias, virus e
fungos. (Gelli, 1975/76; Eiroa, 1980; Feachem, 1983). A fungcéo da ostra
como reservatério natural, favorece a disseminagdo de microrganismos
incluindo os vibrios marinhos, os quais também encontram no organismo
humano condi¢gbes para desenvolver alguns quadros morbidos. (De Paola,
1981; Feachem, 1983).

Considerando os aspectos citados e a importancia desses
microrganismos como patdégenos humanos, além da presenga marcante dos
mesmos no ambiente marinho favorecidos pelas condi¢des ambientais do
Nordeste brasileiro, tornou-se a razdo de se avaliar a presenga de espécies

potencialmente patogénicas do género Vibrio em nosso meio.
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2. OBJETIVOS

e Avaliar a distribuicdo de espécies halofilicas do género Vibrio
potencialmente patogénicas para espécie humana, oriundas de

pescado no litoral pernambucano;

¢ Analisar as possiveis influéncias laboratoriais que possam interferir

na fase de isolamento de representantes do género Vibrio.
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3. METODOLOGIA

3.1 Amostragem

Durante o periodo de outubro de 1992 a setembro de 1993, foram
analisadas 127 espécimens marinhos capturados em trés pontos de pesca distintos do

litoral pernambucano (figura 1), assim distribuidos:

1. ltapissuma (litoral Norte), 32 amostras de ostra (Crassostrea
rizophorae), segundo Fernandes, (1981); 8 amostras de peixes da
costa, representadas por sardinha (1), carapeba (2), camorim (2),
tainha (3).

2. Praia de Suape (litoral Sul), 38 amostras de mariscos.
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3. Estuario do Pina (cidade do Recife), 29 amostras de ostras
(Crassostrea rizophorae); 12 amostras de mariscos; 04 amostras de
peixes da costa, representadas por sardinha (1), sauna (1), ubarana
(1) e carapeba (1) e 04 amostras de peixes do alto-mar, representadas

por dourado (1), cavala (1) e cioba (2).

Foram coletadas 03 amostras de agua e 01 mecha de Moore colocada nos

trés pontos, totalizando 09 e 03 amostras, respectivamente.

3.2. Preparo das amostras

3.2.1. Peixes

Para os peixes recém chegados do mar, foi utilizado a técnica do “swab” em
superficie, que consistiu em esfrega-lo na superficie externa dos peixes e guerras, inocular
imediatamente nos meios de enriquecimento e transporta-los ao laboratério em
temperatura ambiente, onde permaneceram por 18h. A partir dai, foi realizado um segundo
enriqguecimento, retirando-se em torno de 5 algadas da pelicula superficial do
enriqguecimento anterior posto que os vibrides migram preferentemente para estas zonas,
submetendo as amostras a duas concentragdes diferentes de sal.

Os meios de cultura utilizados no processo de enriquecimento e distribuidos em

volumes de 10 ml por tubo, foram os seguintes:

e Agua peptonada alcalina com 1 g% de NaCl, pH 8.5;

e Agua peptonada alcalina com 4 g% de NaCl, pH 8.5.



19

As amostras enriquecidas com APA a 1%, foram incubadas a 37° e42°Cpor6a8
h, enquanto aquelas enriquecidas a 4% de NaCl, foram incubadas a 37° C por 24 h. Ap6s
este periodo, foram subcultivadas em Agar TCBS ( Tiosulfato citrato sais biliares e

sacarose da Difco) e incubaram-se a 37° C por 24 h.

Foram selecionadas em torno de 10 col6nias suspeitas de Vibrio
sacarose positivas (coldnias amarelas) e sacarose negativas(colonias
verdes) e inoculadas no meio de triagem Rugai modificado por Pess6a &

Silva, (1972), sendo incubadas a 37° C por 24 h.

3.2.2. Ostras

As ostras foram obtidas diretamente dos barcos de pesca, no momento em que
chegavam a praia e transportadas ao laboratério em isopor com a prépria agua do
mar/estuario e gelo, onde permaneceram sob refrigeracdo a 4° C por 16 a 18 h. Sendo
apos este periodo lavadas e escovadas para remover o excesso de detritos da superficie
externa da concha. Normalmente, foram usadas 10 ostras para se obter 25 g (liquido +
carne) para 225 ml dos meios de enriquecimento, que em seguida foram homogeneizadas
em triturador estéril. Os meios de enriquecimento, foram os mesmos utilizados para a
pesquisa em peixes, sendo 225 ml de APA com 1% de NacCl, dividido em 02 aliquotas de
125 ml cada, incubadas a 37° e 42° C e 225 ml em APA com 4% de NaCl, incubadas a

37° C seguindo o esquema anterior.

3.2.3. Mariscos

Foram utilizados os mesmos critérios de processamento e de enriquecimento

descritos para ostras.

3.2.4. Agua
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As amostras foram analisadas do ponto de vista microbiolégico
segundo o esquema de isolamento e identificagdo de Vibrio cholerae do
Manual de Diagnéstico Laboratorial para Célera do Ministério da Saude,
(1992). Foram também realizadas as seguintes determinagdes: pH (pelo
potencidmetro) e cloretos, segundo a metodologia do Instituto Adolfo Lutz

(IAL, 1985).

3.2.5. Mecha de Moore

Mechas estéreis elaboradas a partir de tiras de mais ou menos 1
metro de gaze dobrada varias vezes, presas em uma malha e amarradas
com cordao, foram colocadas nos pontos de coleta, onde permaneceram
submersas durante 72 h. Apds este periodo, retiradas e inoculadas em agua
peptonada alcalina(450 ml), transportadas ao laboratério em temperatura

ambiente seguindo esquema de isolamento similar a agua.

3.3. Identificagao de Vibrio

Para o enquadramento na familia Vibrionaceae das linhagens
isoladas foi utilizado o teste de oxidase em disco (Cecon). Os organismos
oxidase positiva foram analisadas no seu comportamento diante dos
seguintes testes:

e Crescimento em tryptona both pH 7.2 com NaCl nas concentragdes 0, 3,

6, 8 e 10%;
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e Atividade fermentativa sobre os carboidratos: glicose, lactose, sacarose,
arabinose, manose, manitol, salicina e celobiose;

e Produgdo de H,S, indol, urease, redugdo do nitrato, VP ( Voges-
Proskauer), descarboxilagdo da lisina, ornitina e arginina dehydrolase,
sensibilidade ao agente vibriostatico O/129. (Hofer, 1978; Manual do
Ministério da Saude, 1991; Mac Fadin, 1980).

As culturas identificadas como V. parahaemolyticus, foram
submetidas ao teste de Kanagawa, segundo Fishbein & Wentz, 1973.
Salienta-se que os meios de cultura utilizados nos testes bioquimicos foram
suplementados com 1 g% de NaCl. A leitura foi efetuada apds 48 h de
incubagdo a 37° C para a atividade fermentativa dos carboidratos e 72 a
96 h para as descarboxilases. O teste da oxidase foi avaliado

imediatamente.

3.4 . Analise estatistica

Na analise estatistica foi utilizado o teste de igualdade das proporgdes, com nivel

de significancia considerado de 5%. (Armitage, 1987).
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4, RESULTADOS

4.1. Isolamento de Vibrio no litoral pernambucano

O estudo de 139 amostras obtidas dos animais, agua e mechas de
Moore colhidas no litoral pernambucano, resultou no isolamento de 629
representantes do género Vibrio. A incidéncia por categoria de alimentos

esta sumarizada na tabela 1.

TABELA 1

Incidéncia de membros do género Vibrio nas diferentes fontes
marinhas analisadas no litoral pernambucano

Marisco ostra peixe agua mecha
n=150 n=183 n=48 n=27 n=9
espécies N % N % N % N % N %
V. alginolyticus 80 53,3 95 51,9 25 52,0 14 51,8 6 66,6
V. parahaemolyticus 89 59,3 77 42,0 18 375 11 40,7 9 100,0
V. fluvialis 9 6,0 6 3,2 -- -- -- - -- -
V. vulnificus 4 2,6 6 3,2 - . . . - .
V. furnissii 1 0.6 _ _ _ _ _ _ _ _
V. cincinnatiensis ) ) 1 10,5 _ _ _ _ _ _
V. mediterranei
5 3,3 9 4,9 1 2,0 - - 1 11,1
V. orientalis
. 1 0,6 7 3,8 1 2,0 2 74 2 22,2
V. harveyi
V. diazotrophicus 4 26 26 142 - - - - T
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Marisco ostra peixe agua mecha
n=150 n=183 n=48 n=27 n=9

espécies N % N % N % N % N %

V. splendidus 2 1,3 3 1,6 - - - - - -

V. anguilarum - - 5 27 - - - - - -
V. aestuarinus 1 06 1 05 - - 1 37 2 222

V. tubiashi 1 0,6 2 1,0 - - - . ;. .

V.sp i} i} 1 05 - - - - - -

33 220 50 273 2 4,1 8 29,6 6 66,6

n = numero de analises efetuadas, considerando trés analises efetuadas por amostras.
Do total de 629 isolamentos, foi possivel a identificagcdo de 451

(71,7%), culturas em seis espécies potencialmente patogénicas para o
homem: V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. fluvialis, V. vulnificus,
V. furnissii e o V. cincinnatiensis. (Tabela 2).

Como pode-se observar na tabela 2, a distribuicdo das espécies nao
foi homogénea. O V. alginolyticus e o V. parahaemolyticus foram mais
prevalentes em mariscos e ostras, e as Unicas presentes em peixes.
Embora a incidéncia de outras espécies ndo tenha sido elevada, com
apenas um isolamento do V. cincinnatiensis e do V. furnissii em
mariscos, mas ficou evidente que todos os espécimens analisados sempre
apresentaram positividade para pelo menos uma espécie patogénica de
Vibrio, o que espelha a ampla disseminacdo de membros da familia
Vibrionaceae naquele ambiente marinho.

TABELA 2

Distribuicdo numérica e percentual de espécies de Vibrio potencialmente

patogénicas isoladas das diferentes

fontes do ambiente marinho

marisco ostra peixe agua mecha
n=183 n=185 n=43 n=25 n=15

espécies No. %  No. % No. % No. % No. %
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marisco ostra peixe agua mecha
n=183 n=185 n=43 n=25 n=15
espécies No. %  No. % No. % No. % No. %

V. alginolyticus 80 43,7 95 513 25 581 14 56,0 6 40,0
V. parahaemolyticus 89 486 77 416 18 418 11 440 9 60,0
V. fluvialis 9 4 9 6 4 3 . - . . . .
V. vulnificus 4 2.1 6 43 _ _ _ _ _ _
V. furnissii

1 0,5 -- -- -- -- -- - -- --
V. cincinnatiensis

- -- 1 0,5 - - - - - -

n = numero de isolamentos considerando 3 andlises efetuadas por amostra.

4.2. Efeito da concentracao de NaCl no isolamento primario do género

Vibrio

e O estudo do efeito da concentracdo de NaCl no isolamento de espécies

do género Vibrio mostrou os resultados visualizados na (Tabela 3).

e A concentragédo de 1% de NaCl, revelou-se mais satisfatéria para a

maioria das espécies isoladas (p < 0,05)



TABELA 3

Distribuicdo numérica e percentual das espécies de Vibrio potencialment
isoladas em relagao a concentragcao de NaCl do meio de enriqueciment

marisco ostra peixe ac
n=50 n=61 n=16 n
1% 4% 1% 4% 1% 4% 1%
N % N % N % N % N % N % N %

V. alginolyticus 25 500 29 580 25 409 36 596 10 665 7 437 5 555

V. parahaemolyticus 40 80,0 15 30,0 33 541 17 278 6 375 3 187 4 444

V. fluvialis 3 6,0 - - 2 3,2 1 1,6 . - - - - -
V. vulnificus 3 6.0 . . 2 32 1 16 - - - - - -
V. furnissii

1 2,0 - - - - - - - - - - - -

_n = namero de amostras
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¢ No tocante a natureza do espécime em relagédo a concentragdo de NaCl
no meio, os resultados foram os seguintes:

I. V. alginolyticus apresentou maior incidéncia na concentragcédo de 1%,
exceto no material ostra, cujo isolamento foi mais satisfatorio na
concentracdo de 4% NaCl (p < 0,05);

Il. V. parahaemolyticus foi mais detectado a partir do crescimento em
meio com 1% de NaCl (p < 0,05), indicando grandes diferencas na
presenca dessa bactéria entre os graus de concentragdo de NacCl
utilizados, exceto nos espécimens de peixes que nao revelou diferencas
significativas entre ambas concentragdes. (p > 0,05);

lll.Quanto as espécies V. fluvialis, V. wvulnificus, V. furnissii e V.
cincinnatiensis analisadas conjuntamente, indicaram mais uma vez, que
a concentracao de 1% de NaCl foi mais eficiente no isolamento destas

espécies. (p < 0,05).

4.3. Efeito da temperatura no isolamento de Vibrio

O estudo comparativo da presenga de espécie patogénicas de Vibrio
em relagdo as temperaturas de incubagéo aplicadas nos meios (37° e 42°
C) nado apresentou diferenga significativa no isolamento destas bactérias. (p
> 0,05). (Tabela 4). Logo, nao é necessario a utilizagdo das duas

temperaturas no esquema de isolamento.



TABELA 4

Distribuigdo numérica e percentual das espécies de Vibrio potencialment
isoladas em relagao a temperatura de incubagao do meio de enriqu

marisco ostra peixe i

n=50 n=61 n=16
37°C 42°C 37°C 42°C 37°C 42°C 37°C
N % N % N % N % N % N % N %

V. alginolyticus 25 50,0 26 520 25 409 34 557 10 625 8 50,0 5 55,
V. parahaemolyticus 40 80,0 34 680 33 54,1 27 442 6 375 9 56,2 4 44,

V. fluvialis 3 860 6 120 2 32 3 16 - - - - - -

V. vulnificus

3 60 1 20 2 32 3 16 - - - ~ - .

V. furnissii
1 20 - - - - - - - - - - - -

V. cincinnatiensis

n = nimero de amostras
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4.4. Influéncia do pH, salinidade e temperatura da agua no isolamento
de Vibrio

As determinagdes do pH e cloretos foram realizadas nos meses de

margo e agosto, cujos resultados encontram-se na tabela 5.

E interessante observar que o pH da agua nos trés pontos pesquisados do litoral
pernambucano, situou-se na faixa da neutralidade para a alcalinidade o que favorece a
manutengao de vibrios halofilicos neste ambiente. O mesmo ocorreu com a salinidade, cuja

concentragéo situou-se em torno de 28,3 a 31,1 g/l e a temperatura em média de 26° C.

TABELA 5

Determinacéao de pH e salinidade em dois periodos das amostras de
agua recolhidas em trés locais distintos do litoral

Itapissuma Pina Suape

Periodo salinidade pH salinidade pH salinidade pH

g/l g/l g/l
margo 31,1 7.9 33,5 7.6 34,8 7.6
agosto 28,3 7.9 33,5 7.6 26,3 7.6

4.5. Influéncia da sazonalidade no isolamento de Vibrio

A variagdo sazonal de vibrios halofilicos, apresentada na figura 2,
demonstrou uma ampla distribuicdo destes patdégenos em todo o periodo
(out. 92 a set. 93), com maior indice de isolamento nos meses de abril a

junho; coincidentemente, a salinidade neste periodo apresentou-se mais
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elevada, havendo uma diminuigdo no més de agosto, provavelmente

resultante da influéncia das chuvas ocorridas nesse periodo.

FIGURA 2

Prevaléncia das espécies potencialmente patogénicas do
género Vibrio por periodo

n° médio

[@%]

N

W

MUT7TIurTrJ

periodo

4.6. Perfil bioquimico de vibrios patogénicos isolados

O perfil bioquimico das espécies patogénicas de Vibrio isoladas,
independente da procedéncia, mostrou uniformidade de comportamento
frente aos testes bioquimicos utilizados (Farmer, 1985). Todas as amostras
do V. parahaemolyticus analisadas apresentaram teste de Kanagawa

negativo conforme tabela 6.



TABELA 6

Percentual de positividade no perfil bioquimico de espécies halofilicas
de Vibrio isoladas de fontes do ambiente marinho

provas V. alginolyticus V. parahaemoliticus V. fluvialis V. vulnificus V. furniss
n =220 n =204 n=15 n=10 n=1
Glicose ac. s/gas 100 100 100 100 100
Manitol 100 100 100 100 100
Lactose 0 0 0 0 0
Sacarose 100 0 100 100 0
Arabinoso 5 10 80 100 10
Manose 1,9 100 100 100 100
Salicina nt nt nt 96 nt
Celobiose nt nt nt 99 nt
Lisina desc. 100 100 0 0 100
Arginina dihidr. 0 0 93,3 100 0
Ornitina desc. 13,7 100 0 0 100
Crescimento em:
0% NaCl 0 0 0 0 0
3% NaCl 100 100 100 100 100
6% NaCl 100 100 80 100 100
8% NaCl 100 87,7 93,3 100 0
10% NaCl 85 1 33 0 0
Indol 97,7 99 46,6 100 100
Voges- Proskauer 94 100 6,6 0 0
Nitrato-Nitrito 100 100 100 100 100
Oxidase 100 100 100 100 100
Ag. vibriostatico
0/129-10 ug (s) nt nt nt 100 nt
150 g (s) 100 100 100 100 100
Kanagawa nt 0 nt nt nt

nt = ndo testado s = sensivel

32
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5. DISCUSSAO

O estudo ecologico de vibrios em sistemas aquaticos, tem
despertado o interesse de pesquisadores em todo o mundo. As atengdes
também se voltam para a esfera sanitaria, tendo em vista, que
microrganismos como Vibrio, estdo presentes na fauna marinha e
constituem um risco em potencial para a saude do homem. (Gelli, 1975/76;
Hofer & Silva, 1986).

Nossos resultados revelam que espécies halofilicas patogénicas para
o homem como: V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. fluvialis, V.
vulnificus, V. furnissii e V. cincinnatiensis, estao presentes em alimentos
marinhos, representados pela ostra, marisco e peixe além da agua do mar e
da mecha depositada no litoral pernambucano. (Tabela 1). Tais dados
coincidem com aqueles apresentados por diversos autores (Rodrigues &

Hofer, 1986; Chan, 1989; Wong, 1992).

Do ponto de vista ecologico, os vibrios ocorrem naturalmente em sistemas
aquaticos e a distribuicdo das espécies sdo afetadas pela temperatura da agua, pH,
salinidade e concentragdo de nutrientes. (De Paola, 1983; Colwell, 1984; Venkateswaran,
1989). Sob este prisma, a costa do Nordeste brasileiro, torna-se um ambiente favoravel a
manutengao de vibrios, cuja temperatura situa-se em torno de 26°C com uma salinidade na
faixa de 28,3 a 34,8 g/l e um pH alcalino (7.6 a 7.9).

Outro aspecto esta relacionado com a associagao entre os vibrios e a
grande variedade do ambiente, incluindo zooplancton, crustaceos, ostras e
peixes. Deste modo, com freqiiéncia os moluscos sao incriminados como
agentes de toxinfecgdes. O que torna clara a necessidade de se efetuar

estudos sobre estes agentes, uma vez que no Nordeste brasileiro é elevado



34

o consumo de ostras cruas e outros alimentos marinhos. Dentro desta
esfera, nossos estudos revelaram que peixes, mariscos e ostras do litoral
pernambucano, apresentam contaminacgéo por vibrios. Em particular, o V.
alginolyticus e o V. parahaemolyticus, apresentaram indices bastante
elevados, o que reafirma a ubiqlidade destes microrganismo no ambiente
marinho. Os resultados da tabela 1, confirmam a ampla disseminagao do V.
parahaemolyticus, tanto em moluscos como em peixes que vem a coincidir
com dados apresentados por Gelli, 1975/76; Hofer & Silva, 1986; Chan,
1989; Magalhdes, 1991, mas diferindo dos relatos de Leitdo, 1975, que
detectou uma baixa incidéncia de V. parahaemolyticus em sardinhas no
litoral do estado de Sao Paulo. Espécies como o V. fluvialis, V. vulnificus,
V. furnissii e V. cincinnatiensis revelaram uma discreta casuistica no
isolamento de modo similar as descricdes de West, 1982; Venkateswaran,
1989; Chan, 1989. Com relacado ao V. vulnificus nossos dados diferem de
Rodrigues & Hofer, 1986; considerando sua auséncia em amostragem
procedente da baia de Sepetiba - RJ. Curiosamente, os mesmos autores,
nos dados publicados em 1992, assinalaram agora a ocorréncia de V.
vulnificus nesta regido. Isto demonstra a dinamica dessa populagado
microbiana, embora autéctone do ambiente, por vezes ndo permite o seu
reconhecimento. Outras espécies descritas como eventuais patdégenos
humanos provenientes do ambiente marinho ndo foram identificadas neste
estudo, a semelhanc¢a daquilo que ocorreu com a pesquisa de Morris, 1982.
E importante assinalar que na presente investigagdo nao foram incluidos os
achados sobre V. cholerae, tendo em vista que isto faz parte de outra linha

de pesquisa. Quanto a analise das concentragdes de NaCl utilizadas no
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enriqguecimento, o uso em paralelo de APA pH 8.5 contendo 1 e 4%, nao
elevou, o isolamento do V. parahaemolyticus em peixes, 0 mesmo nao
ocorreu com o V. alginolyticus em ostras, que apresentou indice de
isolamento maior. No computo geral, analisando os resultados da tabela 3,
admite-se a utilizagdo rotineira da concentragdo de 1% de NaCl para o
enriqguecimento de vibrios halofilicos a partir de alimentos marinhos.
Outrossim, destaca-se a notavel caréncia de investigagdes realizadas
neste campo, principalmente envolvendo muitas espécies de Vibrio.
Quanto a avaliaggo das temperaturas, 37° e 42° (C,
concomitantemente, ndo houve diferenga significativa para nenhuma das
espécies de vibrios isoladas, ressaltando, também, que tais aspectos nao
estdo na literatura, excetuando-se as observagdes do FDA-USA em relagao

ao Vibrio cholerae O;. (Elliot, 1991).

A distribuicdo das espécies foi sazonal, com elevagéo da incidéncia no periodo de
janeiro a junho de 93, havendo um decréscimo a partir de julho até setembro do mesmo
ano, talvez justificado pela ocorréncia de chuvas e consequiente diminuigdo da salinidade
das aguas marinhas. (Figura 1). Vale ressaltar que 1993 foi um ano de seca na regiéo

Nordeste, inclusive modificando o periodo de chuvas.

O perfil bioquimico das espécies de Vibrio isoladas,
independente da procedéncia, mostrou uniformidade de comportamento
frente aos testes bioquimicos utilizados com algumas variagbes. (Tabela 6).
Todas as amostras de V. parahaemolyticus, foram Kanagawa negativas
como era esperado em cepas isoladas do ambiente marinho. Tais
observagdes sdo concordantes com dados obtidos por Gelli, 1975/76;

Leitdo, 1976; Hofer & Silva, 1984; Chan, 1986. Por outro lado, salienta-se
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que o meio seletivo-indicador agar TCBS, empregado no isolamento, foi

plenamente satisfatorio para todas as espécies identificadas.

6. CONCLUSOES

1. Espécies halofilicas do género Vibrio, estdo amplamente distribuidas
na biocenose do litoral pernambucano, favorecendo a sua veiculagao
para o homem e, por conseguinte, deve ser considerado como um

problema de saude publica.
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Dos 139 espécimens analisados, foram isoladas 629 culturas, das
quais 451 (71,7%), caracterizadas em espécies de Vibrio
potencialmente patogénicas para o homem.

Os fatores abidticos representados pela salinidade, pH e temperatura
da agua favorecem esta disseminagao de espécies de Vibrio no litoral.
Pela constancia dos fatores supra mencionados, discreta foi a
influéncia da sazonalidade sobre os vibrios.

O perfil bioquimico das espécies de Vibrio potencialmente
patogénicos, praticamente foi uniforme qualquer que tenha sido a
origem.

Agua peptonada alcalina, contendo 1 e 4% de NaCl,
concomitantemente, elevou o isolamento de V. alginolyticus em
ostras.

O indice de isolamento de vibrios € o mesmo, utilizando-se as
temperaturas de 37° e 42° C, no processo de enriquecimento.

O V. alginolyticus e o V. parahaemolyticus, foram as espécies mais
incidentes nas fontes analisadas e que séo utilizados como alimento
para o homem.

Todas as amostras de V. parahaemolyticus isoladas foram negativas
para o teste de Kanagawa.

O meio de agar TCBS mostrou-se satisfatorio no isolamento de Vibrio.
A pesquisa de vibrios halofilicos potencialmente patogénicos para a
espécie humana deve ser incluida na rotina laboratorial de analise dos

alimentos de origem marinha.
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SUMMARY

In the period from October 1992 to September 1993 samples of oysters,
shellfish, fish, water and Moore’s swab originating from three different places on
the coast of the State of Pernambuco.

Out of 629 strains of halophilic vibrios isolated 451 (71,8%) were
characterized as species of potentially pathogenic vibrios harmful to man,
distributed as follows: V. alginolyticus, 220 (48,7%); V. parahaemolyticus,
204 (45,2%); V. fluvialis, 15 (3,3%); V. vulnificus 10 (2,2%), V. furnissii, 1
(0,2%) e V. cincinnatiensis, 1 (0,2%).

In the process of enrichment was used alkaline peptone water at
concentrations of 1% and 4% of NaCl and incubated at temperatures of 37° and
42°. The concentration of 1% of NaCl showed greater efficiency in isolating
most of the identified species. The difference of temperature did not have any
influence on the results. All the samples that were analyzed showed positivity
for every species of vibrio. Abiotic factors such as salinity, pH and water
temperature favor its dissemination on the Northeast coast of Pernambuco
State.

Halofilic vibrios are widely distributed in the biocenosis of the coast of the
State of Pernambuco, promoting its transmission to man, therefore becoming a
problem of Public Health demanding that its research be introduced in the

laboratorial routine.
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