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RESUMO

Os coliformes termotolerantes tém sido descritos como um dos melhores indicadores de
contaminacdo de ambientes aquéticos por residuos humanos, sendo amplamente utilizado
como pardmetro para classificagdo de areas onde se cultiva ou extrai ostras. Dentre 0s
membros deste grupo, a Escherichia coli se destaca como uma espécie potencialmente
patogénica, representando risco para a salde publica quando associada ao consumo de
moluscos bivalves crus ou parcialmente cozidos. Entretanto, pouco €é sabido sobre a
colonizacdo nos tecidos desses moluscos e/ou distribuicdo dessas bactérias entéricas. O
presente estudo teve como objetivos: (i) quantificar coliformes termotolerantes do fluido
corporal e dos sitios anatdmicos, separadamente; (ii) isolar e identificar E. coli de amostras de
ostras comercializadas in natura na Praia do Futuro, Fortaleza-Cear4; (iii) avaliar o perfil de
viruléncia e resisténcia a antimicrobianos dos isolados de E. coli. Foram realizadas dez coletas
no periodo de fevereiro a abril de 2012, sendo analisadas dez ostras por coleta, divididas em
um fluido corporal (liquido intervalvar) e dois sitios anatdmicos (masculo e trato
gastrointestinal). Os resultados apontaram trés amostras com contagens de coliformes acima
do limite estabelecido pela legislacdo n° 12 de 2001 da ANVISA, tendo o liquido intervalvar
apresentado o NMP mais elevado em seis amostras. Das 137 cepas de E. coli isoladas,
verificou-se maior incidéncia de resisténcia a tetraciclina e oxitetraciclina (19%), com
variacdo do Indice de Multipla Resisténcia (MAR) entre 0,250 e 0,625. Observou-se ainda a
presenca de cepas produtoras de enzimas beta-lactamases de espectro estendido, porém
nenhuma das cepas testadas apresentou producdo de biofilme. A elevada frequéncia de
resisténcia a oxitetraciclina sugere uma pressao seletiva sobre a microbiota do ecossistema
manguezal, que pode ser afetada diretamente pela atividade de carcinicultura, praticada na
regido proxima a cidade de Parnaiba, localizada no Estado do Piaui, de onde as ostras sao
extraidas. Além disso, a presenca de multipla resisténcia aos antimicrobianos observada pode

ser indicativa de risco para os consumidores de ostra in natura.

Palavras-chave: Escherichia coli, ostras, viruléncia.



ABSTRACT

Fecal coliforms have been described as one of the best indicators of pollution in the aquatic
environments by human wastes, and it is widely used as a parameter for classifying areas
where oysters are farmed or extracted. Among Enterobacteriaceae members, E. coli stands out
as potential pathogenic specie, representing risk for public healthy when associated with
consumption of raw or undercooked bivalves. However, little is known about this
colonization in the bivalve tissues and/or distribution of these enteric bacteria. The objective
of the present study was to: (i) quantify fecal coliforms from body fluid and anatomical sites,
separately; (ii) isolate and identify E. coli in oysters commercialized in natura in Praia do
Futuro beach, Fortaleza-Ceard; (iii) evaluate the virulence profile and resistance to
antimicrobial agents of E. coli isolates. The study covered ten samples, from February to
April 2012, by analyzing twelve oysters for sample, divided into a body fluid (intervalvar
liguor) and two anatomical sites (mantle and gastrointestinal tract). Fecal coliforms
concentration was higher than allowed by legislation n°® 12/2001 of ANVISA in three
samples, and intervalvar liquor presented higher MPN in six samples. Out of 137 E. coli
strains isolated, 19% was resistant to both tetracycline and oxytetracycline, and MAR ranged
from 0,250 to 0,625. It is further noted producing expended spectrum beta lactamases strains,
however none showed biofilm production. The major frequency resistance to oxytetracycline
suggests a selective pressure to mangrove ecosystem microbiota that could be directly
affected by farming shrimp activity, practiced in a region next to Parnaiba city, located in
Piaui state, where oysters are extracted. In addition, the presence of multiple resistance can be

a risk for in natura oyster consumers.

Key words: Escherichia coli, oysters, virulence.
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1 INTRODUCAO

Os ambientes estuarinos ocorrem principalmente em regifes tropicais e
subtropicais, recebendo grandes quantidades de matéria organica carreadas pelos corpos de
agua doce. Além disso, sofrem influéncia direta da salinidade da &gua do mar,
proporcionando, assim, a formagdo de um ecossistema especial de grande produtividade
primaria, destacando-se como bercario natural de muitas espécies de origem marinha
(SCHMIEGELOW, 2004).

Associados aos estuarios encontram-se 0s manguezais, formados por uma
pequena variedade de espécies de plantas, com alta producdo de matéria organica, e
caracterizados como habitat de varias espécies de crustdceos e moluscos bivalves
(NYBAKKEN; BERTNESS, 2005). Dentre os organismos endémicos das regifes de
manguezal, a ostra destaca-se como um dos recursos mais promissores para a maricultura,
uma vez que seu cultivo ndo necessita administracdo de alimentacdo artificial, e €
ambientalmente sustentavel (GOMEZ; BAYONA, 2007).

A ostra do mangue, Crassostrea rhizophorae, destinada a comercializacdo pode
advir da extracdo em bancos naturais ou do cultivo. Segundo Hernandez, Troccoli e Millian
(1998), esta é considerada uma das espécies com maior perspectiva para o desenvolvimento
da aquicultura nos paises tropicais da costa atlantica americana. Seu cultivo tem sido
reportado em paises da América Latina como, Venezuela (BUITRAGO et al.,, 2005;
LODEIROS-SEIJO; FREITES-VALBUENA, 2007), e Cuba (FRIAS; RODRIGUES, 1991),
que se destaca pela producdo em larga escala (GOMEZ; BAYONA, 2007). No Brasil, esta
atividade ainda é incipiente e estd sendo desenvolvida em Estados das RegiGes Nordeste,
Sudeste e Sul (LENZ, 2008; MACCACHERO; GUZENSKI; FERREIRA, 2005; PEREIRA et
al., 2000). Estes autores tém conduzido pesquisas na tentativa de estabelecer uma tecnologia
de cultivo mais avancada e com maiores resultados de produtividade.

Uma das medidas primordiais para a implantacédo da atividade é a escolha do local
de cultivo, devendo ser livre de contaminagdo, uma vez que 0s moluscos sdo organismos
filtradores e podem reter micro-organismos patogénicos (MAALOUF; POMMEPUY;
GUYADER, 2010). Segundo Vieira (2004), os moluscos sdo organismos bioindicadores e
refletem as condi¢cdes dos ambientes aquaticos. Dessa forma, a quantificacdo de coliformes
termotolerantes no musculo desses invertebrados tem sido utilizada como parametro para a
classificacdo de areas propicias a ostreicultura pela legislacdo dos Estados Unidos, Unido

Europeia e, mais recentemente do Brasil.
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O hébito de consumir ostras cruas aumenta o risco de veiculacdo de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTASs), incluindo as de etiologia bacteriana. Esse quadro pode
ser agravado se os moluscos forem provenientes de &reas contaminadas ou tratados sob
condi¢des higiénico-sanitarias precarias (MENDES et al., 2004).

Dentre 0s micro-organismos que contaminam as ostras podem ser citados aqueles
de origem enddgena, pertencentes a microbiota do ambiente, como Aeromonas sp. e 0S
vibrios, destacando-se V. parahaemolyticus e V. vulnificus, como espécies potencialmente
patogénicas ao homem. Além disso, destacam-se 0s contaminantes do aporte de residuos
humanos nos corpos hidricos. Como micro-organismos aldctones de areas de cultivo de
ostras, citam-se os membros da familia Enterobacteriaceae, principalmente Escherichia coli,
responsaveis por inimeros surtos de gastrenterite (AMAGLIANI; BRAND; SCHIAVANO,
2012; BRANDS et al., 2005; GONZALEZ et al., 2011; HAN et al., 2007; RYU et al., 2012).

Além de indicadoras da qualidade bacterioldgica de alimentos e agua, algumas
estirpes de E. coli também apresentam mecanismos de viruléncia, o0 que as torna um risco para
a saude dos consumidores de ostras. Dentre estes fatores, destaca-se: a resisténcia aos
antimicrobianos, que exercem uma pressdo seletiva nos micro-organismos, tornando-se um
problema emergente mundial (BLAKE et al., 2003; FRENCH, 2005). Outro fator de
viruléncia comumente associado a E. coli € a producdo de enzimas beta-lactamases de
espectro estendido (ESBL), que conferem resisténcia aos antimicrobianos beta lactamicos, e
podem ser transmitidos dos alimentos de origem animal para 0s seres humanos
(ALEXANDER et al, 2010; TURNIDGE, 2004). Ainda nesse sentido, relaciona-se as cepas
produtoras de biofilme, que tém sido associadas a producdo de diferentes mecanismos de

patogenicidade, tornando essas bactérias ainda mais perigosas (BRADFORD, 2001).
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2 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivos (i) quantificar coliformes termotolerantes e
Escherichia coli no fluido corporal e nos sitios anatdmicos, separadamente; (ii) isolar e
identificar E. coli de amostras de ostras comercializadas in natura na Praia do Futuro,
Fortaleza-Ceara, (iii) avaliar o perfil de viruléncia dos isolados quanto a resisténcia a
antimicrobianos, a producdo de enzimas beta-lactamases de espectro estendido e a formacéo

de biofilme.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Ecossistemas estuarinos

Os estuarios podem ser definidos como uma provincia da zona costeira que sofre
regimes energéticos diferentes de descarga de dgua doce, marés, ventos e ondas, apresentando
uma relacéo restrita com o oceano adjacente (FONTELES-FILHO, 2011).

Estes ambientes caracterizam-se pela alta produtividade priméaria e pelo
desenvolvimento de variados espécimes marinhos juvenis de peixes e crustaceos com alto
valor comercial (PAIXAO et al., 2013). Algumas espécies completam seu ciclo de vida
dentro dos estuérios, como é o caso das ostras, mexilhes e caranguejos (RODRIGUEZ,
1972). De acordo com Datta, Chattopadhyay e Guha (2012), os estuarios ainda contribuem
para a ciclagem de nutrientes e protecéo das zonas costeiras contra a erosao.

Associados a estes ecossistemas costeiros encontram-se 0S manguezais,
compostos por uma vegetacdo com alta capacidade de producdo primaria e toleréncia a
salinidade do mar aberto (ODUM; BARRET, 2007). Esses ambientes sdo restritos as zonas
tropicais e subtropicais e abrigam uma grande diversidade de organismos (BOUCHEZ et al.,
2012).

O Brasil apresenta um dos maiores ecossistemas de mangue do mundo,
distribuindo-se desde o Oiapoque (Amapa) até Laguna (Santa Catarina), perfazendo um total
de quase 1,4 milhdes de hectares (REZENDE et al., 2009). No Ceara, existem cerca de doze
bacias hidrograficas que apresentam zonas de manguezais (FONTELES-FILHO, 2011),
caracterizando-se como importante fonte de renda para as comunidades litoraneas que
praticam a extracao de diversos recursos pesqueiros destes ambientes (SABRY et al., 2013).

Os ecossistemas estuarinos tém sofrido enorme devastacdo nas Gltimas décadas,
devido, principalmente, ao desmatamento e obras de construcao civil, resultantes do processo
de urbanizacdo; e aos residuos da agricultura (LEE; YOUNGER, 2002), além dos impactos
causados pela atividade da carcinicultura (ALONGI, 2002). Ainda nesse sentido, a poluicéo
dos estudrios associada a descarga de esgotos e residuos animais tem se tornado um problema
de grande preocupacdo em escala global (ALMEIDA; SOARES, 2012).

Dentre os organismos marinhos presentes nas areas de estuarios, os moluscos
bivalves se destacam comercialmente, tanto pela sua extracdo em ambientes naturais, quanto
pelo cultivo (BUITRAGO et al., 2005). Levinton (2011) define os moluscos, principalmente

0s bivalves, como o0s organismos marinhos mais bem sucedidos na maricultura devido ao seu
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rapido crescimento e a possibilidade de alocar os animais em éareas de altos indices de
producdo de fitoplancton. Segundo a FAO (2012), ostras, berbigbes, mexilhGes e outros
moluscos figuram entre as espécies comestiveis que ndo necessitam de alimentacgdo artificial,
caracterizando, assim, um avanco para o desenvolvimento da aquicultura, principalmente nos

paises pobres e em desenvolvimento.

3.2 Cultivo de ostra

Em meio aos diferentes organismos aquaticos explorados pela aqlicultura, tem-se
destacado a importancia da utilizacdo de recursos pesqueiros nativos, remetendo a uma
atividade mais sustentavel, com a diminuicdo da pressdo sobre as popula¢des naturais, além
de contribuir para o aumento da produtividade nas areas costeiras (LENZ, 2008). Nesse
sentido, a ostreicultura vem sendo desenvolvida em comunidades litoraneas, gerando emprego
e renda e incentivando a exploragéo racional dos recursos (PEREIRA et al., 2000).

No Brasil, o cultivo de moluscos tem se desenvolvido apenas com algumas
espécies de importancia comercial, com destaque para a ostra do pacifico, Crassostrea gigas e
0 mexilhdo Perna perna (RIBEIRO-COSTA; MARINONI, 2006), produzidos principalmente
no Estado de Santa Catarina, Regido Sul, que detém cerca de 90% da producdo nacional de
moluscos (SOUZA et al., 2011).

A ostra do mangue, Crassostrea rhizophorae, distribui-se desde o Uruguai até o
Caribe, sendo encontrada, principalmente, em areas de manguezal e estuarios, fixando-se em
rochas e substratos consolidados (RIOS, 1994); ou associada as raizes do mangue vermelho,
ocupando a regido entre marés (LODEIROS-SEIJO; FREITRES-VALBUENA, 2007). Esta
espécie, extraida artesanalmente nos bancos naturais, passou a ser cultivada, em menor escala,
em Estados das regides Sudeste e Nordeste a partir da década de 1970 com cultivos
experimentais instalados nos estados de Séo Paulo e da Bahia (POLI; LITTLEPAGE, 1998).
As técnicas de cultivo da ostra do mangue ainda sdo incipientes no Brasil (MACCACHERO;
GUZENSKI; FERREIRA, 2005), diferentemente de outros paises do Caribe, como Cuba, que
detém tecnologia de cultivo avancada e cuja producdo do recurso atinge niveis relevantes
(ESPINO; GUTIERREZ, 2010).

Crassostrea rhizophorae é uma espécie hermafrodita protandrica, ou seja, cujo
sexo masculino é o primeiro a se manifestar (VILLARROEL; BUITRAGO; LODEIROS,
2004), atingindo o tamanho comercial a partir de 50 mm de altura (PEREIRA; HENRIQUES;
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MACHADO, 2003). Sdo moluscos eurialinos e euritérmicos, adaptados aos ambientes
estuarinos (GALVAO et al., 2009).

O corpo da ostra, assim como dos bivalves em geral, possui simetria bilateral. O
manto, que recobre a massa visceral, tem disposto em cada lateral uma branquia, responsaveis
pela filtragem do alimento e trocas gasosas. Seu sistema digestivo é formado pela boca,
esofago, estbmago, intestino, reto e anus; a cavidade paleal constitui o espaco livre no interior
das valvas, onde fica retida certa quantidade de &gua quando estas se fecham, chamada de
liquido intervalvar (RUPPERT; FOX; BARNES, 2005) (Figura 1).

Figura 1 — Anatomia da ostra americana Crassotrea virginica.

Digestive diverticula\ /Z A : Mouth

Stomach Labial palps

Intestine :
Cerebral ganglion

Heart
Pericardium
Adductor muscle
Rectum

Anus Gills

Fusion of two
mantle lobes
and gills

Right mantle lobe
(turned up slightly

Left mantle lobe

Shell
Tentacles

Fonte: Ruppert; Fox; Barnes (2005). Esophagus: es6fago. Digestive diverticula:
diverticulos digestivos. Stomach: estbmago. Intestine: intestino. Heart: coracéo.
Pericardium: pericéardio. Adductor muscle: musculo adutor. Rectum: reto. Anus:
anus. Fusion of two mantle lobes and gills: fusdo dos dois lobos do manto e das
branquias. Shell: concha. Tentacles: tentaculos. Left mantle lobe: lobo esquerdo
do manto. Right mantle lobe (turned up slightly): lobo direito do manto
(ligeiramente virado). Gills: branquias. Cerebral ganglion: ganglio cerebral.
Labial palps: palpos labiais. Mouth: boca.

As ostras se alimentam através de particulas da agua do mar, retidas pelas
branquias, sendo o fitoplancton um dos principais itens alimentares, especialmente as
diatomaceas (NOBRE, 1973). O mesmo autor também destaca que além das algas
planct6nicas, consomem substéncias organicas dissolvidas na agua, que sdo retidas através de

um muco produzido pelas branquias e, entdo, levadas aos palpos labiais para sua nutri¢éo.
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S&o ainda excelentes filtradores, podendo acumular e reter micro-organismos,
agindo, assim, como portadoras de agentes patogénicos ao homem (GOURMELON et al.,
2006). Dessa forma, uma das medidas para a implantagdo do cultivo de ostras é a escolha do
local, que deve estar livre de poluicdo, uma vez que 0s estuarios sdo atingidos diretamente por
acOes antrépicas (PROGRAMA BRASILEIRO DE INTERCAMBIO EM MARICULTURA,
2003).

No Brasil, os parametros para aguas destinadas ao cultivo de moluscos bivalves
séo definidos pela Resolugéo n° 357 de 17 de marco de 2005 do Conselho Nacional de Meio
Ambiente (CONAMA), estabelecendo que para &guas salobras destinadas ao cultivo de
moluscos bivalves com fins de alimentacdo humana, a quantificacdo de coliformes
termotolerantes ndo pode exceder 43 NMP/100 mL, devendo este monitoramento ser
realizado anualmente com um minimo de cinco amostras (BRASIL, 2005).

Mais recentemente, foi criada a Instrugdo Normativa Interministerial (IN) n°7 de 8
de maio de 2012, que estabelece o Programa Nacional de Controle Higiénico-Sanitario de
Moluscos Bivalves no Brasil. Esta IN foi criada com base na necessidade de monitoramento
de micro-organismos contaminantes e de biotoxinas marinhas em moluscos bivalves, e do
estabelecimento de requisitos de inspecdo sanitaria e industrial dos estabelecimentos de
processamento dos moluscos bivalves como medida de prevencdo de efeitos nocivos a saude
do consumidor, com a finalidade de garantir padrdes minimos de qualidade (BRASIL, 2012).

A legislacdo brasileira assemelha-se as normas estabelecidas por paises
desenvolvidos, como os Estados Unidos (NATIONAL SHELLFISH SANITATION
PROGRAM, 1997) e membros da Unido Europeia (OFFICIAL JOURNAL OF THE
EUROPEAN COMMUNITIES, 1991). Em contrapartida, a lei nacional foi publicada
recentemente e ainda encontra-se em fase experimental, adiando ainda mais o cumprimento

das normas necessarias para o cultivo e comercializacdo de moluscos de maneira segura.

3.3 Micro-organismos presentes em ostras

A contaminacdo microbiana nos ambientes aquaticos por bactérias e outros micro-
organismos é um crescente problema mundial, cuja origem primordial é a descarga de esgotos
domésticos e industriais, principalmente em éareas costeiras (FU et al., 2011). Segundo
Fleming et al. (2006), os seres humanos sao expostos a estas bactérias atraves do consumo de

alimentos de origem marinha. 1sso ocorre mais comumente nas comunidades onde o pescado
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constitui a principal fonte de proteina; além da exposi¢do & 4gua do mar contaminada em
praias e outras areas de lazer.

Existem dois grupos de bactérias relevantes para a satde publica que contaminam
produtos marinhos: (1) bactérias endégenas ao ambiente marinho, tais como Aeromonas
hydrophila, Clostridium botulinum, Vibrio parahaemolyticus, V. cholerae e V. vulnificus, bem
como (2) Listeria sp. e enterobactérias, como Salmonella sp e Escherichia coli provenientes
da contaminacdo de 4gua com residuos humanos (RIPPEY, 1994).

InGmeros surtos de toxi-infeccdo alimentar causados pelo consumo de alimentos
de origem marinha tém sido descritos na literatura, estando associados, em sua grande
maioria, ao consumo de moluscos bivalves crus ou parcialmente cozidos, tornando-se um
problema para a satde publica (POTASMAN; PAZ; ODEH, 2002).

De Paola et al. (2000) e McLaughlin et al. (2005) relataram casos de surtos de
gastrenterite nos EUA associados ao consumo de ostras in natura contaminadas por V.
parahaemolyticus. Kirs et al. (2010) relataram ainda a alta ocorréncia da mesma bactéria
(95%) em ostras coletadas na Nova Zelandia, sendo observada, com menor freqiiéncia, a
presenca de V. vulnificus em 17% das amostras.

Ainda sobre os contaminantes enddgenos, os membros do género Aeromonas
encontram-se amplamente distribuidos nos ambientes aquaticos e sdo frequentemente isolados
de diferentes alimentos marinhos, como peixes, moluscos e camardes (GRASSI; CIVERA,;
TURI, 2003; NEYTS et al., 2000). Segundo Stratev, Vashin e Rusev (2012), esse género €
considerado predominante em moluscos bivalves, especialmente ostras. Evangelista-Barreto
et al. (2006) em pesquisa com ostras C. rhizophorae, reportaram a presenca de Aeromonas sp.
em 67% das amostras, incluindo as espécies A. caviae e A. veronii, reconhecidas atualmente
como patégenos humanos.

Dentre os contaminantes exogenos, destacam-se 0s géneros Salmonella e Listeria.
A maioria dos casos de salmonelose tem sido causada pela ingestdo de alimentos
contaminados, provocando gastrenterite com diarréia, cdlicas abdominais e febre
(IWAMOTO, 2010). Segundo Olgunoglu (2012), surtos tém sido associados a ingestdo de
frutos do mar, como peixes, camardes, ostras e outros moluscos, incluindo uma variedade de
alimentos sem um cozimento minimo ou que sd@o consumidos crus. Morrison et al. (2011), em
pesquisa de Salmonella em ostras, sugerem que estas bactérias sdo capazes de permanecer a
longo prazo nos tecidos do molusco, em um tipo de interacdo antes observada apenas para

animais de maior porte.
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De acordo com Embarek (1994), Listeria sp. tem sido isolada de alimentos
marinhos provenientes de aguas costeiras sujeitas a contaminacdo por fontes humana,
industrial ou animal. Rodas-Suarez et al. (2006) e Chen et al. (2010) relataram a presenca de
L. monocytogenes em aguas de estuérios onde ha extracdo de moluscos, mas ndo detectaram a
bactéria em amostras do alimento, evidenciando a baixa contamina¢do de alimentos marinhos
crus por este patdgeno. Apesar da baixa incidéncia de listérias em ostras e outros produtos
marinhos, a listeriose € uma doenca que apresenta elevados indices de mortalidade, sendo
patégeno oportunista em pessoas com sistema imunolégico comprometido (AURELI et al.,
2003).

Muitos paises que comercializam ostras desenvolveram um conjunto de normas
préprias, baseadas em analises microbiol6gicas da dgua de seu cultivo e/ou da sua carne,
como os paises da Unido Europeia (UE), que monitoram as fontes de polui¢cdo microbiologica
nas areas de producdo de moluscos, classificando-as posteriormente (CAMPOS et al., 2012).
A maioria desses padrfes normativos esta baseada na pesquisa de coliformes, pois esse grupo
é considerado indicador de contaminacdo fecal (MACHADO et al., 2001).

Os paises membros da Unido Europeia determinam o nivel de tratamento a ser
aplicado antes da comercializacdo dos moluscos de acordo com a classificacdo das areas de
producdo, através de legislacdo estabelecida pelos mesmos. A primeira categoria (A) inclui as
areas com moluscos contendo niveis inferiores a 230 E.coli/100g, destinados diretamente ao
consumo humano. A categoria B engloba as areas cujas contagens sdo maiores que 230 e
inferiores a 4.600 E. coli/100g em 90% das amostras, e 0s moluscos devem passar pelo
processo de depuracdo por pelo menos 48 horas antes de serem consumidas. A categoria C é
representada pelas areas cujas contagens foram superiores a 4.600 E. coli/100g e menores que
46.000 E. coli em 90% das amostras, e as ostras devem ser transferidas para areas especiais
por um periodo de dois meses antes da comercializacdo. A categoria D esta representada pelas
areas cujas contagens de E. coli/100g foram superiores a 46.000, nesse caso fica proibida a
comercializacdo de moluscos (OFFICIAL JOURNAL OF THE EUROPEAN
COMMUNITIES, 1991).

3.4 A importancia de coliformes e E. coli como contaminantes
Observa-se, nas legislacbes supracitadas, que o método mais utilizado para

monitoramento da qualidade microbiol6gica em alimentos e aguas de cultivo de moluscos é

baseado na quantificacdo de coliformes fecais, assumindo que estas bactérias tém como
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habitat natural o trato intestinal de animais de sangue quente, e, portanto, devem ter sido
introduzidas para o sistema por meio de fontes externas (BRAWERE et al., 2011; NEWELL
et al., 2010).

Dentre as bactérias do grupo coliformes, Escherichia coli é capaz de fornecer
informacdes precisas sobre as condigdes higiénico-sanitarias tanto das ostras quanto da agua
de cultivo, ja que a mesma é quase 100% de origem fecal, sendo o micro-organismo mais
adequado para ser utilizado como indicador de contaminacdo fecal (EDBERG et al., 2000;
KAY et al., 2004).

Os seis principais grupos de E. coli foram baseados em estudo dos fatores de
viruléncia, manifestacfes clinicas produzidas, epidemiologia e sorotipagem, realizado por
Nataro e Kaper (1998) e Meng, Feng e Doyle (2001). De acordo com 0s autores, 0S grupos
reconhecidos como causadores de diarreia séo: E. coli Enteropatogénica (EPEC), E. coli
Enterotoxigénica (ETEC), E. coli Enteroinvasiva (EIEC), E. coli Enterohemorragica (EHEC
ou STEC), E. coli Enteroagregativa (EAEC) e E. coli Difusamente Agregada (DAEC). Ainda
sdo citadas como patogénicas ao homem, as categorias: E. coli produtora de Shiga Toxina
(STEC) ou Verotoxigénica (VTEC), E. coli Facultativamente Enteropatogénica (FEEC), E.
coli Uropatogénica (UPEC) e E. coli Neonatal Meningite (NMEC) (BIEN; SOKOLOVA,;
BOZKO, 2012; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; WILES; KULESUS; MULVEY,
2008).

Escherichia coli € um micro-organismo pertencente a familia Enterobacteriaceae,
e caracterizado como um importante componente do intestino tanto dos animais quanto do
homem, fazendo parte da microbiota intestinal normal (GUARNER; MELAGELADA, 2003).
S&o bastonetes Gram negativos, ndo esporulados, anaerdbios facultativos, que crescem bem
em meio de cultura sintético contendo nutrientes simples e fermentam aclcares (TORRES,
2004).

Essas bactérias podem permanecer no organismo de forma inofensiva, mas em
organismos fracos ou imunossuprimidos, até mesmo cepas ndo patogénicas podem causar
infeccbes (PELCZAR; REID; CHAN, 1980-1981). E. coli pode causar uma variedade de
doencas, incluindo diarreia, desinteria, sindrome hemolitica-urémica e infeccBes renais
(CUNIN et al., 1999; KEENE et al., 1994; SCHWARTZ et al., 2011). Diferentes estirpes tém
sido associadas a varias doengas, e essa versatilidade se deve a relativa facilidade que elas tém
em adquirir os mais variados genes de viruléncia (ESTRADA-GARCIA et al., 2009).

Muitos autores tém reportado a contaminagdo de alimentos marinhos por

enterobactérias, que sdo responsaveis por inimeros surtos de gastrenterite apos ingestdo de
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produtos marinhos contaminados. Van et al. (2008) e Ryu et al. (2012) relataram a
contaminacéo de alimentos de diferentes origens (carne, galinha, moluscos e peixes) por E.
coli, verificando ainda a presenca de genes de viruléncia e de resisténcia a antimicrobianos.
Diante dos frequentes casos de toxi-infecgdes alimentares, a recorréncia de cepas
bacterianas cada vez mais resistentes aos antimicrobianos tem se tornado um problema de
interesse mundial (VAN et al., 2008). Gow et al. (2008) destacam ainda que a bactéria E. coli
é um micro-organismo com alta capacidade de troca de materiais genéticos, podendo

facilmente transmitir ou adquirir estes genes de resisténcia.

3.5 Uso de antimicrobianos

Os antimicrobianos podem ser definidos como substancias naturais ou sinteticas
capazes de inibir o crescimento ou causar a morte de bactérias e fungos. Podem ser
classificados como bactericidas, quando causam a morte do micro-organismo, ou
bacteriostaticos, quando promovem a inibicdo do crescimento microbiano (WALSH, 2003).

Atualmente séo descritas varias classes de antimicrobianos, variando de acordo
com a composicao quimica e mecanismo de acdo (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO,
2010). Os mesmos autores ainda descrevem algumas classes, com respectivos exemplos de
antimicrobianos, como: penicilinas (penicilina e ampicilina), cefalosporinas (cefalotina,
cefoxitina, ceftriaxona), carbapenémicos (imipinem), monobactamicos (aztreonam),
aminoglicosideos (gentamicina, amicacina), fluorquinolonas (ciprofloxacina), macrolideos
(eritromicina), tetraciclinas  (oxitetraciclinas), fenicdis (cloranfenicol), quinolonas
(ciprofloxacina), nitrofuranos (nitrofurantoina) e sulfonamidas (sulfametoxazol-trimetropim
ou sulfazotrim).

Sapkota et al (2008) relataram os antibidticos mais comumente utilizados pelos
principais paises produtores de pescado no mundo entre 1990 e 2007. A oxitetraciclina foi o

mais utilizado, seguido por cloranfenicol e acido nalidixico.

3.5.1 Mecanismos de resisténcia

O mecanismo de resisténcia bacteriana pode ser considerado como uma resposta
das bactérias frente as pressoes seletivas geradas pelo uso extensivo de antimicrobianos e sua
presenca no meio ambiente (CABELLO, 2006). Este tem se tornado um problema emergente,

uma vez que as bactérias multiplicam-se rapidamente, sofrem mutacdes e sdo capazes de
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realizar troca de material genético com estirpes da mesma espécie ou de espécies diferentes
(WHITE; MCLVER; RAWLINSON, 2001).

A resisténcia a antimicrobianos em bactérias associadas a agua e alimentos
constitui um problema emergente em varios paises (CONSTANZO; MURBY; BATES,
2005). Sabe-se que existe uma associagdo entre o uso de antimicrobiano e a ocorréncia de
resisténcia, uma vez que estes exercem uma pressdo seletiva nos micro-organismos, assim,
sua utilizacdo constitui uma questdo chave em estudos epidemiolégicos (KUMMERER,
2004). A ameaca de doencas causadas por cepas de patdgenos resistentes a antimicrobianos
tem aumentado nos dltimos anos devido a transferéncia horizontal de genes de resisténcia de
um tipo de bactéria para outra, e varios autores tém estudado 0s mecanismos de resisténcia a
antimicrobianos em agentes patégenos, assim como bactérias associadas a alimentos
(SCHWARTZ; KEHRENBERG; WALSH, 2001).

Estudos em todo 0 mundo identificaram 0s ecossistemas aquaticos como possiveis
reservatorios de resisténcia bacteriana a antibimicrobianos (WANG et al., 2008). A alta
incidéncia de bactérias resistentes em resposta ao uso de antibioticos também foi relatada em
areas costeiras, sendo considerada como uma grave contaminacgdo bidtica e um meio para a
propagacao e evolucdo de genes de resisténcia e seus vetores (HERWIG; GRAY; WESTON,
1997).

Como resultado de condi¢Bes pouco higiénicas e estressantes presentes nas
instalacBes aquicolas, o risco de infeccdes bacterianas entre peixes cultivados é alto. Assim,
uma quantidade expressiva de antimicrobianos esta sendo utilizada na alimentacdo de peixes,
com finalidade preventiva e profilatica, em cultivos em todo o mundo (KEMPER, 2008;
MARTINEZ, 2009). Este uso continuado de antimicrobianos na aquicultura tem resultado no
aumento de estirpes resistentes a esses agentes (HENRIQUES et al. 2006). Dang et al. (2008)
relatam a oxitetraciclina como uma droga largamente utilizada na medicina chinesa e que
ainda continua sendo utilizada intensivamente como uma droga teraupéutica na veterinaria e

maricultura.

3.5.2 Enzimas beta-lactamases

As enzimas beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), produzidas por
algumas estirpes de bactérias, tém a capacidade de quebrar a ligagdo amida do anel beta-
lactamico dos antibidticos, conferindo, assim, resisténcia as cefalosporinas, penicilinas e
monobactamicos, como o aztreonam (AUGUSTI; SUPERTI; ZAVASCHI, 2007). Entretanto,
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a acao destas enzimas é bloqueada na presenca de inibidores de beta-lactamases, como o
sulbactam, tazobactam e acido clavulanico, sendo este ultimo utilizado com maior freqtiéncia
(OLIVEIRA et al., 2009).

Klebisiella pneumoniae e E. coli sdo reportadas como as espécies mais
comumente relacionadas como produtoras de ESBL (NOGUEIRA et al., 2006). As ESBL séo
codificadas por genes plasmidiais, e esta resisténcia pode ser facilmente transferida a
diferentes espécies bacterianas por meio da conjugacdo (PEREZ et al., 2007). Esta
transferéncia pode se tornar ainda mais preocupante quando esses plasmidios possuem genes
associados de resisténcia a outros antimicrobianos (BARBOSA et al., 1999-2000).

Antes do advento das técnicas de biologia molecular, foram propostos pelo menos
seis métodos para deteccdo de ESBL, entre eles podem ser citados: o uso de breakpoints
modificados, teste de dupla difusdo em disco, teste tridimensional e método de triagem com
fitas (PFALLER; SEGRETI, 2006). Segundo Paterson e Bonomo (2005), nenhum desses
métodos possui bom poder discriminatorio. Os mesmos autores ainda ressaltam que 0s
resultados podem ser subestimados, pois as cepas armazenadas podem perder os plasmidios
que codificam tal resisténcia.

Além dos testes tradicionais, ja tem sido realizados testes de biologia molecular,
com a utilizacdo de primers especificos para deteccdo das enzimas produtoras de beta
lactamases (SANTOS et al., 2008). As ESBL sao codificadas por genes plasmidiais mutantes,
especialmente TEM-1 e SHV-1 (BRAIOS, 2009), além do grupo CTM-X, recentemente
descrito por Bonnet (2004). Meunier et al. (2006) relatam que 0s genes de resisténcia
bacteriana podem ser transmitidos de alimentos de origem animal para 0s seres humanos.

A deteccdo de cepas produtoras de ESBL em isolados clinicos tem sido
amplamente reportada em varios paises, inclusive no Brasil, representando um problema para
a saude publica (CHAUDHURI et al., 2011; CONEJO-JUAREZ et al., 2012; LUZZARRO et
al., 2006; SANTOS et al., 2008). No entanto, poucos estudos tém sido realizados para
investigar a producdo destas enzimas em cepas de origem ambiental (DUAN et al., 2006;
JOUINI et al., 2007). Os mesmos autores ainda destacam a importancia destas informacées

como forma de melhorar a compreensdo quanto aos reservatdrios potenciais desses genes.

3.6 Biofilmes

Biofilmes sdo comunidades complexas de micro-organismos compostas por

agregados de células bacterianas embebidas em uma matriz viscosa produzida por elas
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mesmas e anexada a superficies (JAIN; AGARWAL, 2009). As colénias microscopicas que
compéem um biofilme podem ser compostas por bactérias de uma mesma espécie ou de
espécies diferentes, dependendo das condigdes ambientais (COSTERTON; STEWART;
GREENBARG, 1999).

O desenvolvimento de biofilmes em superficies é um processo que envolve as
etapas de adesdo, crescimento, motilidade e producdo de polissacarideos extracelulares
(HOIBY et al., 2010). A natureza do biofilme e o estado fisiolégico das bactérias nele
inseridas conferem um alto nivel de resisténcia aos antimicrobianos, aumentando o nimero de
doencas associadas aos mesmos (APARNA; YADAV, 2008).

Os organismos que compdem os biofilmes sdo especializados e possuem
complexidade estrutural e funcional (LAWRENCE et al., 1991). Devido as pressdes seletivas
de certos ecossistemas, principalmente os ambientes aquaticos, esta se torna a melhor
estratégia de crescimento adotada pelos micro-organismos (DONLAN, 2002).

Diferentes mecanismos de patogenicidade produzidos por biofilmes tém sido
reportados na literatura, como (1) a capacidade de agregacdo a superficies solidas; (2) a
“divisdo de tarefas” que aumenta a eficiéncia do metabolismo da comunidade; (3) invasdo de
defesas do hospedeiro, como a fagocitose; (4) obtencdo de alta densidade de micro-
organismos; (5) troca de material genético que pode resultar em cepas mais resistentes; (6)
producdo de uma alta taxa de toxinas e (7) protecdo contra 0s agentes antimicrobianos
(LYNCH; ROBERTSON, 2008).

Atualmente existe uma enorme variedade de métodos fenotipicos para deteccdo da
producdo de biofilme, sendo mais utilizados os testes de aderéncia ao vidro (CHRISTENSEN
et al., 1982), agar vermelho congo (FREEMAN; FALKINER; KEANE, 1989), aderéncia a
microplacas (CHRISTENSEN et al.,, 1985), ensaios espectrofluorimétricos (BURTON;
YAKANDAWALA,; LO VETRI, 2007) e reacdes de PCR com genes especificos (CULLER,
2010).

Os micro-organismos comumente associados a producdo de biofilme séo
compostos por bactérias Gram positivas e Gram negativas ou leveduras. As bactérias Gram
positivas comumente isoladas de ambientes hospitalares sdo: Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Streptococcus viridans. Dentre as
Gram negativas, destacam-se Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e
Pseudomonas aeruginosa (DONLAN, 2001).

Pseudomonas aeruginosa é uma das bactérias mais estudadas quanto a producao

de biofilme, tendo sido muito utilizada como modelo para o conhecimento deste mecanismo
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(COSTERTON et al., 1994). Para E. coli, Sheik et al. (2001) associaram as estirpes
enteroagregativas como produtoras regulares de biofilmes. A formacédo de biofilme também ja
foi reportada para estirpes de ETEC (SHERLOCK; VEJBORG; KLEMM, 2005) e EHEC
(RYU; BEUCHAT, 2005)

Estas células formam agregados densos, sendo parcialmente protegidos da acéo
destruidora dos fag6citos (COSTERTON et al., 1994). Segundo Liberto et al. (2009), micro-
organismos presentes em biofilmes sdo mais refratarios a agentes antimicrobianos que
organismos livres, pois as drogas podem n&do conseguir alcancar e produzir efeito nas
bactérias retidas no interior do biofilme. Dessa forma, a capacidade de formar biofilmes sobre
superficies plasticas pode ser considerada como um fator de viruléncia (STEWART,;
COSTERTON, 2001), que compartilhado com mecanismos de resisténcia a antimicrobianos

tornam as cepas ainda mais agressivas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem

Foram analisadas dez amostras de ostras, Crassostrea rhizophorae,
comercializadas in natura em uma barraca da Praia do Futuro, regido litoranea de Fortaleza-
CE. As coletas foram realizadas no periodo de fevereiro a abril de 2012. Cada amostra foi
constituida por doze ostras, perfazendo um total de 120 animais analisados. Os exemplares de
ostras foram embalados em sacos plasticos, acondicionados em bolsa térmica e transportados
ao Laboratorio de Microbiologia Ambiental e do Pescado, do Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR/UFC), onde foram realizadas as analises microbioldgicas. O tempo entre a

coleta e o inicio das analises bacteriologicas ndo excedeu duas horas.

4.2 Preparacgéo das amostras

As doze ostras de cada amostra foram lavadas vigorosamente em agua corrente e
abertas assepticamente para separacdo do fluido corporal (liquido intervalvar) e dos sitios
anatdmicos (musculo e trato gastrointestinal). Em seguida, foi feito um pool das doze ostras

que compunham cada amostra.

4.2.1 Fluido corporal - liquido intervalvar

Uma aliquota de 10 mL da amostra combinada de liquido intervalvar foi diluida
em 90 mL de solucéo salina a 0,85% de NaCl e homogeneizada em agitador magnético (Coler
Parmer) por 15 minutos. Este homogenato constituiu a diluicio 10, a partir da qual foram

feitas as diluicdes de 102 a 10™.

4.2.2 Sitio Anatdmico - musculo

De cada amostra foram pesados 25g do musculo, macerados e, em seguida,
homogeneizados, em agitador magnético (Coler Parmer) por 15 minutos, em 225 mL de
solucdo salina a 0,85% de NaCl. Esse homogenato constituiu a diluicdo decimal seriada de 10
! a partir da qual foram preparadas as demais diluicdes de 10 a 10, utilizando-se a

proporgao 1:9.
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4.2.3 Sitio Anatbmico - trato gastrointestinal

Foram macerados e pesados 5 g do pool do trato gastrointestinal e, em seguida,
homogeneizados, em agitador magnético (Coler Parmer) por 15 minutos, em 45 mL de
solucdo salina a 0,85% de NaCl, constituindo a diluicdo 10™. O procedimento foi repetido até

a diluicao 10°.

4.3 Analises Bacterioldgicas

4.3.1 Prova presuntiva

De cada diluicdo em solucdo salina, retirou-se uma aliquota de 1 mL para ser
transferida a um tubo contendo 10 mL de Caldo Lauril Triptose (Difco) com tubos de Durhan
invertidos. Este procedimento foi feito em cinco repeticdes para cada diluigdo. Os tubos foram
incubados a 35°C por 48 horas, considerando-se positivos para a prova presuntiva de

coliformes totais aqueles que apresentaram turvacéao e producao de gas apos esse periodo.

4.3.2 Isolamento e identificacdo de Escherichia coli

De cada tubo positivo para coliformes termotolerantes, retirou-se uma aliquota
que foi estriada em placa de Petri contendo Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) (Difco)
para incubacdo a 35°C por 24 horas. Em seguida, foram isoladas de trés a cinco col6nias, de
cada diluicdo, com brilho verde metélico e/ou centro negro, caracteristicas consideradas
tipicas de E.coli. Nas coletas em que ndo houve crescimento tipico foram isoladas colénias
atipicas. Estas col6nias foram inoculadas, separadamente, em tubos de Agar Triptona Soja
(TSA) (Difco), incubados a 35°C por 24 horas.

Do crescimento ocorrido no meio TSA foi realizada a identificacdo fenotipica de
E. coli de acordo com esquema de Feng, Weagant e Grant (2002), que recomendam as provas
bioguimicas de producdo de indol, Voges-Proskauer, vermelho de metila e citrato, conhecido
como IMVIC. As cepas que apresentarem resultados no teste para o biétipo 1 (+ +--) ou

para o bibtipo 2 (- + - - ) foram consideradas E. coli.
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4.3.2.1 Producdo de Indol e de H,S

Todas as cepas foram inoculadas com agulha de platina em tubos contendo Agar
Sulfeto-Indol-Motilidade (SIM) (Difco) e incubadas a 35°C por 48 horas. Apds o periodo de
incubacgédo, foram adicionadas ao meio cinco gotas do reagente de Erlich. A positividade do
teste foi evidenciada pela formacdo de um halo rosea. O resultado negativo foi caracterizado
pela formacdo de um halo amarelo. Ainda no meio de cultivo SIM foi determinada a prova de
producéo de H,S com positividade evidenciada pelo escurecimento do meio.

4.3.2.2 Vermelho de Metila (VM)

As cepas foram inoculadas em tubos contendo caldo MR-VP (Difco) e incubadas
a 35°C por 96 horas. Apos esse periodo, foram adicionadas ao meio cinco gotas do reagente
vermelho de metila. A mudanca de coloragdo do meio para vermelho indicou a positividade

do teste. Em caso negativo, a coloracdo do meio continuou amarela.

4.3.2.3 Voges-Proskauer (VP)

Todas as cepas em identificacdo foram inoculadas em tubos contendo caldo MR-
VP (Difco) e incubadas a 35°C por 48 horas. Apds o periodo de incubacdo, foram
adicionados, para cada mililitro do meio, 0,6 mL do reativo Barrit | (a-naftol a 5%) e 0,2 mL
do reativo Barrit 1l (KOH a 40%). Apés agitacdo vigorosa, os tubos foram deixados em
repouso por duas horas. A coloracdo vermelha na superficie do meio indicava positividade da

prova.

4.3.2.4 Citrato

Uma alcada de cada cepa foi inoculada em tubos contendo Agar Citrato de
Simmons (Difco) com incubacdo a 35°C por 96 horas. A positividade do teste foi indicada

pela mudanca de coloracdo do meio de verde para azul.
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4.3.3 Quantificacao de coliformes termotolerantes e E. coli

A quantificagdo de coliformes termotolerantes foi feita pelo método do NUmero
Mais Provavel (NMP) conforme as recomendacdes de Blodgett (2006). Dos tubos que
apresentaram positividade na prova presuntiva, transferiu-se uma algcada para tubos contendo
4 mL de Caldo EC (Difco) com tubos de Durhan invertidos, que foram incubados em banho-
maria a 45°C por 48 horas. Os tubos que apresentaram turvacdo e producao de gas foram
considerados positivos para coliformes termotolerantes a 45°C.

Para a determinacdo do NMP de coliformes termotolerantes selecionou-se uma
série critica das cinco repeticdes, com posterior consulta a tabela do Bacteriological
Analytical Manual (BAM) (BLODGETT, 2006). O valor encontrado na tabela foi
multiplicado pelo inverso do valor da diluicdo média dos tubos selecionados para a série. Para
0 liquido intervalvar o resultado foi dado em NMP/mL e para o mdsculo e trato
gastrointestinal em NMP/g Calculou-se, ainda, 0 NMP total de cada coleta, referente a soma
dos valores do fluido corporal e de cada sitio anatémico. Nas diluicbes onde se obteve uma
estimativa da quantificacdo (<1,8), considerou-se, para fins de calculo da quantificacdo total e
média, o valor de 1,7.

Para fins de comparacdo com as atuais legislacbes, foi calculado o NMP de
coliformes termotolerantes por 100 g, apenas multiplicando o valor do NMP total de cada
coleta por cem. Para o calculo do NMP de E. coli, foram considerados somente os tubos do
caldo EC de onde foi confirmada a bactéria pelo IMVIiC, estabelecendo-se uma série critica a
repeticdo do célculo do NMP de coliformes termotolerantes total de cada coleta. O resultado
foi dado em NMP de E. coli/100 g.

4.3.4 Antibiograma

A susceptibilidade aos antimicrobianos foi determinada a partir da técnica de
difusdo em discos (JORGENSEN; TURNIDGE; WASHINGTON, 2005) para as cepas
confirmadas como E. coli. Primeiramente, as cepas foram cultivadas em Agar Triptona Soja
(TSA) e incubadas a 35°C/24h. Para o ajuste da concentracdo bacteriana, as cepas crescidas
em TSA foram diluidas em solucéo salina a 0,85% e comparadas com o padrdo de turbidez de
McFarland 0,5. A comparacdo foi feita a partir da medida de densidade otica (DO) em
espectrofotometro (Micronal B542) em comprimento de onda de 625 nm, considerando que a

solucdo padrdo possuia absorbancia de 0,100. A turbidez compardvel a solucdo padrdo é



32

equivalente a uma suspensdo de aproximadamente 10° Unidades Formadoras de Col6nia
(UFC) ml™.

Em seguida, os indculos previamente ajustados foram semeados com swab sobre
superficie do meio Agar Muller-Hinton (Difco) em placas para posterior aplicacio dos discos
de antimicrobianos da marca LABOCLIN, com excecdo dos discos de Oxitetraciclina (OTC
30 pg) que foram preparados em laboratorio. Para cada cepa foram testados 19
antimicrobianos (de uso clinico e veterinario) pertencentes as classes Aminoglicosideos
(Gentamicina GEN 10 pg, Amicacina AMI 30 pg e Neomicina NEO 30 pg), Penicilinas
(Ampicilina AMP 10 pg e Amoxicilina AMO 10 pg), Carbapenémicos (Imipinem IPM 10
Mg), Cefalosporinas (Cefalotina CFL 30 pg, Cefoxitina CFO 30 g e Ceftriaxona CRO 30
ug), Fenicois (Cloranfenicol CLO 30 pg), Quinolonas (Acido Nalidixico NAL 30 pg,
Ciprofloxacina CIP 5 ug e Norfloxacina NOR 10 ug), Tetraciclinas (Tetraciclina TET 30 g e
Oxitetraciclina OTC 30 pg), Sulfonamidas (Sulfazotrim SUT 25 pg), Nitrofuranos
(Nitrofurantoina NIT 300 pg) e Penicilinas com inibidores de B-lactamase (Amoxicilina-
Acido clavulanico AMC 30 pg e Ampicilina-Sulbactam ASB 20 pg).

Apos o periodo de incubacdo (35°C/24 horas), procedeu-se a medicdo dos halos
com paquimetro digital (Digimess) e o comportamento de cada cepa foi classificado como
sensivel, intermediario ou resistente, de acordo com recomendacbes do CLSI (2011). O
padrédo de interpretacdo dos tamanhos dos halos, para cada antimicrobiano testado, encontra-

se detalhado na tabela 1.
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Tabela 1 — Padrdes para interpretacdo dos halos (mm) de inibicdo do antibiograma pelo teste de difusdo em

disco.

Classificagao

Antimicrobiano

S | R
Acido Nalidixico >19 14-18 <13
Amicacina >17 15-16 <14
Amoxicilina >17 14-16 <13
Amoxicilina-Acido clavulanico >18 14-17 <13
Ampicilina >17 14-16 <13
Ampicilina-Sulbactam >15 12-14 <11
Cefalotina >18 15-17 <14
Cefoxitina >18 15-17 <14
Ceftriaxona >21 14-20 <13
Ciprofloxacina >21 16-20 <15
Cloranfenicol >18 13-17 <12
Gentamicina >15 13-14 <12
Imipinem >16 14-15 <13
Neomicina >17 13-16 <12
Nitrofurantoina >17 15-16 <14
Norfloxacina >17 13-16 <12
Sulfazotrim >16 11-15 <10
Tetraciclina >15 12-14 <11
Oxitetraciclina >15 12-14 <11

*S: Sensivel. I: Intermediario. R: Resistente.
Fonte: CLSI (2011)

4.3.4.1 Cura plasmidial

As cepas que apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano foram

selecionadas e submetidas a técnica de “cura” dos plasmidios pelo agente curagénico acridine
orange (SIGMA A-6014) (MOLINA-AJA et al., 2002), a fim de se classificar a natureza da

resisténcia como potencialmente cromossémica ou plasmidial.

Para realizacdo do teste, as estirpes foram cultivadas em caldo Luria Bertani

(Difco) suplementado com 0,100 mg/mL de acridine orange, com incubacdo a 35°C por 24

horas. Apés este periodo, foram retirados in6culos e semeados em TSA seguido de nova

incubacdo a 35°C/24h. A partir do crescimento em TSA, foi realizado antibiograma como

descrito no item supracitado. A resisténcia foi considerada potencialmente cromossémica

quando observada apds a cura do plasmidio, em caso contrério, foi caracterizada como

plasmidial.
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4.3.4.2 Célculo dos indices MAR e ARI

O indice de multirresisténcia a antimicrobianos (MAR) foi calculado para as
cepas que apresentaram resisténcia a duas ou mais classes de antimicrobianos, pela férmula
a/b, onde a é o nimero de antimicrobianos de classes diferentes que a cepa se mostrou
resistente e b o nimero de classes de antimicrobianos testados. O indice MAR acima de 0,2
caracteriza multirresisténcia (KRUMPERMAN, 1983).

O Indice de Resisténcia a Antimicrobianos (ARI) foi calculado segundo
metodologia proposta por Jones et al. (1986), através da férmula y/nx, onde y é o nimero total
de resistentes, n é o numero de isolados e x € o nimero de antimicrobianos testados. Foi
também calculado o ARI por estrato de cada amostra: liquido, musculo e trato
gastrointestinal, utilizando-se a mesma formula citada com substituicdo do n pelo nimero de

isolados de cada estrato.

4.3.4.3 Subpopulacdes

As cepas de E. coli isoladas como possiveis subpopulacdes foram submetidas
novamente ao teste de antibiograma, apenas para o0 antimicrobiano em questdo, para
confirmacdo nesta categoria. As cepas das subpopulacbes foram, entdo, classificadas como
intermediarias ou resistentes e, quando confirmado o perfil de resisténcia, estas cepas foram

submetidas a técnica de “cura” seguindo a metodologia citada anteriormente (4.3.4.1).

4.3.4.4 Producdo de ESBL

Para deteccdo da producdo de enzimas beta-lactamases de espectro estendido
(ESBL), procedeu-se a adaptacGes da metodologia de Braios (2009). Foram selecionadas as
cepas de E. coli que se apresentaram resistentes as penicilinas (ampicilina e amoxicilina), para
serem testadas frente aos antimicrobianos com inibidores de beta-lactamase, através de dois
testes.

O primeiro teste consistiu em adicionar a placas com o meio Agar Muller Hinton,
semeado com a suspensdo bacteriana, um disco contendo o antimicrobiano composto e um
disco de penicilina. Em placas separadas, foi adicionado um disco de amoxicilina-acido
clavulanico e um disco de amoxicilina e na outra placa um disco de ampicilina-sulbactam e

um disco de ampicilina. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas. Ap6s incubacéo,
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procedeu-se a leitura dos halos. O aumento no halo de inibicdo de 5 mm ou mais dos discos
contendo o antimicrobiano composto em relacdo ao disco de penicilina, foi considerado
indicativo para producdo de ESBL.

O segundo teste consistiu em adicionar a placas com o meio Agar Muller Hinton
semeado com a suspensdo bacteriana, um disco de antimicrobiano composto no centro da
placa e o disco da penicilina correspondente distante 25 mm. As placas foram incubadas a
35°C por 18 horas. ApGs esse periodo, observou-se o surgimento de um halo de inibicéo
adicional (ghost-zone) entre o disco contendo o antimicrobiano composto e o disco de
penicilina. A presenca deste halo de inibicéo foi considerada positiva para producéo de ESBL.

4.3.5 Teste de agregacgao

Para deteccdo da producdo de biofilme foram selecionadas cepas de E. coli
multirresistentes no teste do antibiograma para realizacdo do teste de aderéncia na superficie
de vidro, segundo metodologia proposta por Kaiser (2010). As cepas foram cultivadas, em
triplicata, em tubos contendo 3 mL de Caldo Triptona Soja (TSB) (Difco) e incubadas a 35°C
por 24 horas. Apos este periodo, o contetdo dos tubos foi descartado e sua superficie interna
lavada duas vezes com agua destilada, adicionando-se, entdo, 3 mL de solucdo de safranina a
0,1% por 1 minuto. Em seguida, o corante foi descartado e os tubos invertidos para secagem e
leitura. Foi considerado como resultado positivo a formacgédo de um biofilme na parede do tubo
(Figura 2).

Figura 2 — Resultado do teste de aderéncia na superficie de vidro. A) Resultado negativo. B) Resultado positivo.
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4.4 Anélises estatisticas

Os dados relativos a quantidade de coliformes termotolerantes (tratamentos),
representada pelas unidades NMP/mL, para o liquido intervalvar e NMP/g para o musculo e
trato gastrointestinal da ostra do mangue, foram submetidos ao teste da Analise de Variancia
(ANOVA), em blocos casualizados. O objetivo da andlise estatistica foi avaliar se os valores
do NMP/g apresentaram diferencas suficientemente elevadas para se atribuir significancia ao
processo de contaminacdo do musculo e do trato gastrointestinal por coliformes. O liquido
intervalvar foi excluido dessa comparacdo pelo fato de seu NMP ter sido estimado em uma

unidade (mililitro) diferente daquela utilizada para os outros dois tratamentos (grama).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes termotolerantes (Ct) a
45°C e E. coli nas amostras de ostra in natura estao apresentados na tabela 2. As contagens de
Ct de cada coleta variaram de 5,4 a 1.410 NMP/g, enquanto que para o liquido intervalvar
variou de < 1,8 a 1.100 NMP/mL, para o musculo de < 1,8 a 180 NMP/g e de < 1,8 a 130
NMP/g para o trato gastrointestinal.

Tabela 2 — Quantificacdo de coliformes termotolerantes a 45°C (NMP/g ou mL e NMP/100 g) e E. coli
(NMP/100 g) para amostras de ostras (Crassostrea rhizophorae) comercializadas in natura em Fortaleza — CE.

Ct/mL Ctl/g Ct/g Ct/g

Amostra Liquido Masculo TG Total Ct/100g  E.coli/100g
Al 17 7,8 22 46,8 4.680 1.300
A2 170 79 23 272 27.200 17.600
A3 13 4,5 <1,8 19,2 1.920 1.300
Ad <1,8 <1,8 2 5,4 540 <18
A5 2 <1,8 <1,8 54 540 <1,8
A6 1.100 180 130 1.410 141.000 123.000
A7 130 2 4,5 136,5 13.650 13.650
A8 11 <18 13 25,7 2.570 1.300
A9 4,5 4,5 2 11 1.100 450
Al10 2 4,5 4,5 11 1.100 1.100

Média 145,12 28,74 20,44 1943 19.430 15.970
DP 340,88 58,23 39,38 435,47 - -

*TG: trato gastrointestinal. DP: desvio padrdo. Ct: coliformes termotolerantes.

A legislacdo vigente, RDC n° 12 de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2001), no item vinte e dois (22) alinea “b”, para produtos a
base de carnes, pescado e similares crus, estabelece limite 10> NMP/g para coliformes a 45°C.
Apenas trés amostras (A2, A6 e A7) apresentaram-se fora dos padrdes estabelecidos por esta
determinacdo, sendo que estas contagens foram suficientemente elevadas para tornar a média
das dez amostras inaceitavel para coliformes a 45°C.

Entretanto, Morelli (2003) pesquisando coliformes termotolerantes em ostras
comercializadas na mesma area encontrou valores mais elevados do que os obtidos na
presente pesquisa, com variacdo de < 3,0 a 110.000 NMP/g. Apesar dos indices elevados,
apenas 40% das amostras estavam fora dos padrdes estabelecidos pela RDC.

Mufoz et al. (2008) também reportaram quantificacdes elevadas de Ct em
mexilhGes, extraidos de bancos naturais da Venezuela, com oscilacdo entre zero e 11.000
NMP/g. Estes autores relataram uma maior diversidade de enterobactérias nos moluscos em

comparacdo com a &gua e relacionaram este aumento a capacidade concentradora destes
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organismos ao filtrar particulas em suspensdo via bombeamento da dgua. Dessa forma, ocorre
um intercambio entre a massa de &gua, 0s sedimentos carregados de matéria organica e 0s
micro-organismos, fazendo com que os moluscos revelem a condigdo bacterioldgica da dgua
onde se encontram.

Em pesquisa sobre coliformes fecais em ostras C. rhizophorae oriundas de bancos
naturais da Venezuela, Gonzélez et al. (2011) relataram contagens superiores as do presente
estudo, com média de 12.300 NMP/g. Feldhusen (2000) ressalta que o indice de bactérias
patégenas em produtos marinhos frescos é usualmente baixo, mas que o tratamento dos
mesmos mediante coc¢cdo nem sempre assegura sua inocuidade.

Por outro lado, resultados semelhantes ao nosso estudo foram relatados por Silva
et al. (2003), quando pesquisaram a presenca de coliformes termotolerantes em ostras C.
rhizophorae no Estuério do Rio Coco, Ceara, encontrando niveis de 1,8 a 920 NMP/g; e
estudo realizado por Pereira et al. (2006) que pesquisaram coliformes a 45°C em ostras C.
gigas comercializadas em Floriandpolis, encontrando contagens entre 3 e 1.000 NMP/g.

Observa-se ainda, segundo a tabela 2, uma quantificacdo de coliformes
termotolerantes a 45°C mais elevada para o liquido intervalvar, em seis das dez amostras
realizadas, evidenciada pela média do fluido que foi de 145,12 Ct/mL, enquanto que o
musculo e o trato gastrointestinal apresentaram contagens bem inferiores, com média de 28,74
e 20,44 Ct/g, respectivamente.

A ocorréncia destacada de coliformes termotolerantes no liquido intervalvar das
ostras comercializadas pode ser explicada por sua maior proximidade com o0 meio externo, se
comparado aos outros estratos, além de que este fluido proporciona condi¢cdes mais favoraveis
ao crescimento microbiano que o muasculo, sendo geralmente composto de proteinas,
glicoproteinas, carboidratos e aminoacidos, apresentado variacdo de pH entre 7,0 e 8,5
(SILVA, 2007). Segundo Allan e Paillard (1998), o liquido intervalvar possui apenas a funcéo
de secretar a concha, sendo a funcdo imunoldgica exercida pela hemolinfa, que é um fluido
interno, tornando, assim, este fluido corporal mais vulneravel ao ataque microbiano.

Pode-se ressaltar também que as ostras comercializadas na Praia do Futuro sdo
trazidas de uma regido préxima a cidade de Parnaiba, Estado do Piaui, a cerca de 500 km de
Fortaleza, podendo ser estocadas por periodos prolongados até a sua comercializa¢do, quando
ndo se alimentam, e acabam por eliminar seus dejetos na cavidade paleal, diminuindo, assim,
as contagens no trato gastrointestinal.

De acordo com Kueh (1987), a colonizacdo de bactérias entéricas em moluscos

bivalves é um processo dindmico e estd relacionado com alguns fatores, como o tipo e a
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concentracdo destas no ambiente aquatico, a taxa e eficiéncia de filtracdo das ostras,
capacidade do animal em elimina-las pelo intestino e possibilidade de multiplicacdo ou
destruicdo de células bacterianas nos tecidos dos bivalves. O mesmo autor ainda relata uma
baixa taxa de depuracdo em ostras Crassostrea gigas, sugerindo que estes moluscos retém
células de E. coli dentro dos seus tecidos e rapidamente as eliminam nas fezes.

Além disso, muitos estudos conduzidos a base de experiéncias de incorporagdo de
culturas bacterianas em ostras demonstram que essas células sdo rapidamente assimiladas,
mas ndo sdo incorporadas na microbiota, sendo eliminadas. Este fato pode ser explicado por
uma competicdo entre as bactérias naturalmente presentes no trato gastrointestinal destes
animais e as bactérias oriundas do ambiente externo (FROELICH; OLIVER, 2013).

Tais assertivas corroboram com os resultados do presente estudo, uma vez que séo
capazes de explicar as baixas contagens observadas no musculo e no trato gastrointestinal, em
oposicédo as elevadas contagens do liquido intervalvar que recebe as excretas do animal, por
onde sdo eliminadas as bactérias exdgenas. Estes mesmos autores ressaltam ainda que os
moluscos bivalves sdo capazes de acumular essas bactérias de ambientes contaminados e, uma
vez colocadas em ambientes de depuracdo, conseguem elimina-las com a mesma rapidez, o
que revela a importéancia deste processo como forma de evitar as gastrenterites causadas pelo
consumo do alimento, principalmente quando consumido cru.

Os resultados relativos a comparacdo entre musculo e trato gastrointestinal se

encontram na tabela 3.

Tabela 3 — Resultado da Analise de Variancia aplicada aos valores de NMP/g de coliformes termotolerantes
identificadas no musculo e trato gastrointestinal de ostras (Crassostrea rhizophorae) comercializadas in natura
em Fortaleza — CE.

Fonte de variacdo gl SQ QM F Valor-p  Feritico
Variacao total 19 43,6770  ---
MSx TG 1 0,0246 0,0246 0,0101 0,9209 4,4139
Residuo 18 43,6524  2,4251

*gl: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: variancias. MS:; musculo. TG: trato gastrointestinal.

Os dados da tabela 3 mostram que a contaminacdo da ostra-do-mangue por
coliformes termotolerantes atinge igualmente o musculo e o trato gastrointestinal, j& que o
valor de F (0,0101) ndo é estatisticamente significativo (p = 0,9209) para 1 grau de liberdade
(gl) entre tratamentos (QM = 0,0246) e 18 graus de liberdade do residuo de variancia (QM =
2,4251).
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A tabela 2 expressa também as contagens de coliformes termotolerantes e E. coli
em NMP/100 g, visto que esta unidade é abordada pelas legislagdes do Brasil e de outros
paises para classificacdo das areas de extracao e cultivo de moluscos.

A legislacdo estabelecida para os paises da Comunidade Europeia baseia-se
também na contagem de coliformes termotolerantes para classificagdo das areas de extracdo
de moluscos (OFFICIAL JOURNAL OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 1991). Esta
determina que as ostras com contagens até 300 Ct/100 g podem ser encaminhadas diretamente
ao consumo humano, sendo classificadas na categoria A. Entretanto, aquelas com contagens
até 6.000 Ct/100 g devem ser submetidas ao processo de depuracdo antes da comercializacdo
por, no minimo 48 horas, sendo classificadas na categoria B; a categoria C engloba as ostras
com contagens entre 6.000 e 60.000 Ct/100 g, que devem passar por processo de depuracao
por dois meses; amostras com contagens superiores a 60.000 Ct/100 g, ndo podem ser
comercializadas, enquadrando-se na categoria D

De acordo com estas normas, nenhuma das amostras de ostras da presente
pesquisa poderiam se enquadrar na categoria A, ou seja, estas teriam que ser depuradas por
dois dias, no minimo, antes de serem encaminhadas ao consumo. As ostras oriundas de sete
amostras (Al, A3, A4, A5, A8, A9 e A10) seriam classificadas na categoria B, necessitando
de depuracdo por 48 horas. As amostras A2 e A7 seriam classificadas na categoria C, com
tratamento adicional por dois meses antes da comercializacdo. Enquanto que, as ostras da
amostra A6, com contagem superior a 60.000 Ct/100 g, seriam enquadradas na categoria D,

ndo podendo ser comercializadas (Gréafico 1).
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Grafico 1 — Contagens de coliformes termotolerantes expressas em NMP/100 g para as dez coletas de ostras
comercializadas in natura em Fortaleza — CE.
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Segundo Vieira (2004), a depuracdo é o processo pelo qual os moluscos sédo
acondicionados em tanques de agua limpa e corrente com a finalidade de reducéo da sua carga
bacteriana aos niveis aceitaveis para o consumo humano. No Brasil, especialmente no
Nordeste, a pratica de depuracdo ainda ndo € disseminada, elevando o0s riscos de
contaminacdo para 0s consumidores deste produto.

A recente Instrucdo Normativa criada pelo Ministério da Pesca e Aquicultura

(BRASIL, 2012) estabelece que a retirada dos moluscos bivalves destinados ao consumo

humano seja definida como: | — liberada: para aquelas amostras com contagens inferiores a
230 E.coli/100 g; Il — liberada sob condicdo: para amostras com contagens de E. coli entre
230 e 46.000 NMP/100 g; e Il — suspensa: para amostras apresentando acima de 46.000

E.coli/100 g. Ainda segundo a norma, os moluscos procedentes da area Il s6 podem ser
colocados no mercado apds depuracéo.

Como expresso na tabela 2, a quantificacdo de E. coli para as amostras de ostras
comercializadas variaram de 1,8 a 123.000 NMP/100 g. Levando-se em consideracdo a
utilizacdo deste parametro, apenas duas coletas (A4 e A5) estariam classificadas no ponto | e
estariam liberadas, por outro lado as coletas Al, A2, A3, A7, A8, A9 e Al0 (70% da
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amostragem) teriam que passar por processo de depuracdo antes da liberacdo, enquanto que as

ostras da coleta A6 teriam retirada suspensa (Grafico 2).

Grafico 2 — Contagens de E.coli expressas em NMP/100 g para as dez coletas de ostras comercializadas in
natura em Fortaleza — CE.
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Dessa forma, pode-se considerar o parametro estabelecido pela legislacdo
europeia, com contagens de coliformes termotolerantes, o mais restritivo para as
quantificacdes observadas no presente estudo, ja que, para este, 90% das amostras de ostras
teriam que passar por processo de depuracdo, consequentemente nenhuma estaria liberada
diretamente para 0 consumo humano.

O perfil de origem das cepas isoladas das amostras de ostras, bem como seu perfil
de identificacdo, encontram-se descritos na tabela 4. Foram isoladas 222 cepas das placas de
EMB, das quais 109 (49%) oriundas do liquido intervalvar, 61 (27%) do trato gastrointestinal
e 52 (24%) do musculo. Da totalidade das cepas isoladas, 137 (62%) foram identificadas e
confirmadas como E. coli pelo IMVIiC e as demais classificadas como outras enterobactérias.
Dentre as dez coletas realizadas, oito apresentaram positividade para o isolamento da espécie,

sendo que 69% dos isolados do liquido intervalvar foram confirmados como E. coli,
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apresentando maior indice de isolamento quando comparado ao musculo (54%) e trato

gastrointestinal (55%).

Tabela 4 — Perfil de isolamento e identificagdo das enterobactérias oriundas das amostras de ostras (Crassostrea
rhizophorae) comercializadas in natura em Fortaleza — CE.

Origem Isoladas E.coli Outras enterobactérias
% n %
Musculo 52 28 20,4 24 28,2
Liquido 109 75 54,7 34 40,0
Trato gastr. 61 34 24,9 27 31,8
Total 222 137 62 85 38

n: ndmero de cepas.

A partir dos elevados percentuais de E. coli encontrados nas ostras
comercializadas, confirma-se sua baixa qualidade microbioldgica, possivelmente relacionada
ao elevado nivel de contaminacdo por coliformes termotolerantes dos ambientes aquéticos
onde estes moluscos séo capturados. A presenca de membros da familia Enterobacteriaceae
deve servir como adverténcia, ja que estas bactérias estdo associadas com a incidéncia de
infeccdes na populacdo humana, constituindo um risco para a saude publica.

Papadopolou et al. (2007) sugerem que o alto indice de isolamento de E. coli
esteja associado ao contato direto das ostras analisadas com corpos de dgua detentores de uma
importante microbiota al6ctone oriunda de aguas residuais ou de escoamento. Além disso, a
presenca de coliformes termotolerantes pode estar relacionada com a manipulacao inadequada
do produto, que pode ocorrer durante as etapas de transporte, beneficiamento ou
comercializacdo (RIPPEY, 1994).

A realizacdo de procedimentos inadequados apos a colheita dos moluscos pode
contribuir para a multiplicacdo de micro-organismos no alimento. Na barraca de praia onde
foram realizadas as coletas, observou-se que as ostras foram transportadas do Estado do Piaui
para Fortaleza, sem higienizacdo prévia e a temperatura ambiente. Na barraca responsavel
pela distribuicdo do molusco para outros estabelecimentos da Praia do Futuro e de Fortaleza,
as ostras eram mantidas sob as mesmas condicdes até a comercializacdo. Segundo Jay (2005),
temperaturas a 25°C dao melhores condicGes para multiplicacdo bacteriana em alimentos.
Dessa forma, o estocamento inadequado das ostras durante o periodo entre a coleta e a venda
também pode ter contribuido para as elevadas contagens.

A presenca de coliformes termotolerantes e E. coli nos locais de comercializacao
de moluscos supBe a existéncia de interferéncias ambientais na microbiologia das aguas de

captacdo. Este fato indica a necessidade de monitoramento da qualidade das aguas de cultivo



44

e extracdo, incluindo ainda a implantacdo de programas de boas praticas de manipulacéo e
fiscalizac&o dos estabelecimentos. Segundo Pereira et al. (2000), a garantia de qualidade de
moluscos extraidos ou cultivados é dada pela correta manipulacdo ou pela depuracdo do
produto.

Outro resultado obtido na presente pesquisa foi a ocorréncia de resisténcia
individual e/ou multipla das 137 cepas de E. coli isoladas frente aos antimicrobianos
Oxitetraciclina (OTC), Tetraciclina (TET), Amoxicilina (AMO), Acido nalidixico (NAL) e
Ampicilina (AMP). (Tabela 5 e Gréfico 3).
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Tabela 5 — Namero de cepas de E. coli classificadas em sensiveis, intermediarias e resistentes frente aos

respectivos antimicrobianos testados.

Classes Antimicrobianos S I R
NAL 116 (84,7%) 9 (5,8%) 13 (9,5%)
Quinolonas CIP 136 (99,3%) 1 (0,7%) -
NOR 137 (100%) - -
Senicilinas AMO 105 (76,6%) 19 (13,9%) 13 (9,5%)
AMP 126 (92%) - 11 (8%)
Penicilinas com AMC 133 (97,1%) 1 (0,7%) 3 (2,2%)
inibidores de B- ASB 136 (99,3%) 1 (0,7%) -
lactamase
CFL 120 (87,6%) 16 (11,7%) 1(0,7%)
Cefalosporinas CFO 136 (99,3%) - 1 (0,7%)
CRO 136 (99,3%) 1 (0,7%) -
Fenicdis CLO 137 (100%) - -
AMI 137 (100%) - -
Aminoglicosideos GEN 135 (98,5%) 1 (0,7%) 1 (0,7%)
NEO 120 (87,6%) 14 (10,2%) 3 (2,2%)
Nitrofuranos NIT 135 (98,5%) 2 (1,5%) -
Carbapenémicos IPM 137 (100%) - -
Sulfonamidas SUT 129 (94,2%) - 8 (5,8%)
Tetraciclinas TET 110 (80,3%) 2 (1,5%) 25 (18,2%)
OTC 110 (80,3%) 1 (0,7%) 26 (19%)
*S: sensivel. I: Intermediario. R: resistente. NAL: &cido nalidixico. AMO:

amoxicilina. AMC: amoxicilina-acido clavulanico. AMP: ampicilina. ASB:

ampicilina-sulbactam. CFL: cefalotina. CFO: cefoxitina. CRO: ceftriaxona.

CIP: ciprofloxacina. CLO; cloranfenicol. GEN: gentamicina. IPM: imipinem.

NEO: neomicina. NIT; nitrofurantoina. NOR: norfloxacina. SUT: sulfazotrim.

TET: tetracilcina. OTC: oxitetraciclina. AMI: amicacina.

Dos 137 isolados de E. coli testados, aproximadamente 19% foram resistentes a

oxitetraciclina e tetraciclina; e cerca de 9,5% apresentaram-se resistentes a amoxicilina e

acido nalidixico. A resisténcia a eritromicina foi observada em 8% dos isolados. Por outro

lado, todas as cepas mostraram-se sensiveis ao cloranfenicol, imipinem, norfloxacina e
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amicacina; e mais de 98,5% foram sensiveis a ampicilina-sulbactam, cefoxitina, ceftriaxona,

ciprofloxacina, gentamicina e nitrofurantoina.

Grafico 3 — Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos das cepas de E. coli isoladas de amostras de ostras
comercializadas in natura em Fortaleza-CE.
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*S: sensivel. I: intermediério. R: resistente. NAL: acido nalidixico. AMO: amoxicilina. AMC: amoxicilina-acido
clavuléanico. AMP: ampicilina. ASB: ampicilina-sulbactam. CFL.: cefalotina. CFO: cefoxitina. CRO: ceftriaxona.
CIP: ciprofloxacina. CLO; cloranfenicol. GEN: gentamicina. IPM: imipinem. NEO: neomicina. NIT;

nitrofurantoina. NOR: norfloxacina. SUT: sulfazotrim. TET: tetracilcina. OTC: oxitetraciclina. AMI: amicacina.

De acordo com informacdes obtidas no local de comercializagdo, em Fortaleza,
sabe-se que as ostras comercializadas na Praia do Futuro sdo provenientes de estuarios
localizados na regido préxima a cidade de Parnaiba, Estado do Piaui, onde predominam
inimeras fazendas de cultivo de camardo marinho. Os maiores percentuais de resisténcia
foram observados para a oxitetraciclina, que é um antibiético de uso veterinario largamente
utilizado na aquicultura (MIRANDA; ZEMELMAN, 2002). Esse aclarado sugere que o
ecossistema manguezal de extracdo das ostras comercializadas esteja sendo influenciado
diretamente pelos efluentes de atividades aquicolas, ocorrendo uma pressdo seletiva sobre a
microbiota do ecossistema manguezal, afetando também a qualidade microbiol6gica dos
alimentos extraidos desse ambiente.

Perfis semelhantes de susceptibilidade foram descritos por Fernandez-Delgado e

Suarez (2009) em cepas de E. coli isoladas do ambiente aquético e de ostras da costa noroeste
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da Venezuela. Os autores verificaram 100% de susceptibilidade aos antimicrobianos GEN,
AMI, e CRO, com maiores indices para os aminoglicosideos. Em contrapartida, as penicilinas
mostraram-se menos eficientes contra a bactéria em questdo, com 44% das cepas resistentes a
ampicilina.

Kumar et al. (2005) isolaram 36% de cepas de E. coli oriundas de alimentos
marinhos resistentes a pelo menos dois dos antimicrobianos testados, enquanto que na
presente pesquisa 27% dos isolados apresentaram o mesmo perfil. Os autores também néo
reportaram resisténcia para CLO, CIP e GEN, enquanto que obtiveram baixos indices de
resisténcia para a tetraciclina (0,86%) quando comparados aos desse estudo (18%).

Quanto as cepas de E. coli classificadas como intermedidrias, destaca-se este
perfil frente aos antimicrobianos amoxicilina (13,9%), cefalotina (11,7%) e neomicina
(10,2%). Segundo Tavares (2008), os bacilos gram-negativos entéricos sdo, na atualidade,
amplamente resistentes aos antimicrobianos tradicionalmente ativos, como ampicilina,
amoxicilina, cefalosporinas de primeira geracéo e aminoglicosideos.

Assim, considerando-se as cepas com perfis de resisténcia e intermediario, a
amoxicilina destaca-se como o antimicrobiano ao qual os isolados apresentaram menor indice
de susceptibilidade. A amoxicilina € uma penicilina semi-sintética, derivada da ampicilina e
introduzida em tratamentos clinicos no ano de 1972, apresentando suas mesmas propriedades
antimicrobianas e farmacocinéticas, mas com melhor absor¢éo via oral, apresentando também
atividade bactericida mais rapida contra certos patdgenos comparada com a ampicilina
(ROLINSON, 1998). Corroborando com a assertiva de Tavares (2008), a cefalotina, uma
cefalosporina de primeira geracdo, e a neomicina, da classe dos aminoglicosideos, também se
destacam como antimicrobianos aos quais as cepas de E. coli foram susceptiveis, embora com
possivel potencial para desenvolvimento de resisténcia, se considerado os elevados indices de
perfis intermediarios. Segundo Akond et al. (2009), o perfil intermediario resulta de uma
possivel pressdo seletiva das bactérias, frente a baixas concentracfes de antimicrobianos,
podendo este ser considerado um indicio de resisténcia posterior, frente a utilizacdo de
concentracdes cada vez maiores para combaté-las.

Considerando-se os perfis de resisténcia das cepas de E. coli por familia de
antimicrobianos, observa-se uma maior recorréncia de resisténcia frente as tetraciclinas,
seguida das penicilinas. A resisténcia adquirida as tetraciclinas €, atualmente, bastante
difundida entre as bactérias gram positivas e gram negativas, e pode ser proveniente de
alteracbes cromossdmicas resultantes de mutacdo ou adquirida pela transferéncia de

plasmidios e transposons (TAVARES, 2008). Dessa forma, as classes dos carbapenémicos e
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fenicois podem ser consideradas eficazes para o tratamento de infec¢fes bacterianas causadas
por E. coli via consumo de ostras cruas ou parcialmente cozidas.

O indice de Resisténcia a Antimicrobianos (ARI), apresentado para as cepas de E.
coli do presente estudo, foi de 0,041, significando que houve 4,1% de recorréncia de
resisténcia dos isolados frente aos antimicrobianos testados. O ARI dos isolados do liquido foi
de 0,022, do musculo foi de 0,013, e do trato gastrointestinal de 0,006. Assim, observou-se
maior recorréncia de resisténcia para aquelas cepas oriundas do liquido intervalvar.

Foi observada resisténcia multipla nas cepas de E. coli testadas (12,4%), onde o
perfil mais frequente foi o de multiresisténcia a NAL, TET e OTC (Tabela 6). De forma geral,
as cepas de E. coli isoladas das ostras comercializadas cruas apresentaram indice de multipla
resisténcia (MAR) variando entre 0,25 e 0,675.

Tabela 6 — Padrbes de multirresisténcia a antimicrobianos entre os isolados de E. coli de amostras de ostras
comercializadas in natura em Fortaleza — CE.

Antimicrobianos n MAR
NAL+AMO+AMC+AMP+GEN+SUT+TET+OTC 1 0,625
AMO+AMC+CFL+CFO+TET+0OTC 1 0,375
AMO+AMP+SUT+TET+OTC 3 0,375
AMO+AMP+TET+OTC 1 0,250
NAL+AMO+TET+OTC 1 0,375
NAL+TET+OTC 9 0,250
NAL+OXI 1 0,250

Total 17 (12,4%) -

*n: ndmero de cepas. MAR: indice de multipla resisténcia a antimicrobianos. NAL: &cido
nalidixico. AMO: amoxicilina. AMC: amoxicilina-4cido clavulanico. AMP: ampicilina. CFL.:
cefalotina. CFO: cefoxitina. GEN: gentamicina. SUT: sulfazotrim. TET: tetracilcina. OTC:
oxitetraciclina.

Corroborando com o presente estudo, Van et al. (2008) relataram indice de
multipla resisténcia em 67% das estirpes de E. coli isoladas de moluscos crus comercializados
no Vietna. Outrossim, Jeyasanta, Aiyamperumal e Patterson (2012) em estudo sobre a
susceptibilidade de estirpes de E. coli isoladas de alimentos marinhos, incluindo moluscos,
comercializados no sul da India, reportaram indices MAR bem mais elevados se comparados
com o presente estudo, variando de 0,27 a 0,93, com 12% das cepas apresentando MAR de
0,27.

Os elevados indices de multipla resisténcia a antimicrobianos em cepas de E. coli
encontrados neste trabalho sugerem que as ostras podem desempenhar um importante papel

como reservatorios de genes de resisténcia e ser uma fonte de transferéncia dos genes que
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codificam tal mecanismo de viruléncia para outros importantes patdgenos humanos
(ZULFIKI et al, 2009). Ainda nesse sentido, a resisténcia dos isolados a diferentes classes de
antimicrobianos pode estar relacionada com a contaminacdo do ambiente de extracdo das
ostras por variadas fontes de poluicdo, como efluentes da aquicultura, agricultura e residuos
humanos, ou ainda com a dispersdo de elementos genéticos moveis, como plasmidios,
integrons e transposons.

Varios estudos sugerem a transmissdo destes genes de resisténcia de alimentos
marinhos contaminados para os seres humanos (OTTAVIANI et al., 2001; WONG et al.,
2000), embora a taxa de transmisséo seja afetada por outros fatores, como o local de origem
do alimento, processamento e transporte (WEGENER; FRIMODT-MOLLER, 2000)

Dentre as cepas multirresistentes, o maior indice de isolamento foi observado para
as amostras do liquido intervalvar (64,7%), sendo que o musculo e o trato gastrointestinal
apresentaram o mesmo perfil de multirresisténcia com 17,65% de cepas, cada.

Dentre as 51 cepas de E. coli isoladas como possiveis subpopulagdes durante o
teste do antibiograma, e confirmadas nesta categoria, 57% foram classificadas como

intermediarias e 43% como resistentes aos respectivos antimicrobianos (Tabela 7).

Tabela 7 — Perfis de resisténcia entre os isolados crescidos como subpopulacdes dentro dos halos de
sensibilidade no teste de difusdo em disco.

Antimicrobianos Subpopulacées | R
NAL 7 6 (85,7%) 1 (14,3%)
AMO 16 12 (75%) 4 (25%)
AMC 1 1 (100%) -
AMP 3 - 3 (100%)
ASB 1 - 1 (100%)
CFL 11 9(81,8%) 2 (18,2%)
CFO 1 - 1 (100%)
SUT 2 - 2 (100%)
TET 4 1(25%) 3 (75%)
OTC 5 - 5 (100%)
Total 51 29 (57%) 22 (43%)

*Intermedidrio. R: resistente. NAL: &cido nalidixico. AMO: amoxicilina.
AMC: amoxicilina-4cido clavulanico. AMP: ampicilina. ASB: ampicilina-
sulbactam. CFL: cefalotina. CFO: cefoxitina. SUT: sulfazotrim. TET:
tetracilcina. OTC: oxitetraciclina.
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Diante disso, observou-se um maior numero de subpopulacbes para 0s
antimicrobianos amoxicilina (n = 16), cefalotina (n = 11) e &cido nalidixico (n = 7). Quanto ao
perfil de susceptibilidade, 100% das subpopulagdes isoladas da ampicilina, ampicilina-
sulbactam, cefoxitina, sulfazotrim e oxitetraciclina apresentaram-se resistentes (Gréfico 4).
Para os demais antimicrobianos, dos quais foram isoladas subpopulagdes, estas apresentaram
perfil intermediério.

As subpopulagdes, também conhecidas como subpopula¢cbes mutantes, sao
capazes de crescer dentro do halo de susceptibilidade, demonstrando, assim, a selecdo de
estirpes resistentes dentro de uma populacdo susceptivel a determinado antimicrobiano.
Considera-se, entdo, que a sua presenca esta relacionada a uma posterior perda de acdo deste
agente antimicrobiano. Dessa forma, os dados obtidos na presente pesquisa confirmam essa
assertiva, uma vez que as subpopulagdes nas culturas de E. coli ocorreram frente aos
antimicrobianos com maior ocorréncia de perfis intermediarios e resistentes, tendo como

exemplos: amoxicilina, cefalotina, &cido nalidixico, tetraciclina e oxitetraciclina.

Gréfico 4 — Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos das subpopulacBes de E. coli isoladas de amostras de
ostras comercializadas in natura em Fortaleza-CE.
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TET: tetracilcina. OTC: oxitetraciclina.

Todas as cepas que apresentaram resisténcia (n = 42) foram submetidas a técnica

de “cura” de plasmidios, que revelou um perfil de resisténcia potencialmente cromossémica
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em 100% das cepas resistentes a AMO, AMP, CFL, CFO, SUT e TET. A maior freqliéncia de
isolados com resisténcia plasmidial foi observada nas estirpes resistentes a NEO (100%, n=3)
e AMC (67%, n=2) (Tabela 8).

Tabela 8 — NUmero de cepas de E. coli, oriundas de amostras de ostra in natura, classificadas de acordo com a
potencial origem do fendtipo de resisténcia.

Origem da resisténcia
cromossdmica plasmidial

Antimicrobianos n

NAL 13 12 1
AMO 13 13 -
AMC 3 1 2
AMP 11 11 -
CFL 1 1 -
CFO 1 1 -
GEN 1 - 1
NEO 3 - 3
SuT 8 8 -
TET 25 25 -
OTC 26 25 1
Total 105 97 (92,4%) 8 (7,6%)

*n: nimero de cepas resistentes. NAL: &cido nalidixico. AMO:
amoxicilina.  AMC: amoxicilina-4cido  clavulanico. AMP:
ampicilina. CFL: cefalotina. CFO: cefoxitina. GEN: gentamicina.
NEO: neomicina. SUT: sulfazotrim. TET: tetracilcina. OTC:
oxitetraciclina.

De acordo com Chopra e Roberts (2001), tem sido caracterizado mais de trinta
genes de resisténcia para a tetraciclina, relacionados a elementos moveis, como plasmidios,
transposons e transposons conjugativos, que tém sido transferidos entre espécies e géneros
bacterianos. Sorum e Labée-Lund (2002) relatam que 0s mecanismos de resisténcia a
tetraciclina mais estudados, em bactérias gram-negativas, sdo aqueles codificados pelos genes
tetA, tetB e tetC, achados tanto em plasmidios quanto nos cromossomos, predominantemente
em isolados de E. coli de alimentos de origem animal (SENGELQV et al, 2003). O gene tetA
estd localizado em transposons, 0 gene tetB é considerado o mais difundido entre bactérias
gram-negativas, enquanto que tetC é codificado por plasmidios (BRYAN; SHAPIR;
SADOWSKY, 2004; FRECH; SCHWARZ, 1999). Dessa forma, a resisténcia relacionada a
tetraciclina possivelmente esta codificada por elementos cromossémicos moveis, que
promovem a sua rapida disseminacdo dentro de uma populacdo bacteriana, sendo necessarios
estudos genéticos posteriores para deteccdo destes genes (SUNDE; NORDSTROM, 2006).
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Observou-se a ocorréncia de resisténcia plasmidial para os antimicrobianos
gentamicina e neomicina, aminoglicosideos comumente utilizados em tratamentos de
infeccdes por bacilos gram-negativos. Os mecanismos de resisténcia a estes antimicrobianos
se da através da producdo de enzimas que modificam sua molécula, codificadas por uma
variedade de genes, como strA e strB presentes em plasmidios e plasmidios conjugativos de
bactérias como E. coli, Salmonella e Aeromonas salmonicida (LABEE-LUND; SORUM,
2001; RADSTROM et al., 1991; SORUM; L’ABEE-LUND, 2002)

Dentre as subpopulagbes isoladas no antibiograma e classificadas como
resistentes, procedeu-se a técnica de “cura” e seus perfis de resisténcia encontram-se
detalhados na tabela 9. Foi observado um maior percentual de cepas com resisténcia
potencialmente cromossdmica, representando 91% das cepas de subpopulacbes de E. coli,
sendo que apenas 9% destas apresentaram resisténcia plasmidial, frente aos antimicrobianos

cefalotina e cefoxitina.

Tabela 9 — Numero de subpopulacdes de E.coli, oriundas de amostras de ostra in natura, classificadas de acordo
com a potencial origem do fenétipo de resisténcia.

Origem da resisténcia

Antimicrobianos n — —
cromossdmica plasmidial

NAL 1 1 -
AMO 4 4 -
AMP 3 3
ASB 1 1 -
CFL 2 1 1
CFO 1 - 1
SUT 2 2 -
TET 3 3 -
OTC 5 5 -
Total 22 20 (91%) 2(9%)

*n. nimero de cepas resistentes. NAL: acido nalidixico. AMO:
amoxicilina. AMP: ampicilina. ASB: ampicilina-sulbactam. CFL.:
cefalotina. CFO: cefoxitina. SUT: sulfazotrim. TET: tetracilcina.

OTC: oxitetraciclina.

Caracteriza-se, assim, uma maior recorréncia de resisténcias potencialmente
cromossdmicas também para as subpopulacGes, com excecdo apenas para cefalotina e
cefoxitina. Embora existam relatos na literatura relacionando tais resisténcias a elementos
cromossomiais, é relevante citar que alguns fatores podem interferir para subestimacao destes

resultados, como a eficacia do agente curagénico, que nem sempre se mostra eficiente para a
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completa eliminagéo de plasmidios com maior peso molecular, e ainda o alto indice de perda
destes elementos durante a manipulagéo laboratorial (BROWN; THREFFALL; ROWE, 1991)

Outro teste de viruléncia realizado foi de deteccdo de enzimas beta-lactamases de
espectro estendido (ESBL) para as cepas de E. coli que apresentaram resisténcia frente as
penicilinas (n = 15), estando os resultados listados na tabela 10. Para o Teste 1, todas as cepas
apresentaram-se positivas para a producdo da enzima (Figura 3). No Teste 2, apenas trés
cepas (20%) mostraram-se positivas para a producdo de ESBL, com evidenciacdo da
formacdo da ghost-zone (Figura 4), enquanto 80% foram negativas.

Tabela 10 — Resultados dos testes para detecgdo de enzimas beta-lactamases de espectro estendido entre os
isolados de E. coli oriundos de diferentes estruturas do corpo das ostras comercializadas in natura.

Positivo Negativo
Deteccdo ESBL Origem dos isolados
n° de cepas n° de cepas
L M TG
Teste 1 15 8 4 3 -
Teste 2 3 2 1 - 12

*L: liquido intervalvar. M: musculo. TG: trato gastrointestinal.

Figura 3 — Visualizacdo do resultado positivo (Teste 1) para producdo de ESBL observado nas cepas de E. coli
isoladas de amostras de ostras comercializadas in natura.
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Figura 4 — Visualizagdo do resultado positivo (Teste 2) para producdo de ESBL observado nas cepas de E. coli
isoladas de amostras de ostras comercializadas in natura.

host-zone

host-zone

Wang, Dang e Ding (2008) estudaram a ocorréncia de genes beta-lactdmicos de
espectro estendido resistentes a ampicilina em enterobactérias isoladas de ambiente aquatico
na China, e reportaram associa¢do deste mecanismo de resisténcia a presenca do gene blarem
expressado, principalmente por E.coli e Klebsiella pneumoniae. Van et al. (2008) alertam que
as opcoes terapéuticas podem ser limitadas para infecgdes causadas por bactérias gram-
negativas portadoras de ESBL, jA& que 0s micro-organismos portadores dos genes que
codificam tal mecanismo de resisténcia geralmente conduzem a resisténcia a outros
antimicrobianos beta-lactamicos.

Sousa et al. (2011) detectaram a presenca de ESBL em cepas de E. coli isoladas
de dourada (Sparus aurata) capturada na costa oeste de Portugal, relacionadas as enzimas
TEM-52 e SHV-12, sugerindo que esses animais foram expostos a contaminagdo fecal de
outros animais ou até mesmo de seres humanos no ambiente aquético de origem. Os autores
alertam que esta exposicdo acarreta a aquisicao e disseminacdo de bactérias resistentes e pode
explicar a presenca de isolados positivos para producéo de ESBL.

Jiang et al. (2012) estudaram a presenca de diversos genes associados as beta-
lactamases resistentes a ampicilina em cepas de E. coli isoladas de peixes oriundos de cultivo,
comercializados na China. Estes autores reportaram 79% das cepas como resistentes a
ampicilina e 12% destas apresentavam 0s genes blargm, blasyy € blacrx-m que expressam as
enzimas produtoras de beta-lactamases de espectro estendido.

Os resultados da presente pesquisa concernentes a presenca de enzimas beta-
lactamases de espectro estendido em cepas de E. coli associadas a ambientes ndo-hospitalares,

neste caso o estuario de origem das ostras comercializadas, podem ter implicagdes para a
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salde humana, uma vez que esta resisténcia pode ser transferida aos homens através destes
alimentos.

Assim, a presenca de ESBL pode ser considerada um fator adicional de viruléncia
para as cepas de E. coli isoladas de alimentos, restringindo a administracdo correta de
possiveis drogas eficazes para combater uma gastrenterite causada pelo consumo de alimentos
marinhos, especialmente moluscos bivalves crus ou mal cozidos.

Foi observado, para os dois testes, que houve um maior indice de cepas positivas
para a producdo de ESBL para aquelas originarias do liquido intervalvar, com oito cepas
positivas (53%) para o0 Teste 1 e duas (67%) para o Teste 2. Por outro lado, houve um menor
indice de positividade para as cepas oriundas do trato gastrointestinal.

No presente estudo, nenhuma das cepas multiresistentes testadas apresentaram
positividade para o teste de agregacdo em superficie de vidro, outro teste de viruléncia
realizado, podendo-se sugerir que possivelmente estas ndo eram formadoras de biofilme.

De acordo com Costerton, Stweart e Greenbarg (1999), as bactérias ambientais
geralmente aderem ou se associam a algum substrato, formando biofilmes. Dentre os micro-
organismos produtores de biofilme, muitas estirpes de E. coli possuem a capacidade de
agregacao e empregam uma gama de diferentes métodos para esse fim (SHERLOCK;,
VEJBORG; KLEMM, 2005).

A producdo de biofilme & considerada um fator de viruléncia frequentemente
associado a estirpes de E. coli do tipo enteroagregativas (EAEC) e difusamente agregadas
(DAEC), codificadas por fimbrias presentes em plasmidios associados a essas bactérias
(HWANG et al.,, 2010; SHERLOCK et al., 2004). De acordo com Bernier, Gounon e
LeBouguénec (2002) a patogenicidade de estirpes EAEC € definida por uma Aderéncia
Agregativa (AA), que acarreta diarreia persistente principalmente em criangas de paises em
desenvolvimento. Estudos descritos na literatura apontam que a maioria das estirpes EAEC
abrigam um plasmidio de 60 a 65-MDa que codificam a producdo de fimbrias, principal
mecanismo de aderéncia bacteriana (NATARO et al., 1993).

Ghigo (2001) destaca a importancia da relacdo entre o processo de conjugacéo e a
formacdo de biofilmes, o que pode aumentar os riscos de infeccdo relacionados a esse
mecanismo de viruléncia e uma maior facilidade de disseminacdo desses fatores. Dessa
forma, torna-se necessaria a posterior investigacdo dos sorogrupos isolados neste estudo, bem
como a deteccdo destes elementos moveis, que podem ser perdidos durante a manipulacdo dos
isolados em laborat6rio (BROWN; THREFFALL; ROWE, 1991).
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6 CONCLUSOES

A presente pesquisa sustenta as seguintes conclusdes:

1. As ostras comercializadas in natura em Fortaleza apresentaram-se fora dos limites
estabelecidos pela legislacdo da ANVISA (RDC, 2001), no tocante a presenca de
coliformes termotolerantes a 45°C.

2. A maioria das amostras de ostras comercializadas em Fortaleza deve passar por
processo de depuragdo antes da comercializagdo, segundo a Instrugdo Normativa
do Programa de Controle Sanitario de Moluscos Bivalves (MPA, 2012).

3. A frequéncia de cepas bacterianas resistentes a oxitetraciclina sugere uma pressao

seletiva sobre a microbiota do ambiente de origem das ostras.

4. A presenca de multipla resisténcia aos antimicrobianos e ainda de beta-lactamases
de espectro estendido pode ser indicativo de risco para os consumidores de ostra

in natura.

5. O liquido intervalvar apresentou-se como fluido concentrador de biomassa

bacteriana, com indices mais elevados de resisténcia e de producéo de ESBL.
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