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A study was carried out on the occurrence of Vibrio parahaemolyticus in forty samples of mussels (Perna
perna, Linnaeus, 1758) from a natural bed at Pinheira Beach, Municipality of Palhoca, Santa Catarina
(Brazil), during a three-month period. The most probable number technique was used for isolation
methodology with prior enrichment of samples in alkaline peptone water and subsequent planting on
thiosulfate citrate bile salts sucrose agar. Vibrio parahaemolyticus was found in 52.5% of samples of
mussels with a most probable number range of < 3 to 93 organisms/g. Serotyping was performed on 61
1solates and our findings indicate that 36.1% of these isolates were serologically non-typable; 54.1% of
wsolates displayed only flagellate antigenic structures and 8.2% had both antigenic structures. None of the

1solates were Kanagawa positive.
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INTRODUCAO

No verdo € intenso o consumo de frutos do
mar, entre eles o mexilhao (Perna perna,
Linnaeus, 1758). Bivalve de distribuicdo ampla
e densidade populacional elevada no litoral
catarinense, é também conhecido como
marisco, marisco da pedra ou ostras de pobre
sendo muito apreciado pela populagao local e
pelo grande ntimero de turistas que visitam as
cidades balnearias, conforme Ferreira &
Magalhaes (1992).

Os mexilhoes sao bivalves filtradores que se
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alimentam de microrganismos captados pela
corrente de agua que é produzida pelo batimen-
to dos cilios das branquias. Nao apresentam
capacidade seletiva de filtracdo do seu alimento,
sendo a ingestao de particulas selecionada
apenas pelo tamanho. O fitoplancton e os
detritos (matéria organica particulada) sao a
principal fonte de alimento para o seu cresci-
mento. Possuem uma taxa elevada de bombea-
mento de dgua, estimada entre 0,5 a quatro litros
por hora dependendo do seu tamanho e das
condicoes ambientais, de acordo com o Manual
do Instituto Nacional de Estudos do Mar
(Brasil, 1985). Seu habitat natural é a regido do
mesolitoral de costoes rochosos, podendo
estender-se até o infralitoral, numa pro-
fundidade de sete a dez metros, conforme
Relatorio da Fundacao Instituto da Pesca do
Estado do Rio de Janeiro & Instituto de Pesca
do Estado de Sao Paulo, (1989).
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Segundo Bigger apud Casas & Hipolito (1988),
as principais razoes do perigo de se consumir
moluscos bivalves decorrem da preferéncia
desses animais por locais com aporte de dguas
doces, as quais podem estar contaminadas por
dejetos domésticos ou industriais.

Numerosos casos de gastroenterite registrados
no Japao, Estados Unidos, Canad4, Europa e
México associados a ingestao de frutos do mar, tém
como agente causal Vibrio parahaemolyticus uma
bactéria estritamente marinha, segundo Barker Jr.
(1974), Dadisman et al. (1973), Hoashi et al. (1990),
Honda et al. (1987), Magalhaes et al. (1991b).

As infeccOes por esse microrganismo sao
mais freqiientes nos meses de verao, periodo
em que sua distribuicdo quantitativa no
ambiente marinho é maior, salientam Kelly &
Stroh (1988), Liston & Baross (1973).

O mecanismo de enteropatogenicidade do
Vibrio parahaemolyticus permanece ainda uma
incégnita. Durante os muitos estudos desse
microrganismo como agente causador de gastro-
enterite, uma atividade hemolitica, in-
dependente do sorotipo, foi reconhecida: a
capacidade de produzir B-hemolise em agar
Wagatsuma [meio basico acrescido de
eritrocitos humanos e alta concentragao de sal
(7%)]. O teste foi denominado Kanagawa e esta
estreitamente relacionado com a ente-
ropatogenicidade, sendo adotado como
parametro na identificacdo de cepas
patogénicas e nao-patogénicas. Essa atividade
hemolitica é atribuida a uma hemolisina termo-
estavel direta, considerada como principal fator
de enteropatogenicidade, conforme Dadisman
et al. (1973), Hoashi et al. (1990), Sarkar et al.
(1987), Sochard & Colwell (1977).

As cepas hemoliticas, Kanagawa positivas, sao
geralmente isoladas de material fecal de pacientes
com gastroenterite, enquanto que as isoladas de
amostras ambientais e de alimentos sao, em cerca
de 99% dos casos, Kanagawa negativas, mesmo
se referidos alimentos estiverem envolvidos em
casos de toxinfeccao, o que faz dessa observacao
um fato interessante, porém ainda nao explicado,
segundo Barker (1974), Dadisman et al. (1973),
Hofer & Silva (1986), Kaysner et al. (1990),
Rodrigues & Hofer (1986), Tepedino (1982),
Vanderzant & Thompson (1973).

Estudos recentes demonstram que a hemo-

lisina termoestavel direta ndo € o tinico fator
responsavel pela enteropatogenicidade a qual
pode ser atribuida a uma outra hemolisina,
sugerindo que o fendomeno de Kanagawa nao
seria o indicador absoluto da enteropatogenici-
dade, de acordo com Hoashi et al. (1990), Honda
etal. (1987), Miyamoto et al. (1969), Sarkar et al.
(1987).

Outras infeccoes, como septicemias secunda-
rias, otites ¢ lesdes da pele sao causadas por
Vibrio parahaemolyticus, segundo Elliot et al.
(1991), Hoashi et al. (1990), Liston & Baross
(1973). Os casos de otites externas ¢ lesoes de
pele estao associados ao contato com a agua do
mar. Referidas infeccdes ocorrem somente
quando o microrganismo estd presente em
grande nimero no ambiente, ressaltam Kelly
& Stroh (1988).

Considerando-se a extensa faixa litoranea do
pais, discretas sdo as informacoes em nosso meio
sobre a ocorréncia de VVibrio parahaemolyticus no
ambiente marinho, predominincia de tipos
sorolégicos, bem como a sua incidéncia em casos
de gastroenterites, conforme Barros & Vianni
(1980), Francaetal. (1980), Gelli et al. (1979), Hofer
(1983), Leitao & Arima (1975), Magalhaes
etal. (1991a, 1991b), Rodrigues & Hofer (1986).

Optou-se pela regido da Palhoga, Santa
Catarina, por tratar-se de uma regiao de grande
producao extrativa de mexilhdes, aliado ao fato
de ser um dos principais municipios que estao
desenvolvendo a mitilicultura.

Com o presente estudo pretende-se fornecer
dados quanto a ocorréncia de Vibrio parahae-
molyticus em mexilhoes, os sorotipos predomi-
nantes e patogenicidade, fornecendo subsidios
para futuros estudos de cunho ecoldgico, epide-
mioldgico e microbiolégico. Considerando que
nio dispomos de dados significativos, tanto a
nivel epidemiolégico quanto sanitario, achamos
de importancia pesquisar a ocorréncia de Vibrio
parahaemolyticus em mexilhoes devido ao risco
potencial que esse microrganismo representa.

MATERIAL E METODOS
Amostragem

As amostras de mexilhoes foram extraidas
manualmente do banco natural de bivalves de
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costao batido localizado na Ponta do Papagaio,
Praia da Pinheira, municipio de Palhoca,
pertencente a Grande Floriandpolis, Santa
Catarina. Este banco natural é parte de uma
regido de grande producdo de mariscos
localizada ao sul da Ilha de Santa Catarina.

O nimero de amostras analisadas foi de 40,
totalizadas em oito coletas de acordo com a
International Comission on Microbiological
Specifications for Foods ICMSE, 1981).

Coleta, Acondicionamento e Transporte

As amostras foram coletadas a uma profundi-
dade de 30 a 50cm e acondicionadas em sacos
plasticos dentro de caixas de isopor com gelo,
mantendo uma temperatura entre 10 e 15EC,
sendo transportadas ao laboratério. No momen-
to da coleta foram medidas a temperatura
superficial e salinidade da 4gua com o auxilio
de termometro com precisao de 0,5°C e refrat6-
metro Bio Marine ABMNC, respectivamente.

O tempo decorrido entre a coleta das amos-
tras e o inicio das analises nao ultrapassou oito
horas, conforme a American Public Health
Association (APHA, 1984).

As amostras foram coletadas nos meses de
verdo (janeiro a marco), periodo em que a
incidéncia de Vibrio parahaemolyticus no
ambiente marinho é maior, coincidindo com
o periodo de consumo elevado de mexilhoes.

Procedimentos de Analise

No laboratério, as conchas sofreram raspa-
gem, lavagem e escovacdo sob dgua potavel
corrente tomando-se cuidado para nao
danificar as junturas das conchas. Os animais
estavam vivos e com as conchas firmemente
unidas. A seguir, foram colocadas em bandejas
estéreis e deixadas secar a temperatura
ambiente. Antes da abertura das conchas foram
tomados cuidados quanto a higienizagao das
maos, realizada com 4agua potavel e sabao,
seguida de rinsagem com alcool a 70%, de acordo
coma APHA (1984).

Depois de secas as conchas foram abertas
com o auxilio de faca estéril, ponteaguda.
Usando-se frasco estéril de boca larga, foram
pesadas aliquotas de 50 gramas, constituidas de

parte do tecido animal e parte do liquido inter-
valvar.

A seguir, procedeu-se a homogeneizagdo com
a adicao de 450 ml de salina fosfatada
tamponada em desintegrador estéril, com velo-
cidade de 8000 rpm, por 2 (dois) minutos,
obtendo-se a diluig¢ao 10'. A partir desta dilui-
cao foram preparadas diluicoes decimais subse-
qiientes até 10 em salina fosfatada tamponada.
A enumeracgio de Vibrio parahaemolyticus foi
realizada pela técnica do Numero Mais Prova-
vel (NMP), com enriquecimento em agua
alcalina peptonada, inoculando-se de cada
diluicdo, aliquotas de 1 ml em quatro séries de
diluicoes triplicadas de tubos (18 x 180 mm)
contendo 10 ml de 4gua alcalina peptonada, de
acordo com Elliot et al. (1991).

Ap6s o periodo de incubacéo a 35-37°C por
16-18 horas, o material de cada tubo foi seme-
ado, pelo método de estriacao, em Thiosulfate
Citrate Bile Salts Sucrose agar (TCBS, MERCK
10263) e incubando-se, entdo, a 35-37°C por
18-24 horas, segundo Elliot et al. (1991).

A seguir, trés a cinco coldnias tipicas, verde-
azuladas com 2 a 3 mm de didmetro, foram
inoculadas em agar Kligler (MERCK 3913) e
em agar nutriente, sendo incubadas a 35-37°C
por 24 horas, segundo Elliot et al. (1991).

Apé6s o periodo de incubacdo em agar
Kligler e interpretados os resultados obtidos,
as cepas presuntivas de Vibrio para-
haemolyticus, a partir do dgar nutriente, foram
submetidas a testes complementares
morfolégicos e bioquimicos, de acordo com
Elliot et al. (1991).

Todos os meios para testes de reacdes bio-
quimicas foram acrescidos de 2% de NaCl,
segundo Elliot et al. (1991).

Para acompanhamento dos testes
bioquimicos de identificacdo utilizou-se uma
cultura controle cedida pelo Instituto Adolfo
Lutz (IAL), Sao Paulo.

As culturas com comportamento da espécie,
representativas das diferentes amostras, foram
enviadas ao Departamento de Bacteriologia da
Fundacao Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz,
Rio de Janeiro) para caracterizagao sorologica
e realizacdo do teste de Kanagawa, conforme
Elliot et al. (1991).

Ap0s a identificacdo bioquimica e sorologica,
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foi aplicada a tabela do Numero Mais Provavel
(NMP), de acordo com a APHA (1984), para a
determinacio da expressao numérica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho
estao apresentados nas Tabelas 1 a 3.

Esses resultados indicam um indice de conta-
minagao por Vibrio parahaemolyticus de 52,5%
das amostras de mexilhoes, com valores entre
<3 e 93 NMP/g, como podemos observar nas
Tabelas 1 e 2.

Tal constatacdo confirma observacoes de
outros autores: Gelli et al. (1975) obtiveram
valores mais expressivos, 84,28% de positivida-
de em amostras de ostras do litoral paulista.
Gelli et al. (1979) em outra ocasido, também
analisando ostras, constataram contaminacao
em 100% das amostras, com valores entre 9,1 e
3,6 x 10° NMP/g. Kaysner et al. (1990)
constataram contaminacao em 100% das amos-
tras com valores entre 0,4 e 15 NMP/g em ostras
de Grays Harbor nos Estados Unidos e
Tepedino (1982) registrou 33% de amostras
contaminadas, com valores entre 3,6 e 23 NMP/g
de ostras de Long Island, também nos EUA.

TABELA 1. Ocorréncia de Vibrio parahaemolyticus em Amostras de Mexilhoes Provenientes
de Banco Natural do Litoral de Palhoca, Santa Catarina, Janeiro a Margo de 1993

Amostras Positivas

N° de N° de Amostras
Coletas Analisadas
N° %
8 40 21 52,5

TABELA 2. Distribuicao das Estimativas de VVibrio parahaemolyticus pelo Nimero Mais Provavel
(NMP/g) em Amostras de Mexilhoes Provenientes de Banco Natural do Litoral de
Palhoca, Santa Catarina, Janeiro a Margo de 1993

NMP/g de Salinidade Temperatura
Vibrio parahaemolyticus da da
Data nas Amostras Agua Agua
da

Coleta
Coletas 01 02 03 04 05 (%) (@)
01 19/01 3 <3 3 3 4 35,0 23,0
02 26/01 <3 <3 <3 <3 <3 36,0 24,0
03 02/02 <3 <3 <3 <3 <3 35,0 26,0
04 08/02 23 <3 15 <3 <3 36,0 26,5
05 16/02 9 11 <3 7 <3 36,5 28,5
06 09/03 43 20 7 93 9 35,5 26,5
07 16/03 <3 <3 3 7 7 36,0 23,0
08 22/03 9 9 11 <3 3 35,0 26,0

Com relagdo as condicdes ambientais de
temperatura e salinidade da agua durante o
periodo de coleta das amostras, caracterizaram-
se por médias de 25,4°C e 35,6%, para tempe-
ratura e salinidade respectivamente.

A analise soroldgica das culturas tipicas por
noés isoladas, evidenciou um consideravel
ndmero, 36,1%, de culturas nas quais nao foi
possivel caracterizar as estruturas antigénicas
O e K. Das demais culturas, 54,1% permitiram a
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identificagcdo somente do antigeno K e apenas
8,2% tiveram ambas as estruturas caracteriza-
das, como pode ser observado na Tabela 3.

Esse fato também foi observado por outros
autores, onde nem sempre foi possivel a defi-
nicdo das estruturas O e K das culturas de
origem ambiental. A porcentagem de culturas
nao tipificaveis pode ser expressiva, chegando
a ultrapassar 50%. Fishbein et al. (1970) verifi-
caram 61% de culturas nao-tipificaveis, Vander-
zant & Thompson (1973) relataram 79% e Leitao
& Arima (1975), relataram 40%.

Observamos que a maioria das culturas, 24%,

apresentou o antigeno K identificado, com
predominancia do K30. O sorotipo O5:K30,
presente em 5% das culturas testadas, também
foi encontrado por outros autores brasileiros
testando culturas de origem ambiental: Hofer
& Silva (1986) relataram 1,4%, Leitao & Arima
(1975), 4%, e Magalhaes et al. (1991a), 4,16%.
Gelli et al. (1975) relataram uma incidéncia de
2,5% do sorotipo 03:K30.

Como a maioria das culturas nio tiveram
ambos antigenos determinados e outras apenas
identificado a estrutura K, acreditamos que
possam pertencer a varios sorotipos.

TABELA 3. Identificacdo Sorolégica de Culturas de Vibrio parahaemolyticus Isoladas
de Amostras de Mexilhoes Coletadas de Banco Natural do Litoral de Palhoga, Santa

Catarina, Janeiro a Marco de 1993

Sorovars Ocorréncia
Nimero Porcentagem

OND: KND 22 36,1
OND: K30 11 18,0
OND: K17 08 13,3
OND: K39 07 11,5
OND: K22 04 6,5
05: K30 03 5,0
01: K30 01 1,6
03: K17 01 1,6
05: KND 01 1,6
OND: K13 01 1,6
OND: K34 01 1,6
OND: K11 01 1,6
Total 61 100,0

ND: ndo determinado

Esse elevado nimero de culturas ndo-tipificaveis
com os 71 anti-soros disponiveis mostra a
extraordinéria diversidade de sorotipos ocorren-
tes em nosso meio, salientando o caréter ubiquii-
tario desse microrganismo e sugerindo a neces-
sidade de novos estudos a respeito.

A caracterizacdo sorologica, secundaria na
identificacéo de Vibrio parahaemolyticus, é de
interesse quando aplicada a éreas ndo-endémicas,
logrando caracterizar 0s sorotipos presentes.
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Hofer & Silva (1986) sugerem que indmeros
fatores podem exercer influéncia sobre a hetero-
geneidade dos sorotipos, referindo como hipéte-
ses, 0local e espécies analisadas, fatores quimicos,
fisicos e biolégicos presentes nos ecossistemas
estudados, assim como a metodol ogia empregada.

Todas as culturas testadas apresentaram-se
dentro das caracteristicas bioquimicas da espé-
cie e nenhuma apresentou o fendmeno de
Kanagawa. Tal constatago estd em concordén-
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ciacom publicagBes de outros autores: Barker Jr.
(1974), Hoashi et a. (1990), Kaysner et a. (1990),
Miyamoto et d. (1969) demostraram queculturas
isoladas do ambiente marinho apresentaram
poucaou nenhumaétividade hemoalitica(0,5-1%),
em oposi¢do as culturas Kanagawa positivas
freqUentemente isoladas de casos clinicos,
segundo Barker (1974), Hoashi et al. (1990),
Magalhaes et al. (1991a). Porém, nos con-
frontamos com publicacdes que relatam
incidéncia mais expressiva de culturas Kanaga-
wa positivas isoladas do ambiente. Barros &
Vianni (1980) registraram umaincidénciade 1,43%
de culturas isoladas de aguas da Baia da
Guanabara, enquanto Vanderzant & Thompson
(1973) afirmaram que esse indice foi de 20% em
culturas isoladas de ostras, sedimentos e aguas
daBaiade Galveston.

CONCLUSAO

Apesar do pequeno nimero de Mibrio para-
haemolyticus detectado nas amostras de mexi-
Ihdes e de que as cepas isoladas ndo sdo hemo-
liticas, ndo esta excluida a possibilidade de uma
toxinfeccdo humana. Como ja& mencionado, a
associagdo entre hemolisina termoestavel direta
e patogenicidade é questionada, ja que casos de
infecgBes gastrointestinai s sfo atribuidos a cepas
Kanagawa negativas.
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RESUMO

ARCHER,R.M.B.& MORETTO, E.
Ocorréncia de Vibrio parahaemolyticusem
M exilhdes (Pernaperna, Linnaeus, 1758) de
BancoNatural doLitoral doMunicipiode
Palhoga, Santa Catarina, Brasil. Cad. Salide
Publ., Rio de Janeiro, 10 (3): 379-386, jul/set,
1994.

Foi estudada a ocorréncia de Vibrio
parahaemolyticus em quarenta amostras de
mexilhdes (Perna perna, Linnaeus, 1758)
procedentes de banco natural da praia da
Pinheira, municipio de Palhoga, Santacatarina,
durante um periodo de trés meses. Na
metodologiadeisolamento foi utilizadaa
técnicado NUmero Mais Provavel (NMP) com
enriguecimento em agua al calina peptonada e
subsequiente plagueamento em &gar TCBS
(thiosulfate citrate bile salts sucrose). Em
52,5% das amostras de mexilhGes foi constatada
a presenca de MVibrio parahaemolyticus, com
niveis de contaminagdo entre <3 e 93 NMP/g.
Na caracterizacdo soroldgicade 61 culturas,
36,1% n&o permitiram aidentificacdo das
estruturas antigénicas O e K; 54,1% somente da
estruturaK e apenas 8,2% tiveram ambas as
estruturas definidas. Nenhuma dessas culturas
apresentou positividade para o teste de
Kanagawa.

Palavras-Chave: Mibrio parahaemolyticus;
Mexilhdes; Perna perna; Salide Ambiental
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