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RESUMO

Foi pesquisada a presenga de representantes dos géneros Vibrio e
Aeromonas em 187 espécimes de peixes expostos e comercializados em
10 feiras livres, no municipio do Rio de Janeiro. No computo geral,
foram 1soladas 345 cepas, cuja caracterizagdo bioquimica permitiu a
identificagdo de 17 espécies do género Vibrio, em 128 amostras, e
cinco espécies do género Aeromonas, em 11 amostras. Nao foi possivel
determinar a espécie em 200 amostras de Vibrio , 0 mesmo ocorrendo
com seis cepas de Acromonas.  Dentre os 79 isolados de Vibrio
potencialmente patogénicos, os maiores percentuais foram obtidos para
Vibrio alginolyticus e Vibrio carchariae (24,05%), seguidos de Vibrio
parahaemolyticus (12,66%), Vibrio cholerae nao Ol (11,39%), Vibrio
metschinikovii (7,59%), Vibrio vulnificus (6,33%), Vibrio furnissii e
Vibrio cincinatiensis (3,79%), Vibrio dansela e Vibrio mimicus (2,53%)
e Vibrio fluvialis (1,27%). Nas 49 cepas de Vibrio ndo patogénicos,
Vibrio orientalis (36,73%) e Vibrio harvey (34,69%) foram os mais
freqiientes, seguidos de Vibrio anguillarum (20,41%), Vibrio costicola
(4,08%), Vibrio aestuarinus e Vibrio mediterranei (2,04%).

Quanto as 11 cepas de Aeromonas spp, reporta-se a detec¢do de
Aeromonas hydrophila e Aeromonas trota em 27,27% dos isolados,
Aeromonas  eucrenophila e Aeromonas  schuberttii - (18,18%) e
Aeromonas  veronii (9,09%). A presenga de fatores enzimaticos
possivelmente  envolvidos em processo de patogenicidade, foi
pesquisada nas amostras pertencentes a Vibrio  parahaemolyticus,
Vibrio alginolyticus e nas espécies de Aeromonas. — Somente uma cepa
de librio parahacmolviicus revelou atividade hemolitica no Agar
Wagatsuma (Kanagawa positiva). A producdo de hemolise em agar
sangue de carneiro a 5% foi detectada em apenas uma cepa de
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Aeromonas. Nenhuma das amostras de Vibrio alginolyticus e
Aeromonas, foram positivas para a produg¢do de colagenase e elastase,
respectivamente. Considerando-se a diversidade de membros das
familias Vibrionaceae e Aeromonadacea e detectados neste estudo e as
implicag¢des dos géneros Vibrio e Aeromonas em infecgdes intestinais
¢ extraintestinais, no homem, ressalta-se a importancia da ado¢do de
medidas mais efetivas relacionadas com, praticas adequadas de
conservagdo, manipulagdo e cozimento, para o consumo humano.
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SUMMARY

The present study was developed to search for the presence of
representatives of the genera Vibrio and Aeromonas from 187 fish
specimen, exposed and sold at 10 street markets, in the Rio de Janeiro
municipality. In the overall estimation 345 strains were isolated from
which, biochemical characterization allowed the identification of 17 Vibrio
species, from 128 samples, and five 4eromonas species, from 11 samples.
It was not possible to determinate the specie from 200 samples of Vibrio |
neither from six Aeromonas strains. Among all the 79 isolated Vibrios
potencially patogenic, the highest percentage was for obtained to Vibrio
alginolyticus and Vibrio carchariae (24.05%), followed by Vibrio
parahaemolyticus (12.66%), Vibrio cholerae not O1(11.39%), Vibrio
metschinikovii (7.59%), Vibrio vulnificus (6.33%) Vibrio furnissii and
Vibrio cincinatiensis (3.79%), Vibrio dansela and Vibrio mimicus and
Vibrio fluvialis (1.27%). Among the 49 strains of no pathogenic Vibrio,
Vibrio orientalis (36.73%) and harvey (34.69%) were more frequent,
followed by Vibrio anguillarum, (20.41%), Vibrio costicola (4.08%),
Vibrio aestuarinus and Vibrio mediterranei (2.04%). In relation to the |1
Aeromonas spp. strains, it was reported the detection of Acromonas
hydrophila i 27.27% of the isolates, and Acromonas trota in 27.27% of
the isolates, Acromonas eucrenophila and Aeromonas schuberitii (18.18%)
and Acromonas veronii (9.09%). The presence of enzimatic factors
possibly envolved in the pathogenicity process, was searched in the
samples that belonged to Vibrio parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus and
in the Aeromonas species. Only one strain of Vibrio parahaemolyticus
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showed haemolitic activity on Wagatsuma agar (Kanagawa positive). The

hemolysin production on sheep blood agar at 5% was detected in just

Aceromonas strain. None of the samples of Vibrio alginolyticus and
Aeromonas, were positive for the production of collagenase and elastase,
respectively.  Considering the diversity of members of the Vibrionaceae
and Aeromonadaceae families detected in this study and the implications of
the genera Vibrio and Acromonas in the intestinal and no intestinal
diseases, in man, it was high lighted the importance of the adoption of more
effective control measures related to the fish source, as well as suitable

practices of conservation, manipulation and cooking, to the human
consuption.



1. INTRODUCAO

Nos uitimos anos, aigumas especies patogénicas pertencentes as
Familias Vibrionaceae e Aeromonadaceae, oriundas do meio aquatico e
de pescado, vém sendo incriminadas como um dos principais patogenos
responsavels por doengas no homem, caracterizadas por processos

gastrintestinais, septicemia, bem como em diferentes sitios.

O modo de infeccao humana por estes microrganismos esta
associado a fatores inerentes ao hospedeiro.  Assim, individuos
imunodeprimidos e portadores de processos degenerativos cronicos, em
decorréncia de diabete, aicoolismo, etc. , sdo mais susceptiveis, quando
em contato com o ambiente aquatico, como fonte recreacional ou como
conseqiiéncia  do consumo de pescado insuficientemente cozido ou

manipuiado sob condigoes higiénicas precarias, resultando na

contaminagao cruzada.

Por esses microrganismos representarem parte da microbiota do
pescado e terem condigoes autoctones no ambiente marinho em aguas de
estuario, reveste-se de 1mportancia ressaitar seu potencial patogenico para

0 pescado, destacando-se dentre os diferentes processos de agressao, a
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septicemia hemorragica, furunculose e lesoes necrotizantes da pele e

carapacas, resuitando em grandes perdas economicas.

lendo em vista a relevancia destes microrganismos como patogenos
humanos, o crescente consumo de pescado obtido em feiras livres e, aliado
a importancia da avaliagdo da qualidade higiénico-sanitaria desses

produtos, o presente trabalho teve como objetivos:

° Isolar e caracterizar as especies pertencentes aos geéneros
Vibrio e Aeromonas de peixes comercializados em feiras livres no
municipio do Rio de Janeiro.

o Avaliar a incidéncia de espécies potenciaimente patogenicas
para 0 homem com base nas caracteristicas do pescado (habitat e

revestimento).

° Caracterizar os fatores de viruiéncia, tais como produgao de

hemolisina, colagenase e elastase nas espécies isoladas, patogénicas para o

homem.



2. REVISAO DE LITERATURA

Os valores nutritivos do pescado sdo considerados altissimos quando
comparados com os da carne bovina, suina e de aves, apresentando maior
digestibilidade e menor teor de acidos graxos ndo saturados (USNHLE,
1990).

A 4gua das baias e ejstuérios contém milhdes de microrganimos/ml
sendo esta microbiota autéctone e também de origem entérica, langada no
ambiente, através dos efluentes domésticos. Desta forma, a contaminagio
do mar, devido a estes langamentos de efluentes pode ocasionar problemas
relevantes para a satide publica, 3 partir de banhos em locais contaminados.
Adicionalmente, os animais que ali habitam contribuem sobremaneira para
a concentragdo de patdgenos no ambiente marinho (CERUTTI &
BARBOSA,1991),

Assim sendo, o pescado pode ser veiculador de uma gama imensa
de microrganismos patogénicos para o homem através da ingestio de
produtos crus, ou parcialmente cozidos (OMS, 1975). Outra fonte de
contaminagdo importante é o manejo do pescado, desde o momento da

captura, ainda nos barcos (ZICAN, 1994) até seu destino final, apos passar
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por inumeras fases de processamento, armazenamento € transporte
(CARDONHA et al., 1994).

Microrganismos do habitat aquatico, como os pertencentes a familia
Vibrionaceae vém recebendo especial atengdo. O comprometimento
humano por algumas espécies do género Vibrio envolve uma complexa
série de interagdes ecologicas, salientando-se a exposi¢do ou contato e,
principalmente, apdés consumo de alimentos oriundos de 4guas
contaminadas (OMS, 1975; LOPES et al., 1977; RODRIGUES & HOFER,
1986; HUQ et al., 1986; VARADARALI, 1993).

Ha um risco bastante significativo de adquirir as vibrioses apds a
ingestdo de alimentos de origem marinha como moluscos ou pescado
contaminados, preparados ao estilo oriental para consumo sem cocgdo,
especialmente em condigdes de manipulagdio pouco higiénicas,
favorecendo a contaminag¢do cruzada e consequentemente, propiciando a
multiplicagdo do microrganismo a niveis > 10° células, necessarios para
causar infecgdo (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Das 38 espécies que fazem parte do género, 12 sdo consideradas
patogé€nicas para o homem: -lv’ibrio cholerae O1, V. parahaemolyticus, V.
vulnificus, V. alginolyticus, V. carchariae, V. cincinnatiensis, V. mimicus,
V. fluvialis, V. damsela, V. metschnikovii, V. furnissii e V. hollisae
(FRANCO & LANDGRAF, 1996; MORR]SA et al., 1998).

Sao bacilos Gram-negativos, ndo-esporogénicos, com formato reto,
curvo ou em virgula, moveis, produtores de oxidase (exceto V.
metschnikovii € V. gazogenes), catalase positivos e fermentadores de

glicose, sem producdo de gas. Sua condi¢do autéctone no ambiente exige

condi¢des salinas de 0,5 a 3%, sendo entretanto compensada quando em
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agua doce e em ambientes que possuam fontes poluidoras e temperatura
elevada da dgua (SINGLETON et al., 1982).

As infecgdes associadas com as diferentes espécies incluem aquelas
do trato gastrentérico ou extraintestinal, e, em algumas situagdes, quadros
septicémicos, como no caso de infecgdo por Vibrio vulnificus (HACKNEY
& DICHARRY, 1988; COOK & RUPLE, 1989; VANDERZANT &
SPLITTSTOESSER, 1992; OLIVER & KAPER, 1997).

Dependendo da espécie e/ou cepa de Vibrio, varios fatores de
viruléncia estdo particularmente envolvidos, dentre outros, enterotoxinas
(termo-labil e termoestavel), citotoxina, hemolisina, adesinas e enzimas
extracelulares, tais como mucinase, quitinase, elastase, amilase, colagenase,
(MURRAY et al., 1998). Um aspecto importante refere-se a produgdo da
enzima quitinase a qual permite a fixagdo destes microrganismos em
animais onde a quitina representa elemento basico do exoesqueleto,
escamas e carapagas (KOLLY & DAN STROH, 1988).

Descoberto por ROBERT KOCH em 1884 o Vibrio cholerae O1,
vem sendo incriminado como agente causal de epidemias e pandemias de
colera desde 1817, tendo como reservatorio o homem. A presenga desse
microrganismo no habitat aqudtico e sua associagdo a quitina de copépodes,
zooplancton e peixes, vem sendo relatada, conseguindo, possibilitando a
essa bactéria uma forma de sobreviver, mesmo quando as condigdes
ambientais sdo desfavoraveis” (HUQ et al. 1984;1986: WEST, 1989:
BRASIL, 1994; MOTES et al. 1994 ITAL, 1995).

Vibrio cholerae apresenta antigenos somaticos O sendo a espécie
dividida em mais de 100 sorogrupos diferentes. Até recentemente.

associava-se a epidemia de colera somente as cepas capazes de produzir
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toxina e pertencentes ao sorogrupo O1. Por essa razdo, as cepas de Vibrio
cholerae eram classiticadas em V. cholerae Ol e V. cholerae nao Ol
(MURKRAY et al. 19938). bntretanto, em 1992, houve o primeiro relato de
uma doenca, semelhante a colera, na regido da India e Bangladesh. Estudos
revelaram que esse microrganismo nao pertencia a nenhum dos SOrogrupos
previamente descritos para V. cholerae, mas a um outro sorogrupo, ao qual
foi dada a designagao de O139 ¢ o sindbnimo Bengai, a primeira cepa nao
O1, capaz de causar doenga epidémica (ALBERT, 1994).

A colera ¢ uma doenca exclusiva do intestino deigado. Para se
estabelecerem neste habitat e se muitipiicarem, os vibrioes coiéricos
possuem um ou mais fatores de aderéncia que lhes possibilitam aderir as
microvilosidades. A motilidade dos vibrices ¢ um fator de viruiéncia,
capacitando-os a penetrar na camada de muco do intestino. Eles tambeém
produzem enzimas mucoliticas, neuraminidase e proteases. Quando estdo
se muitiplicando, elaboram a toxina colérica (SILVA, 1999). A importancia
da toxina como fator de viruléncia ¢ indiscutivel. Esta toxina € um
complexo toxico A-B que se liga a receptores especificos no intestino
delgado, penetra na mucosa levando a uma série de reagoes que resuitam
na rapida secre¢dao de sodio, potassio e bicarbonato no lumen intestinal
(MURRAY et ai., 1998).

As pessoas infectadas com Vibrio cholerae podem ou nao apresentar
sintomatologia ou, ainda, apresentar diarréia moderada a aquosa e protusa.
Nos casos mais graves, pode haver eiiminagao de mais de um iitro de tezes
por hora, levando a perda rapida de liquido, colapso circuiatorio e morte,

quando na ausencia de terapia (FRANCO & LANDGRAG, 1996).
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Diferente de outros sorotipos nao-O1i, o Vibrio cholerae O139 possui
0 mesmo compiexo de viruléncia apresentado pelas cepas Ol. kntdo a
habilidade de O13Y para aderir a mucosa intestinai e produzir toxina
colerica € a razao para que estas cepas sejam tdo viruientas quantos as
cepas Ul (MURRAY et al., 199¥). |

A gastrenterite determinada pelas demais espécies do género
caracteriza-s€ por um quadro de moderada gravidade inciuindo diarréia,
colicas abdominais, nauseas, vomitos e febre. Em geral, ¢ uma doenca
autolimitante, restringindo a necessidade de hospitalizagdo, entretanto
casos fatais tambem podem ocorrer. Quanto as infecgoes extraintestinais
envolvendo peie, ouvidos e oihos, estas ocorrem apos contato com aguas
naturais salgadas, enquanto que os casos de septicemia, seguidos de obito,

apresentam uma frequéncia relativamente baixa (West, 1989; Hally et ai,

1995).

Outra especie halotilica, identificada como Vibrio parahaemoiyticis
(SAKAZAKIL et al, 1968), assume relevincia, tendo um vista a
possibilidade de determinar casos isoiados ou surtos epidémicos devido ao
consumo de produtos de origem marinha (LEIT AO et al,1975).

As cepas isoladas de casos clinicos de gastrenterite por Vibrio
parahaemolyticus  sao hemoi’iticas, enquanto as provenientes de aguas
marinhas nao apresentam esta caracteristica no meio de Wagatsuma. Este
meio € composto por hemacias humanas e agar entre outras substancias. A
hemolise ocorre devido a plodugao de uma hemolising extracelular
termoestavel, a qual e citotoxica e cardiotoxica em animais de

experimentagao, € que recebeu o nome de fenomeno de Kanagawa,
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distinguindo-a de outros fatores hemoliticos presentes em Vibrio spp.
((FRANCO & LANDGRAG, 1990; MURRAY et al., 1998).

No Japao, em 1951 ocorreu um surto de gastroenterite envolvendo
272 pessoas e 20 obitos, ocasionado pela ingestdao de shirasu (sardinhas
jovens, semi dessecadas e parcialmente aquecidas), de onde foi 1solado pela
primeira vez o Vibrio parahaemolyticus, por FUJINO et al.(1951), nesta
ocasiao denominado Fasteurella parahaemolyticus.

Vibrio parahaemolyticus vem sendo cada vez mais reconhecido
como um importante patogeno causador de infecgoes diarreicas agudas na
Asia, Europa, At'rica, Australia ¢ América do Norte (MURRAY et al.,,
1998)

PEFFERS et al.(19/3), relataram cinco casos de gastroenterite
causados por Vibrio parahaemolyticus, em passageiros de um voo entre
Bangkok e Londres; as cepas eram Kanagawa positivas predominando o
sorotipo U2:K3. Ao analisarem a refeicao servida a bordo, a carne de
caranguejo foi incriminada como a fonte de infecgdo, demonstrando nao ter
sofrido cocgdo suficiente.

No periodo de margo a agosto de 1974, JEGATHESAN &
PARAMASIVAM (1976), 1solaram 47 cepas de Vibrio parahaemolyticus a
partir de fezes de pacientes com gastrenterite, durante um suposto surto de
colera. Diante de tais resultados, os autores chamam a atengio para a
similaridade da sintomatologia determinada por Vibrio parahaemolyticus
com o do J. cholerae, tornando-se necessaria @ Comprovagao laboratoriai.,

QQuanto a sua ocorrencia no Brasil, salienta-se o trabaiho de HOFER
(1983) o qual relata a primeira ocorrencia de uma cepa de V.

parahaemolyticus Kanagawa positivo, isolada de fezes diarréicas de uma
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crianga, em Cascavei, Ceara, caracterizando-a como pertencente ao
sorotipo O5:K 1 7.

MAGALHAES et al.(1990), analisando 1100 fezes de pacientes com
diarréia em Recife, Pernambuco, obtiveram 1,3% de isolamento de V.
parahaemolyticus, todos Kanagawa positivos.

Por outro lado, sua detecgao em amostras ambientais foi obtida por
SILVA & HOFER(1977) que analisando 234 cepas de Vibrio
parahaemolyticus isoladas de peixes (75 amostras), escargot (11), camarao
(57), ostra (90) e fezes humana (1), obtiveram 11,53% de amostras
Kanagawa positivo.

BARROS & VIANNI (i981), anaiisando a ocorréncia de membros
do geénero Vibrio em aguas da Baia de Guanabara, obtiveram 1,42% de
cepas Kanagawa positivo em 140 cuituras de Vibrio parahaemolyticus.

Mais recentemente, cita-se a detecgdo por VIEIRA & TIMO (1993)
em cauda de lagosta e o relato de RODRIGUES et al.(1994) em isolados
ambientais, de 25% e 9,2% de cepas Kanagawa positivas, respectivamente.

Dentre outras cita¢oes da ocorréncia de Vibrio parahaemolyticus no
ambiente aquatico, citam-se as observagoes de GELLI et al. (1975),
FRANCA et al. (1980) e HOFER & SILVA (1986) que obtiveram 74,25%,
10,0% e 54,8%, respectivamente, de isolamento de Vibrio
parahaemolyticus.

Alem do V. parahaemoiyucus, definido atuaimente, como de grande
interesse em daude Pubiica, nas uitimas duas décadas observou-se um serie
de acontecimentos com a participagao de outros membros do genero
Vibrio, especiticados como V. cholerae nao Ol, Vibrios do grupo k

(atualmente . fluvialis), V. jurmssis, V. vuinificus e outras espécies afins
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(WHO, 1980, LEE et al., 1981; HOFER, 1987; MAGALHAES et al.,
1992), determinando, com certa freqiiéncia, diferentes quadros patologicos
na especie humana (KENYON et al., 1983; GHOSH et ai., 1994)
LANDGRAF et al. (1990), pesquisaram 100 amostras de alimentos
marinhos, das quais 1solaram especies de Jibrio potencialmente
patogénicos como Vibrio vuln'ficus, Vibrio mimicus ¢ Vibrio cholerae nao

01, em 89% de amostras de ostras , 50% de mexiihoes e 17% de camaroes.
Devido a alta ocorréncia desses microrganismos, os autores concluiram
que os consumidores estdo expostos a esta contaminagdo, particularmente
em fung¢do dos habitos alimentares, ao consumirem ailimentos crus ou mai
cozidos.

Segundo 1ISON et al. (1982), V. cholerac nao Ol pode ser isolado
em uma variedade de condigoes ambientais sendo, aparentemente,
componentes autoctones das comunidades microbianas estuarinas.

Entre as especies de maior relevancia nas infecgoes extra-intestinais,
ressaita-se Vibrio vulnificus que na década de 80, nos Estados Unidos foi
associado a 81% das infecgoes ocorridas em pessoas consumidoras de
ostras, com 40% de mortalidade (CDC,1993). E isolado com frequéncia a
partir de infecgoes de ferimentos ou em casos de septicemias fatais; ao

contrario de outras especies de Vibrio, esta ¢ invasora e capaz de entrar na

corrente sanguinea atraves do epitéiio intestinal ., sendo reconhecida nos

ultimos anos Como uim novo patogeno emergente e de interesse alimentar
(SILVA,1999).
A ocorrencia deste microrganismo no ambiente marinho ¢ sempre

tfavorecida por temperaturas acima de 13°C, e por salinidade interior a

1,6% (GARCIA et al, 1997).
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SIMPSON et al. (1987), estudaram a correia¢do entre o aspecto
mortologico da colonia com a viruléncia em Vibrio vulnificus. Os autores
observaram que as nao virulentas produziram colonias transiucidas
enquanto que as virulentas, com excecao daqueias cepas pertencentes ao
biogrupo 2 (patogenos de enguias) exibiram coldnias opacas e transitcidas.

Os varios potenciais fatores de viruléncia de Vibrio vuinificus vém
sendo 1dentificados nos uitimos anos. Dentre eies, citam-se a capsuia
polissacaridica (CPS) e produtos extraceiulares, tais como a citolisina,
protease/elastase, e colagenase, sendo a capsula polissacaridica (CPS) de
extrema importancia para a viruléncia deste Vzbrio, conferindo protecao
contra a fagocitose e efeito bactericida do compiemento (FIOKE et ai.
1995). |

HOLLIS et al. (1970), descreveram o V. vuinificus como uma
especie potencialmente patogenica para o homem apos a ingestao de
alimentos marinhos crus ao mal cozidos. Existe naturaimente em regioes
como o Oceano Atlantico, Oceano Pacifico e Golfo do México.

A muitiplicagao desse microrganismo no verao, em aiimentos de
origem marinha mantidos sem refrigeragdo adequada, representa um risco
para a Saude Publica (OLIVER et ai., 1982; 1983; VANDERZANI &
SPLITTSTOESSER, 1992; TAMPLIN et al (1982) DePAOLA et ai.
1994, DOYLE, 1992:1994; WRINGT et al, 1996; COOK, 1997:
DALSGAARD & HOL, 1997: LANDGRAEF, 1997).

OLIVER etal.(1992) isolaram Vibrio vuinificus de amostras de agua
de mar, sedimento, piancton, caranguejo, pescados e outros frutos do mar,

collndos durante 0 verdao, em 80 pontos compreendidos entre Miami

(Florda) e Portiand (Miami).
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vulnificus em camardo congelado produzido principaimente em paises
tropicais, obtiveram /,0% de positividade. kntretanto, Vibrio vulnificus nao
foi recuperado em nenhum dos 61 produtos quando cozidos e congelados,
sugerindo tratamento térmico adequado e auséncia de contaminagdo
cruzada, no decorrer do processamento.

Outras especies de Vzbrio potenciaimente patogenicas para o homem,
como V. algmolyticus, V. metschnikovii, V. furnissu, V. mimicus, V.
damsela e V. hollisae sdo citadas na literatura, como possivels agressores
do trato entérico, alem de, apresentarem localizagoes extra-intestinais
(CASTILHO et ai., 1981; LEE et al, 1981; MORRIS et al, 1982
ALBERT et al., 1992; MAGALHAES et al, 1992).

Vibrio algmolyticus € uma especie halofilica, bastante comum no
ambiente marinho. Contudo, ndo esta associada a casos de gastroenterite,
sendo por 1Sso, considerada uma espécie oportunista cujo isolamento €
maior a partir de infec¢oes extraintestinais, nos casos onde ferimentos de

pacientes foram expostos a0 ambiente marinho contaminado (FRANCO &

LANDGRAEF, 1990).

Lmbora a infecgdo, na maioria das vezes, seja autolimitante,
individuos imunocomprometidos sao bastante susceptivels a esse patogeno.
Casos de otite media  cronica foram descritos na Grecla, em
merguihadores, de onde foi isolado Vibrio algmolyticus, sugerindo que a
jonga permanencia na agua do mar favorece a infec¢ao (1SAKKIS et ai.
1995).

| carchariae assemelha-se ao V. algmmolylicus, estando presente em

ambientes aquaticos, porem somente o1 1solado ha aiguns anos atras, a
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partir de inteccao extra-intestinal no homem (WEST,198Y; LOPLES et al,
19Y3).

ABBOI11 & JANDA (1994), descreveram o i1solamento de Vibrio
holiisae de dois casos de gastroenterite aguda, onde houve relato de
Ingestao de mariscos crus, porem o0s autores ressaltam que normalmente
esta especie de }rhrio nao esta assoclada com gastroenterite.

O isolamento de }tbrio holiisae das tezes de uma paciente com 40
anos, apresentando diarreia aquosa, tebre, vomitos e dores abdominais,

cinco dias apos ter mgerido ostras cruas, foi relatado por CARNAHAM et

al.(1994).
ESTEVE et al.(1995), relataram o primeiro caso de i1solamento de

Vibrio furnissil, €m enguias (Anguilla anguilla), na bturopa. Os autores

ressaltam que estes vibrios podem ser patogeénicos para esta especie de

peixe.
Ao se considerar ainda a velculagdo de especies autoctones, atraves

do pescado, com ou se€m comprometimento humano, merecem destaque,
2 4

dentre outros, 0S membros do genero Aeromonas.

sS40  bastonetes Gram  negativos, pertencentes a  kamilia
Aeromonadaceae, possuem metabolismo oxidativo e termentativo sobre a
oiicose, resuitando na produgdo de acido ou acido/gas. Produzem cataiase,

citocromo-oxidase € revelam resisténcia ao composto vibriostatico (/129

(POPOLE, 1984).

() género Acromonas compreende um grupo de especies bacterianas
ubiquas no ambiente hidrico, principaimente em agua doce, compondo a
microbiota de peixes € anfibios (WEST & COLWELL., 1983).
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Diferente de outros enteropatogenos, Aeromonas spp. nao necessita
de um hospedeiro para sobreviver e/ou se muitipiicar; sobrevive no
ambiente aquatico e constitui a microbiota das aguas superticiais. U ciclo
fecai-orai pode contribuir para o aumento do numero de bacterias no
ambiente. entretanto, este numero e determinado muito mais por fatores

ecologicos do que por contaminagao humana (Le BLANC et al., 1988;

N

KING et ai., 1992).
O género Aeromonas tem sido responsabilizado como agente causal

de doencas em diversas especies animais como peixes, repteis, anfibios e

no homem (FIGUEROA, et al, 1988, KIROV, 1993). O aumento da

ocorréncia em infecgoes do trato entérico e extra-intestinal, por membros

deste genero, OS permitem serem incluidas na categoria de patogenos

emergentes (WHO, 1998).
A variedade das formas de infecgao que as especies de Aeromonas
podem determinar, tem relagdo com diversos fatores de viruléncia. Dentre

estes. destacam-s€ as citotoxinas, proteinases, hemolisinas, enterotoxinas,

ieucocidinas, quitinase € adesinas que, de forma combinada ou isolada,
2

podem produzir uma gama de efeitos patogénicos para o hospedeiro

(LJUNG, 1987) .

A taxonomia do gen
| a reciassificagdo das antigas especies (HUYS et al.,

ero esta constantemente mudando com a adigao

de novas espéecies Ot
1997/), sendo constituido de espécies MOVEIS € IMOVels. As moveis sdo:
deromonas hvdrophila (especie tipo), A. caviae, A.veroni (biogrupos
Aerc A
- daer. A. schubertil, A. eucrenophila, A. trota, A
- 4. jandacel, A. schi , A trota, A.
veronii e sobria), -
' hrinosma. A. encheleia, A. bestiarum e A. popotti
iosacchar 4. ichthiosma, A. € . popoffi.
allosaccharophild, -
el eendem A.salmonicida  (ssp.salmonicida
- - vels compree _ '
As especies 1MO
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achromogenes, masoucida, smithia) e A. media (MONTEIL & MONTEIL-
HARE. 1997).

Com base em hibridizagao de ADN-ADN e nos pertfis de restricao de
RNA ribossomai. existem 13 especies genotipicas bem definidas
(LUCCHINI & ALIWEGG, 1992). Certas especies propostas, como  A.
ichtinosma ¢ A. enteropelogenes  sao idénticas a A.veroni e A. trota,
respectivamente (COLLINS et al., 1993), o mesmo em reiacao a A.
cncheicia e A, eucrenophila, que sdao tenotipicamente muito proximas
(HUYS etal., 1997).

As especies movels estao reiacionadas com doenc¢as no homem
sendo a principal delas a diarr¢ia autoiimitante e, ainda, formas severas
similares a diarreia colerica. Em menor proporg¢ao, aparecem relacionadas a
infeccoes da peie, ouvido, em €asos de necrose cutanea e septicemia, tendo
como fatores predisponentes ferimentos, cirurgias, especiaimente em
pacientes imunodeprimidos (ROLSTON et al., 1988; 1991).

De um total de 100 cepas oxidase positiva, i1soladas de diferentes
produtos patologicos tais como, fezes, escarro, exudato de faringe, narina,
biie e liquido cefajorraquideano, durante o periodo de janeiro a outubro,
FARINAS et al.(1993), caracterizaram uma como pertencente  ao género
i 1hro. 66 ao Aeronmonas spp.. € 33 ao género Plesiomonas. Os autores
importancia de estabelecer estudos de vigiiancia destes

ressaitam a

microreanisimos para investigar sua circulagdo €m nosso meio.
—C .~ L

NAIDU & YADAV, (1997), isolaram 19 cepas de Acromonas
nvdropinia a partir de amostras clinicas de diarreia ¢ i1 de ambiente.

obtidas de lago com criacdo de peixes.
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YAMADA et al.(1997), relataram a aita ocorrencia de Aceromonas
spp em viajantes com diarreia em lokyo, Japao, procedentes de varios

paises asiaticos, durante o periodo de julho de 1986 a dezembro de 1995,

pertencentes a Aeromonas veronii biovar sobria (893 amostras, /0,0%),

Aeromonas hydrophila (330, 20,1%) e Aeromonas caviae (42  cepas,
3%).

RODRIGUEZ & HERNANDEZ (1997) 1solaram Aeromonas
hydrophila em casos de septicemia hemorragica em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss),  no Mexico. Os autores concluiram que este
microrganismo se  encontra reguiarmente associado a  septicemia

hemorragica em peixes submetidos a condig¢oes de “stress”, particularmente

reiacionado a variagoes na temperatura da agua (>18°C), propiciando desta

forma . condigoes ideais para a muitipiicagdo desses patogenos.

ALVES etal. (199/a), estudando 38 amostras de Aeromonas spp de

origem humana, oriundas de diferentes regioes do Brasil, caracterizaram 19

cepas de Aeromonas caviae, L1 de Aeromonas hydrophila, 3 de Aeromonas
schubertir, 1 de Aeromonds sobria e 1 de Aeromonas veronii. A atividade
hemoiitica foi detectada em Aeromonas hydrophtia (7 amostras),
Aeromonas veronti (1) € Aeromondas schuberti (1).

AL VED et al (199/b), reportaram a detec¢do de 23 amostras de
Aeromonas spp. €m especies clinicos oriundos de : bovino (3 animais),
suino (1), canino(1). coruja( 1), cobra(l), ra (Y) e peixes de agua doce
(lruta —Arco-irs <0 € peixe ornamental “Guppy -1). Os resultados
stras identificadas como Acromonas hydrophiia

‘ 9, das amo
revelaram que /70 das
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e Acromonas veronn produziram hemolise beta em agar sangue de carneiro

e. /3.9Y comportaram-se como elastase-positivas, retletindo as suas

caracteristicas de agressao.

WANG & SILVA (1999) analisando 238 tiles de bagre oriundos do
Deita do Mississipe, entre Agosto de 1994 a Maio de 1995, obtiveram
36.1% de isolamento de Acromonas hyci/'(;ph//a, 35,7% de Aeromonas
sohria. 10.9% de Aeromonas caviae; 80,0% destas cepas produziram

hemoiise em Agar Sangue de carneiro a >%.




3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho = foi desenvolvido no Laboratorio de

Enterobactérias do Departamento de Bacteriologia do Institudo Oswaldo

Cruz - FIOCRUZ - Rl

3.1. Amostragem

Amostragem utilizada neste estudo originou-se de um total de 187
peixes expostos a venda em 10 feiras livres no municipio do Rio de
Janeiro (Quadro 1). Para a caracterizacdo das espécies de peixes levou-se

em consideragao inicialmente 0o nome vulgar informado pelos feirantes

(Quadro 1) e,
cientifica, revestimento externo (Quadro 2) e habitat (Quadro 3)

posteriormente, catalogados de acordo com a denominagao

Para a colheita do material, procedeu-se a friccdo de swabs
C

esterilizados na superficie cutanea dos peixes, sendo em seguida,

introduzidos em meio de transporte (Cultureswab Cary & Blair Medium

Difco) ¢ “-;mgpormdm ao laboratorio em recipiente isotérmico com gelo,

protegidos da luz. sendo processados no periodo de trés horas apos a

colheita.
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3.2. Procedimento Laboratorial (Fluxegrama)
3.2.1. Isolamento

Primeiramente. foi efetuado o enriquecimento em Agua Peptonada
Alcalina — APA (pH 8.4 - 8,0) acrescida de 1% de NaCl, por um periodo
de 6 a 8 horas a 37°C, seguindo-se a semeadura do moculo em Agar
Colistina Polimixina Celobiose modificado (Agar mCPC) de acordo com
as recomendacdes do FDA (1995) e em duas placas de Agar Tiossulfato -
Citrato - Sais Biliares — Sacarose (Agar TCBS — Difco) originalmente e

acrescido de 3% de NaCl. As placas foram incubadas por 18 - 24 h a 40°C

e 18 - 24 h a 37°C, respectivamente.

Cerca de trés a cinco colonias ( fermentadoras ou ndo da sacarose )

em avar TCBS e colonias amarelas  ( fermentadoras de celobiose ), com

| - 2 mm de diametro, achatadas e transliicidas em Agar mCPC (Quadro

4) sugestivas de Vibrio vulnificus, foram inoculadas em tubos contendo os
meios de triagem Kliger Iron agar ( Difco ) e Lysine Iron agar ( Difco) e

Agar Nutriente inclinado, acrescidos de 1 % de NaCl, e incubadas 37°C

por 18-24h.

3.2.2. Caracterizacao Bioquimica

Todas as qmostras que apresentaram reagocs sugestivas nos meios
Al C

de triagem, foram submetidas a testes bioquimicos complementares.
¢ s
Inicialmiente procchll-SC a prova da citocromo - oxidase a partir do Agar
C
Nutriente, p \ssando-s€ a caracterizagdo bioquimica consistindo na analise
utriente, pass ~
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da atividade termentativa sobre a glicose, manitol, lactose, sacarose,
arabinose ¢ manose. descarboxilacdao da lisina e ornitina; dehidrolagao da
arginina. via de utilizagao da glicose, atraves da prova de Voges I’roskauer
¢ pesquisa de beta - gaiactosidade - ONPG (ortofenitrofenii-beta-d-
calactopiranosideo).

Adicionalmente. foi veriticada, nas amostras em  estudo, a
capacidade de crescimento em diferentes concentragoes de NaCi( 0, 3, 0,
8 |0%), segundo 0s criterios  estabelecidos por HOFER (19/4)
RODRIGUES (1983) ¢ NOGUEIRA (1990) ¢ resistencia  ao agente
Vibriostatico O/129 (2.4 diamino-0,7-di-isopropil - pteridine - Sigma) com
4 finaiidade de diterenciar 08 membros do generos Vibrio ¢ Aeromonas.

Com intuito de complementar a analise bioquimica, as amostras
identificadas como i7hrio cholerae nao O1 foram enquadradas na
classificacao de HEIBLERG  (1930),  atraves do comportamento
ivo sobre a arabiNOSe, Manose ¢ sacarose.

termentat

3.2.3. (aracteriza¢ao antigenica.

1930 Acromonds spp.

-acterizagao antigénica das amostras de Acromonas spp. 1oi

A calc £ | | ‘

_ io Dr. lLoshio Sihimada do National Institute ot Intectious
realizada pelo .

Discases. [ORYO- Japan.

LI Cfolerde Nao 1.

/ ~atracC xl‘l/’ . ( (l]]l } Q
[\ Ldld H C ¥

1 ) C ‘(”][l\()[()\ dc I /hl'/() (‘/v](')/()/'( {C k) l > ( ) I j\).
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realizada
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produzidos no Centro de Referéncia Nacional de Colera e outras
Enteroinfecgdes Bacterianas, I0OC-FIOCRUZ. Para tal obteve-se a
suspensdo do crescimento bacteriano em Agar Nutriente inclinado
(acrescido de 1% de NaCl), pela adi¢ao de 2 mL de solugdo salina a
0.85% de NaCl, com a qual realizou-se o ensaio diante do antisoro ou em

lamina pela técnica de aglutinagao rapida (HOFER, 1974).

3.2.4. Deteccio de Fatores de Viruléncia

3.2.4.1. Teste de Kanagawa

Amostras caracterizadas bioquimicamente como |
parahaemolyticus foram submetidas ao teste Kanagawa, com a finalidade
poder patogénico atraveés de hemolise total em eritrocitos

om a metodologia descrita por SAKAZAKI (1965) e

de verificar seu
humanos, de acordo ¢

FISHBEIN & WENTZ (19
Infuso de Cérebro Coragdo ( BHI Broth - Difco ) foram efetuadas

73). Para tal, do crescimento prévio em Caldo

" " yar Wagatsuma , procedendo-se a leitura apds
semeaduras em "spot” €1 Ag g P .

incubagao por 18 -24 ha37°C.

3742 Provada Colagenase (SMITH & MERCKEL,1982)

[fetuada nas cepas de Vibrio alginolyticus. O meio de cultura
- fTetudlce ¢

do foi o Agar Infuso de Cérebro Coracao (BHI Agar — Difco)
emprega 2 ' = |
o, de colageno bovino (S1gma 9879). Na superficie do meio,

acrescido de |

A ——-——
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FLUXOGRAMA

SWABS COM
ESPECIMES

MEIO DE
TRANSPORTE

|

ENRIQUECIMENTO

37°C / 6-8 horas

AGUA PEPTONADA ALCALINA

AGAR mCPC AGAR AGAR
40°C/ 18-24h TCBS TCBS +

NaCl 3%

|
37°C/18-24h
l
KIA - LIA
37°C / 18-24h

CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

SOROTIPAGEM

- Vibrio cholerae e Aeromonas spp

DETECCAO DE FATORES DE VIRULENCIA

Teste de
Kanagawa
V.parahaemolyticus

Elastase

Aeromonas spp.

Colagenase
V. alginolyticus

Hemdlise
Aeromonas spp
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Quadro 01: Distribuicdo dos locais de colheita das amostras (swabs
de pescado) em 10 feiras livres, no municipio do Rio de Janeiro, RJ.

Feira Livre Data Niimero de
amostras
01 24/09/1998 10
02 26/09/1998 09
03 27/09/1998 17
04 06/10/1998 18
05 11/10/1998 21
06 15/10/1998 14
07 18/10/1998 27
08 20/10/1998 21
09 03/11/1998 08
10 03/11/1998 42
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Quadro 02: Distribuicio das espécies de peixe examinados ( nome

Feira Espécie (nome vulgar)
01 Pescadinha, Linguado, Corvina, Enchova e
Congro rosa.
02 Corvina, Sardinha e Dourado.
03 Xerelete, Trilha, Corvina, Salmao, Cherne,
Dourado e Namorado.
04 Galo, Trilha, Sardinha, Corvina, Enchova e
Pescada amarela.
05 Namorado, Corvina, Curimati, Pescadinha,
Corvina de linha e Congro rosa.
06 Ciaba, Corvina, Pescadinha, Enchova e
Badejo.
07 Cherne, Pescada, Pescadinha, Corvina,
Pargo, Enchova e Xerelete.
08 Corvina, Namorado, Curimata, Congro
rosa, Enchova e Tainha.
09 Sardinha, Pescada, Corvina e Namorado
10 Pescadinha, Xerelete, Namorado, Batata,

Enchova, Dourado, Olho de cdo, Corvina
de linha, Corvina e Pargo.

vulgar) de acordo com a feira livre, no municipio do
Rio de Janeiro, RJ.

g ——
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Quadro 03: Caracterizacdo dos peixes de acordo com nome cientifico,
habitat e nimero de espécimes, em 10 feiras livres, no municipio do Rio

de Janeiro, RJ.

Nome vulgar Nome cientifico Habitat Nimero de
espécimes

Peixes com revestimento de couro
Badejo Moycteroperca sp Costeiro 02
Batata Lopholatilus villaru Costeiro 03
Cherne Epinephelus niveatus Costeiro 08
Congro rosa Conger sp Alto mar 08
Galo Selene setapinnis Costeiro 03
Xerelete Caranx crysus Costeiro 13
Namorado Pseudopercis numida Alto mar 12
Peixes com revestimento de escamas
Corvina Micropogon furnieri Costeiro 30
Corvina de linha Micropogon opercularis Costeiro 08
Curimata Prochilahus sp Rio 06
Dourado Coryphaera hippurus Alto mar 08
Enchova Pomatomus saltatrix Alto mar 21
Linguado Paralichthys brasilirnsis Costeiro 02
Pescada amarela Cynoscion acoupa Costeiro 03
Pescada verdadeira  Cynoscios steindachneri Costeiro 09
Pescadinha Cynoscios virescens Costeiro 20
Salmio Salmon salar Rio 02
Sardinha Sardinella aurita Costeiro 08
Tainha Mugil platanus Costeiro 03
Trilha Mullus argentinae Costeiro 06
Ciaba Lutjanus analis Costeiro 03
Olho de céo Priacanthus arenatus Costeiro 03
Pargo Lutjanus purpureus Alto mar 06
Total 187
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Quadro 04: Reacdes tipicas no Agar mCPC (Colistina Polimixina |
Celobiose modificado), das amostras isoladas.

Espécie Resisténcia Crescimento Fermentagio Colonia
Polimixina  Colistina a da |
B 40°C Celobiose
V.cholerae + + + _ Parpura / zona
azul
V. vulnificus + + + + Amarela/

Zona amarela

- . *
Vibrio spp Sem
Crescimento

*De acordo com os resultados laboratoriais as amostras de Vibrio spp. obtiveram
crescimento.

e e i
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foram depositados nos varios quadrantes, uma al¢a do crescimento das
amostras bacterianas, semeadura em "spot", em Caldo Infuso de Cérebro
Coracao (BHI Broth — Difco) incubando-se por 18-24h a 37°C. A presenga
da enzima ¢é indicada por uma zona de clareamento do meio sob ¢ ao redor

do induto bacteriano.

3.2.4.3. Prova da Elastase (RIBEIRO. 1994).

Realizada nas amostras de Aeromonas spp. O meio de cultura
empregado foi o Agar Infuso de Cérebro Coragdo (BHI Agar — Difco)
acrescido de 1% de Elastina (Sigma E 1625). Na superficie do meio, foram
depositados nos varios quadrantes, uma alga do crescimento das amostras
bacterianas, semeadura em "spot", em Caldo Infuso de Cérebro Coragdo
(BHI Broth — Difco) incubando-se por 18-24h a 37°C. A presen¢a da
enzima ¢ indicada por uma zona de clareamento do meio sob e ao redor do

induto bacteriano.

32.4.4. Pesquisa de hemolisina em dagar sangue de carneiro a 5%

(EWING et al.,1979 ¢ JANDA et al., 1995).

Realizada nas amostras pertencenteé ao género  Aeromonas.
Empregou-se Agar Nutriente (Difco) acrescido de sangue de carneiro
desfibrinado a 5%. Procedeu-se a semeadura em "spot"de uma alga do
crescimento obtido em Caldo Infuso de Cérebro Coragao (BHI Broth-

Difco), seguido de incubacgado a 37"C por 18 - 24 horas.




4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A escassez de proteinas em numerosos paises tem ressaltado a
importancia nutritiva do pescado, pelo seu alto valor bioldgico na nutrigao
humana, considerado tdo importante quanto a carne bovina (LEDERLE,
1991). Entretanto, quando consumido indevidamente, o pescado pode
acarretar perigos para a Saude Pablica sendo responsavel por muitas das
infeccoes e intoxicagoes, conhecidas como transmissiveis por alimentos,

assim como por certas enfermidades que se associam com freqiiéncia ao

pescado (OMS, 1975).

Na maioria dos paises que dispdem de dados estatisticos, as
infecgoes bacterianas constituem a maior parte das doengas transmitidas
o. o qual pode ser veiculador de um grande numero de

pelo pescad

microrganisimos patogénicos para o homem, sejam eles autoctones deste

habitat e, na maioria deles, fruto de contaminagdo ambiental. O lancamento
de esgotos nas aguas de reservatorios, lagos, 1i0s € no proprio mar, é a

causa poluidora mais comum no mundo inteiro (CONSTANTIDINO,

1994).
por estar sueito a contaminagao  pelos mais variados

microrganisimos, adquiridos ja no ambiente aquatico, ou durante as
diferentes estapas de captura,  transporte e distribui¢ao
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(CONSTANTINIDO, 1994; ZICAN, 1994), o pescado exige cuidados

especiais, notadamente os relacionados com a conservagdo pelo frio
(LEDERLE, 1991).

A amostragem utilizada neste estudo, foi proveniente de 10 coletas
em feiras livres, situadas em bairros da zona norte da cidade do Rio de
Janeiro, identificadas numericamente, onde foi pesquisada a presenga de
representantes do géneros Vibrio e Aeromonas em 187 espécimens de

peixes, distribuidos entre 23 diferentes espécies, tendo 7 com revestimento

externo de couro e 16, de escamas (Quadro 3).

No computo geral, foram isoladas 345 cepas, pertencentes as
familias }Vibrionaceac € Aeromonadaceae, cuja identificagdo bioquimica,

permitiu a caracterizagdo em 128 amostras, correspondendo 11 espécies

patogénicas de Vibrio (79 cepas) e seis ndo patogénicas (49), além de 11

do género Aeromonds cuja distribuigdo, de acordo com a feira livre

encontra-se representada nas tabelas 1 e 2. Assinala-se que no género

I1hrio. nao foi possivel determinar a espécie em 200 amostras, sendo

portanto caracterizadas como  Vibrio spp (C), o mesmo ocorrendo com

seis cepas de Aeromonds (Tabela 1).

Analisando ainda na tabela |, a distribuicdo numérica dos amostras

de Vibrio e Aeromonds, em relagdo a feira de origem, observou-se um

maior numero de isolamentos nas teiras 5, 7 € 10, o que de certa forma,

seria esperado, uma vez que o numero de amostras coletadas toi maior
s pe C 2

nessas teiras (Quadro |). Nestas tot possivel notar -se uma diversidade de
€SSas das

espécies (Tabela 2) , com 8. 10 e Il especies de Vibrio e 2, 2, 3 de
species C a = D

Aeromonas Spp-- respectivamente.
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Ao relacionarmos no Grafico |, Planilha 1, o numero de
isolamentos de espécies dos géneros Vibrio (potencialmente e nao
patogénicos) e Aeromonas, de acordo com a feira de origem, verificamos
que os especimes obtidos das feiras 7 e 10, caracterizaram-se por maior

numero de isolados (42 e 24 amostras, respectivamente) assim como de
Aeromonas (6 amostras).

Admiti-se que a permanéncia do pescado no ambiente, enquanto

expostos a venda, por periodo de tempo variavel, favoreca, portanto, a

multiplicagdo de patogenos.
A presenga de }ibrio, no ambiente aquatico ¢ modulada por varios
tatores. dentre eles a temperatura da agua a qual parece ser de suma

importancia para a incidéncia e densidade de membros deste género,

sendo de maior prevaléncia no verao (éOCKEMUHL et al., 1986;
KIIYUKIA et al., 1991: RIBEIRO, 1994).

Lste fato foi constatado por CHAN et al. (1989) que verificaram
reducao dos isolamentos em temperatura inferior a 10'C. Sob tal condig¢do,
apresentam diminuicao da atividade metabolica, sendo reativados quando

esta se torna mais propicia, 0 que geralmente ocorre na faixa de 17 a 35°C,

com variagoes de acordo com a espécie (SINGLETON et al., 1982).

Considerando-se que 0 periodo de coletas das amostras toi entre

Setembro € Dezembro, que corresponde a estagdo de primavera e verao,
i / e )5 o i Y/ . N -

a temperatura ambiente varia de 25 a 30°C, o que deve ter favorecido a

multiplicagao destes microorganismos, pois segundo SINGLETON et al

(1982) o isolamento € mais propicio na faixa de 17-35"C.
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k-ntre as especies do genero Vibrio idemiﬁcadas (labela 3), Il sdo
consideradas potencialmente patogénicas para o homem e animais,
perfazendo um total de 79 amostras , 0s maiores percentuais foram obtidos
para ). algmolyticus ¢ V. carchariae - 19 (24,05%), seguidos de /.
parahaemolyticus -10 (12,66%), V. cholerae nao Ol - 09 (11,39%), V.
metschimikovii - 06 (7,59%), V. vulnificus - 05 (0,33%), V. furnissii ¢ V.
cincinnatiensis - 03 (3,79 %), V. damsela e V. mimicus - 02 (2,53%) e ).
Shuvials - 01 (1,27%).

Quanto as cepas de Vibrio, nao patogénicos, foram caracterizadas

seis espécies entre as 4Y amostras, destacando-se  Vibrio orientalis

(36.73%) e V. harvey (34,69%) como os mais frequentes, seguidos de /.
anguillarum (20,41%), ). costicola  (4,08%), V. aestuarinus ¢ V.
mediterranetr (2,04%).

Dos membros do género, V. cholerae Ol ¢ o mais reconhecido por
suas caracteristicas epidémicas, porém outras espécies também sdo

clinicamente significantes pot determinarem infecgdes gastrintestinais ¢

extraintestinais para o homem. Particularmente no pescado, algumas

apresentam importancia economica, por-determinarem infecgdes em
< 3

animais de cativeiro (SILVA etal., 1999).
[ importante salientar comprometimento humano pelas espécies

do género ibrio. identificadas em nosso estudo.

| alamolyticus, tor a especie 1dentificada com maior treqiieéncia

<0/ g JRTNDH . , : .
juntamente com /- carchariae (24,05%). Percentuais também elevados

toram obtidos por RIBEIRO, em 1994 (26, 7%), em praias no Rio de
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Janciro ¢ NOGUEIRA, em 1996 (82.88%) em peixes. E interessante
salientar que segundo AUSTIN & ALLEN-AUSTIN (1985), este
microrganismo tem mostrado maior relevancia como patogeno de
moluscos que de peixes.

Qutras espécies, como V. fluvialis, V. furnissii, V. metschnikovii, V.
mimicus e V. damsela, também isoladas neste estudo (Tabela 3) vem
sendo citadas na literatura como possiveis lagressores do trato entérico,
assim como, apresentam localizagoes extra-intestinais, estando envolvidos
em casos de bacteremia, infecgoes cutaneas por V. carchariae ¢ casos de
meningite por V. cincinnatiensis (MORRIS et al., 1982; MAGALHAES
et al., 1990; ALBERT et al., 1992, MURRAY et al., 1998). Cabe

destacar a importancia do V. damsela, classificado entre os patogénicos

(labela 3), que possui capacidade de produzir potente toxina com
atividade fosfolipasica a qual, provavelmente, desempenhe importante

papel na agressao a peixes (FOUZ et al.. 1993).

O percentual de isolamento de Vibrio parahaemolyticus em nosso
estudo permitiu inclui-lo como a terceira espécie patogénica de maior
prevaléncia (12,606%).

Varios sdo os relatos sobre o isolamento de Vibrio parahaemolyticus
a partir de amostras de agua do mar, estuarios, peixes e frutos do mar
(LEITAO et al., 1976 HOFER & SILVA, 1986; RODRIGUES & HOFER,

1086 VIEIRA & LARIA, 1995 RIBEIRO, 1994; NOGUEIRA, 1996:
). ) o

LANDGRAF et al 1996). KAYSNER et al. (1990) detectaram elevada
. J al.

lencia (71.5%) desta espécie na Baia de Willapa, Washington.
prevalencic »d
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Raras sdo as notificagoes sobre seu 1solamento a partir de aguas ¢
peixes de agua doce, merecendo destaque aqueles etetuados por SARKAR
et al.. 1983, 1985; BOCKEMUHL et al., 1986 ¢ BOIKO et al., 1994,
concluindo-se que o teor salino dessas amostras de agua provavelmente
era alto. sendo este, um elemento importante para manutengdo desta
especie

Quanto a ocorréncia de Vibrio paraemolyticus no Brasil, salientam-
se indices variando de 10,0% a 74,5% (GELLL et al., 1975; FRANCA et
al 1980: HOFER & SILVA, 1980; RIBEIRO, 1994; LANDGRAF et al.,
1996). Percentuais infertores foram obtidos por RODRIGUES & HOFER
(1980) em ostras (7,94%) e NOGUEIRA (1996) em peixes. De acordo
com os resultados do presente estudo o percentual de isolamento encontra-

se em concordancia com as citagoes anteriores.
" cholerae ndo Ol, a quarta espeécie patogénica de maior

tfreqiiéncia (11,39%) detectada em nossa investigacao, € muito importante,

pois tem sido associada com doenga semelhante a colera e outras

intecgoes extra-intestinais, como septicemia € infecgdes em tecidos, no

homem (KOBAYASHI & OHNAKA, 1989).
Confrontando a treqiiéncia de isolamento de Vibrio cholerae nao

O] obtida em nossoO estudo, com aquelas registradas no Brasil, destacam-

se os trabalhos de RODRIGUES & HOFER (1980) que analisando ostras

¢ aoua do mar para a presenga de Vibrio spp., identificaram |jh10
[@ B8 C

. N S |1 2% 0S.
cholerae nao O1 em 05,12% dos isolad

HOFER & ERNANDEZ (1990) detectaram 644 amostras de .

cholerae  nao Ol em especimes de afluentes de duas estacoes de

e s A = e

¢
UF.RR.J m&nomA (.Em
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tratamento de esgoto da cidade do Rio de Janeiro, sendo 290 (45,03%)
pertencentes ao grupo 1 e 305 (47,35%) ao grupo Il de Heiberg.

RIBEIRO em 1994, obteve 492% de isolamento deste
microrganismo em praias do litoral do municipio do Rio de Janeiro;
LANDGRAF et al.(1996), 3,6% ¢ 4,2%, respectivamente, em ostras €
camario ¢ NOGUEIRA (1996), um percentual de 2,73% em peixes
comercializados no Estado do Rio de Janeiro. De acordo com esses

relatos, percentuais mais elevados de isolamento de V.cholerae nao Ol,

tem sido obtidos de amostras de agua e percentuais baixos, semelhantes ao

desse estudo foram também detectados anteriormente de peixes por

PN

NOGUEIRA (1996).

A ocorréncia de I/ vulnificus reportada na literatura revela indices

na maioria das Vvezes, significativamente mais elevados, variando de
12.0% a 65,0% (KAYSNER, et al., 1987; O'NEIL et al. 1992; MATTE et
1994 a, b; LANDGRAL et al., 1996; MORENO & LANDGRALF,

1997) quando confrontados ao detectado neste trabalho (6,33%). Indices
1

inferiores (0,18% a 3,0%) foram obtidos por RODRIGUES & HOFER 1
986). RIBEIRO (1994) € NOGUEIRA (1996).

al

(1

A presenga do V. vulnificus em peixes, 1solado de espécimes

(as nas feiras lvres 5.7 e 10 (Tabela 2) gera alguma controvérsia.
expostas

Segundo MORENO &

imentados de infecgdes por

LANDGRAF (1997), apesar de ndo se ter casos

). vulnificus no Brasil, o crescente

doct

.cie € preocupante, tendo em vista que além do litoral
- specie € pre
isolamento desta € ‘
ncontra em regioes de clima tropical e
. vtenso, todo ele se €
brasileiro ser extenso: | |
temperaturas propicias a0 seu desenvolvimento.

temperado, €om

e
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Acrescenta-se ainda a capacidade de produgdo de diferentes fatores de
viruléncia nessa espécie (RODRIGUES et., 1994) os quais mostram sua
relevancia em nosso meio. |

Quanto as outras espécies de Vibrio potencialmente patogénicas
para o homem, ressaltamos os percentuais detectados para V. furnissii
(3,79%), V.damsela e V. mimicus (2,53%) e V. fluvialis (1,27%).

A despeito do pequeno niumero de isolamento de V. damsela (duas
amostras), esta espécie € um importante patégeno porque pode causar a
morte de pessoas acometidas. LANG (1992) reportou caso de bacteremia
sta de New Jersey, por V. damsela em paciente de 40 anos, 48

fatal, na co
horas apos ter cortado O dedo ao limpar uma enchova contaminada,

ressalta-se assim a sua importancia a Saude Publica.

Outra espécie isolada na presente investigagdo que pode causar
doenga no homem € 0 Vibrio fluvialis, o qual tem sido envolvido em casos
de diarr¢ia e vomito (MACDONEL et al.1982). Esta espécie pouco

halofilica caracteriza-se pela presenga especialmente em ambientes

dulcicolas, sendo carreada pela correnteza para o ambiente marinho. Tem

4 tanto em caso esporadicos quanto em surtos de

em Bangladesh e Japdo (KOBAYASHI &

sido incriminad
toxinfecgdo alimentar

OHNABA, 1989).
Entre as consideradas nado patogénicas para 0 homem, reporta-se os

maiores percentuais para V.orientalis (36,73%), V. harvey (34,69%) e V.
anguillarum (20,41%). Dentre estas, salienta-se a importancia do V.
anguillarum como O principal agente etiologico da vibriose em peixes
marinhos e estuarinos, algumas vezes €m animais de agua doce. Os surtos

‘__—
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determinados por esta espécie , em salmonideos, sdo caracterizados por

lesdes necroticas ou furtinculos na musculatura e eritema na base das

barbatanas e na boca (BULLOCK, 1987).

Quando relacionamos a distribui¢ao das espécies em fungdo do
ecossistema (Tabela 4), verificamos maior prevaléncia de patogenos do
género Vibrio em peixes de origem costeira (72, 56,25%). Salienta-se

que nessas areas, 0 nivel de salinidade ¢ mais baixo porém, a concentragao

de nutrientes organicos, oriundos de diversas fontes poluidoras ¢ mais alta.

Estudos demonstram que a presenga destes microrganismos pode
ocorrer em ambientes com salinidade inferior a 0,5%, sendo a

osmolaridade compensada pela temperatura clevada da agua além da

concentragdo de nutrientes organicos (DE PAOLA, 1981, SARKAR et
al., 1985).
Espécies de Vibrio, inciuindo V. cholerae, crescem naturalmente em

ambientes marinhos € estuarinos; todas sao habeis para sobreviver e

muitiplicar-se em agua contaminada com elevada salinidade e temperatura

favoravel (MURRAY etal.
do as especies de Vibrio, patogénicas ou autoctones,

1998).

Relacionan
ixe, veriticamos q
(r1x) apresentaram O indice mais elevado de

; ue Corvina (Micropogon furniert) e
com as de p€ : )

Enchova (}[’()II?CI/()IHHS salla
- . hr v 1 eV'idé]]CIaS sobre allS(‘:'n(‘l'a i’ . l -
‘ 5 s1es de ‘Ih/ 10, con
ambas as CSPCLILS

Do mesmo modo esta nao foi estabelecida quando

parasita-hospcdc11‘0-

qbitat (cOSICIro ou alto mar).
C

relacionada ao
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KRessaltamos ainda na tabela 4, a ocorréncia de V. anguillarum
(1 amostra) em peixe de agua doce. (Curimata - Prochilahus sp.). Sua
presenca pode ser atribuida a contaminagdo cruzada, proveniente das
especies marinhas, durante a manipulagdo do pescado exposto a venda ou

mesmo. a contaminagao primaria, pelo fato de que V. anguillarum ¢

considerado tambem, um patogeno de peixe de agua doce (BULLUCK,

1987).

Em relacdo ao genero Aeromonas, foram identificadas 6 espécies

em um totai de [l amostras, Nos 18/ especimes analisados (labela 5),
destacando-se  Aeromonds hvdrophila e Aeromonas trota (3 cepas,
21,27%), seguindo de Aeromonds schubertit e Aeromonas eucrenophila
(2, 18,18%)¢ de Acromonas verontl (1 amostra, 9,09%).

—

a freqiiéncia de amostras de Aeromonas

Quando controntamos
detectadas. com avaliagoes semelhantes (NOGUEIRA, 1990), verificou-se
elevado percentuai por nos detectado. Considerando que o0s peixes

iisados 1 . o feiras livres, cuja forma de manutengdo
analisados toram obtidos de € i cdo e |
nvoive o uso de gelo

possibilidade de contaminag¢ao cruzada para

exposicao € preparado com agua doce (potavel ou

nao) questiona-se Sobre a

Justiticar sua prevalencia.

@) reconhecimento de Acromonas spp. em elementos do
arimho esta de acordo com as descricoes de SAKAZAKI
: .

N & WILLOUCHBY (1

ecossistema m
98U) € RODRIGUES (1983),

(19/1): K/\Hl\/l/\ | |
al em aguas estuarias e marinhas |

am sua OCOITCHCIG norm

yma tropical.

que demonstrar

em regioes de ¢l
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Aeromonas encontra-se amplamente disseminada no ambiente
naturai, principaimente na agua doce, em peixes, anfibios, bem como no

homem, estando presente ocasionalmente na agua marinha, poluida por

MONTEIL, 1997). O homem adquire a infec¢ao atraves de feridas abertas,

em contato com aguas contaminadas ou peia ingestio de um numero

suficientemente grande de microrganismos presentes na agua €
alimentos; SILVA, 1999).

Certos autores consideram que somente A. hydrophila, A. veronii e
A caviae sao patogenos intestinais (NAMDARI & BOTTONE, 1991;

DEODHAR et ai., 1991), e em menor grau A. trota e A. eucrenophila

(SCHUBERT & HEGAZL,
A schubertu apresenta propriedades patogénicas

1988: CAMAHAN et al,1991). Segundo

KOKKA et al. (1992),

semeihantes as das outras espécies para 0 homem.

As infecgoes determinadas por membros deste género
' i-o de doenca gastrintestinal com diarréia

n quadro de doeng

caracterizam-se por ul

moderada ou pela presenga

como septicemia, meningite e infecgoes de teridas,

febre de muco e sangue nas fezes.
aquosa e febr

Qutras manifestagoes

ihos, tratos respiratorio
comprometidos (KHARDORI & FAINSTEIN, 1988;

id e urinario podem ocorrer em individuos
ouvido, O

jovens ou 1muno
JANDA & CLARK, 1995).

cter1zagao antigénica  das 17 cepas de Acromonas
A cara é

te estudo (labela 0), revelaram a presenga de seis
nes

Q16 (duas amostras), 035 (2), V6 (1), U38 (1),

pertencentes a SOrogrupo desconhecido.

identiticadas

diferentes sorogrupos,

V45 (1) e 054 ()¢ sete amostras
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Ressalta-se que nao foi possivel caracterizar duas das 17 amostras de

Aceromonas spp. pelo fato de que uma se encontrava em fase rugosa ¢ a
outra, inviavel.

Existem cerca de 90 sorogrupos reconhecidos (SHIMADA,
comunicagao pessoal) dentro do género Aeromonas, sendo que a
caracteriza¢do do sorogrupo nao ¢ especifica de espécie (IHOMAS et al.,
1990: SHIMADA & KOSAKO, 1991). A caracterizagao dos sorogrupos
de maior prevaléncia (U106 ¢ 035) foi também relatada por COELHO et

al. (1999) entre amostras de origem humana isoladas em diferentes regioes

do Brasii. demonstrando a relevancia deste patogeno emergente em nosso
C )

meio.

Observou-se diferentes sorogrupos provenientes da mesma area de

coleta (labela 0) porém nao se pode fazer uma correlagdo entre as

honas e/ou Sorogrupo com tipos de peixes, uma vez que

espéecies de Aerol

a metodoiogia nao 1oi estabelecida para esse tipo de estudo porque o
bietivo era so estabelecer a ocorréncia dessa bactéria e distribui¢ao no
objetiv

pescado oferecido a0 consumidor.
Reafirma-se entre nos as observacoes de MURRAY et al. (1995)
da utilidade da sorotipagem  deste miCrorganismo - com - propositos
u na determinagao de relagao intramostras de um dado

epidemiologicos, O
genoma.
- atico 2 pianiiha 2 verificou-se a distribuigao dos generos
No Gratico 2
qas em relagao
ai. observou-se maior ocorrencia de Jbrio

a0 revestimento dos peixes (couro e
Vibrio e Aeromo

_ .
escamas). NO computo g€l
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(81,63%) seguido de Aeromonas (6,12%) em peixes com revestimento de
couro em relagdo aqueles com superficie de escamas. Esse fato parece
caracterizar um maior indice de ocorréncia dessas bactérias em peixes sem
escamas, cujos cuidados, entdo, devem ser maiores durante o processo de

manipulagio e cozimento para evitar-se contaminagdo cruzada e ingestdo

do alimento contaminado.
A presenga destas bactérias em peixes com escamas, pode ter

como justificativa a capacidade de produg@o de quitinase por membros

dos géneros Vibrio (KOLLY & DAN STROH, 1988). e Aeromonas

(LJUNG, 1987)

Esta enzima que ataca a quitina, elemento basico do exoesqueleto,

escamas € carapagas, permite a fixagdo desses microrganismos na

superficie corporea desses animais. Desta forma, o ataque e degradacio da

quitina pelas bactérias produtoras de quitinase resulta em vantagem

seletiva sobre outros microrganismos, principalmente em ambientes

aquaticos pobres em nutrientes (MONTGOMERY & KIRCHMAN,

1994).

Por outro lado, a maior freqiiéncia observada em peixes revestidos
de couro, sugere que além da quitina, outros fatores poderdo estar
2

envolvidos. De qualquer fo
¢Ao desses dados com os apresentados na bibliografia,

rma, a tentativa de estabelecer qualquer tipo de

analise de confronta

tada pela caréncia de informagdes especificas.

torna-se limi
o 3, Planilha 3, quando detalhamos a freqiiéncia de

No Grafic
hrio potencialmente patogénicas para 0 homem, ou nio,

espécies de Vi
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com o tipo de revestimento dos peixes (couro ou escamas), em um total de
i 28 isoiados, verificamos um maior percentual (75,0%) de espécies
patogénicas em peixes que possuem envoltorio de couro, comparado aos
que possuem escamas (55,7%). ksse resultado ¢ bastante signiticativo em
relacao a marcante “preferéncia” dos Vibrios patogénicos em relagao aos
peixes com couro, visto que a amostragem de peixes com escamas foi 0
dobro da dos sem escamas. Porém, se considerarmos que ¢ bem mais tacil

coietar-se espécimes por meio de “swab” de pescado com couro do que

com escamas, sugere-se, para esclarecimento futuro, a utilizacao das

escamas, tetiradas dos peixes € colocadas em meio de transporte, no lugar

dos —swabs’, para efeito comparativo com a coleta de amostras por

~swabs”’, para efelto comparativo com a coleta de amostras por “swab’de

peixes sem escama ¢, consequentemente, verificar o eteito da metodologia

sobre o 1solamento de ambos, Vibrios € Aeromondas.

No peixe de couro, as estruturas semelhantes as escamas sao mais

curtas, tendo aproximadamente i mm de altura, variando de acordo com a

especie € tamanho dos animais, além de se apresentarem separadas umas

d tras. Ao friccionar O “swab”, obviamente ocorre um contato mais
as outras.

timo na pele, couro € sob as escamas. No caso de peixes de escamas,
intim ,

presentam eim tamanh
atogénicos, tem se verificado que a porcentagem

o maior e estao parcialmente sobrepostas.
estas se a

Em relagao aos vibrios p

' 101 , pele. possivelmente em tuncdo de maior
eqlié nator junto a pele, | (
de treqiiencia € 1 : |
‘ 1 5 - estas especies. Lbstudos realizados em
S ., putrientes por €
necessidade de o
de peIxes de agua doce (lilapia) em Minas Gerais
criadouros U< s
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(MURA | ORI.comunica¢cdo pessoal) apontam a maior freqiiéncia de

isolamento a partir da fricgao dos "swabs" entre as escamas.

Nas amostras ciassificadas como Vibrio cholerae (9), ndo toi
possivel detectar, atraves da analise antigénica, as cepas epideémicas

)V cholerae Ol e O139. Entretanto ao avaliarmos a atividade fermentativa

visando a biotipificagao de Heiberg, no sentido de permitir um melhor

rastreamento epidemiologico (Grafico 4), verificamos que cinco amostras

(55,55%) toram enquadradas no Grupo | (Arabmose - Manose + ¢

Sacarose +). isto e, apresentaram caracteristicas identicas a amostra

epidemica }V1br10 cholerae O1. As quatro restantes enquadraram-se nos

(2 amostras cada, 22,22%,). kstes dados estdo em

Grupos 11 e I
om os de RIBEIRO (1994) e NOGUEIRA (1996) que

ais de 03,7% e 73.33% das amostras de Vibrio

concordancia ¢

obtiveram percentu
choierae O1 no grupo 1 de Heiberg. Tal fato caracteriza a importancia do
ccossistema marinho na manutengdo desta especie, que também ¢
responsabilizada por quadro diarreico do tipo coleriforme ou secretoria no
homem (KOBAYASHI & HONAKA, 1989)-

A presenga de fatores enzimaticos possiveimente envolvidos em

ogenicidade, toi pesqul
vibrio algmolyticus € DNas espécies de

) sada nas amostras pertencentes a
processo deé pat

-ahaemolylicls,

Vibrio pat , )
atalogados em tabelas). Destacou-se a presenca

ados nao ¢
0 /m/'a/memo/_v

Aeromonas (d o o
ncus revelando atividade hemolitica

: /¢ ’l (Kal‘laga \,a l (ON ltl ) l

i
i
5
f
i
|
|
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(Quanto a resposta positiva no teste de Kanagawa em uma cepa &e
| ihrio  parahaemolyticus, este  fenomeno representa uma €xcegao as
observacoes realizadas em outras areas do mundo, principalmente nos
paises de ciima temperado (West,1989), tendo em vista a citacao que
somente 1% das amostras de ambiente apresentam esta caracteristica
(BINTA et al., 1982; SARKAR et al, 1985; HOFER & SILVA, 1980;
WEST. 1989: MATTE et al.1994).

() teste de Kanagawa ¢ de valor na avaliagdo da provavel
enteropatogenicidade de Vibrio parahaemolyticus, 1solado de pacientes
humanos ou de alimentos de origem marinha suspeitos de casos de

toxintecgoes alimentares, nao sendo, aplicavel no estudo de Vibrios

presentes no ambiente marinho (LEITAO & ARIMA, 1975). No entanto, o

encontro de cepas Kanagawa negativas, isoladas de casos de doenga

sugere que o fenomeno de Kanagaw
o Fibrio parahaemolyticus (KELLY & STROH, 1989),

a nao € um indicador absoluto de

patogenicidade d
tendo em vista que duas diferentes enzimas estao envolvidas no mecanismo
de patogenicidade (1DH € IRH) sendo esta ultima de maior prevaléncia
entre amostras Kanagawa negativas, isoladas de pacientes. Nesse caso, as

e Vibrios Kanagawa negativas, isoladas de pescado nesse

amostras d

estudo. podem ter repercussao na Saude Publica.

ste resultado, do mesmo modo que aqueles obtidos por

lalvez €
JHAMKUMAR (1980) em  aguas estuarinas,

KARUNASAUAKR & MU

ys e mangues, na indi
< RIBEIRO (1994) ¢ NOGUEIRA (1990), em

peixes. molusce a, RODRIGUES et al. (1993) em agua
eIxes. S

do mar e alimentos marinho
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pescado, Rio de Janeiro, demonstre que existem condi¢des favoraveis para

a manutengdo deste microrganismo nos diversos ecossistemas aquaticos.

Apontamos para o fato do peixe do qual foi isolado Vibrio
parahaemolyticus Kanagawa positivo, Enchova (Pomatomus saltatrix) ser
de origem oceanica, 0 que pode sugerirluma maior contaminagdo do
ambiente de origem ou que esta tenha ocorrido durante a manipulagio. '

De um modo geral ¢ possivel verificar que diferentes espécies dos
géneros Vibrio e Aeromonas sdo capazes de produzir enzimas
extracelulares, envolvidas no processo de agressdo (JANDA et al., 1988;

RODRIGUES et al., 1993; MONTEIL & HARF-MONTEIL, 1997).

Apesar do fato de que em nosso trabalho, a analise da produgio de

colagenase e elastase, tenha resultado negativa, ressalta-se a necessidade de
investigar outros atributos de viruléncia, de modo a permitir um efetivo

reconhecimento do potencial patogénico das amostras em estudo.

gere que a ocorréncia de fatores hemoliticos em
Acromonas sio amplamente disseminados (POPOFF, 1984; HICKMAN-
BRENNER et al., 1987; HIRONO & AOKI, 1993). Tem sido proposto a

de pelo menos duas toxinas hemoliticas em espécies virulentas e

A literatura su

ocorréncia
podem contribuir para a diarréia (WONG et al. 1998).

que estas toxinas

A produgdo de hemolise em agar sangue de carneiro a 5% foi

detectada em apenas uma cepa (5,88%) de Aeromonas (A. hydrophila.035)
Percentuais superiores foram obtidos NEVES et al.(1990) e KOKKA

et al. (1992) que obtiveram 93% e 64% das cepas de Aeromona veronii e

4. schubertii respectivamente, produtoras de [B-hemolisina em agar
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sangue de carneiro a >%, enquanto COELHO et al.(1999), apontam baixo
percentual de cepas de origem humana hemoiisina positiva.

Em sintese. considerando-se a ampla distribuicio de membros das
familias | 7hrionaceae e Aeromonadaceae em todos os exemplares de
peixes analisados, a presenga destes microrganismos como autoctones no

ambiente aquatico, o envolvimento de aigumas especies com doengas do

pescado, especialmente em cativeiro, como tambeém em processo de

agressao ao homem, 1OrNa-se de fundamentai importancia o controie da

quaiidade higiénico-sanitaria do pescado.
Do mesmo modo tendo em vista as diversas possibilidades de
C 2

crorganismos, ja no ambiente aquatico, ou durante

disseminagao desses ml , 1
as diferentes etapas de manipuiagao, desde 2 captura, transporte,
l . -

1 - 1ecessidade de uma extensa e
Istribuica : imo, salienta-se a1
distribuicao ate 0 CONSUITE-

Jha de educacao sanitaria, visando limitar ou diminuir
anllc

permanente camp

os fatores de 11sC0 € @ contaminagao cruzada.
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Tabela 1: Distribuicio numérica de Vibrio spp. e Aeromonas spp.
isoladas de pescado, de 10 feiras livres, no municipio do

Rio de Janeiro.

Grupo* Feiras livres
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 Total

06 01 O OI 11 02 19 08 08 23 79
02 0 0 0 09 07 13 03 04 11 49
16 09 13 13 09 15 35 18 12 60 200
D 0 02 0 0 03 02 04 01 O1 04 17

O WD

Total 24 12 13 14 32 26 71 30 25 98 345

*A- espécies potencialmente patogénicas de Vibrio B- espécies ndo patogénicas de Vibrio.
C- Vibrio spp (espécies ndo determinadas) D - Aeromonas Spp.

46
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Tabela 2: Distribuicio das espécies de Vibrio e Aeromonas de acordo
com a origem e época de coleta.

Feira Data Microrganismos

V. cholera ndo O1,V.mimicus, V.harvey, V.mediterranei,

01 24/09/98  Vibrio spp

02 26/09/98 V. damsela, Vibrio spp., Aeromonas trota,
A. veronii

03 27/09/98 Vibrio spp

04 06/10/98 V.parahaemolyticus Vibrio spp

05 11/10/98 V.alginolyticus, V.vulnificus, V.carchariae,
V.cincinnatiensis, V.anguillarum, V.harveyi, V.orientalis,
Vibrio spp, Aeromonas trota, Aeromonas spp.

06 15/10/98 V.cincinnatiensis, V.anguillarum, V.harveyi
Vibrio spp, Aeromonas hydrophila

07 18/10/98 V.alginolyticus, V.carchariae, V. cholera ndo Ol,
V.mimicus, V.harvey V.parahaemolyticus, V. vulnificus,
V. orientalis, V.;meschnikovii, Vibrio spp,
A. eucrenophila, Aeromonas spp

08 20/10/98 V.alginolyticus, V.carchariae, V. cholera ndo O,
V. damsela, V.fluvialis, V. costicola, V. orientalis,
Vibrio spp., Aeromonas hydrophila.

09 03/11/98 V.alginolyticus, V.carchariae, V. furnissii,
V.anguillarum, V. orientalis, Vibrio spp,
A. schubertii, Aeromonas spp.

10 03/11/98 V.alginolyticus, V.carchariae, V.cincinnatiensis,

V. metschnikovii, V.parahaemolyticus,V. vulnificus,
V. orientalis, V.harvey ,V.aestuarinus, V. furnissii,
Vibrio spp. , A. schubertii,

A. hydrophila, Aeromonas spp.
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Tabela 3. Distribuicio das 128 espécies de Vibrio (potencialmente
| patogénicas e ndo patogénicas) de acordo com a origem, de
| pescados comercializados em feiras livres, no municipio do
Rio de Janeiro.

Feiras livres
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10  Total

Patogénicos (n=79/128)

Vibrio spp.

V. alginolyticus - - - = 02 - 02 02 02 11 19(24,05
V. carchariae - - - - 07 - 02 03 04 03 19(24,05) ‘
V. parahaemolyticus - - - 0 - - 08 - - 01 10(12,66)
V. cholerae nao O1 o5 - - - - 02 01 01 - - 09(11,39)
V. metschinikovii - - - - - - 0 - - 05 06(59
V. vulnificus - - - - 0 - 0 - - 01 05(,33)
V. furnissii - - - - - - - - 02 01 033,79
V. cincinatiensis - - - - 0 - o0 - - 01 033,79
V. damsela - 0 - - - - - 0 - - 02 (2,53)
V. mimicus or - - - - - 0 - - - 02 (2,53)
V. fluvialis - - - - - - - 0 - - 01 (1,27)
Autdctones (N=49/128)

V. orientalis - - - - 06 - 03 01 03 05 18(36,73)
V. harvey 01 - - - 02 0l 10 - - 03 17(34,69)
V. anguillarum - - - - 01 06 - - 01 02 10(2041)
V. costicola - - - - - - - 02 - - 02 (4,08)
V. aestuarinus - - - - - - - - - 01 01204
V. mediterranei o - - - - - - - - - 01 (2,04)

Os percentuais foram calculados sobre o total de Vibrio patogénicos (79) e ndo patogénicos (49)




49

Tabela 4. Distribuicio das 17 espécies de Vibrio isoladas de pescado oriundas de 10 feiras livres no municipio do Rio de Janeiro
de acordo com os peixes e seu habitat.
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Tabela 5. Distribuicdo das 11 cepas de Aeromonas spp. isoladas de
pescado oriundas de 10 feiras livres no municipio do Rio de
Janeiro de acordo com as espécies de peixe .

s =
w = B4
S ot Nl e e
s S E S S g |
S = = N S 1) i
3 S Q - b= |
Pescado S, = 2 = = k
o by &
b b l
Congro Rosa 01 01 - - - 02 3‘
Cherne - B - 01 - 01 r
Corvina - 01 01 01 - 03 ‘\
Dourado - 01 . - - 01 |
Pescada - - 01 - - 01 i
V. Siaba 02 - - - - 02
Sardinha - - . - 01 01 |
Total 03 03 02 02 01 11 |

@727%) @2727%) (18,18%) (18,18%) (9,09%) (99,99%)

* % calculado sobre 11 cepas de Aeromonas
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Tabela 6. Perfil sorologico das cepas de Aeromonas spp. isoladas de
pescado oriundas de sete feiras livres no municipio do Rio

de Janeiro.
Feira Peixe Sorogrupo Aeromonas spp.
02 Dourado 045 A. trota
Sardinha 06 A. veronii
05 Congro Rosa ND A. trota
Curimata ND Aeromonas spp.
Curimata ND Aeromonas spp.
06 Ciaba 035 A. hydrophila
Ciaba 038 A. hydrophila
Corvina Rugosa A. eucrenophila
07 Cherne 035 A. eucrenophila
Xerelete ND Aeromonas spp.
08 Congro Rosa 054 A.hydrophila
09 Pescada ND A. schubertii
Pescada 016 Aeromonas spp.
10 Corvina Inviavel” Aeromonas spp.
Corvina 016 A. schubertii
Pargo ND Aeromonas spp.
Corvina ND A. trota

ND = Nio determinado
* = Sem crescimento
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Grafico 1, Planilha 1. Distribuigdo dos isolados de Vibrio spp
e Aeromonas spp de acordo com a origem.

NiGmero de isolados

B Vibrio patogénico 42 17 9

[ Vibrio ndo patogénico 24 1 3 7
0 Vibrio spp 95 25 31 15
[ Aeromonas* 3 1 1 3
Aeromonas spp 3 2 0 0

* caracterizadas quanto ‘a espécie

Vibrio patogénico O Vibrio n&o patogénico
O Vibrio spp O Aeromonas*
E Aeromonas spp




Grafico 2, Planilha 2. Freqiiéncia dos géneros Vibrio
(espécies patogénicas e ndo patogénicas) e Aeromonas de
acordo com o revestimento dos peixes

Couro Escama
Total 49 138
Vibrio 40 (81,63%) 88 (63,776%)

Aeromonas 03 (6,12%) 08 (5,79%)

180 138

nimero de isolados

Couro Escamas Total

Total [OVibrio [O0Aeromonas
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Namero de Vibrios

Grafico 3, Planilha 3. Distribuicdo das
espécies de Vibrio patogénicas e nao
patogénicas, de acordo com o revestimento

54

dos peixes.
Couro Escama
Total 40 (100%) 88 (100%)

Vibrio patogénicos 30 (75,0%) 49 (55,7%)
Vibrio néo patogénicos 10 (25,0%) 39 (44,3%)

Couro Escamas
O Total
O Vibrio patogénicos

[ Vibrio ndo patogénicos
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i e
Grafico 4 Classificagso das nove cepa® ge
V. chole™® e néo 01 segundo o esquem?
Heiberg

56%

ARABINOSE - MANOSE + SACAROSE *+

@EGRUPO !
oGrRupo Il ARABINOSE - MANOSE - SACAROSE +

COGRUPO lil ARABINOSE + MANOSE + SACAROSE +
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W 4
PR ss. . I

corntrol

Prancha 1.
A e B - Proy, da colagenase (negativa) nas amostras de V. alginolyticus
C - Aeromonas hydrophila - hemolisina positiva (amostra D6)




5.CONCLUSOES

10 feiras livres, no

representantes dos g

A anali sCl '
analise dos 187 espécimes de peixes expostos ¢ comercializado
s em

municipio do Rio de Janeiro, para a presenca d
e

éneros Vibrio e Aeromonds nos permitiu concluir que
1e:

Existem elevado namero de espécies diferenciadas de  Vibrio
spp e
Aeromonas spp entre 0s exemplares de peixe de feiras livres

Aponta-se a caracterizagao de 79/345 cepas de Vibrio potencialment
cnte
nem nas amostras estudadas, com prevaléncia de V.

patogénicos para O hot
archariae € V. parahaemo/yticus.

alginolyticus, V- ¢

stras de V. cholerae ndo Ol a maior ocorréncia detectada foi
o1

Entre as amo
g, 0 qual apresenta caracteristicas bioquimic
as

do Grupo I — Heiber

cholerae Ol.

idénticas ao -




Conclusoes

das bactérias sob estudo.

As espécie cialme
cies potetl e patogéni
potencialmente patogenicas de Vibrio, ocorremra
> m com maior
I

frequé C' 759 em e
n 1a( %o 1 pe’ CO V
1XES 11
) men OltOl‘lO de couro, dO que com
€scamas

(55.7 %).

NaS (& 5Cl 1 V % r

( ( ()’ . B /C/ I. ), l & 1 l () e
es

de re i . A .
Vibrio potenc1almente patogénicas ao homem como autoct
ones.

O elevado percentual de Aeromonas Spp- detectado alert
. a para a

possibilidade de contaminagao cruzada a

refrigeragdo do pescado.

partir de agua utilizada na

O fenomeno de Kanagawa foi detectado em 1 (10%) do total de ar
nostras

de I parahaemolylicts isolados.

ade de ofertar orientagdo sob o ponto de vi
vista

ecessid
que manipulam e comercializ
am o pes
cado

Alerta-se para a
proﬁssionais
iidados higiénico
ente estes aliment

COC¢ao

sanitario para 0sS
o sobre 05 cl
ada € utilizar

s ao consumidor, para evita
ar

e divulgaca
som

contaminagdo C€riz

adequada.



6. APENDICE

6. Meios de cultura e reagentes:

Os meios de cultura foram, na sua maior parte, os comercializados
sob a forma desidratada. Por isso. no presente topico, serdo descritas

apenas as formulas dos meios nao industrializados.

6. 1. Agua Peptonada Alcalina 1% de NaCl, segundo STRAKAS &

STOKES (1957):
10,0 g

Composigdo: Peptona
10,0 g

Cloreto de sodio
1000 mL

Agua destilada q.S-P-

s componentes, ajustar 0 pHa 7.2 +/- 0,2, distribuir em

or tubo. Esterilizar em autoclave a

Técnica: Juntar O
tubos de ensaio (13x130 mm): 10 mL p

121°C durante 15 minutos:
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6.2. Agar Wagatsuma (reagdo de Kanagawa) - ITAL, 1995:

Composi¢do: Peptona 10 ¢
Extrato de levedura 3,0 g
Fosfato dissodico(Na; HPO,) 50 g
NaCl 70 g
Manitol 10,0 g
Cristal violeta(1 ml da sol. aq. 0,1%) 0,001g
Agar 15,0 g
Agua destilada q.s.p- 1000 mL
pH: 8.0

a: Dissolver 0s ingredientes, exceto 0 agar e o corante, ¢

n 8.0. Adicionar 0 ggar € aquecer apenas o tempo

Técnic

ajustar o pH el
npleta fusao. Nio autoclavar. Separadamente, lavar

necessario para a col
os humanos tipo "Q" por trés vezes em salina

uma amostra de eritrocit

%) € reconstituir para 0 volume de sangue original.

fisiologica (0,85
2 mL dos eritrocitos ]

r em placas imediatamente.

Adicionar avados a cada 100 mL do meio resfriado

a 50" C e verte

aa fermentagao de carboidratos, segundo COSTA &

6. 3. Meio base par

HOFER, 1972:
Composigao: Peptond 10,0g
Extrato de carme 3.0 g
50 ¢

Cloreto de sodio
¢ Andrade 10.0 mL

1000 mL

[ndicador d
Agua destilada q.5-P-
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Técnica: Ajustar o pH a 7,2.  Distribuir em tubos, volumes de 5

. 0 :
ml. e esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos. Os substratos
fermentaveis como a glicose, manita, lactose ¢ sacarose sao incorporados

a0 meio na concentracdo final de 1%. A arabinose ¢ a manose sdo

esterilizadas por filtragao em filtros de Seitz e distribuidos 1 mL em

tubos.
A presenga de acidos no meio, em fun¢do do metabolismo

dos microrganismos, ¢ revelada através da viragem do indicador de

Andrade para uma coloragao vermelha.

Indicador de Andrade

fucsina acida 0,5¢
' L

agua destilada 100,0 m
16,0 mL

NaOH IN

Técnica: dissolver a fucsind scida em agua destilada. Ajustar o pH (7.0 -
cnica:

7,2) com NaOH.

6. 4. Agar mCPC -
Combinagdo de duas sol

Solugao 01: |
C Bacto-Peptona 10,0 g

ucoes:

Extrato de Carne 50¢

NaCl 20,0 g
a

Azul de Bromotimol 40,0 mg

vermeiho de Cresol 40,0 mg
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Agar 150¢
Agua destilada q.s.p. 900 mL

Técnica: Ajustar o pH em 7,6
Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

Esfriar até 55°C.

Solugdo 02 :

Cellobiose 15,0g
Colistinal, 36 x 10° U
Polimixina B 10°U
Agua destilada q.5.p- 100 mL

Esterilizar por filtragao

Adicionar a solugdo 02 a solugao 0

io - Verde oliva a marrom

| resfriada a 55°C

claro.
Cor do me

6. 5 Teste de halofilismO (crescimento €M 0, 3, 6, 8 € 10% de NaCl)
5. Teste -

Base:
: 10,0 g
tryptone (Difco)

Bacto 1YP 100 mL

Agua destilada q.5-P-

adicionar O cloreto de sodio, de acordo com a
e

Ajustar O pH a 7.0

concentragao desejada:




Meios de Cultura e Reagentes

3¢ de NaCl/100 mL da base
6¢ de NaCl/100 mL da base
8¢ de NaCl/100 mL da base
10¢ de NaCl/100 mL da base

[nocular uma algada de cada cultura em tubos de Caldo triptona 1%

suplementado com a quantidade adequada de NaCl e incubar a 37°C por

24 horas e observar se ha crescimento (turvagdo do meio). Cada espécie

de vibrio tem um comportamento frente ao requerimento de sal o que
permite diferencia-las ¢€ caracteriza-las em paralelo com outras provas

bioquimicas.

a o teste de sensibilidade ao composto

6. 6. Confec¢ao dos discos par
pteridine, Sigma) - WEST &

O/129 (2.4 diamino—6,7-di—isopropil -

COLWELL, 1984

Discos:
6 mm devem ser preparados usando papel

Os discos ~com |
Je C por 15 minutos ¢ secar na estufa.

. ‘. . . ’)
Whatmenn n° 3. Esterilizar a 12

Solugoes: ‘ |
¢ ym 10meg de concentragdo. solugdo de Smg de
e
|- Discos ¢ |
a destilada estéril.

0129 em 10 mL de aguc
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2- Discos com 150mcg de concentragdo: solugao de 75mg de

0129 em 10 mL de agua destilada estéril.

Impregnagao dos discos:

Embeber os discos individualmente com 0,02 mL da

solug¢ao. Secar em estufa a 37°C e conservar em geladeira até o momento

do uso.
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