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Abstract Incidence of Vibrio cholerae O; was studied in 2,585 samples from different aquatic
environments and 91 from foods in Pernambuco State, northeastern Brazil, from 1992 to 1994. A
total of 193 (7.21%) samples of V. cholerae were isolated with a higher prevalence of the Inaba
serovar (183-94.8%) than the Ogawa serotype (10-5.1%). All isolates were classified as biotype El
Tor, and resistance patterns to antibiotics showed that all strains were susceptible tetracycline.
Some 70 random samples of Vibrio cholerae proved toxigenic, including all the Ogawa serovars.
Incidence of V. cholerae O; in river water and sewage (86.0%) pointed to fecal contamination as
the most common source and vehicle for rapid spread of the microorganism in the aquatic envi-
ronment. The vibrio was isolated in 2.1% of all food examined, which was less than expected.
Key words Cholera; Vibrio cholerae; Food Contamination; Biological Contamination; Envi-
ronmental Pollution

Resumo No periodo de 1992 a 1994, foram analisadas 2.585 amostras de aguas de diferentes
ecossistemas, acrescidas de 91 espécimens de alimentos visando ao monitoramento de Vibrio
cholerae O; no Estado de Pernambuco. Nas 2.676 amostras foram detectadas 193 cepas de Vibrio
cholerae O; (7,21%) com predominéancia do sorovar Inaba (183-94,8%) sobre Ogawa (10-5,1%),
todas classificadas no biotipo El Tor e sensiveis a tetraciclina. Numa parcela de setenta amostras
selecionadas ao acaso, mas incluindo todas do sorovar Ogawa, foi evidenciada a producao de to-
xina colérica. A maior incidéncia do vibrido colérico em aguas de rios, canais e de esgoto, repre-
sentando 86% dos isolados, indicou a contaminacao fecal por excretores como a causa prepon-
derante na disseminac¢do da bactéria nos sistemas aquaticos. Assinala-se a discreta ocorrréncia
de V. cholerae O; nos alimentos processados (2,1%).

Palavras-chave Colera; Vibrio cholerae; Contaminacgédo de Alimentos; Contaminagéo Bioldgi-
ca; Poluicdo Ambiental
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Introducao

A emergéncia da célera no hemisfério ociden-
tal, desde o seu aparecimento no Peru em
1991, evidenciou uma rapida propagacgéo para
0s paises vizinhos, incluindo o Brasil (Tauxe &
Blake, 1992; Blake, 1993; Hofer, 1993; Mujica et
al., 1994). Em nosso meio, a introducao do vi-
brido colérico se deu através da regiao amazo-
nica (Hofer, 1993), e, em um espago de tempo
inferior a um ano, ja se implantava no Nordes-
te (MS, 1993; SSEPE, 1993).

Como um dos pontos bésicos instituidos
para o rastreamento de Vibrio cholerae O; em
uma area, recorre-se ao monitoramento bacte-
riolégico de ecossistemas aquéaticos, particu-
larmente na fase que antecede a eclosédo de
surtos ou de sua proliferacdo na populagéo
(Feachem, 1982; WHO, 1992). Por outro lado,
quando da implantacéo do vibrido colérico em
uma comunidade, as pesquisas ambientais sédo
dirigidas no sentido de investigar a sobrevi-
véncia e um possivel nicho da bactéria na ten-
tativa de explicar a endemicidade, ou nao, da
doenca naregiao (WHO, 1992; MS, 1993).

Tomando por base estas premissas, relata-
se na presente investigacao a frequéncia e dis-
tribuicdo de V. cholerae O; em diferentes siste-
mas aquaticos e certos alimentos, analisados
no Estado de Pernambuco, no periodo de 1992
a1994.

Material e métodos

Um total de 2.676 espécimens, sendo 2.585 de
aguas de diferentes categorias e origens, foram
analisadas no periodo compreendido entre ja-
neiro de 1992 a dezembro de 1994 pelo Depar-
tamento de Bromatologia e Quimica do Labo-
ratério Central de Saude Publica “Dr. Milton
Bezerra Sobral”, Recife, Pernambuco. Nessa fa-
se também foram processadas 91 amostras de
alimentos, representadas por alimentos pron-
tos, hortalicas e pescado.

As aguas classificadas como doce foram ca-
racterizadas como: 1) brutas (de mananciais e
subterraneas) e 2) tratadas, sendo as primeiras
oriundas de rios, lagoas, agudes, pogos freati-
cos, cacimbas, barragens, barreiros, fontes, re-
servatorios domiciliares, chafarizes, carros-pi-
pa e da estagdo de tratamento antes da clora-
¢éo. No caso da tratada, enquadrou-se a 4gua
de abastecimento publico, sob a responsabili-
dade do Estado, incluindo-se ainda a 4gua de
piscina. Como agua do mar ou costeiras, foram
consideradas as de praias, de marés e de estua-
rios e aquelas rotuladas como cloacais, além de
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esgoto, incorporou-se a dgua de canais, tendo
em vista a recepgdo de uma carga consideravel
de matéria organica, langcada na maioria das
vezes in natura pela populacéo ribeirinha.

As colheitas dos espécimens foram realiza-
das de modo aleatdrio, quase sempre indica-
das pelas Vigilancias Epidemiolégica e Sanitéa-
ria, ndo obedecendo a um critério de periodi-
cidade que pudesse abranger toda uma sazo-
nalidade ou que estivesse relacionado a uma
pesquisa de caso-controle. Acrescenta-se ain-
da que as amostras colhidas eram provenien-
tes das diferentes sedes regionais (Dires) em
que o Estado de Pernambuco esta dividido (Fi-
gura 1). Procurou-se, também, estabelecer no
mapa uma correspondéncia das areas das se-
des com aquelas fisiogréficas.

O processo de coleta utilizado para veicu-
los aquosos consistiu na técnica de Moore,
mantendo a mecha por trés a quatro dias mer-
gulhada nas aguas, a qual, ap6s recolhimento,
foi colocada em recipientes estéreis de boca
larga contendo 500ml de 4gua peptonada alca-
lina, pH 8,5 (Hofer, 1974; APHA, 1989; MS,
1992). Neste conteudo, a mecha era remetida
para o Laboratério Central.

Os alimentos foram coletados em quanti-
dades de 25g a 50g, transportados para o labo-
ratério sob refrigeragéo (40-80), sendo proces-
sados bacteriologicamente seguindo as orien-
tacBes ou normas técnicas classicas (APHA,
1992). Em relacéo as hortaligas, procedeu-se
previamente a enxaguadura dos vegetais em
agua peptonada alcalina (APA) pH 8,5 (MS,
1993).

Quanto a analise bacterioldgica, com ca-
racteristicas qualitativas, adotaram-se, em li-
nhas gerais, as orienta¢des de Hofer (1974), do
MS (1992) e de Elliot et al. (1992), recorrendo-
se sempre a dois enriquecimentos sucessivos
em APA, pH 8,5 e passagem para o meio seleti-
vo-indicador, Agar TCBS. Normalmente, trés
colbnias suspeitas de Vibrio cholerae, crescidas
no meio seletivo (amarelas, sacarose positivas),
eram selecionadas e transferidas para o meio
de triagem IAL (Pessba & Silva, 1974). Naqueles
tubos apresentando um perfil compativel para
0 género Vibrio, verificava-se a presencga de
oxidase e, quando positiva, efetuava-se a so-
roaglutinagcdo em lamina, frente aos antissoros
polivalente (O;) e monovalentes, Inaba e Oga-
wa, tomando-se sempre a precauc¢do de excluir
as culturas auto-aglutinaveis em salina a 2g%.

A confirmacéo definitiva das amostras foi
realizada pelo Laboratdrio de Referéncia Na-
cional de Célera, Instituto Oswaldo Cruz, Fun-
dacdo Oswaldo Cruz, complementadas com a
biotipificacdo (Hofer, 1974) e teste de sensibili-
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Figura 1

Divisdo do estado de Pernambuco em Sedes Regionais (Dires | a X).

Ouricuri Afogados da Ingazeira Caruaru Limoeiro
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Localizacédo da Dires nas areas fisiograficas
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1) Mata seca. Agreste setentrional
1) Mata amida
1V) Vale do Ipojuca
V) Agreste meridional

VI) Sertdo do Motoxd
VII/VII) Sertdo pernambucano
do Séao Francisco
IX) Sertdo pernambucano. Araripina

X) Alto do Pajel

5

dade aos antimicrobianos com discos impreg-
nados, de acordo com as recomendagdes do
NCCLS (1991). Os discos de antimicrobianos
da marca Cecon tinham as seguintes concen-
tragdes: Ampilicina, 10mcg; Cloranfenicol,
30mcg; Eritromicina, 15mcg; Sulfametoxazol-
trimetoprim, 23,75mcg + 1,25mcg e Tetracicli-
na, 30mcg.

A prospeccao da toxina colérica (CT) foi
efetuada numa parcela da amostragem (seten-
ta cepas — 36,2%, incluindo todas as dez do so-
rovar Ogawa), por meio do processo de agluti-
nacdo passiva reversa em latex (Vet-RPLA,
Oxoid, England), obedecendo as orientacgfes
prescritas pelo fabricante nas varias etapas.

Resultados

Segundo os dados apresentados na Tabela 1,
verifica-se que os 2.676 espécimens analisados
no periodo de 1992 a 1994 resultaram no isola-
mento de 193 amostras (7,21%) de Vibrio cho-
lerae O;. Na complementacédo bacterioldgica,
observou-se a predominancia do sorovar Inaba
(183 - 94,8%) sobre Ogawa (10 - 5,1%), assim
como a caracterizacao absoluta do biotipo El

Tor e da total sensibilidade a tetraciclina. Den-
tre as setenta amostras selecionadas, todas re-
velaram a producgéo da toxina colérica.

Por outro lado, na anélise das 2.585 amos-
tras de aguas de diferentes origens (Tabela 1),
ficou evidente que o isolamento do vibrido co-
lérico estava relacionado com o maior nivel de
contaminacao fecal que certos sistemas ou
mananciais sofriam, como nos casos dos rios,
canais e do proprio esgoto, que praticamente
revelaram 86% dos vibrios isolados.

Tomando por base a investigacdo na 4gua
utilizada para o consumo humano, verifica-se
que, nas 721 amostras qualificadas como néao
tratadas e provenientes de mananciais de aguas
de subsolo e de superficie (excetuando dos
rios), foram detectadas 13 estirpes de V. chole-
rae O, ou 6,7% no coOmputo geral dos isola-
mentos. Ja nas 294 aguas de abastecimento pu-
blico, foram evidenciadas apenas duas cepas do
vibrido colérico, ou 1,03% do total de isolados.

Quanto a freqUiéncia de isolamentos de V.
cholerae O; de acordo com as sedes regionais
(Dires), observa-se na Tabela 2 que as areas I, 11
e I, englobando as regides fisiograficas do li-
toral, a mata seca pernambucana-agreste se-
tentrional e a mata Umida pernambucana, res-
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Tabela 1

Frequéncia de isolamentos de Vibrio cholerae O; em amostras ambientais e de alimentos processadas no periodo de 1992 a 1994 em Pernambuco.

Origem

1992 1993
Analisadas Positivas Analisadas Positivas

1994 Total
Analisadas Positivas Analisadas Positivas

Aguas brutas e tratadas

Rio 673 70 44 7 22 2 739 79
Poco 96 0 53 0 28 0 177 0
Abastecimento publico 115 0 15 0 22 0 152 0
Reservatodrio domiciliar 70 0 54 0 18 2 142 2
Cacimba 62 0 45 1 33 1 140 2
Acgude 72 1 45 1 12 0 129 2
Barragem 43 3 33 0 13 0 89 3
Barreiro 31 1 0 6 0 42 1
Lagoa 25 4 0 1 0 31 4
Chafariz 12 0 11 0 4 0 27 0
Fonte 17 0 6 0 4 0 27 0
Outras 40 0 2 1 5 0 47 1
Subtotal 1.256 79 318 10 168 5 1.742 94
Agua de mar
Praia 238 8 49 287
Maré 22 1 1 0 2 0 25
Estuario 3 0 3
Subtotal 263 9 50 1 2 0 315 10
Aguas cloacais
Esgoto 337 55 52 8 16 7 405 70
Canal 107 16 12 4 0 123 17
Subtotal 444 71 64 20 7 528 87
Alimentos prontos 18 0 26 2 44 2
Hortalicas 34 0 4 38 0
Pescado 8 0 0 9 0
Subtotal 60 0 30 2 91 2
Total
n 2.023 159 462 22 191 12 2.676 193
% 75,59 82,38 17,26 11,39 7,13 6,21 99,98 99,98

Estagdo de tratamento de agua (afluente): 34 anélises com uma positiva.
Carro-pipa (8); agua de bica (4) e agua de piscina (1).
Arroz e macarrdo, prontos.

pectivamente, contribuiram com 88,4% ou 171
amostras isoladas.

Finalmente, situa-se a discreta ocorréncia
do agente da célera nos 91 alimentos, eviden-
ciando somente dois espécimens contamina-
dos (2,1%).

Discussédo
Com a perspectiva da propagacao de Vibrio

cholerae O; pelo Nordeste do Pais e, em parti-
cular, no Estado de Pernambuco, ja no final de
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1991, o Laboratério Central de Satude Publica
adotou as medidas de vigilancia epidemiol6gi-
ca recomendadas. Um dos pontos fundamen-
tais instituidos consistiu no monitoramento
regular de ecossistemas aquaticos e de certos
alimentos com maior risco de contaminacao.
No inicio de 1992, eclode a epidemia de c6-
lera em Pernambuco, atingindo inicialmente a
populacédo do vale do Ipojuca e da zona da ma-
ta Umida, com rapida expanséo para as areas
dos tabuleiros litoraneos, em particular naque-
las circunvizinhas a foz do rio Capibaribe (SSE-
PE, 1993). Nesta fase, segundo os dados apre-



Tabela 2
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Isolamento de Vibrio cholerae O1 em amostras ambientais e de alimentos distribuidos pelas sedes regionais (Dires) do Estado de Pernambuco,

no periodo de 1992 a 1994.

Origem Sedes regionais (Dires)/Ano Total
| 1l 1l I\ Vil IX X

92 93 94 92 93 94 92 93 92 93 94 92 93 94 92 93 94 92 93 94 n %
Rio 39 - - 1 - - 18 5 - 1+ 1 - 1 - - - - - - 79 40,93
Esgoto 43* 2 T** 8 - - - - - 3 - - 2 - 3 - - 1 - 70 36,26
Canal 14 1% - 1 16 8,29
Praia 8 4,14
Lagoa 3 - - 4 2,07
Barragem - 1 - - 3 1,55
Acude - 1 1 - 2 1,03
Cacimba 1 - 1 - 2 1,03
Maré 1 1 2 1,03
Reservatorio — 2%xx 2 1,03
domiciliar
Alimentos - 2 2 1,03
Barreiro 1 - 1 0,51
Estacdo de - - 1 1 0,51
tratamento
de 4gua
Total 109 6 10 21 - - 18 6 - 4 1 - 3 - 4 1 - 7 2 - 193

+ uma amostra de sorovar Ogawa (Caruaru)

* duas amostras do sorovar Ogawa (Recife e Itamaracd)
** cinco amostras do sorovar Ogawa (Recife)

*** yma amostra do sorovar Ogawa (Paulista)

**** uma amostra do sorovar Ogawa (Recife)

sentados pelo Cenepi/FNS/Ministério da Sau-
de, foi registrado um coeficiente de incidéncia
(por cem mil habitantes) dos casos confirma-
dosem 125,4. JAem 1993, 1994 e primeiro se-
mestre de 1995, os coeficientes atingiram 90,5;
86,8 e 6,1, respectivamente, envolvendo 164
municipios.

Esta situacdo epidemioldgica esta até certo
ponto retratada nos resultados da Tabela 1,
tendo em vista que, em 1992, o monitoramen-
to laboratorial foi muito intenso, constituindo-
se em 75,5% do total de exames realizados. I1sso
possibilitou um discernimento dos varios vei-
culos propagadores do vibrido colérico, consi-
derando as 159 amostras isoladas, que repre-
sentaram 82,3% total de vibrios. Um outro as-
pecto importante nos dados coligidos em 1992,
refere-se a deteccdo do sorovar Ogawa em es-
gotos das regides de Recife e Itamaraca (Tabela
2), como um prendncio de uma possivel circu-
lacdo futura na populagao receptivel. Destaca-
se que todas as dez amostras do sorovar Ogawa
identificadas no periodo produziram a toxina
colérica, como as sessenta outras da racéo epi-
démica do sorotipo Inaba.

O envolvimento da 4gua na transmissao da
cOlera foi reconhecido ha mais de um século

no trabalho cléssico de John Snow (1855). Ape-
sar do tempo passado, continua proeminente a
veiculacéo hidrica, tendo como causa primor-
dial o langcamento de dejetos in natura em co-
lecdes d’agua pelas popula¢des urbana e pe-
riurbanas, marginalizadas. Esta assertativa é
evidente na presente investigacdo pelo nivel de
deteccao do vibrido colérico nos rios e canais
(Tabela 1), que funcionam como verdadeiras
valas a céu aberto (Tampling & Carrillo, 1991).
Aliando-se a esta forma de esgotamento ndo
sanitéario, salienta-se que as 4guas dos rios do
nordeste brasileiro, em particular de Pernam-
buco, tendem a neutralidade ou alcalinidade,
como resultado da natureza ecoldgica do solo.
Este elemento abidtico favorece a maior viabi-
lidade da bactéria no meio e, por conseguinte,
a disseminacao por outras areas ribeirinhas si-
tuadas a jusante, onde as populagdes mais ca-
rentes comumente se abastecem. Assim ocor-
reu nas comunidades localizadas as margens
dos rios Ipojuca, Capibaribe, Pajed, Una, entre
outro.

Como uma repercussdo deste problema
ambiental, no levantamento apresentado pela
Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco
(dados néo publicados), observa-se que os ca-
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sos humanos acumulados de 1992 até o pri-
meiro semestre de 1994, mas enfatizando-se
1992, tiveram maior incidéncia nas sedes re-
gionais 1V, Il e | (Dires), com 1.078, 943 e 749
ocorréncias confirmadas, respectivamente.
Destaca-se que em 1994 os novos aconteci-
mentos se concentraram mais nas Dires IV e |
(noventa e 33 casos, respectivamente).

A situacao focalizada é idéntica aquelas
abordadas em Bangladesh (Hughes et al., 1982),
onde 44% das aguas de superficie revelaram o
vibrido colérico, bem como as descritas em
Trujillo e Piura no Peru, onde a contaminacao
fecal da &gua de consumo era comum e o isola-
mento da raga epidémica de V. cholerae O; nédo
se caracterizava como um fato inusitado (Swer-
dlow et al., 1992).

Em contraposi¢do, no meio rural existe
uma conceituacao arraigada de preservar os
mananciais de 4gua, mediante a adocao de
preceitos higiénicos basicos no sentido de evi-
tar a contaminacao fecal. Por sinal, os resulta-
dos apresentados na Tabela 1 refletem esta
orientacgdo, pois, das 246 amostras de aguas de
pocos, cacimbas e agcudes analisadas, foram
detectadas apenas quatro (2,07%) com V. cho-
lerae, enquanto os 739 exames de aguas de rios
revelaram uma positividade de 40,9%, ou 79
amostras.

Com a aplicagdo das medidas higiénicas,
como no caso da agua distribuida pelo sistema
de abastecimento publico, dificilmente se isola
o vibrido colérico, mesmo na fase epidémica
(Feachem, 1982; Blake, 1993; MS, 1993). Na
presente investigagdo o carater de excepciona-
lidade ocorreu, registrando-se em duas opor-
tunidades a presenca da bactéria em um reser-
vatorio, antes de se instituir a cloragdo. Do
ponto de vista de engenharia sanitaria, a reser-
vacdo é identificada como uma etapa critica de
exposicdo da agua aos contaminantes (MS,
1991).

De modo analogo ao problema apontado,
tal situagdo destaca-se nas areas urbanas mais
carentes, onde raramente a rede de abasteci-
mento alcan¢a domicilio, obrigando desta for-
ma a populagao a recorrer as torneiras ou cha-
farizes publicos para sua manutencgdo de reser-
va na habitacao. Via de regra isto implica o ma-
nuseio frequiente da colegdo d’agua, que, mes-
mo previamente tratada, poderd se constituir
em risco potencial de disseminagéo de entero-
patégenos no ambiente intradomiciliar (Swer-
dlow, 1992; WHO, 1992; Blake, 1993; MS, 1993).

De qualquer maneira, é interessante desta-
car, sob os prismas epidemiolégico e ecol6gi-
€O, que a situagdo retratada no ambiente urba-
no, como, por exemplo, na cidade do Recife, fa-
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vorece a endemicidade da doenga, coadunan-
do-se com a hip6tese de Swaroop et al. (1951),
que enfatizaram os seguintes fatores comuns
para as areas endémicas na india:

1) Elevada densidade demogréfica, localizada
as margens de rios.

2) Elevada umidade absoluta. Sem davida que
outros par@metros também estdo associados
a0 processo, como 0 numero excessivo de ex-
cretores fecais de V. cholerae O, na fase epidé-
mica, contaminando ecossistemas aquaticos,
onde o fito e zooplanctons, como certas algas,
possibilitariam a sobrevivéncia e multiplicagéo
da bactéria no periodo silente (Islam et al.,
1993, 1994; Araujo et al., 1996).

A projecédo desse acontecimento ecolégico
resultaria na propagacgao do agente através da
cadeia alimentar de diferentes sistemas, tendo
como conseqliéncia a contaminacéo de frutos
do mar. A ingestdo deste tipo de alimento cru
ou insuficientemente cozido se constituiu num
mecanismo muito importante na veiculagédo
do vibrido colérico (Blake, 1993). Todavia, ape-
sar do isolamento da bactéria em 4gua do mar
(praias) em Recife e arredores, como uma con-
seqliéncia natural das descargas de esgotos em
rios e canais, ndo foi possivel evidenciar V. cho-
lerae O, em pescados (Tabela 1), nem tampou-
co em outra investigacdo correlata (Lima,
1995).

Pelos resultados consignados para os ali-
mentos (Tabela 1), depreende-se uma partici-
pacéo discreta desta via de transmisséo, a qual
ndo deve ser negligenciada, considerando a
ocorréncia em alimentos prontos (arroz e ma-
carrdo), provavelmente decorrente da partici-
pacdo de um manipulador assintomatico ou
do uso de 4gua contaminada. E oportuno sa-
lientar as observagdes de Makukutu & Guthrie
(1986), que, ao contaminarem arroz e macar-
rdo prontos com vibrido colérico, verificaram
que, ap6s aquecimento por uma hora até 600C,
ainda foi possivel detectar bactérias viaveis.

Em sintese, os resultados das analises efe-
tuadas demonstraram a importancia das aguas
ndo tratadas como veiculos preponderantes da
propagacdo ambiental de Vibrio cholerae Oy,
no Estado de Pernambuco, durante a fase epi-
démica.
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