Vibrio parahaemolyticus PRODUTORES DE UREASE ISOLADOS A PARTIR DE
OSTRAS (Crassostrea rizophorae) COLETADAS IN NATURA EM
RESTAURANTES E MEXILHOES (Perna perna) DE BANCO NATURAL!
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RESUMO

A presenca de Vibrio parahaemolyticus foi avaliada em 50 amostras de moluscos bivalves marinhos compostas por 40 amostras de ostras
coletadas em 15 restaurantes do Rio de Janeiro e 10 amostras de mexilhoes capturados de banco natural em Ponta de Itaipu — Nitero6i.
Foram empregadas a técnica do Numero Mais Provavel (NMP) para a enumeracao de V. parahaemolyticus utilizando Caldo Glicosado
Salgado com Teepol (GSTB) e Agua Peptonada Alcalina (APA) com 3% de cloreto de sodio (NaCl). Paralelamente foi realizada técnica de
enriquecimento em APA com 1 e 3% de NaCl. Decorrido o periodo de incubacao de ambas as técnicas, foi realizado plaqueamento em agar
TCBS (Tiossulfato Citrato Bile Sacarose). Todas as cepas de V. parahaemolyticus isoladas através das duas técnicas foram testadas para
o fenomeno de Kanagawa e, quanto a producao de urease. Do total de 141 cepas de V. parahaemolyticus isoladas, 62% revelaram-se
urease positivas e, dentre estas, os sorotipos predominantes foram O10:K?, O11:K? e O3:K57 dentre o total de 24 sorotipos urease
positivos identificados. Embora todas as cepas de V. parahaemolyticus tenham sido Kanagawa negativas, os resultados apontam elevada
incidéncia desta espécie em ostras comercializadas em restaurantes.
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SUMMARY

Vibrio parahaemolyticus UREASE POSITIVE ISOLATED FROM IN NATURA OYSTERS (Crassostrea rizophorae) COLLECTED AT
RESTAURANTS AND MUSSELS (Perna perna) HARVESTED FROM NATURAL HABITAT. The presence of Vibrio parahaemolyticus were
detected in 50 marine bivalve mollusks composed by 40 oysters samples collected at 15 restaurants in Rio de Janeiro City and 10 wild
mussels’ samples harvested in Ponta de Itaipu-Niteroi. The Most Probable Number (MPN) technique was employed for the enumeration
of V. parahaemolyticus, using Glucose Salt Teepol Broth (GSTB) and Alcaline Peptone Water (APW) with 3% NaCl. At the same time, the
samples were submitted on direct plating with APW added 1 and 3% NaCl. Both techniques were followed by plating onto TCBS agar.
All the V. parahaemolyticus strains isolated were tested for Kanagawa phenomenon and they were also tested for the presence of
urease. A total of 141 V. parahaemolyticus strains were detected, 62% revealed urease positive and these strains were serological
characterized showing the predominance of serotypes: 010:K?, 011:K? and O3:K57 among 24 serotypes urease positive. Although, all
strains of V. parahaemolyticus were Kanagawa negative the results suggest a high incidence of these microorganism in oysters

consumed.
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1 -INTRODUCAO

Vibrio parahaemolyticus, importante espécie do geé-
nero Vibrio, foi isolado pela primeira vez em 1951 no
Japao, a partir de um surto de gastrenterite ocasiona-
do pela ingestao de shirasu (sardinhas novas, semi-
dessecadas) nao submetidas a coccao. Atualmente, este
microrganismo tem sido reconhecido, como um impor-
tante patégeno, capaz de determinar manifestacoes
gastrentéricas apos o consumo de pescado € moluscos
bivalves sem cocc¢do ou insuficientemente cozidos [3,
4,7, 24, 28].

Essa espécie encontra-se amplamente distribuida
no ambiente aquatico, particularmente salino. As ce-
pas isoladas a partir de ambiente marinho, em sua
maioria, ndo sao patogénicas enquanto, aquelas pro-
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venientes de isolados clinicos sdo Kanagawa positivas,
ou seja, induzem a reacao de beta hemadlise nos eritro-
citos humanos. A proporcao de cepas produtoras de
gastrenterite varia de acordo com as condi¢cdes geogra-
ficas e sazonais, portanto a frequiiéncia de isolamento é
maior, nos meses de verdao, quando podem ocorrer sur-
tos ou casos esporadicos de gastrenterite, apos consu-
mo de agua ou alimentos marinhos contaminados [8,
9, 12, 15, 23, 30].

E interessante ressaltar que algumas evidéncias
apontam que eventuais cepas de Vibrio parahaemolyticus
Kanagawa positivas isoladas de ambiente aquatico po-
dem ter como reservatoério os sedimentos aquaticos e a
carapaca quitinosa de moluscos e copépodes. Essa ca-
racteristica contribuiria para a distribuicdo e ciclo
anuais da bactéria no sistema estuarino [15, 16, 31].

Os principais fatores, incriminados como promoto-
res da hemdlise do fenomeno de Kanagawa sao as
hemolisinas TDH (Thermoestable Direct Hemolysin) e
TRH (Thermoestable Related Hemolysin) consideradas
importantes fatores de viruléncia [23, 26]. Estudos re-
centes indicaram que cepas Kanagawa negativas po-
dem ser capazes de provocar infeccao gastrentérica em
humanos indicando a possibilidade de existéncia de
mais de um fator de viruléncia no desencadeamento
das infec¢oes [13]. Foi observado que algumas cepas
possuem a capacidade de hidrolisar uréia e frequente-
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mente sao isoladas a partir de casos clinicos sugerin-
do uma forte associacao entre positividade ao fenome-
no de Kanagawa, hidrolise de uréia e presenca de TDH
ou TRH [4, 6, 14, 20, 22].

Tendo em vista, a importancia desse patégeno e
sua veiculacao através do consumo de alimentos oriun-
dos do ambiente marinho, objetivou-se na presente
investigacdo, identificar a presenca de Vibrio
parahaemolyticus em amostras de moluscos bivalves
coletados em restaurantes do Rio de Janeiro e, verifi-
car o potencial patogénico da bactéria através do teste
de Kanagawa, caracterizacdo antigénica e avaliagdo da
producdo de urease.

2 - MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 50 amostras de moluscos bivalves
marinhos (“pool” de doze unidades amostrais), no pe-
riodo de julho de 1997 a fevereiro de 1998, compostas
por 40 amostras de ostras (Crassostrea rhizophorae),
adquiridas de 15 restaurantes no Rio de Janeiro e 10
amostras de mexilhdes (Perna perna) coletadas direta-
mente de seu habitat em Ponta de Itaipu — Niteroi.

As ostras e mexilhdes coletados foram acondicio-
nados em sacos de polietileno devidamente identifica-
dos com etiqueta auto-adesiva. O transporte foi efe-
tuado em caixas de isopor contendo gelo reciclavel,
evitando-se submeter as amostras a temperaturas su-
periores a 10°C e inferiores a 2°C, assim como, contato
direto com gelo ou outras superficies frias. As amos-
tras foram transportadas num prazo nao excedente a
duas horas ao Laboratério de Enterobactérias, Depar-
tamento de Bacteriologia do Instituto Oswaldo Cruz —
FIOCRUZ.

Para retirada do conteuido corpéreo as valvas foram
lavadas em agua corrente, escovadas vigorosamente
para a retirada das sujidades e secas com papel toalha.
Em sequéncia, os moluscos foram abertos asseptica-
mente com auxilio de faca e bisturi de lamina fixa,
ambos esterilizados, sendo a parte corpérea e o liquido
intervalvar recolhidos em placa de Petri esterilizada e
pesadas 25 gramas da amostra a qual adicionou-se
225mL de solucao salina tamponada (pH 7,2) [11, 29].

A partir da diluicao 107!, foi realizada a enumeracao
do Vibrio parahaemolyticus seguindo-se a técnica de Nu-
mero Mais Provavel (NMP) utilizando-se como meios
de cultura o caldo GSTB (Glicose Sal Teepol) e caldo
APA [Agua Peptonada Alcalina) com 3% de NaCl, em
trés séries de trés tubos em diluicdées decimais e con-
secutivas (102, 102 e 10), as quais permaneceram por
24 horas em estufa a 37°C [11].

De cada série de tubos contendo GSTB e APA com
3% de NaCl com crescimento, procedeu-se o plaquea-
mento através da semeadura em agar TCBS (Tiossulfato
Citrato Bile Sacarose) incubado em estufa bacteriologica
a 37°C por 24 horas.

Paralelamente, foi realizada a técnica de enrique-
cimento direto em APA com 1% e 3% de cloreto de s6dio
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(NaCl). Apos 24 horas de incubacao a 37°C, procedeu-se
a semeadura em agar TCBS.

Decorrido o periodo de incubacao (overnight) das pla-
cas de TCBS, todas as cepas suspeitas de Vibrio
parahaemolyticus oriundas das técnicas de enumeracao
e enriquecimento direto foram submetidas a uma con-
firmacao preliminar utilizando-se os seguintes testes:
crescimento em Agar Kligler-Ferro (KIA-Oxoid), Agar
Lisina-Ferro (LIA-Oxoid) e producio da enzima citocromo-
oxidase, a partir de Agar nutriente com 1% de NaCl.

Para identificacdo conclusiva das amostras, foram
avaliadas as seguintes caracteristicas metabolicas: oxi-
dacao/fermentacao da glicose, fermentacdo de sacaro-
se, arabinose e manose, capacidade de crescimento em
diferentes concentracoes salinas (0, 3, 6, 8 e 10%), uti-
lizacdo de aminoacidos (lisina-ornitina descarboxilase e
arginina dehidrolase), producao de acetona no meio Voges
Proskauer, produc¢ao de H,S e mobilidade em meio SIM,
producao de ONPG (o nitrofenil- B-D galactosidase) e
resisténcia ao agente vibriostatico O/129 (fosfato de 2,4
diamino-6, diisopropil-pteridina) [29].

Todas as cepas identificadas bioquimicamente como
Vibrio parahaemolyticus foram submetidas ao teste de
Kanagawa em Agar Wagatsuma a fim de verificar sua
patogenicidade através da hemolise total dos eritroci-
tos humanos. Foram ainda submetidas a caracteriza-
cao antigénica para identificacao do sorotipo. Essa pro-
va foi realizada em placa de vidro para observacao da
aglutinacao das cepas frente aos soros mono e poliva-
lentes produzidos por Denka Seiken Co. Ltda, Tékio,
Japao. Em sequiéncia, foi avaliada a producao de urease
em meio Agar Uréia de Christensen empregando-se di-
ferentes concentracoes de NaCl (0,5%, 1% e 3%) [11].

3 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Na presente investigacdo, a analise das 50 amos-
tras de moluscos bivalves marinhos (ostras e mexi-
lhoes) permitiu o isolamento de 141 cepas de Vibrio
parahaemolyticus. Utilizando a técnica do Numero Mais
Provavel (NMP), foram isoladas 60 cepas do patogeno
assim distribuidas: 23 cepas (38,3%) a partir do GSTB e
37 cepas (61,6%) a partir do APA com 3% de NaCl. Res-
salta-se que essas cepas isoladas foram detectadas em
sua maioria a partir das amostras de ostras (86,4%) e
em menor proporc¢ao (13,5%) a partir dos mexilhoes.

A técnica de enriquecimento direto utilizando APA
com 1 e 3% de NaCl permitiu isolar 81 cepas de Vibrio
parahaemolyticus. Das amostras de ostras foram isola-
das 80 cepas da bactéria sendo que 45 (55,5%) a partir
do APA com 1% de cloreto de sédio e 35 (44,4%) oriun-
das do APA com 3% de NaCl. Por outro lado, apenas
uma cepa desse patdgeno foi isolada a partir do APA
com 3% de NaCl originaria das amostras de mexilhoes.

A técnica de enumeracao de Vibrio parahaemolyticus
(Numero Mais Provavel — NMP), demonstrou resulta-
dos mais significativos quando utilizado o meio APA
adicionado de 3% de cloreto de s6dio quando compara-
do com os resultados do meio GSTB. Por outro lado, a
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técnica de enriquecimento direto, o APA com 1% de NaCl
apresentou melhores indices de isolamento em rela-
cado ao APA com 3% de NaCl no que se refere as amos-
tras de ostras. Porém, ressalta-se que a unica cepa da
bactéria isolada a partir de mexilhdes originou-se do
APA com 3% de NaCl. Na época do estudo, os resulta-
dos da técnica de Numero mais Provavel (NMP) utili-
zando GSTB e APA adicionado de 3% de cloreto de sodio,
apresentaram-se em valores abaixo do nimero maxi-
mo permitido pela legislacao nacional vigente [2]. Os
baixos indices observados com relacao a técnica de NMP
podem ser resultantes da baixa concentracao salina do
meio ambiente, em especial daquelas amostras prove-
nientes de mangue ou ainda de aguas estuarinas [27].

Embora, as amostras de moluscos estivessem den-
tro dos parametros vigentes, € necessario que algumas
informacodes sejam difundidas como a importancia do
uso de processos de depuracao, corretas condicoes de
estocagem sob refrigeracao (4-8°C) e manipulacao em
condi¢oes adequadas de higiene. Este conjunto de a¢oes
reduz a multiplicacao de patogenos, prevenindo a ocor-
réncia de enfermidades de transmissao alimentar, bem
como, a contaminacao cruzada e a recontaminacao dos
alimentos preparados. E importante salientar que a
coccao representa o método mais eficaz para que o ali-
mento seja considerado seguro para o consumo huma-
no, do ponto de vista microbiologico [2, 21].

Devido a sua relevancia epidemiologica, todas as
cepas de V. parahaemolyticus isoladas foram analisadas
quanto ao potencial patogénico através do fenomeno de
Kanagawa, caracterizado por uma zona de beta hemoli-
se ao redor do crescimento em meio agar Wagatsuma,
induzido pela hemolisina TDH. No entanto, nenhuma
das cepas avaliadas apresentou positividade frente a esse
teste, sendo consideradas nao-patogénicas. Esse resul-
tado esta de acordo com dados de LEITAO & ARIMA [17]
e RODRIGUES & HOFER [25], quando afirmaram que
cepas deste patogeno isoladas a partir de ambiente ma-
rinho apresentam pouca ou nenhuma atividade hemoli-
tica. Entretanto, estudos demonstraram que amostras
Kanagawa negativas podem nao estar completamente
isentas de patogenicidade [13].

As controvérsias a respeito do teste de Kanagawa
fundamentam-se, também, no fato de que algumas es-
pécies de Vibrio podem induzir hemolise no agar
Wagatsuma como € o caso do V. vulnificus, V. cholerae
nao-0O,, V. mimicus e V. hollisae. Essas espécies sao por-
tadoras de uma hemolisina semelhante a TDH e, com
base nestas observacoes o teste de Kanagawa deve ser
considerado somente como um indicador de patogenici-
dade, nado sendo utilizado como critério fundamental de
diferenciacao entre espécies [5].

A habilidade de hidrolisar uréia é mencionada por
alguns autores como indicador da presenca de TDH e
TRH [6, 22]. OSAWA et al. [20], encontraram amostras
urease positivas das quais menos de 6% eram carrea-
doras de TDH, sendo a grande maioria carreadora de
TRH. Essa evidéncia sugere que a hidrolise da uréia
nao € um marcador seguro para identificar a TDH em V.

parahaemolyticus, porém pode ser utilizada como mar-
cador de TRH. Como todas as cepas analisadas nessa
investigacao foram Kanagawa negativas esse dado su-
gere nao estar presente a TDH. Estudos complementa-
res devem ser realizados para verificar a possivel pre-
senca de TRH como especulado por HONDA et. al., [14]
que isolaram cepas Kanagawa negativas produtoras de
uma hemolisina diferente da TDH e TRH, mas seme-
lhante a ambas denominada TDH/I.

O teste de utilizacdo da hidrélise de uréia como
indicador de patogenicidade foi realizado através do
crescimento das cepas isoladas em meio agar uréia de
Christensen utilizando 3 diferentes concentracoes sa-
linas (0,5%, 1% e 3%). Das 141 cepas avaliadas, 51
(36%) apresentaram-se produtoras de urease. Um total
de 40 cepas (78,4%) foram capazes de desenvolver-se
no meio agar uréia de Christensen adicionado de 1%
de NaCl. Por outro lado, 9 cepas (17,6%) foram capazes
de crescer no mesmo meio adicionado de 0,5% de NaCl
enquanto que apenas duas cepas (4%) foram capazes
de crescimento no meio adicionado de 1% de NaCl. O
tratamento estatistico (Teste t), para esse parametro
apresentou diferenca significativa entre as concentra-
coes salinas empregadas, assim sendo a adi¢ao de 1%
de NaCl foi recomendada devido aos baixos niveis de
isolamento em concentracoes inferiores (0,5%) ou su-
periores (3%).

Das 141 cepas de V. parahaemolyticus isoladas, 5 ce-
pas apresentaram-se rugosas impossibilitando sua ca-
racterizacao antigénica, sendo que 4 destas eram pro-
venientes de amostras de ostras e 1 cepa oriunda de
mexilhoes. Portanto, foram analisadas 136 cepas oriun-
das das amostras de ostras as quais apresentaram 45
sorotipos diferentes assim distribuidos: O10:K? (22)
O1:K? (9), O5:K17 (8), O8:K? (8), 02:K28 (7), O10:K69
(6), O2:K3 (5), O3:K57 (5), 03:K72 (5), O11:K? (5), O2:K?
(4), O4:K? (4), O4:K42 (3), O10:K52 (3), O11:K19 (3),
01:K32 (2), O3:K33 (2), 04:K34 (2), O5:K47 (2), O11:K34
(2), 01:K12 (1), O1:K33 (1), O2:K25 (1), O2:K30 (1), O3:K?
(1), O3:K5 (1), O3:K6 (1), 03:K30 (1), 03:K31 (1), O3:K36
(1), 04:K12 (1), O5:K25 (1), O6:K? (1), O8:K11 (1), O8:K39
(1), O8:K41 (1), O9:K? (1), O10:K7 (1), O10:K25 (1),
010:K31 (1), O10:K60 (1), O11:K22 (1), O11:K36 (1) e
O11:K40 (1). Desses 45 sorotipos identificados, 40%
eram conhecidos, 38% novos e 22% nao foi possivel
identificar o antigeno K (?).

Dentre as 141 cepas totais de V. parahaemolyticus,
51 foram urease positivas e dentro dos resultados de
caracterizacdao antigénica citado anteriormente, os 24
sorotipos urease positivos foram: O10K? (9), 0O3:K57
(4), O5:K17 (4), O1:K? (3), O2:K3 (2), O4:K42 (3), O8:K?
(8), 011:K? (2), O11:K19 (2), O1:K32 (1), O2:K? (1), O3:K5
(1), O3:K6 (1), O3:K30 (1), O3:K33 (1), 03:K72 (1), O3:K?
(1), O04:K? (1), O5:K? (1), O5:K25 (1), O10:K52 (1),
010:K60 (1) O11:K36 (1)e O11:K40 (1). Cabe ressaltar
que 4 cepas urease positivas apresentaram-se rugosas
impossibilitando sua caracterizacdao antigénica.

De acordo com FISHBEIN & WENTZ [10], os soroti-
pos isolados a partir de amostras clinicas freqliente-
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mente nao correspondem aqueles encontrados no am-
biente. BINTA & NYAGA [1], sorotiparam 74 cepas de
V. parahaemolyticus, dentre as quais, destacaram-se os
sorotipos O10:K52 e O11:K40 identificados, também,
no presente estudo. Os referidos autores citaram que
Barrow (1974) considerou o sorotipo O11:K40 no grupo
daqueles envolvidos em infeccdo alimentar. Pelo que
se pode observar, o sorotipo O11:K40 foi isolado nesta
pesquisa a partir de moluscos bivalves marinhos.

RODRIGUES & HOFER [25], por sua vez, identifi-
caram a partir de ostras, alguns dos sorotipos detecta-
dos na presente investigacao (02:K28 e O3:K?) do mesmo
modo que MAGALHAES et. al. [18], O3:K5 e O10:K? e
MONTAGUE, LeCLAIR & YOJI [19], 02:K28, O5:K17 e
04:K12. Ressalta-se que o sorotipo O3:K6 considerado
novo ou emergente em algumas regidoes dos Estados
Unidos foi identificado nesse estudo a partir de uma
cepa de V. parahaemolyticus [7].

Durante as colheitas, observou-se que o habito de
consumo de ostras, nos restaurantes avaliados, ocorre
in natura com algumas gotas de limao e os mexilhoes
apenas levemente aquecidos para abertura das valvas
e retirada da parte corpérea do molusco, a qual € con-
sumida depois de temperada, sem cozimento. Pesqui-
sa realizada por VITELA & ESCARTIN [30], em pescado
fresco e “ceviche” adicionados de limao, permitiu con-
cluir que a acidificacao do alimento nao exerce poder
bactericida sobre o Vibrio cholerae, de forma que, o ali-
mento nao foi considerado seguro para consumo sem
coccdo. Isto reforca a assertiva sobre o risco do consu-
mo de moluscos bivalves sem prévio cozimento poden-
do resultar em infecgoes provocadas por diferentes mi-
crorganismos, particularmente aqueles pertencentes ao
género Vibrio.

A desinformacao a respeito dos riscos, especialmen-
te para individuos portadores de infec¢oes cronicas ou
degenerativas, de consumir moluscos bivalves marinhos
sem coccao, representa um fator adicional a probabili-
dade de ocorréncia de casos isolados, surtos gastren-
téricos ou outras patologias envolvendo o consumo
desse alimento contaminado com espécies do género
Vibrio [21]. A patogenicidade dessas espécies, em espe-
cial do V. parahaemolyticus merece estudos adicionais
para que os esclarecimentos com relacao a esse dado
possam ofertar subsidios, para prevenir as consequién-
cias, resultantes do consumo de moluscos bivalves sem
coccéao, insuficientemente cozidos ou sob sua forma in
natura.

Outro aspecto altamente relevante refere-se a ma-
nutencao de ostras e mexilhoes por longos periodos
sem refrigeracao. A temperatura ambiente favorece a
multiplicacdo em grande numero de microrganismos,
particularmente V. parahaemolyticus, que possui um tem-
po de geracao curto, cerca de 10 minutos [32]. O ideal é
que os moluscos bivalves marinhos sejam conserva-
dos sob refrigeracao (4°C) em ambiente limpo, sanitizado
e cozidos a temperatura de 100°C por aproximadamen-
te 30 minutos a fim de inativar possiveis patégenos
bacterianos presentes. Ressalta-se a importancia do
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cumprimento das regras basicas de higiene que auxi-
liam no combate a contaminacdo cruzada ou reconta-
minacao do alimento pronto para consumo. Essas pra-
ticas adotadas em conjunto auxiliam na transformacao
do consumo de moluscos bivalves marinhos em um
habito alimentar seguro do ponto de vista microbiologico
e da saude publica.

4 - CONCLUSOES

Os moluscos bivalves marinhos analisados na pre-
sente investigacdo, embora aptos para o consumo hu-
mano segundo a legislacao brasileira vigente na época
do estudo [2], apresentaram indices relevantes de iso-
lamento de Vibrio parahaemolyticus, cujos testes de pa-
togenicidade apresentaram cepas produtoras de urease
e sorotipos reconhecidos como patogénicos em casos
de surtos de gastrenterite. Esses dados reforcam a
importancia de pesquisas microbiolégicas aprofunda-
das sobre o patégeno e seus reais riscos para a saude
do consumidor quando presentes em alimentos de ori-
gem marinha.
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