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Sonata da ostra
Regine Limaverde
Vivo nas aguas.
Sou a forga e a fraqueza.
Sou j6ia e alimento.
Sou rio e sou mar.
Posso alimentar
e enfeitar.
Sou o céu
e o inferno.
Vivo de contradigGes.
S6 0 homem sabe
o que de mim fazer.
Quero ser respeitada.
Quero ser amada.
Se j6ia, enfeito mulheres.
Se alimento, fortaleco o homem.
Meu destino? S6é os homens sabem.
Estou nas aguas.
Vivo nelas.
Morro nelas.

Usem-me para o bem.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica da agua do
cultivo de ostras, localizado no Estuario do Rio Pacoti, assim como a qualidade
das ostras, através do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais (Ct) e
de coliformes termotolerantes (CT). Foram realizadas 15 coletas, durante o
periodo de junho a novembro de 2006. A agua do cultivo se manteve dentro
dos limites permitidos pela Legislagao em vigor. O NMP de Ct/100 mL variou
de < 1,8 a 18.000 e de CT/100 mL de < 1,8 a 2.000, enquanto as ostras
apresentaram variacédo de Ct e CT/g de < 1,8 a 3.500 e < 1,8 a 2.800,
respectivamente. Vinte e cinco cebas identificadas como E. coli isoladas da
agua de cultivo foram testadas quanto a susceptibilidade a alguns
antimicrobianos e se mostraram resistentes a ampicilina, nitrofurantoina,
tetraciclina, sulfazotrin, acido nalidixico, ciprofloxacim, e a imipenem. Das
ostras somente quatro cepas foram identificadas como E.coli e mostraram-se
resistentes a tetraciclina e imipenem. Com base nos valores obtidos de Ct e CT
da amostra de agua e de ostras, foi possivel constatar que: as aguas do Rio
Pacoti estao em boas condi¢cdes segundo a legislacao nacional; que a maioria
das cepas de E. coli (59,43%), isoladas da agua do Rio Pacoti foi sensivel aos
antimicrobianos empregados, com exce¢ao do imipenem para o qual as cepas
de E.coli apresentaram alto percentual de resisténcia (80%); que a
sensibilidade das cepas de E.coli isoladas das amostras de ostras apresentou-
se alta & maioria dos antibiéticos testados. E necessério uma Legislagdo mais
clara, que possibilite a avaliacdo da qualidade microbiolégica de moluscos

consumidos in natura.
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Bacteriologia da ostra Crassosirea rhizophorae e da agua do entorno
no Estuario do Rio Pacoti (Eusébio-Ceara) e identificacao de cepas de
Escherichia coli susceptiveis a diferentes antimicrobianos.

Maylinque Albuquerque Atayde

1. INTRODUCAO

A contamina¢do do mar origina dois tipos de problemas relevantes
em saude publica: riscos associados a banhos em locais contaminados e
aqueles ligados ao consumo de animais habitantes dessa zona, como por
exemplo, ostras e mexilhdes (CERUTTI et al.1991).

O consumo de organismos aquaticos originarios de aguas
contaminadas pode levar ao aparecimento de doencas transmitidas por
alimentos (DTA) as quais podem ser causadas tanto por um agente
infeccioso contaminante do alimento ingerido como pela toxina por ele
produzida no alimento (BRASIL, 2001).

Varios fatores estao diretamente associados as doencgas através da
ingestao de ostras, uma vez que esses moluscos vivem geralmente em
estudrios e em areas costeiras passiveis de poluicdo. A presenca dos
coliformes nas ostras indica que o alimento apresenta uma contaminagao
microbiana de origem fecal e, portanto, estd em condi¢cdes higiénicas
insatisfatérias, podendo causar no consumidor o aparecimento de sintomas
desagradaveis (SILVA, 2003).

Segundo Machado et al. (2001), em muitos paises, foi desenvolvido
um conjunto de normas proprias para o processo de comercializacdo de
moluscos devido aos riscos inerentes ao seu consumo. Estas normas sao
baseadas em analises microbioldgicas da agua do cultivo e/ou do tecido e
liquido intervalvar.

O cultivo desses moluscos é uma alternativa para evitar o
extrativismo desordenado, que pode causar a inviabilidade da atividade em
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nivel comercial, além de promover o desenvolvimento social e econémico
de uma regidao, possibilitando o efetivo aproveitamento dos recursos
naturais locais, com geracao de renda, criagcdo de postos de trabalho
assalariado e/ou auto-emprego (VALENTI, 2000).

Embora ja se conhega técnicas de cultivo de bivalves ha alguns
séculos, o desenvolvimento da malacocultura em escala mundial s6 se deu
na segunda metade do século XX. Talvez porque, até entdo, a producéo
oriunda do extrativismo era suficiente para atender as demandas existentes
(PROENCA et al., 2001).

De maneira geral e, particularmente, no caso de ostras, o emprego
da maricultura em substituicdo ao extrativismo representa uma grande
mudanga na gestdo destes finitos recursos costeiros que precisam ser
adequadamente gerenciados de forma a garantir sua longevidade
(PROGRAMA NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO DA MARICULTURA,
2003).

Além da preocupacédo em garantir o fomento da ostreicultura é de
igual importancia a qualidade microbiolégica do alimento produzido, por tal
motivo, este trabalho tem como objetivo geral quantificar o Numero Mais
Provavel (NMP) de coliformes totais (Ct) e coliformes termotolerantes (CT)
na ostra e na agua do cultivo, assim como, isolar e identificar cepas de
Escherichia coli (E. coli) das amostras e verificar a susceptibilidade de

algumas delas a diferentes antimicrobianos conhecidos comercialmente.



Bacteriologia da ostra... Atayde, M.A. 3

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histérico da ostreicultura

O cultivo de moluscos foi realizado, inicialmente, pelos japoneses
(2000 a.C.) e romanos (100 a.C.), alcancando, nos dias atuais, elevado
nivel tecnolégico, tornando-os iguaria de real valor nutritivo e elevado
consumo (LIRA et al., 2000).

A ostreicultura € uma atividade praticada em quase todos os paises
qgue apresentam costa maritima. Pode-se dizer que no Brasil teve seu inicio
com a publicacdo, em 1973, do relatério “A ostra de Cananéia e seu
cultivo”, elaborado pelo especialista japonés Takeshi Wakamatsu, que deu
maior atencdo a espécie nativa, Crassostrea rhizophorae, por ser rustica,
prolifica, de grande valor comercial e se adaptar bem as condi¢des de
cultivo (PROENCA et al., 2001).

Os cultivos comerciais de moluscos foram introduzidos junto as
comunidades de pescadores artesanais do litoral catarinense no biénio
1989-1990, servindo como uma opc¢ao alternativa de trabalho e renda para
as familias de pescadores, ameagadas pela queda dos estoques naturais
de pescado e pela falta de condicdes de competir com a tecnologia da
pesca industrial (NOVAES, 2002).

O Estado de Santa Catarina, maior produtor nacional de ostras, teve
em 2005 a sua primeira queda de producao, cerca de 23%, apos registrar
um significativo crescimento desde o ano de 1991 (PANORAMA DA
AQUICULTURA, 2006). Conforme mostra o grafico abaixo:
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FIGURA 1- Desenvolvimento da producdo de ostras Crassosfrea
rhizophoraelano, no Estado de Santa Catarina.

Fonte: Panorama da Aquicultura

Na regido Nordeste, o cultivo de ostras destaca-se no Estado do
Ceara, contando com a orientagdo técnica do Grupo de Estudos de
Moluscos Bivalves — GEMB, do Instituto de Ciéncias do Mar -
LABOMAR/UFC. Sé&o importantes os cuitivos de ostras nos Municipios de
Fortim, no estuario do Rio Jaguaribe € no Municipio do Eusébio, no Rio
Pacoti.
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FIGURA 2- Ponto de amostragem de agua e ostras Crassostrea
rhizophorae no Estuario do Rio Pacoti- CE.
Fonte : Google Earth
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2.2 Caracteristicas bioldgicas dos bivalves

Moluscos bivalves (mexilhdes, ostras e vieiras) sao organismos
filtradores que se alimentam principalmente de microalgas presentes na
agua do mar e concentram em seus tecidos grandes quantidades de
substancias quimicas, residuos organicos e inorganicos e microrganismos
ingeridos juntamente com a agua (DAME, 1996).

A classe Bivalvia é de grande importancia para os ecologistas que
se interessam pelo controle da poluicéo, pois € provavelmente a maior
acumuladora de poluentes do meio ambiente (ESPINULA; DIAS, 1980:
LAMPARELLI, 1987).

De acordo com Nunes e Parsons (1998), os moluscos bivalves
acumulam, através da filtracao, todos os agentes bidticos e abidticos que
se encontram na agua, principalmente na massa visceral, l[Umen do
intestino e hepatopancreas.

A principal caracteristica da concha dos bivalves é sua constituicao
em duas valvas, unidas dorsomedianamente por um ligamento de
conchiolina nao calcificada e que, da mesma forma que a concha, é
secretada pelo manto (BOFFI, 1979).

2.2.1 Descricao da espécie em estudo

A ostra do mangue, Crassostrea rhizophorae, apresenta uma
distribuicdo geografica que abrange a regido Sul do Caribe, Venezuela,
Surinami e Brasil até o Uruguai (RIOS, 1994). A mesma vive presa ao
substrato, tipicamente nas raizes aéreas das arvores do mangue,
preferencialmente no mangue vermelho (Rhizophorae mangle), podendo
formar agregados submersos (bancos). Suas valvas sao irregulares e
asperas, de coloracdo acinzentada podendo atingir até 120 milimetros de
comprimento.

S&ao animais didicos (sexos separados), embora possam apresentar
hermafroditismo seqliencial, ou seja, em um periodo podem se reproduzir
como macho e em outro podem desovar como fémea (GALTSOFF, 1964).

Segundo Rios (1994), a ostra C. rhizophorae € um molusco bivalve

com a seguinte classificacéo sistematica:
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Filo: Mollusca

Classe: Bivalvia

Ordem: Ostreoidea

Familia: Ostreidae

Género: Crassostrea Sacco, 1897

Espécie: Crassostrea rhizophorae (Guilding,1828)

2.3 Qualidade do meio ambiente e a ostreicultura

A avaliagao microbiolégica da agua de rios, riachos, lagos, oceanos
ou provenientes de alguma fonte que, por ventura, possa vir a prejudicar o
homem, precisa ser realizada periodicamente para que o homem tenha
controle do meio ambiente (GUILHERME et al.,2000).

Organizacgdes internacionais, como “ Food and Drug Administration —
FDA”, tém procurado através de principios e normas, estabelecer o
controle das condigdes sanitarias da agua onde sao cultivados os
moluscos, objetivando garantir sua qualidade como alimento. No Brasil, a
legislacao pertinente, que estabelece critérios e normas de qualidade, com
0 objetivo de proteger e preservar sanitariamente as aguas destinadas ao
consumo e residuais, é bastante extensa e complexa (MORELLI, 2003).

De acordo com Bastos et al. (2000), desde os primérdios da
Microbiologia Sanitaria existem dificuldades em se isolar organismos
patogénicos de amostras ambientais. Para tanto se sugere que a indicagao
de contaminacao seja feita através de indicadores microbioldgicos da
presenca de material fecal no meio ambiente. Os organismos que melhor
tém cumprido este papel séo as bactérias do grupo coliforme.

Portanto, para garantir a qualidade do cultivo deve-se atentar as
condicbes ambientais, visto que uma das principais fontes de
contaminacao se deve a degradagéo do ambiente, muitas vezes decorrente
do desagle de efluentes domésticos, industriais e agricolas, que podem
causar enfermidades e prejudicar o crescimento das espécies (PITT, 1995).

A ingestéo de bivalves, carne de siri e similares cozidos, temperados
e nao, destes moluscos crus ou parcialmente cozidos € preocupante no
que diz respeito a Saude Publica porque estes organismos sao
relacionados a veiculacao de doencas como a hepatite, febre tiféide,
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célera, salmoneloses, e envenenamento por biotoxinas paralisantes que
podem levar a morte (SANCHEZ et al., 1991).

A ostreicultura visa produzir um alimento que esteja dentro dos
padroes sanitarios exigidos pela legislagcao vigente. Além de substituir o
tradicional extrativismo, que acarreta em grandes impactos aos bancos
naturais, procurando garantir a sustentabilidade destes finitos recursos.

2.4 Grupo coliformes

O termo coliforme foi sugerido por Breed e Norton em 1937, para
descrever bactérias fermentadoras de lactose, Gram-negativas, utilizadas
para detectar a poluicao de aguas. Mais tarde foi acrescido do termo
termotolerante, substituindo coliforme fecal. E. coli foi entdo diferenciada
dos coliformes totais como um indicador mais especifico de polui¢éo fecal.
O grupo é constituido de muitas espécies de enterobactérias incluidas nos
géneros Escherichia, Klebsiella, Citrobacter e Enterobacter (LECLERC et
al., 2001).

No grupo dos coliformes totais (Ct) estdo incluidas bactérias na
forma de bastonetes Gram-negativos, ndao esporogénicos, aerdbios ou
anaerdbios facultativos, que possuem a capacidade de fermentar a lactose
com produgéo de gas, em 24 a 48 horas a 35°C (MENDONCA-HAGLER et
al., 2001).

O grupo dos coliformes termotolerantes possui uma caracteristica
importante na sua classificacado, apresentando crescimento em
temperaturas de 44 a 45 °C, fermentando a lactose com produgéo de acido
e gas em 48 horas (MENDONCA-HAGLER et al., 2001).

Esta definicao objetivou em principio, selecionar apenas o0s
coliformes originarios do trato gastrintestinal. Atualmente, sabe-se, que o
grupo dos coliformes fecais inclui pelo menos trés géneros, Escherichia,
Enterobacter, Klebsiella, dos quais (Enterobacter e Klebsiella) incluem
cepas de origem nao fecal. Por esse motivo, a presenca de coliformes
termotolerantes em agua é menos representativa, como indicacédo de
contaminacgao fecal, do que a enumeragao direta de E. coli dentro do grupo
fecal (SILVA et al.,2000).
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Segundo Bastos et al.(2000), os termos : coliforme total e coliforme
fecal ou ainda coliforme termo-resistente nao tém nenhuma justificativa
taxondmica, tendo significado apenas na parte laboratorial.

‘Dentre as bactérias de origem fecal, Escherichia coli é a espécie
mais conhecida e a mais facilmente diferenciada dos membros nao fecais
(SILVA et al., 1997). O habitat natural e principal reservatério de E. coli é o
trato intestinal de homens e de outros animais de sangue quente (LEITAO,
1988).

2.4.1 Escherichia coli

Em 1885, Theodor Von Escherich descreveu um organismo isolado
de fezes de criangas, denominado Bacterium commune, também chamado
Bacillus coli, que em sua homenagem foi finalmente denominado
Escherichia coli (TORRES, 2004).

E. coli € um microrganismo componente da microbiota do trato
intestinal humano e animal, exercendo antagonismo microbiano,
desempenhando importante papel na defesa do organismo contra certas
infecgdes, participando do metabolismo de produtos alimentares e
fornecendo fatores de crescimento alimentar (SILVA et al.,1997).

Segundo Dias et al. (1994), a E. coli da microbiota normal do
intestino humano pode contaminar, colonizar e subseqiientemente causar
infeccbes extra-intestinais, sendo um dos principais agentes etioldgicos de
septicemias, meningites e infec¢des do trato urinario de humanos.

E. coli ¢ membro da familia Enterobacteriaceae, apresenta colbnias
relativamente grandes, cinza-escuras umidas ou mucéide (KONEMAM et
al., 1993) e caracteriza-se pela presenca das enzimas [-galactosidase e 3-
glicuronidase. Cresce a 44-45°C, fermenta lactose e manitol com produgao
de acido e gas e produz indol a partir do aminoacido triptofano (Resolugao
n° 274 do CONAMA, 2000).

2.4.2 Doencas relacionadas a E.coli

A principal dificuldade do monitoramento da qualidade da agua de
um determinado local, € o estabelecimento de indicadores adequados e a
definicdo dos critérios a serem adotados para esta avaliacdo. Neste
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sentido, procura-se relacionar a presenca de indicadores de poluigéo fecal
no ambiente aquatico e o risco potencial de se contrair doengas infecciosas
por meio de sua utilizacdo para recreacao. Esses critérios devem estar
sempre associados ao bem estar, a seguranca e a saude da populacéao
(CETESB, 20083).

A contaminacao microbiana das aguas € extremamente importante,
devido ao seu potencial patogénico. Na agua, é relativamente comum a
presenca de bactérias da familia das Enterobacteriaceae, que podem ser
responsaveis por uma variedade de doencgas, principalmente infeccdes
intestinais (MURRAY, 2000; TORTORA, 2000).

A principal causa de doencas diarréicas € a ingestao de alimentos
e/ou aguas contaminadas por microrganismos patogénicos. Um dos
agentes etiologicos das infeccbes entéricas € a bactéria Escherichia coli
que, presente em aguas ou alimentos, indica uma contaminag¢ao de origem
fecal e um possivel risco a satide (TORRES, 2004).

Amostras de E. coli que colonizam o intestino humano sao
inofensivas. Entretanto, dentro da espécie existem variantes patogénicas
gue causam sindromes distintas como a diarréia, por possuirem fatores de
viruléncia tais como enterotoxinas e enteroadesinas (LECLERC et. al.,
2001).

E. coli foi dividida em seis grupos baseados em fatores definidos de
viruléncia, manifestagdes clinicas produzidas, epidemiologia e sorotipagem.
Os grupos que sao reconhecidos como causadores de diarréias séo: E. coli
produtora de Shiga toxina (STEC) também referida como E. coli
Enterohemorragica (EHEC), E. coli Enterotoxigénica (ETEC), E. coli
Enteropatogénica (EPEC), E. coli Enteroinvasora (EIEC), E. coli
Enteroagragativa (EaggEC) e difusamente agregada (DAEC) sendo que
ainda existem varias outras cepas de E. coli produtoras de toxinas, mas o
significado clinico destes organismos nao é claro (NATARO; KAPER,
1998).

O consumo de moluscos, conforme registros em literatura
especializada, é responsavel por inumeros surtos epidémicos e responde
diretamente pelos problemas de saude publica, ocasionados,
principalmente, quando os moluscos s&o ingeridos in natura e a qualidade
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sanitaria do ambiente aquatico onde eles sao capturados esta
comprometida (JOSE, 1996).

2.5 Resisténcia da Escherichia coli a antimicrobianos

O indice de cepas bacterianas resistentes a antibiéticos no ambiente
aquatico tem aumentado desde a década de 70, do século passado. Este é
resultado do uso indiscriminado dessas drogas na profilaxia ou terapéutica
humana e animal ou ainda para implementar a producéo de alimento. Esse
aumento é conseqiéncia também da disseminagdo de plasmidios
bacterianos, que possuem genes de resisténcia, proporcionando uma
maior flexibilidade genética em popula¢des microbianas para adaptacdes e
sobrevivéncia em ambientes hostis (CARDONHA et al., 2004).

O primeiro plasmidio identificado em E.coli, foi o fator de fertilidade
F, conjugativo e foi descoberto por sua habilidade em mediar a
transferéncia de marcadores cromossdmicos de uma cepa para outra
(BLACK, 1990).

A ocorréncia de E.coli em ambientes aquaticos & preocupante
porque essas bactérias podem conter plasmidios de resisténcia a
antibidticos e/ou a metais pesados, transferiveis para espécies
patogénicas, tornando-as resistentes (HAGLER; HAGLER, 1988). Segundo
Cardonha et al. (2004), a presenca de cepas de E.coli com resisténcia a
farmacos no ambiente aquatico deve ser avaliada tomando-se por principio
de que tais microrganismos sado produtos de uma selecao previamente
ocorrida no ambiente.

A prescricao de antimicrobianos é feita para combater determinados
agentes bacterianos envolvidos no processo infeccioso. A indicacao de
drogas especificas para o tratamento de doencas seria segura, se todas as
bactérias apresentassem sensibilidade constante as drogas. No entanto, a
maioria dos agentes apresenta variacao de sensibilidade, sendo, assim,
necessario conhecer a sensibilidade “in vitro” destes microrganismos
(COSTA et al., 2002).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Quantificacao de coliformes totais (Ct), coliformes termotolerantes
(CT), de Escherichia coli e isolamento das cepas de E. coli das

amostras.

3.1.1 Amostragem

Durante 15 semanas, de junho de 2006 a novembro de 2006, foram
coletadas do Estuario do Rio Pacoti, no municipio de Eusébio - Ceara,
exemplares de ostras, Crassostrea rhizophorae (cerca de 10 individuos por
amostra) e aproximadamente 500mL da agua do cultivo, em vidro de cor
ambar, esterilizado. As amostras, eram acondicionadas em uma bolsa
isotérmica, por um periodo maximo de 1 hora, até chegarem ao Instituto de
Ciéncias do Mar - LABOMAR, da Universidade Federal do Ceara, em
Fortaleza/CE e serem processadas. O numero de individuos analisados foi

de aproximadamente 150.

3.1.2 Determinagao dos valores de temperatura, pH e salinidade

As amostras de agua, tiveram suas temperaturas medidas no local
de coleta por um termdémetro de mercurio da marca Inconterm. Em
laboratério foi aferida a salinidade das amostras de agua, utilizando o
refratbmetro da marca Atago s/mill e os valores de pH com o auxilio de um

potenciémetro da marca Marconi-pa 200p.

3.1.3 Dilui¢coes

As ostras, depois de passarem pelo processo de limpeza com
lavagem em agua corrente, foram abertas assepticamente, pesados 25 g
de musculo e liquido intervalvar e homogeneizados com 225 mL de solugao
salina a 0,85% em liquidificador. Esta preparagao correspondeu a diluicao
107", As demais diluicdes (102 a 10™*) também foram feitas com solugéo

salina a 0,85%.
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3.1.4 Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais (Ct) e

coliformes termotolerantes (CT)

3.1.4.1 Prova Presuntiva

O meio utilizado para a prova presuntiva foi o Caldo Lauryl Triptose-
Difco reidratado e distribuido em tubos (10mL) contendo tubos de Durhan
invertidos. Nos tubos esterilizados eram depositados 1 mL da amostra de
cada diluicdo (10" a 10 para as ostras e diluigdo (10" a 10?) para a
agua, em série de cinco repeticées. Os tubos eram entdo incubados a
35°C/48h.

O resultado positivo da prova era confirmado através da formagao
de gas nos tubos de Durhan e turvagao do meio.

3.1.4.2 Teste de confirmacao dos coliformes totais (Ct) e coliformes
termotolerantes (CT)

Dos tubos positivos, na prova presuntiva, eram retiradas aliquotas
com auxilio de al¢a de niquel-cromo e eram inoculadas em tubos de 10 mL
estéreis do meio BVB (Difco) para Ct e EC (Vetec) para CT, contendo
tubos de Durhan invertidos. Os tubos de caldo BVB eram incubados em
estufa a 35°C/48h, enquanto os tubos de caldo EC eram incubados em
banho-maria a 45°C/48h.

A positividade desta prova era verificada através da turvacéo do
meio e formacédo de gas nos tubos de Durhan. Os resultados positivos de
cada série eram anotados, para posterior consulta a tabela de Hoskins
adaptada por Bacteriological Analytical Manual - BAM (MEHLMAN et al,
1984).

3.1.5 Quantificacao e isolamento de Escherichia coli

Dos tubos positivos para CT eram retiradas aliquotas e com a ajuda
de uma alca de niquel cromo eram estriadas placas de Agar Eosina Azul
de Metileno (EMB) (Merck) e incubadas por 24 horas, a 35°C.

As colbnias caracteristicas de E. coli, isto é, com diametro de 2 a 5
mm, centro negro, com ou sem brilho metalico esverdeado, eram isoladas
em tubos de ensaio contendo Agar Triptose Soja (TSA) (Merck) inclinado.
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Eram isoladas duas a trés coldnias caracteristicas de E. coli de cada placa
de EMB correspondente a cada tubo de CT positivo. Os tubos de TSA
eram incubados em estufa a 35°C por 24 horas e apds esse tempo, as
cepas isoladas eram identificadas em microscépio através de sua
morfologia e nos testes bioquimicos do IMViC (Indol, Vermelho de Metila,
Voges-Proskauer e Citrato) segundo Mehlman et al (1984).

3.1.5.1 Classificacao morfolégica e bioquimica das cepas de

Escherichia coli

3.1.5.1.1 Coloracao de Gram

Foram preparadas laminas a partir do crescimento da cultura pura
em TSA, e coradas segundo 0 método da coloragédo de Gram (PELCZAR,
1996) o qual se baseia no fato de que, quando certas bactérias sao
coradas pela violeta de genciana ou cristal violeta e posteriormente,
tratadas pelo iodo (solugcéo iodo-iodetada — lugol) forma-se um composto
de coloracao escura entre o iodo e o corante (iodo-pararosanilina), o qual é
fortemente retido pelas bactérias e nao pode ser facilmente removido pelo
tratamento subseqlente com alcool, nem corado posteriormente pelo
corante de fundo (fucsina ou safranina). Estas bactérias sdo conhecidas
como Gram-positivas, tendo na constituicao de suas paredes uma
quantidade maior de peptideoglicano, o0 que a torna muito espessa,
enquanto as paredes das Gram-negativas possuem uma membrana
externa cobrindo uma camada fina de peptideoglicano o que permite
descorar-se pelo alcool e corar — se com o corante safranina. E. coli tem

forma de bacilo curto e € Gram-negativa.

3.1.5.1.2 Testes bioquimicos do IMViC
As cepas Gram-negativas, eram testadas bioquimicamente através

dos testes relacionados a seguir.

3.1.5.1.3 Indol
Era retirado um indculo do crescimento de um tubo com TSA
incubado por 24h a 35°C e inoculado em um tubo de meio SIM (Vetec),
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com o auxilio de uma agulha de niquel-cromo e novamente incubado a
35°C por 48h. Apds este tempo, eram adicionados 0,2mL do reativo de
Kovacs (paradimetilaminobenzaldeido) ao meio. O aparecimento de um
anel vermelho na superficie do meio indica positividade, caracterizando a
produc¢ao de Indol, oriundo da degradagcao do aminoécido triptofano pela

enzima bacteriana triptofanase.

3.1.5.1.4 Teste do Vermelho de Metila (VM)

Do mesmo crescimento em TSA, foram retirados indculos e
introduzidos em 3mL do Caldo MR-VP (Micro MED), posteriormente
incubados por 96 horas, a 35°C. Apds este periodo de tempo, foram
adicionados 3 a 5 gotas de soluc¢ado do indicador de pH vermelho de metila,
no interior do caldo. Ocorre surgimento de uma coloracao produzida pelas
bactérias coliformes que utilizam fermentacdo acida mista no seu
metabolismo. Os produtos finais formados dessa fermentacdo sao
responsaveis pela acidez no meio, sendo, < 4,5 o ponto de viragem do
indicador vermelho de metila. Escherichia coli é positiva para este teste.

3.1.5.1.5 Teste de Voges-Proskauer (VP)

Tubos contendo 1 mL de Caldo MR-VP (Micro MED) eram
inoculados com crescimento em TSA através de alca de niquel-cromo e
incubados por 48 horas a 35°C. Para cada 1,0 mL do meio eram
adicionados 0,6 mL do reativo de Barrit | (a-naftol) e 0,2 mL do reativo de
Barrit Il (KOH a 40%). O tubo era agitado vigorosamente, aberto e deixado
em repouso a temperatura ambiente por 30 minutos. O aparecimento de
coloragao résea indica teste VP positivo mostrando presenca de acetoina
(acetil metil carbinol), que em meio alcalino e em aerobiose é oxidado
formando diacetil, o qual em presenca de KOH e a-naftol apresenta
coloragao vermelha. A auséncia de cor vermelha indica VP negativo,

caracteristica de E. coli.

3.1.5.1.6 Teste de Citrato
Inéculos do crescimento em TSA foram utilizados também para
estriar tubos com meio Agar Citrato de Simmons (Vetec) inclinado,
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utilizando-se alga de niquel-cromo. Os tubos foram incubados a 35°C por
96 horas. A presenca do crescimento, com posterior viragem do indicador
(azul de bromotimol), presente no meio, indica prova positiva. A viragem do
azul de bromotimol prova que o meio esta alcalino com a presenca de
microrganismos que utilizam o citrato como unica fonte de carbono. Esta
prova é negativa para E.coli.

Apods a identificacdo morfoldgica e bioquimica das cepas analisadas
eram computados quantos tubos haviam sido positivos para a bactéria e
novamente consultando a tabela de Hoskins adaptada pelo Bacteriological
Analytical Manual-BAM (MEHLMAN et al, 1984) fazia-se o célculo do NMP

de Escherichia coli.

3.2.Testes antimicrobianos das cepas classificadas como Escherichia
coli

Culturas de E. coli, ja identificadas, crescidas em TSA inclinado a
35°C/24h, foram selecionadas e emulsionadas em solucao salina estéril
0,85% e com o auxilio de um espectrofotébmetro (Micronal B542), obteve-se
uma turvacdo equivalente a turbidez do tubo 0,5 na escala de MacFarland,
Destes tubos turvos, foi retirado com o auxilio de um swab estéril aliquotas
que foram semeadas em placas contendo Agar Mueller-Hinton-Difco (MH).
Em seguida os discos de antimicrobianos foram depositados, com o auxilio
de uma pinca estéril na superficie do agar. As placas foram entao
incubadas em estufa por 35°C/24h e logo apdés esse periodo, foram
realizadas as medicdes dos halos utilizando-se um paquimetro (KOLETAR,
1995).

Vinte e nove cepas de E. coli isoladas das amostras das ostras e da
agua do cultivo, escolhidas ao acaso, foram semeadas em TSA e testadas
quanto a sensibilidade aos seguintes antibidticos: acido-nalidixico (NAL),
ampicilina (AMP), ciprofloxacim (CIP), imipenem (IMP), nitrofurantoina
(NIT), sulfazotrim (SUT) e tetraciclina (TET).
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FIGURA 3- Fluxograma do antibiograma.

3.3 Analise estatistica

Os valores encontrados foram submetidos & andlises estatisticas
utilizadas para comparagéo do grau de contaminagdo por coliformes totais
e coliformes termotolerantes (tratamentos) e em agua e ostra (blocos) foi o
teste t, através do enfoque sfepwise, tendo-se transformado valores das
variaveis NMP/100 mL (agua) e NMP/g (ostra) por logaritimizacdo
neperiana, para miminizar a falta de homogeneidade da variancia entre as

observacdes dentro dos tratamentos e blocos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O NMP de Ct encontrado nas amostras de agua e das ostras variou
de < 1,8 a 18.000/100 mL e de <1,8 a 3.500/g, respectivamente, enquanto
que os valores para CT nas amostras de agua apresentaram variagao de <
1,8 a2 2.000/100 mL e nas amostras de ostras de < 1,8 a 2.800/g (Tabela 1).

TABELA 1. Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais (Ct) e
termotolerantes (CT) das amostras de agua e ostra coletadas no Estuario

do Rio Pacoti, Eusébio-Ce.

1 340 3.500 110 2.800 00
2 2.800 49 470 33 00
3 3.500 22 210 22 00
4 40 210 40 33 00
5 40 4,5 40 < 1.8 00
6 45 79 < 1,8 <1,8 00
7 20 <1,8 20 <1,8 00
8 40 2 40 «1,8 00
9 18.000 33 2.000 17 12
10 130 <1,8 130 =18 00
11 45 <1,8 <1,8 <1,8 00
12 20 7,8 <18 <18 00
13 <1,8 4 <1,8 4 00
14 45 <1,8 45 <1,8 00
15 <1.8 17 1.8 <18 00

A Resolucao vigente n° 12 da ANVISA, ndo contempla o grupo dos
coliformes totais, assim como nao oferece critérios para a avaliagdo de
moluscos consumidos in natura. Esta Resolugéo limita-se ao grupo dos
coliformes termotolerantes, estabelecendo uma tolerancia de 5X10
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coliformes a 45°C/g para moluscos bivalves cozidos, industrializados
resfriados ou congelados. Ostras sao moluscos que geralmente sao
consumidos crus, entdo pode-se valer do artigo 22, alinea b, da mesma
resolucéo, que estabelece uma tolerdncia de 10 /g para pratos prontos
para o consumo. Anterior a esta Resolucao, a Portaria n° 451(MINISTERIO
DA SAUDE, 1997), especificava limites de NMP para coliformes
termotolerantes de 10° /g para pescados consumidos crus (item 1V, alinea
a), tornando-se incompreensivel a revogacdo desta, uma vez que a
Resolugdo n° 12 da ANVISA dificulta a avaliagdo da qualidade
microbioldgica do alimento em questao.

Como a Legislagao Brasileira ndo é satisfatéria para que se obtenha
uma efetiva avaliagdo microbiolégica de moluscos bivalves, pode-se
submeter os valores encontrados neste estudo a padrdes internacionais,
como o The European Union Shellfish Quality Assurance Programme
(EUSQAP), este programa classifica os moluscos bivalves em trés classes:
A, B e C. Para cada classe € permitido uma quantidade de coliformes
termotolerantes por 100g de massa visceral e liquido intervalvar. Para a
classe A, a tolerancia é de < 300 CT/100g, na classe B 90% das amostras
nao podem exceder a 6.000 CT/100g e na classe C, nao podem exceder a
60.000 CT/100g. Baseado nas normas deste Programa, nove das amostras
de ostra estariam classificadas na classe A, cinco na classe B e uma na
classe C.

Se o numero de CT obtido nas amostras de ostra for comparado
com o padrao brasileiro (artigo 22,item |V, alinea a) somente a 1° amostra
estaria além dos limites permitidos.

As anadlises microbioldgicas da agua seguiram a Resolucéao n° 357
de 2005 do CONAMA, que determina que para o cultivo de moluscos
bivalves destinados a alimentacdo humana, a média geométrica da
densidade de coliformes termotolerantes, de um minimo de 15 amostras
coletadas no mesmo local, ndo devera exceder 43/100mL. De acordo com
essa Resolugcdo, a média geométrica apresentou-se satisfatéria com um
valor de 27,02, condizentes para aguas Classe 1 (aguas salobras
destinadas a protecao das comunidades aquaticas, a aquicultura e a

atividade de pesca).
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Os testes revelaram que a agua e as ostras s&o igualmentes
contaminadas por coliformes totais e termotolerantes, nao havendo
significancia estatistica entre tratamentos ao nivel de 5%, para GL= 58.

O meio urbano da origem a varias impurezas, tais como, poluentes
atmosféricos carreados pela chuva, poeira e lixo, erosdao do solo, uso de
defensivos e fertilizantes em jardins, além de ligagcdes clandestinas de
esgotos as galerias pluviais, que favorecem a presenca de microrganismos
patégenos (MOTA,1988), portanto, a microbiota da carne da ostra esta
diretamente relacionada ao ambiente do qual ela se origina, pois esses
moluscos sao filtradores e bioacumuladores de microrganismos, sendo
dessa forma muito utilizados como bicindicadores (ZAMARIOLI et al,
1997).

Entretanto, a comparagao entre blocos, mosirou que a agua se
apresenta mais contaminada do que a ostra, independente do fator de
contaminacao (Ct ou CT), com significancia estatistica ao nivel de 5%, para
GL=58.

As medidas de salinidade, temperatura, pH estdo dispostas na
tabela 2. A salinidade observada variou entre 10 (minimo) e 40 (maximo).
Os valores observados da temperatura variaram entre 25°C e 30,5°C e 0s

valores de pH ficaram entre 7,2 e 8,2.
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TABELA 2- Parametros fisico-quimicos da agua coletada no Estuario do

Rio Pacaoti, referentes a salinidade, temperatura e pH.

Coletas Salinidade Temperatura pH
ppm °C
1 10 28,0 7,65
2 10 27,0 7,40
3 11 26,5 7,76
4 13 26,0 7,88
5 17 25,0 7,74
6 35 27,0 8,24
T 32 5.0 7,78
8 35 28,0 7,95
9 37 30,5 7,76
10 37 27,0 7,20
11 38 28,0 7,98
12 38 28,5 7,74
13 38 29,0 751
14 39 29,5 7,30
15 40 28,0 7,80

Escherichia coli € um dos patégenos de maior importancia quando

se deseja constatar contaminacao por esgotos. Todavia, a semelhanca das

demais bactérias,

ela necessita de condigdes favoraveis para se

desenvolver. A agua do mar, devido a grande concentracdes de sais, pode

funcionar como fator limitante para multiplicacdo de E. coli (VIEIRA et al,

2001), fato que pdde ser comprovado nessa pesquisa, uma vez que, foi

observado a partir da 6° coleta um acréscimo consideravel nos valores de
salinidade. De acordo com a Resolugao n° 357 de 2005 do CONAMA, que
classifica as aguas em salobras (0,5 a 30 %) e salinas (> 30%y), para os

valores encontrados neste estudo, as amostras de agua em sua maioria,

sao classificadas como aguas salinas.
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Os coliformes tém pouca tolerancia a salinidade das aguas do mar,
portanto sua detecgdo nesse ambiente denota uma descarga recente e
constante de matéria fecal, o0 que vem ocorrendo nessa area, sendo
importante se constatar a relacédo inversamente proporcional entre
salinidade e numero de coliformes (HAGLER; HAGLER, 1988).

Sendo o sal téxico para os coliformes existe a eliminacdo de 90% da
populagdo de E. coli em poucas horas ou em minutos, quando essa
bactéria entra em contato com aguas marinhas (HAGLER; HAGLER,
1988).

O maior valor encontrado para Ct e CT na agua do cultivo (Tabela
1), coincidiu com o dia em que ocorreu precipitacdo comprovando que as
chuvas interferem no indice de qualidade microbioldégica da agua, pois
estas tem a capacidade de arrastar esgotos e residuos sélidos para os
cursos d’ agua que, por sua vez, afluem para o mar (SALATI FILHO, 2001;
LIZARRAGA-PARTIDA; CARDENAS, 1996).
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FIGURA 4- Valores de salinidade da agua do cultivo das ostras

Crassostrea rhizophorae durante o experimento.

A temperatura da agua do cultivo durante todo o experimento
encontrou-se favoravel ao crescimento das bactérias mesdfilas e de acordo
com GAUTHIER et al. (1993), o risco de poluicdo de aguas marinhas por E.
coli e por extensao, pelas enterobactérias patogénicas para o homem, é

muito mais acentuado em dguas quentes e ricas em matéria organica.
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FIGURA 5- Medicoes da temperatura da agua do cultivo das ostras

Crassostrea rhizophorae ,de junho a novembro de 2006.

De acordo com Rozen e Belkin (2001), o pH da agua do mar se situa
normalmente entre 7,5 e 8,5 e é influenciado pela temperatura, pressao e
atividades fotossintéticas e respiratdrias dos microrganismos. Segundo os
autores, um pH acido, em torno de 5,0 favorece a sobrevivéncia da E. col,
ao passo que o pH da agua do mar, em torno de 8,0, contribui para um
efeito deletério na sobrevivéncia da bactéria. Os dados de pH encontrados
nesta pesquisa estdo todos de acordo com a legislagao n° 357 (CONAMA,

2005), tanto para aguas salobras como salinas (Figura 6).
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FIGURA 6- pH; observados durante o éxperimento nas amostras de agua
e de ostras Crassostrea rhizophorae no estuario do Rio Pacoti, Eusébio-

CE.
Os resultados referentes aos testes de susceptibilidade a

antimicrobianos de 25 cepas de E. coli isoladas da &agua do cultivo

encontram-se na tabela 3 e figura 7.
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TABELA 3- Susceptibilidade a antimicrobianos das cepas de Escherichia.

coli isoladas das amostras de agua, coletadas no Estuario do Rio Pacoti,

Eusébio-CE.
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R

S

S

S

S

AMP- ampicilina, NIT- nitrofurantoina, TET- tetraciclina, SUT- sulfazotrin, NAL-

acido nalidixico, CIP- ciprofloxacim, IMP- imipenem.

R - Resistente; S - Sensivel; | - Intermediario
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As cepas isoladas a partir da agua do cultivo apresentaram um
percentual maior de resisténcia aos antimicrobianos imipenem (80%) e
ampicilina (48%), enquanto que as demais cepas apresentaram um
percentual de resisténcia menor aos antimicrobianos: tetraciclina (24%),
sulfaxotrim (20%), acido nalidixico (16%), ciprofloxacim (8%) e
nitrofurantoina (4%).

Uma pesquisa realizada por Cardonha et al. (2004) em trés praias
de Natal confirmaram cepas de E. coli, isoladas da agua do mar,
resistentes a tetraciclina, ampicilina e nitrofurantoina, corroborando com os
dados desta pesquisa, uma vez que, foi apresentada cepas resistentes a
esses antimicrobianos, mesmo em menor percentual. Na mesma pesquisa,
Cardonha obteve sensibilidade nas cepas de E. coli, isoladas de aguas do
mar, de 100% ao imipenem e ciprofloxacim. Vasconcelos em 2005, ao
estudar duas praias de Fortaleza, isolou cepas de E. coli que também
foram 100% sensiveis aos mesmos antimicrobianos, ao passo que, na
presente pesquisa verificou-se uma alta resisténcia ao imipenem e uma
discreta resisténcia ao ciprofloxacim, porém a constatacdo deste fato é
preocupante pois denota o uso indiscriminado de antibidticos.

Existe grande preocupacdao da comunidade médica relacionada a
automedicacdo, pois as pessoas usam os antibidticos de forma
indiscriminada. Para cada infeccao é necessario um determinado
antibidtico e o uso incorreto desses medicamentos, acarreta a selegao de
bactérias resistentes (LEAO, 1999).
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FIGURA 7- Percentual de susceptibilidades a antimicrobianos de cepas

oriundas da agua do cultivo.

Os resultados obtidos a partir dos testes de susceptibilidade de
quatro cepas de E. coli, isoladas do musculo e liquido intervalvar da ostra

encontram-se na Tabela 4 e Figura 8.

TABELA 4- Susceptibilidade a antimicrobianos das cepas de Escherichia.
coli isoladas das amostras de ostras Crassostrea rhizophorae coletadas no
Estuario do Rio Pacoti, Eusébio- CE.

Cepa AMP NIT TET SUT NAL CipP IMP
1 S S l S S S R
2 S S R S S S R
3 ! S S S S S R
4 1 S S S S S R

AMP- ampicilina, NIT- nitrofurantoina, TET- tetraciclina, SUT- sulfazotrin, NAL-
acido nalidixico, CIP- ciprofloxacim, IMP- imipenem.

R - Resistente; S - Sensivel; | - Intermediario

As cepas de E. coli isoladas a partir das amostras do musculo (com
liquido intervalvar) das ostras apresentaram um percentual de resisténcia
de 100% ao imipenem, 25% a tetraciclina e nenhuma resisténcia a
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ampicilina, enquanto que 100% das amostras se mostraram sensiveis aos
antimicrobianos, nitrofurantoina, sulfazotrim, 4cido nalidixico e
ciprofloxacim.

Morelli (2003) isolou E.coli de ostras comercializadas em duas
barracas, na Praia do Futuro, Fortaleza-Ceara, e as cepas apresentaram
resisténcia a ampicilina, discordando dos dados observados nesta
pesquisa. Outra discordancia é o fato das cepas de E. coli isoladas no
presente trabalho se mostrarem 100% resistentes ao imipenem,
contrastando com Morelli que obteve 100% de susceptibilidade ao mesmo
antimicrobiano.

A resisténcia crescente das bactérias patogénicas aos
antimicrobianos tem causado preocupacdo ao mundo cientifico. E dito que
0 uso generalizado de agentes antimicrobianos na produgédo animal pode
promover o desenvolvimento de bactérias resistentes ou de genes
resistentes que possam ser transferidos para bactérias causadoras de
doengas ao homem (WEGENER et al.,1997). A maioria das cepas de E.
coli nao causa doencas ao homem, mas algumas possuem fatores de
viruléncia e podem ser uma ameaca a vida (TORRES, 2004; GRANT et
al.,1996).

Os dados relativos a sensibilidade das cepas de E. coli, isoladas do
musculo da ostra (Figura 8) aos antimicrobianos, 4&cido
nalidixico,ciprofloxacim e nitrofurantoina sao semelhantes aos encontrados
por Morelli (2003).
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oriundas do musculo e liquido intervalvar da ostra.
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5- CONCLUSOES

» Se tomarmos os padrdes da Comunidade Européia para coliformes
termotolerantes em ostras, as amostras desse molusco capturado no
Estuario do Rio Pacoti estariam em boas condi¢des para o consumo.

* As aguas do Rio Pacoti estdo em boas condi¢cdes segundo a legislacao
nacional.

* A maioria das cepas de E. coli (59,43%), isoladas da agua do Rio Pacoti
foi sensivel aos antimicrobianos empregados, com excecao do
imipenem para o qual as cepas de E.coli apresentaram alto percentual
de resisténcia (80%).

= A sensibilidade das cepas de E.coli isoladas das amostras de ostras
apresentou-se alta a maioria dos antibidticos testados, todavia o fato de
nenhuma das cepas testadas ter apresentado susceptibilidade ao
imipenem reforga ainda mais a preocupag¢ao com 0 uso indiscriminado
de antibidticos, uma vez que, dificulta a profilaxia, no caso de ingestao
deste alimento in natura, quando contaminado.

» E necessério uma Legislacdo mais clara, que possibilite a avaliagdo da
qualidade microbioldgica de moluscos consumidos in natura.



Bacteriologia da ostra... Atayde, M.A. 30

6- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BASTOS, R. K. S., BEVILAQUA, P. D., NASCIMENTO, L .D., CARVALHO,
F. R. M., SILBA, C.B., Coliformes como indicadores da qualidade da
agua: alcance e limitagdes. XXBIl Congresso Interamericano da
Associacao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental, Porto Alegre,
2000.

BLACK, J.G. Microbiology; principles and applications. Ed. 2 New
Jersey; Prentice Hall, 1990.

BOFFI, A.V. Moluscos brasileiros de interesse médico e econdomico.
Sao Paulo: Ed. Hucitec,1979. p.182.

BRASIL. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA — ANVISA.
Resolugédo n°. 12, de 02 de janeiro de 2001. Aprova padroes
microbioldgicos para alimentos. Disponivel em: <
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/12_01rdc.htm>. Acesso em: 06 de
janeiro de 2007.

BRASIL (MINISTERIO DA SAUDE). Portaria MS n° 451, de 19 de
setembro de 1997. Aprova o regulamento técnico principios gerais para
estabelecimento de critérios e padrbes microbiolégicos para alimentos.
Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 27 set. 1997.
Disponivel em

<http://www.anvisa.gov.br/legis/portarias/451_97.htm>. Acesso em: 10 jun.
2002.

CARDONHA, A. M. S., VIEIRA, R. H. S. F., RODRIGUES, D. P., MACRAL.
A., PURANO, G., THEOPHILO. G. N. D., International Microbiology, v. 7,
n. 3, setember 2004, Vigueira Editores, p.213-218.

CERUTTI, R.L., BARBOSA, T.C.P. Flora Bacteriana Heterotréfica em
Ostras (Crassostrea rizhophorae) e Aguas da Baia Norte, Ilha de Santa
Catarina, Brasil. Revista de Microbiologia, Sao Paulo, v.22, p.330-
334,1991.



Bacteriologia da ostra... » Atayde, M.A. 31

CETESB. Relatério da balneabilidade das praias paulistas 2002.
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), p.208,
Sao Paulo, 2003.

CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE — CONAMA. Resolugéo n°
274 de 29 de novembro de 2000. Sobre as aguas doces, salobras e salinas
destinadas a balneabilidade (recreagdo de contato primario). D.O.U.,
Brasilia, DF, 8 jan. 2001. Disponivel
em:http://www.mma.gov.br/port/conama/res/res00/res27400.htm.  Acesso
em: 17 de maio de 2002.

CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE — CONAMA. Resolugéo n°
357 de 17 de marco de 2005. Dispde sobre a qualidade dos corpos de
agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como
estabelece as condicdes e padrbes de lancamentos de efluentes e da
outras  providéncias. D.O.U., Brasilia, DF. Disponivel em
http://www.mma.gov.br/conama/res/res05/res35705.pdf. Acesso em 06 de
janeiro 2007.

COSTA, F.N.; LIMA, R.M.S.; RABELO, R.N. Comportamento frente a acao
de antimicrobianos de cepas de Staphylococcus coagulase positivo,
Escherichia coli e Bacillus cereus isolados de derivados lacteos. Higiene
Alimentar, Sao Paulo, v. 16, n 92/93, p. 80-83, jan/fev, 2002.

DAME, R. F. Organismic level processes. In: Ecology of marine bivalves:
an
ecosystem approach. c. 3, p. 35-74. New York: CRC Press, 1996.

DIAS, A. M. G., KANO, E., NAKAHARA, L. D., et. al. Virulence factors in
Escerichia coli isolated from blood and cerebrospinal fluid. Reviews
Microbiology. Sdo Paulo, v. 25, n. 2, p. 77-82, 1994.

ESPINULA, O.; DIAS, R.R.C. O Mexilhao como matéria-prima alimentar.
ABIA/SAPRO, n. 47, p. 10-30, abr. 1980.

GALTSOFF, P.S. The American oyster Crassostrea virginica. Fish. Bull.,
v.64, p.1-480, 1964.



Bacteriologia da ostra... Atayde, M.A. 32

GAUTHIER, M. J. BREITTMAYER, V. A., BRAUX, A. S., Expression
génique cez es bactéries enatériques dans les conditions marines. In:
PUNE/OMS-Cicles biogéoquimiques de pollants spécifiques (Avtivité K):
Survie des pathogenes. Rapports finaux sur les projets de recherche (1992-
1993). MAP Technical Reports series n° 76. UNEP, Athens, 1993.

GRANT, S.J., PENDROY, C.P., MAYER, C.L., BELLIN, J.K., PALMER,
C.J.P.; Prevalence of enterohemorrhagic Escherichia coliin raw and treated
municipal sewage. Applied and Environmental Microbiology.
Washington, v. 62, n° 9, p.3.466-3469, 1996.

GUILHERME, E.F.M.; SILVA, J.AMM. da; OTTO, S.S. Pseudomona
aureginosa, como indicador de contaminacdo hidrica. Higiene Alimentar,
v.14, n.76, p.43-47, set. 2000.

HAGLER, A.N., HAGLER, L.C.S.M., Indicadores Microbioldgicos de
qualidade sanitaria, p. 88-96, in Roitman, |, TRAVASSOS, L.R,
AZEVEDQO, J.L. (eds.), Tratado de Microbiologia, v. 1, Sao Paulo, 1988.

JOSE, V.F. Bivalves e a seguranca do consumidor. 1996. 182 p.
Dissertagao (Mestrado em Ciéncia Ambiental) — Universidade de Sao
Paulo, s&o Paulo.

KOLETAR, S. L., Escherichia coli. In: MAHON, C. R., MANUSELIS, G. JR.
(Ed).Textbook Diagnostic Microbiology. Editora Saunders Company,
Philadelphia, 1995. Cap. 3, 50-96.

KONEMAM, E. W., ALLEN, S. D., DOWELL, JR. V.R,, et al. Diagnéstico
Microbiolégico-Texto e Atlas Colorido. Panamerican, 2° . ed., S&o Paulo,
1993.

LAMPARELLI, C.C. O bivalve Perna perna (Linaeus, 1758) como
amostrador bioldgico das condicoes ecoldgico-sanitarias de aguas
costeiras. Dissertacdo de Mestrado - Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, p.124, 1987.

LEAO, A.H.Y. Resisténcia a B- Lactamase por presence de ESBL.Sao
Paulo,1999. Disponivel em
http://www.fleury.com.br/htmls/mednws/301/mdcontfcb0302.htm.  Acesso
em: 20 de julho de 2005.



Bacteriologia da ostra... Atayde, M.A. 33

LECLERC, H., MOSSEL, D.A., EDBERG, S.C., STRUIJK, C.B., Advaces in
the bacteriology of the colifrm group: their suitability as markers of microbial
water safety. Annu. Reviews Microbiology. 55, p. 201-234, 2001.

LEITAO, M. F. F. Microrganismos patogénicos em alimentos. In: ROITMAN,
l.; TRAVESSO, L. R.; AZEVEDO, J. L. (Ed.) Tratado de microbiologia.
Sao Paulo: Manole. P.30-31, 1988.

LIRA, A.A., et al. Aspectos sanitdrios do ambiente aquatico onde s&o
capturados moluscos bivalves para consumo no Grande Recife, PE.
Higiene Alimentar, Sao Paulo, v. 11, n. 77, p. 53-57, out., 2000.

LIZARRAGA-PARTIGA, M.L., CARDENAS, G.V. Influence of water
circulation on marine and faecal bacteria in a mussel growing area. Marine
Pollution Bulletin, v.32, n.2, p. 196-201, 1996.

MACHADOQ, I. C., et al. Estudo da ocorréncia de contaminagéo organica no
estuario da Cananéia, como subsidio para a extragdo, manejo e cultivo da
ostra do mangue (Crassostrea brasiliana). 2 — Andlise da ostra (tecidos
moles e liquido intravalvar). Higiene Alimentar, Sdo Paulo, v. 15, n. 83, p.
44-48, 2001.

MEHLMAN, I.J., ANDERWS, W.II., WENTZ, V.A. Coliform Bacteria, p.5.01-
5.07, in Bacteriological Analytical Manual. Association of Official
Analytical Chemists, 6" de., Arlington, 1984.

MENDONCA-HAGLER, L. C.; VIEIRA, R. H. S. F.; HAGLER, A. N. In:
FARIA, B. M.; FARJALLA, V. F.; ESTEVES, F. A. (Ed.). Microbial Quality of
water, sediment, fish and shellfish in some brazillian coastal regions.
Aquatics Microbial Ecology in Brazil. Series Oecollogia Brasilliensis, Rio
de Janeiro, v.9, 2001, p.197-216.

MORELLI, A.M.F. Isolamento de Enterococos e Coliformes fecais em
ostras (Crassostrea rhizophrae) comercializadas na Praia do Futuro,
Ceara. Dissertagcao de mestrado em Tecnologia de alimentos, Universidade
Federal do Ceara, 2003.

MOTA, S., Preservacdo dos recursos hidricos. ABES (Associagdo
Brasileira Dos Engenheiros Sanitaristas). 222p., Rio de Janeiro, 1988.



Bacteriologia da ostra... Atayde, M.A. 34

MURRAY, P.R. Microbiologia Médica. 3 Ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, p. 73, 2000.

NATARO, J.P., KAPER, J.B., Diarrheagenic Escherichia coli. American
Society for Microbiology. Clinical Microbiology Reviews, Washington, v.
11, n. 11-12, p. 147-150, 1998.

NOVAES, A.L.-T. Desenvolvimento de um sistema para lavacao e
classificacdo de ostras. Dissertacdo de Mestrado em Engenharia
Mecénica , Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, 2002.

NUNES, A.J.P.; PARSONS, G.J. Dynamics of tropical coastal aquaculture
systems and the consequences to waste probulution. Word Aquaculture,
Los Angeles, v. 29, n. 2, p. 27-37, 1998.

PANORAMA DA AQUICULTURA. Santa Catarina tem produc&o recorde de
mexilhdes em 2005. Panorama da aquicultura. Vol.16, n° 94, p. 30-31,
2006.

PELCZAR, M. J., CHAN, E. C. S., KRIEG, N. R.; Microbiologia:
Conceitos e Aplicagbes, 2% edicao, v. 1, Sdo Paulo, Makron Books, 1996.

PITT, R. E. Effects of urban runoff on aquatic biota. In: HOFFMAN, D. J.;
RATTNER,B. A.; BURTON JUNIOR, G. A.; CAIRNS JUNIOR, J. (Eds).
Handbook of ecotoxicology. cap. 28, p. 609-630. New York: Lewis
Publishers, 1995. 755 p.

PROENCA, C.E.M.; AVELAR, J.C.; NETO, F.M.O. Plataforma do
Agronegodcio da Malacocultura. Brasilia: CNPq. MAPA, DPA, p.12, 2001.

Programa Nacional de Desenvolvimento da Maricultura. Disponivel em
http://200.198.202.145/seap/html/programaMaricultura.htm2003.  Acesso
em 06 de janeiro de 2007.

RIOS, E.C. Seashells of Brazil. Rio Grande: Fundacéo do Rio Grande —
FURG, p. 368, 1994.



Bacteriologia da ostra... Atayde, M.A. 35

ROZEN, Y., BELKIN, S., Survial of enteric bacteria in seawater. FEMS
Microbiology Reviews, Amsterdam, v.725, p. 1-17, 2001.

SALATI FILHO, E. Condicionantes do desenvolvimento sustentavel do
litoral norte Paulista: o exemplo da bacia do cérrego de Lagoinha
Ubatuba- SP. Tese de Doutorado- Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Rio claro, p.148, 2001.

SANCHEZ, S.P. et al. Caracterizaco da Qualidade Microbilégica de Aguas
Marinhas e Moluscos Bivalves do Litoral Norte do Estado de Sao Paulo. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE ENGENHARIA SANITARIA E
AMBIENTAL, 16, 1991. Anais... 1991.

SILVA, N.; JUNQUEIRA, V. C. A,; SILVEIRA N. F. A. Manual de métodos
de analise microbiolégica de alimentos. Sao Paulo: Livraria Varela, p.
295, 1997.

SILVA, N. da, CANTUSIO NETO, R., JUNQUEIRA, V.C.A. et al. Manual de
Métodos de Analise Microbiolégica da Agua. Campinas, ITAL, p. 99,
2000.

SILVA. A. |I. M. Bactérias de origem fecal, contaminantes de ostras “
Crassostrea rhizophorae”, oriundas de criadouro natural no estuario
do Rio Cocd, Fortaleza-Ceara. Dissertacdo de Mestrado em Engenharia
de Pesca — Universidade Federal do Ceara, 56 p., 2003.

TORRES, R.C.O. Escherichia coli, p. 184-138, in Vieira, R. H. S. F,,
Microbiologia, Higiene e Qualidade do Pescado. Editora Varela, 380 p.,
Sao Paulo, 2004.

TORTORA, G.J., FUNKE, B.R., CASE, C.L. Microbiologia. 6 Ed. Porto
Alegre: Artes Médicas Sul, p.729, 2000.

VALENTI, W.C. AQUICULTURA NO BRASIL: bases para o
desenvolvimento sustentavel. Brasilia: CNPq [s.n.], p. 25-32, 2000.

VASCONCELOQOS, R.H. Balneabilidade das praias de Iracema e Nautico
(Fortaleza — Ceard) e pesquisa de cepas de Escherichia coli
patogénicas em suas aguas. Monografia apresentada ao Departamento
de Engenharia de Pesca — Universidade Fedral do Ceara, p.31, 2005.



Bacteriologia da ostra... Atayde, M.A. 36

VIEIRA, R. H. S. F.; SILVA, A. I. M.; SOUSA, O. V.; HOFER, E.; VIEIRA, G.
H. F.; SAKER-SAMPAIO, S.; LIMA, E. A. Andlise experimental sobre a
viabilidade de Escherichia coli em agua do mar. Arquivo de Ciéncias do
Mar, Fortaleza. v. 34, p. 43-48, 2001.

WEGWNER, H.C., BAGER, F., ARESTRUP, F. M., Vigilancia da
resisténcia aos antimicrobianos no homem, nos produtos alimentares
e no gado da Dinamarca. Surviellance report. Dinamarca, v. 2, n° 3, p. 17-
19, 1997. Disponivel em http://www.eurosurveillance.org/em/v02n03/0203-
421.asp. Acesso em: 13 de margo de 2005.

ZAMARIOLI, L.A., et al. Estudo microbiol6gico do tecido mole de bivalves
Crassostrea brasiliana, Perna perna e Mytella Falcada recém coletados nos
bancos naturais do litoral da baixada santista. S&o Paulo. Secretaria. de
Estado da Saude. Relatério Apresentado ao Grupo de Vigilancia
Sanitaria DIR XIX. Sao Paulo, 1997.



	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 37
	Page 38
	Page 39
	Page 40
	Page 41
	Page 42
	Page 43
	Page 44
	Page 45
	Page 46
	Page 47

