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GASTROENTERITIS HUMANAS ASSOCIADAS A Vibrio parahaemolyticus NO RECIFE, BRASIL(1)

Vera MAGALHAES (2), Roberto A. LIMA (3), Seiki TATENO (4) & Marcelo MAGALHAES (4)

RESUMO

Realizou-se estudo sobre a ocorréncia do Vibrio parahaemolyticus em 1.100
fezes diarréicas, enviadas rotineiramente a laboratério clinico privado do Recife,
para diagnoéstico microbioldgico. Isolou-se 0 V. parahaemolyticus de 14 (1,3%) amos-
tras fecais. Entretanto, se nds consideramos apenas os espécimes dos pacientes
adultos, a taxa de isolamento do V. parahaemolyticus elevou-se para 7,1%. Na maio-
ria dos casos (92,86%), o V. parahaemolyticus foi o0 \inico enteropatégeno reconhe-
cido. Demonstraram-se sete antigenos K entre as cepas isoladas e trés ndo puderam
ser sorotipadas. Apenas duas linhagens, ambas ureoliticas, nao produziram a toxina
direta termoestdvel. Nés concluimos que o V. parahaemolyticus é importante causa
de diarréia do adulto no Recife, em consumidores de frutos do mar.
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INTRODUCAO

O Vibrio parahaemolyticus é um microrga-
nismo halofilico, habitante natural do ambiente
marinho, isolado pela primeira vez em 1950, du-
rante extenso surto de gastroenterite em Osa-
ka'’. Atualmente, ele é responsabilizado por 40
a70% de todos os casos de toxinfec¢cao alimentar
ocorrentes no Japdo' !, é importante causa da
diarréia dos viajantes?, e tem distribuiciao cos-
mopolita?l.

Apesar de vérios estudos comprovando sua
existéncia no ambiente e animais marinhos do
Brasil® % 15 18, 17. 25, 26 g publicacdo de apenas
dois casos incidentais de infec¢io humana!® 18

evidencia que as gastroenterites a V. parahae-
molyticus nio suscitaram qualquer interesse
aos infectologistas brasileiros. Fato injustifica-
do, se levarmos em conta que o pafs oferece con-
dicOes propicias aquelas infecgoes, tais como:
grande numero de cidades litoraneas, tempera-
tura da agua, especialmente no Nordeste, sem-
pre acima de 20°C, elevado consumo de mariscos
e peixes pela populacao e precarias condigoes
de controle sanitdrio.

Essa caréncia de informacédo sobre as gas-
troenterites a vibrio, em nosso meio, justificou
a realizacao do presente trabatho.
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MATERIAL E METODOS
Espécimes fecais

Selecionaram-se para o estudo 1100 espéci-
mes fecais diarréicos, recebidos rotineiramente
em laboratdrio privado de patologia clinica, para
esclarecer eventual etiologia infecciosa. O estu-
do foi realizado no periodo compreendido entre
abril de 1989 e marco de 1990 e o uso de drogas
antimicrobianas, pelo paciente, nao invalidou a
inclusao de suas fezes no estudo. Os pacientes
que forneceram coprocultura positiva para V.
parahaemolyticus foram inquiridos quanto a
alimentac¢do nos dias que antecederam o episo-
dio diarréico e seus médicos assistentes contac-
tados para a obtencdo de informacoes quanto
a sintomatologia clinica.

Pesquisa de leucocitos fecais

Pequena gota de fezes liquidas, ou de homo-
geneizado de fezes pastosas ou mucosanguino-
lentas foi misturada com uma gota da solugio
de azui de metileno a 0,1% e examinada ao mi-
croscopio, entre lamina e laminula.

Isolamento e caracterizacio dos vibrios

Aproximadamente 0,5 g de fezes foi inocu-
lado em tubos de ensaio contendo 10 ml de dgua
peptonada alcalina (pH 8,5), a que se adiciona-
ram 2% de cloreto de sédio. Os tubos foram incu-
bados a temperatura ambiente, durante 8 a 12
h, e o material enriquecido inoculado em placas
de agar tiossulfato-citrato-bile-sacarose (TCBS;
Difco Laboratories, Michigan). Ap6s 18 a 24 h
de incubacdao a 35°C, as placas apresentando co-
16nias verdes (indicativo de nao fermentag¢éo da
sacarose) foram separadas e as colénias suspei-

tas isoladas e transferidas para tubos de ensaio

contendo os meios triplice acicar ferro (TSI; Nis-
sui, Téquio) e lisina-indolmotilidade (LIM; Nissui),
adicionados de 1% de cloreto de s6dio. As cultu-
ras que fermentaram a glicose, descarboxila-
ram a lisina, produziram oxidase € que ndo ata-
caram a lactose ou sacarose foram presuntiva-
mente classificadas como V. parahaemolyticus
e submetidas aos testes bioquimicos!® para iden-
tificacao definitiva. Outras bactérias, potencial-
mente enteropatogénicas, assim como rotavirus
e enteroparasitas foram também pesquisados
usando-se métodos convencionais® % 10 23 28,

No estudo sorolégico seguiram-se recomen-
dagoes técnicas previamente publicadas!l. Na
andlise antigénica empregaram-se antisoros po-
livalentes e monovalentes (01 a 011 e K1 a K71)
comerciais (Denka Seiken, Co. Téquio).

A capacidade de produzir hemolisina direta
termoestavel (HDT) foi pesquisada em dagar de
Wagatsuma (Teste Kanagawa)!'® 7.

Antibiograma

Os isolados de V. parahaemolyticus foram
submetidos ao teste de susceptibilidade a 10 dro-
gas antimicrobianas pelo método de BAUER et
al®. As drogas e respectivas concentragbes em
ug/disco foram as seguintes: ampicilina (10), ce-
falotina (30), estreptomicina (10), neomicina (30),
gentamicina (10), tetraciclina (30), cloranfenicol
(30), cotrimoxazol (25), nitrofurantoina (300) e lo-
mefloxacina, uma nova fluorquinolona, (10). Os
antibiogramas foram realizados em meio de
Miueller-Hinton (Difco), meio que nao contém
cloreto de sédio.

RESULTADOS

Dos 1.100 espécimes fecais diarréicos, sub-
metidos a coprocultura, 198 foram provenientes
de individuos maiores de 18 anos. Dentre esses,
61 foram liquidos, 96 pastosos e 41 mucosangui-
nolentos. Do total das fezes examinadas, 14
(1,3%) forneceram V. parahaemolyticus. O mi-
crorganismo, entretanto, somente foiisolado dos
espécimes aquosos dos pacientes adultos
(22,9%). Nao se observou qualquer correlacdo en-
tre a ocorréncia do microrganismo e sazonali-
dade. O V. parahaemolyticus sempre foi isolado
sozinho, exceto numa ocasiao em que ele esteve
associado a Salmonella spp. Em nenhum dos
espécimes positivos para V. parahaemolyticus
observaram-se leucéceitos, inclusive no que for-
neceu Salmonella.

Os sinfomas clinicos, mais freqlientemente
observados nos portadores de diarréia a V. para-
haemolyticus, foram célica abdominal (78,6%);
nidusea (64,2%); vomito (42,8%); febre (35,7%}); ca-
lafrio (28,6 %) e cefaléia (42,8%). Todos os pacien-
tes, inquiridos a respeito da fonte de infecgéo,
informaram o consumo de mariscos ou peixe en-
tre seis e 36 h antes do inicio da sintomatologia.
Os alimentos marinhos mais freqlientemente
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responsabilizados foram ostra, cinco casos, ca-
mardo, quatro casos, peixe, trés casos e polvo,
dois casos.

Todas as cepas de V. parahaemolyticus iso-
ladas, independentemente da proveniéncia,
mostraram uniformidade de comportamento
frente aos testes bioquimicos utilizados, exceto
no que concerne a producdo de urease (Tabela
1).

As cepas urease positivas distribuiram-se
em quatro diferentes sorovars e demonstraram
fraca ou nenhuma atividade hemolitica (Tabela
2).

Salvo duas cepas urease positivas, todas as
outras foram reativas no dgar de Wagatsuma.

Excetuando-se a ampicilina, observou-se
uniforme susceptibilidade em relacdo as demais
drogas testadas.

DISCUSSAO

Nossosresultados mostram que a ocorréncia
do V. parahaemolyticus, nos espécimes fecais,

TABELA 1
Caracteristicas bioquimicas das linhagens de V. parahaemo-
Iyticus isoladas dos casos clinicos.

% de linhagens positivas

Teste

. Isolados
Previsto o = 14)

Oxidase 100 100
Arabinose 80 85,7
Esculina 1 0
Glicose 100 100
Inositol 1] 0
Lactose 1 0
Manitol 100 100
Sacarose 1 1]
Salicina 1 0
Arginina ] 0
Lisina 100 100
Ornitina 95 100
Indol 98 100
Beta galactosidase 5 4}
Urease 15 28,6
Voges-Proskauer [} 0
Cresc. em caldo contendo CINa:

0% 1] 0

8% 80 92,9

* Porcentagem dereagées positivas para V. parahaemolyticus
usando-se os métodos de FARMER et al®.
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TABELA 2
Associacao entre sorovar, producio de urease e de hemélise
em cepas humanas de V. parahaemolyticus.

Sorovar N¢ cepas Urease Hemolise
01: K56 1 + +
03: K5 1 - +
03: K58 4 - +
03: KNT 1 + -
04: K4 2 - +
04: K10 1 - +
04: K12 1 - +
04: K53 1 + -
05: KNT 1 - +

010: KNT 1 + *

NT = néo tipavel; + = positivo; —
fraco.

= negativo; * = positivo

submetidos rotineiramente para diagnéstico mi-
crobiolégico, nos laboratérios clinicos, é baixa
(1,3%). Entretanto, se é levado em consideracéao
que a grande maioria desses espécimes foram
provenientes de criancas e avaliarmos apenas
os espécimes de individuos acima de 18 anos,
verificamos que o V. parahaemolyticus é impor-
tante causa de diarréia aguda do adulto, respon-
sabilizando-se por 7,1% dos casos. Realmente,
no Recife, o V. parahaemolyticus, diferentemen-
te de outras espécies de Vibrio, niao parece ser
uma causa de diarréia infantil. Em estudo sobre
a etiologia da gastroenterite, em criancas meno-
res de um ano, que se estd realizando no Labora-
tério Keizo Asami da UFPE, nio se conseguiu
isolar nenhuma amostra de V. parahaemolyti-
cus dentre 250 espécimes fecais j4 analisados,
embora outras espécies de Vibrio o tenham sido
(M. MAGALHAES et al, observacées ndo publi-
cadas).

Contrariando esse achado, em oito surtos de
gastroenterite a V. parahaemolyticus, investi-
gados nos Estados Unidos, ndo se notou predi-
lecao por idade*. Talvez, a ocorréncia exclusiva
do V. parahaemolyticus, em adultos, seja uma
caracteristica da doenca diarréica esporadica e
indigque uma fonte de infeccdo extradomiciliar.
Todos os nossos pacientes parecem ter adqui-
rido a infeccao fora de suas residéncias.

Mesmo que se considerem os indices de iso-
lamento dos espécimes fecais, apenas dos pa-
cientes adultos, eles podem estar aquém dareali-
dade. As infecc¢des intestinais a V. parahaemo-
lyticus sio geralmente autolimitadas®, dai ser
possivel que somente os casos mais graves e de
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maior duragdo tenham procurado cuidados mé-
dicos. Além disso, excetuando-se a ampicilina,
as linhagens de V. parahaemolyticus mostra-
ram-se suceptiveis as drogas antimicrobianas
usadas corriqueiramente no tratamento das gas-
troenterites. Desse modo, a automedicag¢éo po-
deria ter influido no controle da sintomatologia
evitando a coprocultura.

Nonico casoem que o V. parahaemolyticus
foi encontrado, em associagdo com outro entero-
patégeno, a auséncia de leucécitos fecais no es-
pécime, e a observacdo sobre a elevada freqiién-
cia de Salmonella em controles de casos de diar-
réia infantil, em nosso meio (M. MAGALHAES
et al, observacdes nio publicadas), sugerem que
o V. parahaemolyticus foi o agente etiolégico
desse caso de diarréia. Ademais, o estado de por-
tador de V. parahaemolyticus parece inexistirs.

A sintomatologia apresentada pelos pacien-
tes foi bastante uniforme e nao se diferenciou
do quadro clinico classico relatado por cutros
autores* 7 2 %, Isso independeu de se a cepa
causai foi ou ndo Kanagawa positiva.

A tnica discrepiancia, no que concerne as
caracteristicas bioquimicas previstas!® !, foi a
producéio de urease por quatro linhagens.

Na Costa Oeste dos Estados Unidos e Méxi-
co, as cepas de V. parahaemolyticus, mais fre-
quientemente isoladas, na atualidade, perten-
cem ao biosorovar 04:K 12 urease positivo. Essas
cepas, entretanto, sio Kanagawa positivas’. O
sorovar 04:K12 foi também detectado no Recife;
a linhagem brasileira, todavia, foi urease nega-
tiva.

Em contraste com aquela observacgio?, as ce-
pas urease positivas de V. parahaemolyticus,
isoladas no Recife, distribufram-se em diferentes
sorovars e duas nio puderam ser sorotipadas,
apesar de termos empregado 65 antisoros K. Isso
indica que nao houve aqui a disseminacéao de
um unico clone. Curiosamente, essas cepas néao
produziram hemolise ou foram fracamente he-
moliticas. Essa aparente incompatibilidade en-
tre a producdo da urease e da hemolisina estéd
sob investigac¢ao.

O encontro dessas duas cepas Kanagawa ne-
gativas, e de duas outras exibindo baixa produ-

¢do de HDT, confirma observacoes anteriores??
de que o fenémeno Kanagawa néio é indicador
absoluto da patogenicidade do V. parahaemo-
Iyticus. Na verdade, o mecanismo de produc¢io
de doenga pelo V. parahaemolyticus permanece
ainda uma incégnita. Recentemente, demons-
trou-se em cepa Kanagawa negativa, oriunda da
epidemia ocorrida na Repiiblica Maldivas, a pro-
ducio de uma outra hemolisina, relacionada an-
tigenicamente com a HDT, porém diferente'®.

Em conclusao: nossos achados indicam que
o V. parahaemolyticus é importante causa de
diarréia aquosa do adulto, no Recife e, provavel-
mente, em outras cidades brasileiras, sugerindo
a necessidade da introdug¢ao de métodos ade-
quados, ao seu isolamento, nos laboratérios de
bacteriologia do pais.

SUMMARY

Vibrio parahaemolyticus associated with hu-
man gastroenteritis in Recife, Brazil.

A study was carried out on the occurrence
of Vibrio parahaemolyticus in 1.100 diarrheal
feces, routinely sent to a private clinical labora-
tory for microbiologic diagnosis, in Recife. V. pa-
rahaemolyticus was isolated from 14 (1.3%) fecal
samples. However, if we considered only the spe-
cimens from adult patients, the isolation rate
of V. parahaemolyticus rose to 7.1%. In most
cases (92.86%), V. parahaemolyticus was the on-
ly enteropathogen recognized. Among the isola-
tes, seven K antigen serovars were demonstra-
ted, and three were untypable. Only two human
isolates, both ureolytic, did not produce the ther-
mostable direct hemolysin. We concluded that
V. parahaemolyticus is an important cause of
sea food linked diarrhea among adults in Recife.
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