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A OSTRA

Sou ostra e escondo joias nas minhas
entranhas.
Vivo no Oriente e Ocidente.
Nio tenho morada certa,
mas meu corpo € valioso.
Por mais que me vulgarizem
em bancas de venda imundas,
sei que sou alimento e nutritivo.
Sou proteina para o pobre €
SOu prazer para o rico.
Mas o homem ha de aprender
a me tratar.
porque posso ser joia e lixo.
Posso trazer riquezas e doengas,
o homem € quem escolhe.
Ele é o senhor e rei das minhas moradas.
Portanto, se querem prazer, aprendam
cOmMO me conservar.
porque posso ser zangada,
posso ser espada,
posso ser guilhotina,
posso ser faca afiada.
Preferiria ser a dama dos prazeres,
dos sonhos, das ilusdes.
O homem ha de fazer a

sua escolha.

Regine Limaverde
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RESUMO

Nesta pesquisa foi estimado o Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes fecais
(termotolerantes) e de Vibrio de 60 amostras de ostras, Crassostrea rhizophorae,
comercializadas em duas barracas (A e B) da Praia do Futuro, Fortaleza - CE, no periodo
de janeiro 2002 a fevereiro de 2003. Cada coleta constava de 24 ostras, totalizando um
mimero de 720 animais analisados. O NMP de coliformes fecais variou de 4 a 930/g € de 4
a 430/g nas ostras coletadas das Barracas A e B, respectivamente. Foram confirmadas das
amostras da Barraca A, 70 (86,%) cepas de Escherichia coli, 7 (9%) de Enterobacter e 4
(5%) de Citrobacter, e da Barraca B foram confirmadas 45 (64%) de E. coli; 18 (26%) de
Enterobacter; 3 (4%) de Citrobacter e 4 (6%) de Klebsiella. Os antimicrobianos que
exibiram maior eficiéncia para as cepas de F. coli, isoladas das ostras das duas barracas,
foram- cefoxitina (FOX), ceftriaxona (CRO), ciprofloxacina (CIP), imipenem (IMP), acido
salidixico (NA), cefradina (CN) e sulfametoxazol-trimetoprim (SXT). Foi observada em
100% das cepas de E. coli, isoladas das amostras da Barraca A, sensibilidade ao
cloranfenicol (CLO) e a tetraciclina (TE). Quatro (13%) cepas de E. coli isoladas das
amostras de ostras da Barraca A foram resistentes a cefalotina (KF), enquanto que apenas
uma (3%), isolada das amostras da Barraca B, foi resistente a esse antibidtico. Seis cepas
de E coli isoladas das amostras de ostras, 3 (10%) de cada uma das Barracas A e da B,
spresentaram resisténcia a nitrofurantoina (NIT). Nenhuma das cepas isoladas das
smostras de ambas as barracas, A e B, pertencia aos grupos das Enteroinvasivas (EIEC),
das Enteropatogénicas (EPEC) ou ao sorogrupo 0O157. Os NMPs de Vibrio isolados das
ostras coletadas da Barraca A variaram de 93 a 9.300/g e de 150 a 4.300/g para as
smostras da Barraca B. As espécies confirmadas de Vibrio das amostras coletadas da
barraca A foram: 18 (50%) cepas de V. parahaemolyticus, 9 (25%) de V. mimicus, 6
{17 de I harveyi e 3 (8%) de V. vulnificus, enquanto que da B, foram confirmadas 13
(2% cepas de V. parahaemolyticus, 5 (24%) de V. mimicus e 3 (14%) de V. vulnificus.

Palawras-chave ostra, coliformes fecais, vibrios sacarose negativos




BSLCM

ABSTRACT

The Most Probable Numbers (MPN) of fecal coliforms (thermotolerant) and Vibrio
was estimated in 60 oyster (Crassostrea rhizophorae) samples, sold at two beach
restaurants (A and B) at Praia do Futuro, Fortaleza-CE, between January 2002 and
February 2003. 24 oysters were sampled each time, totaling 720 tested individuals. The
MPNis for fecal coliforms ranged between 4.g” and 930.¢”", and between 4.g" and 430.g"
in the oysters sampled at the A and B restaurants, respectively. At the A restaurant, the
following strains were identified: 70 (86%) strains of Escherichia coli, 7 (9%) of
Enterobacter, and 4 (5%) of Citrobacter. At the B restaurant, 45 (64%) strains of F. coli,
18 (26%) of Enterobacter, 3 (4%) of Citrobacter, and 4 (6%) of Klebsiella were
confirmed. The antimicrobials that showed the best efficiency against the E. coli strains
solated from the oysters sampled at both sites were cefoxitin (FOX), ceftriaxone (CRO),
aprofloxacin  (CIP), imipenem (IMP), nalidixic acid (NA), cefradine (CN) and
sulfamethoxazole-trimetoprim (SXT). 100% of the FE. coli strains isolated from A were
sensitive to chloramphenicol (CLO) and tetracycline (TE). Four (13%) of the E. coli

strains, isolated from the oyster samples collected at A, showed resistance to cephalothin
(KF). while only one (3%), isolated from the samples collected at B, was resistant to the
same antibiotic. Six strains, 3 (10%) of them isolated from the samples collected at A and
3 Som those collected at B, showed resistance to nitrofurantoin (NIT). None of the
wolsted strains belonged to the entero-invasive (EIEC) or entero-pathogenic (EPEC)
groups, nor to the 0157 serotype. The MPNs for Vibrio isolated from the oysters sampled
= A ranged between 93.g”" and 9300 .g”, and for those sampled at B, between 150.g”" and
4300 ¢’ The confirmed Vibrio species isolated from the A samples were: 18 (50%)
smmms of V. parahaemolyticus, 9 (25%) of V. mimicus, 6 (17%) of V. harveyi, and 3 (8%)
o ¥ wminificus, while those isolated from the B samples were 13 (62%) strains of
¥ parahaemolyticus, 5 (24%) of V. mimicus, and 3 (14%) of V. vulnificus.

By wards: oyster, fecal coliforms, saccharose-negative vibrios




IISLCM
13

Barros, L. M.O. Avaliagio Bacteriologica de Ostra...
1 INTRODUCAO

O Nordeste brasileiro é nacionalmente conhecido por sua riqueza gastrondomica.
Peixes e frutos do mar compdem a maioria dos pratos tipicos da regido (Silva ef al., 2002).
Além das diversas espécies, provenientes do ambiente marinho, sdo bastante apreciadas
aquelas capturadas do ambiente estuarino, tais como os moluscos bivalves.

As ostras sio bem documentadas por seu valor nutritivo, com baixos teores lipidicos
¢ caloricos (85 calorias/100g de carne crua) (Pedrosa & Cozzolino, 2001).

Entretanto, o consumo de ostra tem registros na literatura especializada como
responsavel por incontaveis surtos epidémicos, respondendo diretamente por problemas de
sande publica, principalmente quando esses moluscos sdo ingeridos crus ou mal cozidos e
2 gualidade sanitaria do ambiente aquatico onde eles sdo capturados estiver comprometida
Jose, 1996).

Segundo Henriques ef al. (2000), dentre os animais marinhos que vivem em
ambientes contaminados por microrganismos tendo como exemplo o grupo coliforme
{de origem fecal) e outros patogenos tais como, Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus
awrens e Salmonella sp., os moluscos bivalves sdo os que oferecem maiores riscos a saide
publica, por serem filtradores e bioacumuladores.

A poluigdo dos mares, baias e estuarios, provocada pela emissdo de lixo, esgotos
mdustniais e residenciais contendo metais pesados, coliformes fecais e outras bactérias
pasoeénicas, sdo um dos principais fatores que favorece a contaminagdo dos moluscos
Rippey, 1994).

Lewis ef al. (1996) estudaram a contaminagdo de moluscos por virus e bactérias
Bumenas provenientes de cargas de esgotos, na Nova Zelandia. Por outro lado, Ni &
Susme (1985) analisaram em Hong Kong, a contaminagio de coliformes de origem fecal
ms s e correlacionou esse dado com a contaminagdo do mexilhdo Perna viridis,

Mumos paises que comercializam ostras desenvolveram um conjunto de normas
ppres. baseadas em analises microbiologicas da agua de seu cultivo e/ou da sua carne.
% mmora desses padrdes normativos esta baseada na pesquisa de coliformes fecais, pois

! =me gmpe ¢ mdicador de contaminagdo fecal (Machado ef al., 2001).
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Nesses paises, a obrigatoriedade de se proceder a purificagio ou depuragdo dos
bivalves depende da classificagio das areas de origem (NSSP, 1997). Quando
provenientes de areas aprovadas podem ser enviadas diretamente para a comercializago,
guando oriundas de éreas restritas devem ser submetidas a purificagdo natural ou
controlada antes da comercializagio, sendo vedada a extragdo de bivalves em areas
probidas ou ndo classificadas. Apesar desses procedimentos terem sido adotados
inmternacionalmente, eles ainda ndo sdo observados no Brasil (Jacobi, 2000).

José (1996) estudando a relagdo entre os bivalves e a seguranca do consumidor no
Estado de Sdo Paulo, constatou que ndo existem mecanismos legais ou politicos que
permitam o conhecimento de sua area de origem, com exce¢do daqueles oriundos de
cultivo.

Entretanto, a produgio de moluscos bivalves no Brasil através do cultivo, ainda é
mcipiente, quando comparada a da extragio (FIPERJ & IP-SP, 1989; Pereira et al., 1991).

Em todo o mundo, investigagdes epidemiologicas evidenciam surtos e casos isolados
de patologias de origem infecciosa e toxica ocasionadas pela ingestdo de bivalves
(Kaysner ef al., 1989; Blake, 1993).

O perigo de se consumir ostra contaminada ¢ alto porque esse molusco ¢€
wadicionalmente ingerido in natura, sem nenhum cozimento prévio, constituindo-se em
motvo de preocupagio para as autoridades sanitarias envolvidas na fiscalizagéo e controle
#s guahdade desse alimento. Colera, salmoneloses, infecgdes por Vibrio parahaemolyticus
= Vibrio wulnificus, estio entre as diversas doengas citadas na literatura especializada
ook ef al . 2001) que podem ser causadas pela ingestdo de ostra contaminada. Assim, 0
Sabwo de se comer ostra crua constitui numa satisfagdo gastrondmica que pode ser
mespomsavel por incontaveis surtos de toxinfecgdes bacterianas.

Dentre os microrganismos patogénicos mais importantes que ocorrem no pescado
Sesscam-se os do género Vibrio. Dentro desse género, o Vibrio parahaemolyticus € de
sume smportincia 2 saide publica devido ao seu potencial enteropatégeno, sendo causador
& ssswemterite aguda no homem, caracterizada por quadro disentérico principalmente
s o comsumo de pescado in natura (Lima, 1997).

A esumeracio de coliformes fecais ou termotolerantes esta entre as analises
meesisoloscas recomendadas pela literatura para pescado fresco, incluindo a ostra. Entre
» smpe dos coliformes fecais, a populagio de Escherichia coli € cerca de 70% do total

e (Hagier & Hagler, 1988)
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Surtos de gastrenterites foram relacionados a presenca de E. coli, com isso sua

Barros, L.M.O. Avaliagdo Bacteriolégica de Ostra...

identificagio em alimentos é de grande valor. Além disto, faz parte do grupo de
microrganismos de importancia na redugdo do OTMA (¢6xido de trimetilamina) a TMA
(trimetilamina), composto de odor forte indicador de pescados em deterioragdo (Guzman,
1994; Vieira, 2003).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (Brasil, 2001) estabelece,
através da resolugdo n® 12, Artigo 7 alinea b, um limite de 5 x 10 coliformes a 45°C/g para
moluscos bivalves, carne de siri e similares cozidos, industrializados, resfriados ou
congelados, e como neste trabalho foram analisados moluscos comercializados resfriados,
parte das analises se voltaram para a enumeragdo de coliformes fecais. Além desses
organismos foi pesquisado também o género Vibrio, embora a mesma resolugdo ndo
recomende limites para este género. O estudo de alguns vibrios esta fundamentado na
observagdo cientifica, de que algumas espécies desse género podem causar problemas de
saude aos consumidores de ostras, que teimam em consumi-las sem nenhum cozimento
{Daniels et al ., 2001; Cook et al., 2001).

A Praia do Futuro ¢ uma das areas da cidade de Fortaleza onde se consome maior
guantidade de ostras, comercializadas sem controle sanitario nas barracas. E entdo de
sema importancia, investigar a qualidade bacteriologica desse molusco servido a
populacio.

A presente pesquisa objetiva: estimar o Numero Mais Provavel (NMP) de
colformes fecais e de Vibrio de ostras (Crassostrea rhizophorae) comercializadas em
@uas barracas da Praia do Futuro; isolar e identificar coldnias tipicas de Escherichia coli,
g@eserminando sua toxidez; quantificar, isolar e identificar colonias de Vibrio sacarose

segativas, com énfase em V. parahaemolyticus.
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1.1 INCIDENCIA DE DOENCAS BACTERIANAS DE ORIGEM ALIMENTAR

A manutengio da integridade e salubridade do homem depende da ingestdo diaria de
shmentos quantitativa e qualitativamente adequados, saudéveis e que ndo coloquem em
msco sua saude (Valejo et al., 2003).

Os alimentos podem servir como veiculos de agentes patogénicos ao homem, ou
somo substrato para microrganismos que poderdo elaborar substéncias nocivas, trazendo
sreuizos quando ingeridos. Portanto, quando se fala em doencas que podem ser
sransmitidas por alimentos, observa-se a importancia dos microrganismos neles presentes.
Quando o assunto sio as toxinfecgdes alimentares, o enfoque se situa em nivel de
contaminacdo bacteriana, uma vez que essa é a maior razdo desse tipo de enfermidade
{Gongalves, 1998).

Segundo Andrade & Macedo (1996), dentre os agentes etiologicos responsaveis por
serca de 200 diferentes tipos de doengas transmitidas ao homem, através dos alimentos, as
bactérias s30 0s microrganismos de maior importancia.

Bryan (1980) classifica as doengas de origem alimentar como sindromes causadas
pela ingestdo de alimentos onde estariam presentes agentes toxicos ou infecciosos, ou seja,
seriam as intoxicagdes ou infecgdes, respectivamente. As intoxicagdes seriam causadas
pela ingestdo de quaisquer substdncias toxicas, incluindo aquelas encontradas no tecido
smmal ou vegetal e as toxinas elaboradas por microrganismos. Enquanto que, as infecgdes
de origem alimentar sdo causadas pela ingestdo de microrganismos patogénicos tais como
s bactérias, que penetram na mucosa intestinal, multiplicam-se, podendo migrar para
outros tecidos.

A grande maioria das infecgdes bacterianas de origem alimentar € caracterizada por
smtomatologia restrita ao trato intestinal, sendo assim definidas como diarréias bacterianas
(Valeio et al., 2003).

Ainda é incipiente a falta de conscientizagdo da populagdo frente as doengas
weiculadas por alimentos (DTAs), razdo porque se estima que apenas de um a 10% do
sumero de surtos dessas doengas sejam notificadas (Germano et al., 1993).

Estima-se que nos paises em desenvolvimento ocorram anualmente mais de um
sild0 de casos de diarréias agudas em criangas menores de cinco anos, com cinco milhdes
4= obios E a contaminagdo bacteriana dos alimentos é uma das causas representativas
desses casos (Germano & Germano, 2000).
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Week ef al. (1992) relataram a importancia da investigagdo de surtos de doengas de
origem alimentar, pois os gastos com esse problema sdo bastantes elevados e poderiam ser
diminuidos.

Nos Estados Unidos, a estimativa é de que 24 a 81 milhdes de pessoas tornem-se
doentes a cada ano, a partir do consumo de alimentos contaminados. Essas doengas
resultam numa estimativa de 10.000 mortes por ano, com um custo estimado entre 7,7 a 23
bilhdes de dolares (FDA, 1997), afetando a cada ano, um em cada 10 habitantes (Paiva ef
al , 2000).

Nos paises onde se mantém registros apropriados das DTAs, os produtos de pesca
contribuem com uma significativa propor¢do dos surtos relatados, variando de um pais
para outro, dependendo do clima, costumes da dieta e diferengas sociais. Na India,
produtos como peixes, moluscos e crustaceos marinhos sdo implicados como veiculos de
muitos casos de surtos de doengas alimentares (Mohamed Hatha &
Lakshmanaperumalsamy, 1997).

A poluigdo dos ecossistemas aquaticos, rios, lagos e o mar, devido ao langamento de
esgotos domésticos e industriais, se constitui na maior causa de contaminagdo do pescado
ctada por diversos autores (Rippey, 1994; Constantinido, 1994). Segundo Germano ef al.
(1993), devido as constantes agressdes aos ambientes aquaticos, juntamente com as
praticas inadequadas de manuseio, o pescado pode veicular varios microrganismos
patogenos aos seus consumidores.

Lira ef al. (2000) avaliando a qualidade sanitaria de um ambiente aquatico situado as
margens do canal de Santa Cruz (PE), onde eram capturados moluscos bivalves, revelaram
2 presenga de E. coli em 96% das amostras de agua analisadas, além de outras
emterobactérias. Estes achados mostram a importéncia da qualidade sanitaria do ambiente
aguatico onde sdo capturados os moluscos bivalves.

Os alimentos marinhos sdo susceptiveis a todos os microrganismos causadores de
soanfecgdo alimentar, além dos exclusivos de ambientes marinhos, como Vibrio spp. De
1 586 surtos de doengas de origem alimentar, relatados no mundo inteiro entre 1977 e
1984, o pescado foi responsavel por 59% do total dos alimentos marinhos, sendo que os
bevalves foram responsaveis por 1/3 dos casos (Beirdo ef al., 2002).

De acordo com Cook ef al. (2001), a maior epidemia associada com o consumo de
molusco ocorreu em 1988 na China. Foram reportados mais de 300.000 casos de hepatite
A Essa epidemia foi causada pelo consumo de moluscos crus capturados de um porto que

recebia descargas de esgotos domésticos, sem tratamento.
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Os exames bacteriologicos adotados para o pescado in natura e os cozidos,
mdustrializados, resfriados ou congelados, compreendem a contagem de coliformes fecais
2 45°C (este somente para os cozidos, industrializados, resfriados ou congelados),
estafilococos coagulase positivas e pesquisa de Salmonella em 25g de amostra (Brasil,
2001).

1.2 COLIFORMES FECAIS

Coliformes fecais fermentam a lactose com produgdo de gas, quando em
semperaturas entre 44,5 a 45,5°C por até 48h (Hitchins ez al., 1998). O termo coliformes
sermotolerantes € algumas vezes usado para esses organismos, e talvez seja a descrigao
mass exata quando comparada ao termo coliforme fecal. Escherichia coli, Klebsiella
pmesmoniae, FEnterobacter spp. (incluindo aglomerans, aerogenes e cloacae) e
Cwrobacter freuundii podem ser encontradas em alimentos, através do teste de colimetria,
¢ o solamento delas ira depender do tipo de alimento e da temperatura de incubagdo dos
caldos (Splittstoesser et al., 1980).

Segundo Hagler & Hagler (1988), todas essas bactérias sdo tipicas da microbiota
Secal mas também podem ser isoladas de outros locais, com exce¢do da E. coli, cuja
amzem ¢ estritamente fecal.

Apesar das controvérsias com relagdo aos microrganismos mais representativos da
gualidade sanitaria de um produto alimenticio, os coliformes em geral, a £. coli e os
emerococos tém merecido maior consideragdo. Esses microrganismos podem indicar
comdigbes sanitarias que conduzem a deterioragdes e perda da qualidade dos alimentos,
som consequente perigo a saude humana (Andrade ef al., 2002).

121 ESCHERICHIA COLI
122 CARACTERIZACAO

£ ool pertencem a familia Enterobacteriaceae, sdo bastonetes Gram-negativos, nao
Spemslsdos. capazes de fermentar a glicose com produgdo de acido e gas. A maioria

Smems ssmbem 2 lactose, com produgdo de acido e géds, embora algumas sejam
e (Freco & Landgraf, 1996).
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A temperatura otima de crescimento para essa bactéria esta na faixa de 36 + 1°C.
S30 oxidases negativas, podendo usar o acetato como unica fonte de carbono, o mesmo

nd30 acontecendo com o citrato, que ndo € utilizado pela bactéria.

O habitat natural da E. coli é o trato intestinal dos animais de sangue quente,
mcluindo o homem (Brenner, 1984). Consegiientemente, a presenga desse organismo na
#gua e nos alimentos € considerada como indicagdo de contaminagdo fecal (Bopp ef al.,
1999).

1.23 PATOGENICIDADE

E. coli é parte comum da microbiota intestinal de individuos saudaveis e
sormalmente ndo causa doengas ao ser humano. Contudo, certas cepas podem causar
mfeccdes intestinais e extra-intestinais em individuos saudaveis e imunocomprometidos.
Isfecgdes urinarias, bacteremia, diarréia e meningites sdo as sindromes mais comuns,
cawsadas por algumas cepas patogénicas de . coli (Bopp et al., 1999).

Os danos causados pela infecgdo do trato gastrintestinal devido a E. coli, segundo
Mims (1993), se verifica como consequéncia da agdo farmacologica das suas toxinas na
s=acio inflamatoria local, como resposta a invasdo bacteriana e a disseminagdo pelas vias
Jmfincas e sangiiineas, atingindo regides anatOmicas distante do processo inicial.

Esses organismos também possuem antigenos (O, H e K) que segundo Mahon &
Mmmuselis Jr. (1995) estdo associados com as diversas doengas e infecgdes intestinais e do
e wnnano, assim como infecgdes das meninges em recém-nascidos.

Segundo Campos & Trabulsi (1999), sdo conhecidos 174 antigenos O, 100 K e 57
H

As cepas patogénicas de E. coli apresentam diferentes mecanismos de atuagdo,

 @femdo guanto as suas manifestagdes epidemiologicas. Como causadora de varios tipos
= foemcas diarréicas, essa bactéria foi dividida em seis grupos baseados em fatores de
memcs mamfestagdes clinicas produzidas, epidemiologia e sorotipagem. Os grupos
W £ oof Emerotoxigénica (ETEC), E. coli Enteropatogénica (EPEC), E. coli
Emembenomasca (EHEC), E coli Enteroinvasiva (EIEC), E. coli Enteroagregativa
Bt & £ ool Difusamente Agregada (DAEC) (Nataro & Kaper, 1998).
- B ssses gupos, somente 0s quatros primeiros tém sido implicados com doengas
Semsmteies por simmentos ¢ guas (Feng & Weagant, 2002).
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1.2.4 Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC)

As infecgdes causadas por ETEC ocorrem comumente em paises em
deseavolvimento, mas nos EUA esse grupo tem sido implicado em surtos esporadicos de
doencas transmitidas por agua, queijos e vegetais crus. Esse grupo também tem sido
secombecido como agente causador de “diarréia dos viajantes” (Nataro & Kaper, 1998).

Ainda de acordo com esses mesmos autores, cepas de F. coli enterotoxigénica
produzem enterotoxinas termolabeis (LT), que ¢ muito similar a toxina colérica (CT), e
soomas termoestaveis (ST), que sdo resistentes a fervura por 30 minutos.

As infecgdes causadas por esse grupo sdo caracterizadas por diarréias aquosas e
dores sbdominais, podendo ocorrer nauseas e dores de cabega, mas usualmente com
powcos womitos e febre (Mahon & Manuselis Jr., 1995; Bopp ef al., 1999).

L.15 Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC)

As cepas de E. coli pertencentes a esse grupo estdo entre os principais agentes
‘emesopatogénicos, principalmente nos paises da América Latina e Africa (Jakabi &

1991)
Sesundo Hicks er al. (1998), as EPEC causam diarréia aquosa pronunciada e sdo a

gl causa de diarréia infantil em paises em desenvolvimento.
- Seu papel patogénico continua ndo definido, uma vez que apenas alguns sorotipos
= sdo associados com infecgdes diarréicas (Mahon & Manuselis Jr., 1995),
Swmos de infecgdes por E. coli enteropatogénica tém sido associados ao consumo de
cameos contaminados (Doyle & Cliver, 1990).
ef af (1989) analisaram amostras de quibe cru comercializadas em Londrina
16 cepas dessa bactéria, pertencentes a seis sorogrupos diferentes: 026,
L OS5 0119, 0125 ¢ 0127.

coli Eateroinvasiva (EIEC)

s &= EIEC sSo capazes de invadir a mucosa intestinal, provocando uma
sce bestamee semelhante aquela causada por Shigella, caracterizada por febre,
ps. Sarresa aguosa e indisposigdo (Mahon & Manuselis Jr., 1995).
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Segundo Doyle & Cliver (1990), acredita-se que muitas infecgdes reportadas
cassadas por Shigella tenham sido provocadas por EIEC, em decorréncia da grande
semethanca entre as duas bactérias.

As EIEC podem ser difundidas pela 4gua, alimentos e pelo contato pessoa a pessoa.
Mes EUA aproximadamente 380 pessoas ficaram doentes em 1971, apos o consumo de
gueno contaminado por E. coli enteroinvasiva (Doyle & Cliver, 1990).

Casos de transmissdo via rota fecal-oral com subseqiiente ocorréncia de surtos foram
selsnados pela literatura (Mahon & Manuselis Jr., 1995).
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127 Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC)

Esse grupo € reconhecido principalmente por causar colites hemorragicas ou
Sas=as sanguinolentas, podendo progredir para a Sindrome Urémico Hemolitica (SUH),
pesencaimente fatal (Griffin & Tauxe, 1991).

Emtre os diversos sorotipos desse grupo, o sorotipo O157: H7 € o mais
Seguentemente implicado em doengas de origem alimentar no mundo inteiro (Meng ef al.,
201)

E coli O157: H7 é comumente identificada como E. coli diarreiagénica isolada na
Amenca do Norte e Europa, suspeito de causar pelo menos 80% dos casos de SUH, sendo
ssmiecsdo como causa comum de diarréias sanguinolentas em paises desenvolvidos (Bopp
=al_199)

Em Washington 1993, varias criangas adoeceram e duas morreram apos a ingestdo
= Smmburguer contaminado por esse sorotipo (Kushner, 1993; Mermelstein, 1993).

De acordo com Bopp ef al. (1999) carnes vermelhas, leite cru, vegetais crus, saladas,
mmemeses, suco de magd ndo pasteurizado e agua de abastecimento ndo clorada, sdo
s dos meios de transmissdo de E. coli 0157: H7.
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128 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Genes de resisténcias a agentes antibacterianos podem ocorrer em populagdes
Smcenanas e serem espalhados de um ecossistema para outro. Genes resistentes a
@esermunados antibioticos primeiramente descritos em bactérias especificas de seres
sumsmos foram encontrados em espécies de microrganismos especificos de animais, e
wee-versa sugerindo que populagdes bacterianas podem compartilhar e trocar esses genes
ASM. 1999).

Segundo Cooke (1985), coliformes resistentes a antibioticos constituem em
mportdncia ndo sO por suas potencialidades de patogenias, mas por transmitirem
sesssémcias a outras bactérias patogénicas, podendo ser motivo de preocupagdo em saude

MONCE

L3 VIBRIO
131 CARACTERIZACAO

O género Vibrio é constituido por bacilos Gram-negativos curvos, aerobicos ou
mserobicos facultativos, geralmente halodependentes, ou seja, requer para seu
wrescimento a presenga obrigatoria em maior ou menor concentra¢do de cloreto de sodio.
3o moveis, e a maioria apresenta um flagelo polar em meio liquido. Possuem oxidase e
casalase, e fermentam a glicose sem produgdo de gas. Sdo bactérias caracteristicamente
mdigenas de ambientes marinhos, costeiros e estuarinos, aparecendo em grandes
comcentragdes (blooms), quando as temperaturas das aguas aumentam (17-20°C). Em
semdes temperadas, os vibrios estdo presentes na agua do mar durante todo o ano, porém

sua concentragdo € exacerbada nos meses quentes, aumentando sua acumulagdo nos
moduscos filtradores e em outros animais marinhos (West, 1989).

132 PATOGENICIDADE
Nos altimos 30 anos, muitas espécies de Vibrio tém sido relacionadas a doengas tais

ommo gastrenterites em pessoas saudaveis e septicemia em pacientes debilitados,
setr=mudo portadores cronicos de doengas hepaticas.
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A transmissio de infecgdes por Vibrio ocorre primariamente pela ingestdo de

mariscos crus (Cook et al., 2001), e as ostras em particular, tém um importante papel na

semsmissdo desses agentes etiologicos, uma vez que sdo concentradores biologicos e
safconalmente sdo consumidas in natura (Morris & Blake, 1985).

O Centro de Controle e Prevengdo de Doengas (CDC), em Atlanta (USA), estima
e % 028 infecgdes por Vibrio com 57 mortes ocorrem anualmente nos Estados Unidos
Mead e al . 1999). A maioria destas infecgdes envolve V. cholerae, V. parahaemalyticus
e ¥ vuinificus.

De acordo com Hlady & Klontz (1996), um total de 690 infecgdes por Vibrio em 675
pessoas foram reportadas na Florida entre 1981 e 1983. As espécies envolvidas foram:
¥ parahaemolyticus, V. vulnificus, V. cholerae, V. alginolyticus, V. mimicus, V. damsela e
¥ @wwalis. A maior proporgdo (51%) dos pacientes apresentaram gastrenterites, seguida

 ger mfcgbes em feridas (24%) e septicemia primiria (17%).

Sesundo Levine & Griffin (1993), a mais comum apresentag&o clinica das infecgdes

ger ViBrio € gastrenterite auto-limitante, mas infecgdes por lesdes na pele e septicemia

pemare. também, podem ocorrer.

CLASSIFICACAO DAS ESPECIES PATOGENAS DE VIBRIO

S0 conhecidas 12 espécies de Vibrio patogenas para o homem, a maioria das quais
mmplicadas em doengas veiculadas por alimentos (Elliot ef al., 2001). Entre essas,
¥ welerae V. parahaemolyticus e V. vulnificus sdo as de maiores significancia clinica,
=& Feratura especializada.

cholerae
¥ chederae O1 e 0139 sdo agentes causadores da colera, com potencial epidémico e
pen Esepes n30-O1 e nd0-0139 podem igualmente ser patogénicas, mas sem

spwiémmco.  dando origem a sintomas gastrintestinais de menor gravidade

@ oerz associados ao consumo de alimentos marinhos incluem ostras,
{Ofiver & Kaper, 1997).



IISI.éiUiI
24

Durante a expansdo da sétima pandemia de colera, que teve como agente causador o
¥ derse O1, biotipo El-Tor, sorotipos Inaba e Ogawa, o consumo de ostras e pescados
s S comsiderado de alto risco na transmissdo dessa doenga (Moraes ef al., 2000).

Sesundo Wolfe (1992), na Gltima pandemia de colera, que teve inicio na América
4 Sal_ =0 comego dos anos 90, a bactéria causou mais de 400.000 casos e 4000 mortes.
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% Vibrio parahaemolyticus

A espécie encontra-se amplamente distribuida no ambiente marinho e estuarino, €
S adessificada pela primeira vez no Japdo em 1951, através de um surto de gastrenterite,

ssecado 30 consumo de pescado ndo submetido a cocgdo. Desde entdo, tem sido

+4> no mundo inteiro como um patogeno capaz de causar manifestagOes

=wcas apos o consumo de pescado e mariscos crus ou mal cozidos (Matté et al.,
mma 1997).

Eswpes patogénicas do V. parahaemolyticus sio conhecidas por produzir

e termo-estavel, capaz de causar hemolise de eritrocitos humanos, conhecida

= 30 de Kanagawa (Huss, 1994).
 De scordo com o CDC (1998), durante as trés ultimas décadas, essa bactéria foi
como uma causa comum de surtos de gastrenterites nos Estados Unidos.

Vww winificus

£ wm patogeno de origem marinha com grande potencial invasor, podendo ser letal.
' selacionado com feridas infeccionadas e responsaveis por incontaveis casos de
¢ septicemias primarias. Sua frequéncia em organismos marinhos ¢
principalmente em moluscos (Nascimento ef al., 2001).

EL'A_ 2 bactéria tem sido reconhecida por diversos autores como responsavel
e fasalidades. associados ao consumo de alimentos marinhos (Daniels &

Sesumdis Pesews (2002), ndo existe informagdo adequada que permita distinguir
& ndo virulentas de V. vulnificus. Dessa forma, todas as estirpes

patogénicas.
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&) Vibrio alginolyticus

A espécie foi originalmente classificada como um biotipo do V. parahaemolyticus,
ger serem geneticamente similares. Entretanto, podem ser facilmente diferenciadas, uma
wex gue o V. algynolyticus apresenta habilidade de fermentar a sacarose e de crescimento
‘== mes0s contendo até 10% de cloreto de sodio (Oliver & Kaper, 1997).

I alginolyticus é conhecida como uma das espécies halofilicas de Vibrio mais
sesmumente isolada de peixes, caranguejos, camardes e ostras (Oliver & Kaper, 1997).

Como patogeno para humanos, as infecgdes de feridas adquiridas pela exposi¢do dos
S==mestos no ambiente marinho constituem em 71% das infecgdes causadas por esse
Fiese (Hlady & Klontz, 1996).

Ase 1981, esse organismo era considerado uma variante bioquimica do V. cholerae
entretanto estudos mais detalhados revelaram espécies distintas. As duas espécies
ser facilmente diferenciadas, pela habilidade do V. mimicus em fermentar a

A bactéria tem sido isolada de pacientes com gastrenterite, pelo consumo de
marinhos, e ocasionalmente tem sido detectado em infecgdes de ouvido (Oliver
1997).

Em 1989 em um levantamento sobre as infecgdes causadas por Vibrio na Costa do
¥ memsicus foi isolado de quatro casos de gastrenterite, comparado com 26 por
e 18 por V. cholerae ndo-O1 (Levine & Griffin, 1993).

V. Swwsalis_ V. furnissii, V. metschnikovii, V. cincinnatiensis, V. damsela
sho. assm como V. parahaemolyticus, V. vulnificus e V. alginolyticus,
assocadas com doengas em humanos (Elliot ef al., 2001).

¢ ¢ mas comumente isolado de pacientes com gastrenterite, mas
= fenmentos tém sido relatadas. As infecgdes causadas por esse
relaconadas com o consumo de alimentos marinhos (Hlady &
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V. fluvialis foi isolado de mais de 500 pessoas com diarréia entre 1976 e 1977 em
 Bameladesh, sendo considerado o maior registro de infecgdes causadas por essa bactéria
et al., 1980).
V. metschnikovii foi isolado do sangue de um paciente diabético com inflamag¢do na
sendo reportado como o primeiro caso de infec¢do humana causada por essa
ma (Jean-Jacques ef al., 1981).
Ha relatos de que a bactéria foi isolada de cinco criangas com diarréia, durante um
de vigilancia da colera no Peru (Dalsgaard et al., 1997).
V. cincinnatiensis, V. damsela e V. carchariae ndo tém sido associados com

s, e raramente tém sido relatados como patogenos para o homem (Elliot ef al.,

V. cincinnatiensis foi isolado do fluido cérebro espinhal e do sangue de um paciente
 septicemia e meningite. Aparentemente a vitima ndo apresentava nenhuma doenga no
% slém de ndo ter tido contato com a agua do mar e nem ter consumido alimentos
dos (Bode ef al., 1986).

¥ damsela e V. carchariae sio reconhecidos por causarem infecgdes em feridas
' atribuidas concomitantemente 2 injuria do tecido e a exposigdo do ferimento a
s marinha e salobra (West, 1989; Oliver & Kaper, 1997).
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2 MIATERIAL E METODOS

11 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

—I

~ Foram coletadas semanalmente, 60 amostras de ostra, Crassostrea rhizophorae, de
Sums Sarvacas (A e B) da Praia do Futuro, Fortaleza-Ceara, no periodo de janeiro de 2002 a
Sewes=ro de 2003. Cada amostra constava de 12 ostras, totalizando um numero final de
720 smwmans analisados.
As ostras foram coletadas previamente resfriadas, sendo transportadas em caixas
‘sememmmcas até o Laboratorio de Microbiologia Ambiental e do Pescado, do Instituto de
' do Mar (LABOMAR) da Universidade Federal do Ceara, onde foram realizadas

bacteriologicas.

CAO DAS AMOSTRAS

Imediatamente A chegada ao laboratorio, as ostras, depois de passarem pelo processo
com lavagem em agua corrente, foram abertas assepticamente e delas retirado
rial interno, compreendendo o musculo inserido no interior das conchas e a
~ Em seguida foram maceradas em gral estéril, para a preparagdo das

S a seguir.

COES PARA CONTAGEM DE COLIFORMES FECAIS

® 2 maceracdo, de cada amostra foram pesados assepticamente 50g, os quais
szados separadamente, em 450ml de solugdo salina 0,85% durante dois
= BgmdScador, obtendo-se assim, a diluigio 10”. A partir dessa, foram
ss dlucies (107 a 10°), usando-se o mesmo diluente.

. PARA CONTAGEM DE VIBRIO
@hscies para a quantificagdo de Vibrio e isolamento de vibrios

_ &= sslizado o mesmo procedimento do item anterior, entretanto a
; foi de 3% de cloreto de sddio.
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135 NMP DE COLIFORMES FECAIS

Para a determinagdo do NMP de coliformes fecais ou termotolerantes, foi empregada
& wsomca de fermentagdo em tubos multiplos, segundo Feng et al. (2002). Esse teste foi
@i em trés etapas: teste presuntivo, confirmatorio e completo (Figural).

Teste Presuntivo

Foram transferidas porgdes de 1ml de cada diluigio (10" a 10°) previamente
geeperadas, em trés tubos contendo Caldo Lauryl Sulfato (CLS)-Difco, com tubos de
mvertidos. Em seguida, os tubos foram incubados a 35°C/48 horas. Apos esse
s tbos que apresentaram turvagio e produgdo de gas, com formagdo de bolhas,

dos positivos e submetidos aos demais testes.
2 Teste Confirmatério

mhos que apresentaram resultados positivos no teste presuntivo foram retiradas
com o auxilio de uma alga niquel-cromo, e transferidas para tubos contendo
L -Dwfco. com tubos de Durham invertidos. Esses tubos foram incubados a 45°C em

=2 por 24 horas. A positividade do teste foi verificada pela turvagdo do meio e

22s com formacdo de bolha.
@o NMP foi feito através da consulta a tabela do NMP (Garthright, 2001).

gee apresentaram resultados positivos no teste confirmatorio foram
». com uma alca de niquel-cromo, sobre a superficie do meio agar

{EMB)-Difco em placas, e incubados a 35°C/24 horas. Apés o
com o auxilio de uma agulha de niquel-cromo, foram isoladas de
s colonias tipicas de E. coli, ou seja, com 2 a 3mm de didgmetro,
== brilho metalico esverdeado, em tubos contendo agar TSA-Difco
. o= mbos foram incubados a 35°C/24 horas. Esses cultivos foram
sessmcio morfologica e nas provas bioquimicas das cepas para a
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134 Caracterizacio Morfologica e Provas Bioquimicas

&s caracteristicas morfologicas das cepas isoladas em meio TSA foram observadas
em laminas, corados pelo método de Gram. As cepas que se revelaram
< Gram-negativos foram submetidas ao teste do IMVIC (Indol, Vermelho de
Woees- Proskauer e Citrato), de acordo com Feng ef al. (2002), que sera descrito a

Producio do Indol

erescidas no meio TSA foram semeadas, por picada profunda, utilizando-
&= niquel-cromo, no meio Sulfeto-Indol-Motilidade (SIM)-Difco, incubado
Apés o periodo de incubagdo, foram adicionados 0,2ml do reativo de
: Jaminobenzaldeido). A produgio de Indol, oriunda da degradagdo do

speofano presente no meio, ¢ observada pela formagao de um anel vermelho
e do meio (teste positivo). As cepas de E. coli apresentam positividade

de Metila (VM)

fou retirada uma aliquota, através de uma alga de niquel-cromo, das
souies mo meso TSA_ e transferida para tubos contendo caldo MR-VP-Vetec e

"

foram adicionadas cinco gotas do reagente vermelho de metila. O

oracio vermelha (teste positivo) ¢ devido a produgdo de grande

Bbactenia, resultante da fermentagdo da glicose contida no meio.
para esse teste.
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#  Teste de Voges-Proskauer (VP)

D cada cepa crescida no meio TSA, foi retirada uma aliquota com uma alga de
> e transferida para tubos contendo caldo MR-VP-Vetec, seguindo-se a
- 2 35°C/48 horas. Apés a incubagdo, foram adicionados para cada ml do meio,
Sl &0 reagente Barrit I (o-naftol) e 0,2ml do reagente Barrit 1T (KOH a 40%). O
de uma coloragdo rosea a vermelho rubro (teste positivo), indica a formagao de
final neutro, diacetilmetilcarbinol, durante a fermentagdo da glicose. Esse teste

para E coli.
Utilizacdo do Citrato de Simmons

wsilizacio de uma alga de niquel-cromo, foi retirada de cada cepa crescida em
_wma aliquota e estriada sobre o meio agar Citrato de Simmons-Difco inclinado
= mcubados a 35°C/96 horas. A mudanga da coloragdo do meio de verde para
wo (teste positivo), principalmente no apice, ¢ devido a elevagdo do pH por
wsilizam o citrato como unica fonte de carbono. Esse teste € negativo para

ESTE DE TOXIDEZ E SENSIBILIDADE DAS CEPAS DE ESCHERICHIA
M7 A ANTIMICROBIANOS

sessficadas como E. coli, pelo teste do IMVIC, foram enviadas a
Cruz (FIOCRUZ), para serem analisadas frente as suas toxidez e
anstimicrobianas. Os antimicrobianos empregados para o teste de
fwmm smpiciina (AMP), cloranfenicol (CLO), tetraciclina (TE), cefalotina
\ cefinaxona (CRO), ciprofloxacina (CIP), imipenem (IMP), acido
(CN). sulfametoxazol-trimetoprim (SXT) e nitrofurantoina
soes da NCCLS (2001).
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NMP DE VIBRIO

Para a estimativa do NMP de Vibrio, e isolamento de colOnias sacarose negativas
foi utilizado a técnica dos tubos miltiplos segundo Elliot ef al. (2001) (Figura 2).
dsicoes 107 a 10,  previamente preparadas, foram inoculadas porgdes de 1ml em
-ndo Agua Peptona Alcalina (APA) a 3% de cloreto de sodio, em triplicata, que
seguida incubados a 37°C/16-18 horas.

as o periodo de incubagdo foi verificada a positividade dos tubos (turvagao) para
;30 da presenca de Vibrio. Os tubos positivos foram semeados em estrias na
e do meio agar Tiossulfato-Citrato Sais Biliares (TCBS)-Difco em placas, que
— foram incubadas a 37°C/18 horas.

» do NMP foi feito através da consulta a tabela do NMP (Garthright, 2001).

MENTO DAS COLONIAS DE VIBRIO SACAROSE NEGATIVAS

do crescimento no meio agar TCBS, foram isoladas de cada placa, com uma
:l-cromo, de duas a trés colOnias sacarose negativas, de 1 a 3mm de
_ =s. com centro verde-azulado, suspeitas de V. parahaemolyticus. Cada
s semeada em tubos contendo TSA inclinado, adicionado de 3% de cloreto de
mubados 2 35°C/24 horas (Elliot ef al., 2001) (Figura 2).

10 DAS COLONIAS DE VIBRIO SACAROSE NEGATIVAS

ses soladas no meio TSA + 3% de NaCl foram testadas quanto as suas
s muriloscas. em esfregacos corados pelo método de Gram. Aquelas que se

w becdos Gram-negativos, polimorfos, encurvados ou ndo, foram
: testes bioquimicos de acordo com Elliot ef al. (2001), que serdo



ﬂ - s L c “'I
Swsmms. L MLO. Avaliag@io Bacteriologica de Ostra... 32

Teste de Producio da Citocromo-oxidase

Cam palitos de madeira estéreis, foram colhidas algumas coldnias crescidas no meio
~ 3%, de NaCl e esfregadas em discos de papel de filtro, embebidos em solugao
@& cloridrato de tetrametil-p-fenilenediamino 1%. O surgimento de uma coloragao
(teste positivo), dentro de um intervalo maximo de dois minutos, indica a
da bactéria em produzir o azul de indofenol, pela oxidagdo do

enediamino. A familia Vibrionaceae é positiva para esse teste.

de Motilidade

%s ouluras crescidas no meio TSA + 3% de NaCl foram inoculadas, por picada
@ swavés de uma agulha de niquel-cromo, em tubos com meio SIM-Difco + 3%
O crescimento difuso ao longo da linha de inoculagdo com turvagdo do meio

positiva. Os vibrios s3o moveis, conseqiientemente positivos para esse teste.

Triplice Acucar Ferro (TSI)

wma agulha de niquel-cromo, as cepas crescidas no meio TSA + 3% de NaCl
por picada profunda e estriamento na superficie, no meio agar TSI-Difco
") inchnado em tubos. Em seguida os tubos foram incubados a 37°C/24 horas.
geodutores de acidos a partir da glicose, tornando a base do meio amarelo e
ou HoS.

de carboidratos (sacarose, lactose, arabinose e manitol)

aizs em TSA + 3% de NaCl foram inoculadas, com o auxilio de
em tubos contendo caldo Purpura de Bromocresol-Difco
7% soescdos de 0.5% de sacarose, lactose, arabinose e manitol,
E sz s meios foram cobertos com uma camada de 1 a 2cm de

i = mesbados 2 37°C por quatro a cinco dias. A reagdo positiva €
@0 meio de purpura para amarelo, fermentag@o acida.
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+  Teste de Descarboxilaciio de Aminoacidos (Arginina, Lisina e Ornitina)

e W Asslacdo Bacteriologica de Ostra...

& partr das culturas em meio TSA + 3% de NaCl, cada cepa foi inoculada, com
#= miquel-cromo, em trés tubos contendo o meio caldo Purpura de Bromocresol-
2. pH 7,2-7,5, acrescidos também de 3% de cloreto de sodio. Esses tubos

I ‘=m seswida, adicionados de 0,5% de arginina, lisina e ornitina, separadamente.
= cada cepa foi inoculada em um tubo contendo 0 mesmo meio basal, porém
aminoacido (meio controle). Apés a inoculagdo foi adicionada em cada tubo

de 1 a 2cm de 6leo mineral estéril, seguindo-se da incubagdo a 37°C por até

smmme todo esse periodo os tubos foram examinados todos os dias. A coloragdo
so resulta da produgdo de acido, proveniente da fermentagdo da glicose
=0 basal (reagdo negativa).

positiva ocorre a descarboxilagdo dos aminoacidos, que € evidenciado
o pH do meio, passando de 4cido (amarelo) para alcalino (purpuro). Os

manecem acidos, com coloragdo amarela.

crescimento em TSA + 3% de NaCl, as cepas foram inoculadas com uma
». em quatro tubos de caldo Triptona-Difco a 1%, contendo O, 3, 6, 8 ¢
de sodio, respectivamente e incubados a 37°C/24 horas. A turvagdo do

smesto & consegiientemente, teste positivo.
Preskaser

w8ss em TSA + 3% de NaCl foram inoculadas, com uma al¢a de
» caldo MR-VP-Difco, contendo 3% de cloreto de sodio e

Swam adicionados para cada ml do meio, 0,6ml do reagente
2 2mi do reagente Barrit 11 (KOH a 40%) seguindo-se as agitagdes
@ uma coloragdo rosea a vermelho rubro (teste positivo)

$nal neutro, diacetilmetilcarbinol, durante a fermentagdo

13%297§Y4
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Teste do crescimento a 42°C

s cepas crescidas em TSA + 3% de NaCl foram inoculadas, através de uma alga de
—omo. em tubos contendo caldo Triptona-Soja (TSB)-Difco contendo 3% de
= de sodio, e incubados a 42°C em banho-maria por 24 horas. A turvagdo do meio

ento e conseqiientemente, teste positivo.
hidrélise do Orto-Nitrofenil-B-D-Galacto-Piranosideo (ONPG)

= 2 realizacdo desse teste, foram retiradas com o auxilio de uma alga de niquel-
stas a partir do crescimento em TSI + 3% de NaCl, e transferidas para tubos
.ndo 0,25ml de solugdo salina 3% estéril. Em cada tubo foi adicionada uma
s sessente tolueno, seguindo-se a agitagdo dos tubos para a liberagdo da enzima
ssdase Em seguida os tubos foram colocados em estufa a 37°C/5 minutos. Apos
adicionou-se 0,25ml da solugdo ONPG, seguindo-se a incubagdo dos tubos a
A positividade do teste é evidenciada pela mudanga da cor do meio de
amarelo, devido a hidrolise do ONPG, por bactérias produtoras da enzima
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amostra +
@0 diluente — salina 0,85% estéril

107 10° 10* Dilui¢des
107 10° 10* Prova
Estufa a 35° C/48h
EC Prova
Banho Maria a 45° C/48h Confirmatoria
— H
TSA
Estufa a 35° C/24h
, | Identificagdo
VM -VP | Indol
H ( ) H (24h)
' Estufa a 35°C

2c3o de coliformes fecais ou termotolerantes, e
s de ostras, Crassostrea rhizophorae, coletadas

o Futuro, Fortaleza, Ceara.
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wstra +
&0 dluente — salina 3% estéril

107 107 10* 10° 10 Diluigdes

l I oo L I

107 103 10* 10° 106

Prova
Presuntiva

APA
Estufa a 37° C/16-18h
TCBS
Estufa a 37°C/18-24h
1
/ TSA 3% de NaCl Purificagdo
Estufa a 37° C/24h
Identificagio

c3o de Vibrio, e identificagio de vibrios sacarose
wiras. Crassostrea rhizophorae, coletadas nas Barracas
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5 BESTLTADOS

Camforme a metodologia citada, pela qual foi estimado o Numero Mais Provavel
% & coliformes fecais e de Vibrio de ostras, (Crassostrea rhizophorae),

s em duas barracas da Praia do Futuro, obteve-se os resultados que se

de coliformes fecais e de Vibrio obtidos das amostras de ostras coletadas das

2= A = B estdo contidos na Tabela 1.

de coliformes fecais nas amostras de ostras das Barracas A e B variou de 4 a

[
30/g, respectivamente.

wm total de 81 cepas isoladas das amostras da Barraca A, foram confirmadas 70
& coli. 7 (9%) de Enterobacter e 4 (5%) de Citrobacter, enquanto que, das 70
amostras da Barraca B, 45 (64%) foram E. coli, 18 (26%) Enterobacter, 3

& 4 (6%) Klebsiella (Figuras 3 e 4).

cepas (30) de E. coli isoladas das amostras de ostras da Barraca A foram
L0 TE FOX. CRO, CIP, IMP, NA, CN e SXT. Para a AMP, 86,7% das
semsivess e 13% apresentaram sensibilidade intermediaria. Com o KF,
=s_33% apresentaram sensibilidade intermediaria e 13% mostraram-se
m o NIT. 77% das cepas mostraram-se sensiveis, 13% apresentaram
smedians ¢ 10% foram resistentes (Tabela 2).

£ oob soladas das amostras da Barraca B, 90% foram sensiveis a
W%, spresentaram sensibilidade intermediaria para esses antibioticos.
cepas foram sensiveis, enquanto 13% apresentaram sensibilidade
53%; das cepas foram sensiveis, 43% apresentaram sensibilidade
cepa (3%) foi resistente. Em relagdo aos demais antibioticos,
= a0s encontrados para as cepas isoladas das amostras da
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Neshuma das 60 cepas de E. coli isoladas das amostras de ostras coletadas das duas
se mostrou positiva para os grupos EIEC, EPEC e o sorogrupo O157.

W= W0 Avaliagdo Bacteriologica de Ostra...

% valores de NMP de Vibrio nas amostras de ostras variaram de 93 a 9.300/g para
na Barraca A e 150 a 4.300/g para as da Barraca B (Tabela 1).

Soram isoladas 140 cepas de Vibrio sacarose negativas das amostras de ostras
@ dss duas barracas. Dessas cepas, 57 foram identificadas (36 da Barraca A e 21

5e6).

de Vibrio confirmadas das 36 cepas isoladas das ostras provenientes da
por ordem de frequéncia foram: 18 (50%) cepas de V. parahaemolyticus, 9
memicus, 6 (17%) de V. harveyi e 3 (8%) cepas de V. vulnificus (Figura 5),
Barraca B, das 21 cepas caracterizadas, foram confirmadas 13 (62%) de
5 (24%) de V. mimicus e 3 (14%) de V. vulnificus (Figura 6).
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1 Namero Mais Provavel (NMP)/g de coliformes fecais e de Vibrio obtidos de
ostras, Crassostrea rhizophorae, coletadas das Barracas A e B, da Praia do
Futuro, Fortaleza, Ceara.

Col. Coliformes Fecais Vibrio
Barraca A | Barraca B | Barraca A | Barraca B
™ 430 230 4300 930
> 150 93 1.500 930
‘ 120 430 1.500 4300
4 210 43 1.500 430
5 230 150 93 460
6" 280 43 930 430
T 750 430 2.400 1.500
8 93 430 2.400 930
o 150 90 1.500 430
10° 930 430 4.300 930
1 230 150 1.500 930
12* 75 4 1.500 430
390 430 2.400 2.100
230 120 1.500 640
230 430 4300 1.500
280 43 4300 1.500
430 280 2.100 1.500
120 93 9.300 1.500
210 150 2.800 1.500

210 150 4.600 1.200

150 15 4.300 1.500
43 15 930 430
93 43 2.400 210
120 40 1.300 210
150 28 1.500 460
15 9 2.100 430
95 15 930 750
5 23 930 150
2 7 430 150
ot L0 930 430
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as, Crassostrea rhizophorae,
Fortaleza, Ceara, quanto a

das cepas de E.coli isoladas de ostr

soletadas na Barraca A da Praia do Futuro,

semsibilidade a diferentes antimicrobianos.

Distribuics

2

wn|wna|un| |- || =|=|n|Z|lwn|n|g|L|lrn|n|=|rn|r]|w|njun|n
N N P 2 2 2 2 2 2 2 72 72 R ) 2 ) e ) el el el e
zln|n|w|n|a|n|n|b|v|a|w|v|a|a|w|w]|v|w|v|v|v|a|a|v|v|w|a|a|a)«
P Y e K ) e e el AR T I ) A P B B B e e
MS I N N B P P 7 2 L U2 ) 2 O ) 2 7 ) 2 ] e el e et
ms N N S A P 2 P 2 2 P 2 P 2 ) ) 2 2 ) e el el el e el el
n|a|w|w|w|w|n|a|v|a|v|v|v|x
NP A P A P P 2 2 2 P2 2 Kl e e Bl Rl gl Rl R Rl R
o | = || | = | = | 2| | = | | | 2| 22| B2 | 2| | | e | | | | | 6 o s f G | 0 | 60
A A P P B B 2 2 72 2 ) 2 ) ) 2 )l 2 Bl B ) B K K N N N
NPT T 2 ) 2 ) ) ) ) ) ) ) 6 el 6 Bl B i R B
E: P2 G B 2l B B Kl g 7 P2 ) ) )
wi|eafen ] i i _

L0 = cloranfenicol; TE = tetraciclina; KF
= gefradina; SXT

cefalotina;

ciprofloxacina; IMP=imipenem;

sulfametoxazol-trimetoprim;

S = Sensivel.
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-

horae,

op

Crassostrea rhiz

ooletadas na Barraca B da Praia do Futuro, Fortaleza, Ceara, quanto a

Destribuicdo das cepas de F. coli isoladas de ostras,
semsbilidade a diferentes antimicrobianos.

3

w|g|=|wn|g|w|w|n|v|w|w|w|v]|v|w|v|wn|xn
w|wn|wn|wv|wn|w|v|v|n|v|v|v|v]|v|v|v|v|xn
wniwnnlwn wnjrnjnjnn|lrrjrnjrnn|rn|rn|lrn|lrn|vnjvn|wv
1721 1721 17 2] A R A A A I A P 2 P2 2 A 2 2N R 2R 22l B 2B B2
wniwnjn AL AL AV AV 2 2 VA A2 A A2 2l 12
w|wn|wn|wn|v|v|v|v|v|w|v|v|v|v|vw|v|wv|xn
wn|wn|w|wn|v|v|v|v|v|w|w|v|v|v|v|v|v|xn
A A A CA P CAPA A CA P CA CA PA B CA L
1 B 120 B B -4 2]l ) Bl B B Bl B B Bl B B
7 1 72 21 P2 ) ) P2 G P2 P PR R E CA e )
I CA A CA CA A BA G Cd B
n|w|w|n|nfn|n|w

Qlxla

cefalotina;
rim;

ciprofloxacina; IMP= imipenem;

S—
ecfadina; SXT

sulfametoxazol-tri

TE = tetraciclina; KF

g S = Sensivel.
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86%

O E.coli B Enterobacter
Citrobacter

de cepas de coliformes fecais isoladas de ostras, Crassostrea
coletadas na Barraca A da Praia do Futuro, Fortaleza, Ceara.

pes d= coliformes fecais isoladas de ostras, Crassostrea
s za B da Praia do Futuro, Fortaleza, Ceara.

&

-
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@ V.mimicus
O V.vulnificus

de cepas de Vibrio sacarose negativas isoladas de ostras,
rhizophorae, coletadas na Barraca A da Praia do Futuro,

62%

cws B V.mimicus O V.vulnificus

Wrio sacarose negativas isoladas de ostras,
das na Barraca B da Praia do Futuro,



BSLCMl
44

SwEe L0 Awahiacdio Bacteriologica de Ostra...

total de 60 amostras de ostras analisadas (Tabela 1), 71,7% se apresentaram
s estabelecidos pela Resolugdo 12 da ANVISA (Brasil, 2001), Artigo 7,
se estabelece limites de 5 x 10 coliformes a 45°C/g, para moluscos bivalves
salizados, resfriados ou congelados.
230 de coliformes fecais visa caracterizar as condigdes higiénico-
almentos. Diversos autores (Germano ef al., 1993; Rippey, 1994), tém
& presenca desses microrganismos em pescado € originada principalmente
de esgotos proximos aos locais de captura, ou devido 4 manipulagio
#= pode ocorrer durante as etapas de transporte, beneficiamento e
aguas provenientes das areas onde sio coletados bivalves destinados
constitui sempre em subsidio cientifico Gtil para as autoridades
Siscalizacdo e controle da qualidade desse alimento (Wood, 1996).
ws & Barbosa (1991) estudaram amostras de aguas e de ostras, e ndo
@0 == guantidade de enterobactérias entre as amostras. Esses autores
: #=ua fornece resultados no momento da coleta, enquanto que
® sofbee 2 imtegracdo do molusco com as condigdes bacteriologica

1) 0s de padrdes de normalizagio do cultivo, a
. u lermotolerantes nos tecidos moles e liquido
paiidade dos moluscos, apresenta maior viabilidade do que

‘ohserva-se que da Barraca A foram isoladas 70

es elevados percentuais revelaram a baixa
- faz parte da microbiota do pescado,
Sormes fecais no ambiente aquatico onde

mmuseso durante o transporte e a
=0 sumento do comprometimento da
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e scordo com a literatura especializada, a ocorréncia de E. coli esta relacionada a
@ sssrntestinais tanto em pessoas imunocomprometidas, como em individuos
' et al., 1999).

levar em consideragdo ainda que, a presenga dessa bactéria ¢ indicadora das
was potencialmente patogénicas nos alimentos (Brasil, 2001), podendo trazer

a saude publica.

E coli, também foram encontradas nas ostras outras enterobactérias
Cirobacter e Klebsiella), porém em menores percentuais (Figuras 3 € 4).
realizados com antimicrobianos (Tabelas 2 e 3), pode-se observar que a
de E. coli isoladas das ostras mostraram-se sensiveis.

cepas de E. coli isoladas das amostras de ostras da Barraca A foram
wotina, enquanto que apenas 1 (3%), isolada das amostras da Barraca B,
esse antibiotico. Seis cepas de E. coli isoladas das amostras de ostras,
. de cada uma das Barracas A e da B, apresentaram resisténcia a

e tetraciclina mostraram-se eficientes para todas as cepas isoladas das
@a Barraca A Para aquelas isoladas das amostras da Barraca B, 90% e
=s 20 primeiro e ao segundo antimicrobiano, respectivamente.

ampicilina, 87% das cepas isoladas das amostras da Barraca A, e 90%

gue exibiram maior eficiéncia sobre as cepas de E. coli isoladas

foram  cefoxitina, cefiriaxona, ciprofloxacina, imipenem, acido

_ & sulfametoxazol-trimetoprim (Tabelas 2 e 3).

& & (2003 sestaram a2 sensibilidade a diferentes antibacterianos de cepas de
@ oswas ¢ também observaram que as maiores sensibilidades

3 detectadas para esses antimicrobianos.

_ '\ solaram 32 cepas de E. coli de pescados (camardo e pargo)
s Ses om Mucuripe, Fortaleza (CE). Duas delas mostraram
¢ a sulfametoxazol-trimetoprim, e duas a tetraciclina e

smcrobsanos constituem um importante dado para a satde

&= wssta gue a circulagio de microrganismos com genes
sow & semes sbeoticos podem dificultar os tratamentos de
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: ahos valores de Vibrio detectados nas amostras de ostras das duas

s do Futuro (Tabela 1), ndo se pode fazer nenhuma comparagdo, uma vez
eira atual (Brasil, 2001), ndo estabelece limites para Vibrio, para
marura, cozidos, industrializados, resfriados ou congelados.
e as Figuras 5 e 6, pode-se observar que as amostras de ostras
Barracas apresentaram maiores percentuais de V. parahaemolyticus.
%o sacarose negativas identificadas nas amostras da Barraca A, 18
; como sendo essa espécie. Da Barraca B, de 21 cepas

%) foram também para esta espécie de Vibrio.
smumeros trabalhos sobre a presenga de V. parahaemolyticus em

er, 1986; Vieira & laria, 1993; Lima, 2003).
) estudando amostras de ostras coletadas em restaurantes da

obtiveram uma frequéncia de isolamento desse microrganismo
=s maiores foram encontrados por Lira ef al. (2001), que
em 62% das cepas suspeitas isoladas, provenientes de ostras
ge Recife (PE).
. tem sido implicado em numerosos surtos de gastrenterites,
o de alimentos marinhos crus ou mal cozidos, ou a contaminagdo

eira, 2002).

gsiras cruas constitui uma fonte primaria de infecgdo por esse
I-"-- _ e 1997, uma revisio das infecgdes causadas por
‘mes EUUA. mostrou que 88% dos pacientes com gastrenterites € 91%
g apresentaram historico alimentar referente a ingestdo de ostra
W) Estre os anos de 1997 e 1998, foram reportados ainda nesse
o pela bactéria, associados ao consumo de ostras cruas

‘alimentos marinhos sdo comumente ingeridos crus,
1 por mais de 50% das infecgdes causadas pelo
‘@l (1991) relacionaram casos de diarréias humanas ao
- N #' ! -
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relacdo as outras espécies de Vibrio sacarose negativa caracterizada, pode-se
: gue. com excegdo do V. harveyi, detectado somente em amostras de ostras da
msum percentual de 17% das cepas isoladas (Figura 5), as demais (V. mimicus e
foram isoladas das amostras de ambas as Barracas. Sendo que as maiores
. Soram para V. mimicus (Figuras 5 e 6). A confirmagdo dessas espécies de
do tem sido relatada por diversos autores.
gues & Hofer (1986) avaliaram a presenca de Vibrio em amostras de ostras
Baia de Sepetiba (RJ) e revelaram o isolamento de sete espécies, incluindo
V. harveyi e V. vulnificus.
(1994) ao estudar a distribui¢do de vibrios potencialmente patogénicos
wementes da costa Sudeste do Estado de Sdo Paulo, isolaram sete espécies.
gemolyticus (77%), V. mimicus (12%), e V. vulnificus (12%), de um

analisadas.

tem sido relatado por causar diarréia em humanos, pelo consumo de

crus ou parcialmente cozidos (Rippey, 1994). A bactéria foi isolada de

s com gastrenterite devido a ingestdo de ostras cruas em diversos paises,
oo, EUA e Bangladesh. Nos EUA, entre os anos de 1977 e 1982,

» d¢ 21 casos de diarréia, sendo o consumo de ostra in natura o

3 eral, 1990).

a Hlady & Klontz (1996) relataram 40 casos de infecgdes por esse

g smme 1981 ¢ 1993 Entre os quais, 34 (85%) foram causa de

-

Jeie. dwramte um surto de gastrenterite que afetou 13 pessoas, a
e o veiculo de transmissdo foi alimentos marinhos
»s, ainda, nesse pais, 59 casos de diarréia por esse
. & em 27% dos casos, a bactéria foi isolada de diarréia
_‘ sesmica (Kaysner & DePaola Jr., 2000), V. mimicus tem
de viruléncia similar as do V.cholerae,
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Soess &a Sema madéncia de V. vulnificus nas amostras de ostras analisadas das

‘gusndo comparada as outras espécies encontradas (Figuras 5 e 6), deve-se
mieracdo o reconhecimento desse Vibrio como um patogeno altamente

. 4= sevada significincia clinica (Daniels & Shafaie, 2000; Nascimento ef al.
1

i

a tem sido associada a septicemias primarias em individuos com doengas
- s ¢ que consumiram bivalves crus ou mal cozidos. Essa é uma
. & com muita frequiéncia fatal. Até a data, a maioria das infecgdes causadas
s tem sido quase exclusivamente associada ao consumo de ostras cruas
1997).
enire os anos de 1981 e 1987, as infecgdes causadas por V. vulnificus
de 55% da mortalidade por septicemia primaria, ndo se verificando
erites (Klontz ef al., 1988). Foram relatados ainda, casos de septicemia
s de ferimentos e gastrenterites, em outros paises da Europa e da Asia,
sonados com o consumo de alimentos marinhos, principalmente no verdo
: semperaturas mais elevadas (Nascimento, 2000).
ente houve relatos de gastrenterites por esse organismo no Japao e na
s a ingestdo de uma variedade de produtos marinhos crus (Pereira,

com o Centro de Controle e Prevengido de Doengas (CDC) em Atlanta-
- dos na Florida entre os anos de 1981 e 1993, 30 casos de infecgdes por
=m pessoas com pré-existéncia de doengas hepaticas apos o consumo de
_ & Klontz, 1996).

£ o al (1996) estudaram a presenga de Vibrio em alguns alimentos
mios na cidade de Sdo Paulo e observaram que as ostras foram as mais
¢ Foram solados V. parahaemolyticus, V. vulnificus e V. mimicus em 87%
s, além da identificagdo de outras espécies. V. parahaemolyticus e
&s espécies predominantes.
e de wibrios geralmente ndo esta associada a poluigdo humana (Cook ef

#c3o dos mariscos normalmente ndo reduz os seus valores (Pereira,
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Swsm. @ presenca dessas bactérias em niveis elevados nas ostras, sobretudo
- wus e V. vulnificus, que sdo espécies de Vibrio bem documentadas como

» Wumenos, afigura-se como uma ameaga a saide publica a ingestio desses

o desenvolvimento seguro, harmdnico e sustentavel da produgio de
> a seguranca dos seus consumidores, tornam-se necessarias medidas
amentos e de fiscalizagdo sanitaria tanto desses bivalves, para se
e as suas qualidades, como das suas areas produtivas, a fim de se
s causas de contaminagéo.

:30 de programas educacionais em barracas e restaurantes da orla, bem
a de conscientizagdo de turistas e moradores, de que as ostras nio
s cruas em nenhum lugar do mundo, sdo necessarias.

ainda, a depuragdo dos moluscos antes de serem comercializados, a
o niamero de bactérias que possam estar presentes, o que diminuiria
e de infecgdes para os consumidores do alimento sem cozimento.
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5 CONCLUSOES
Os resultados obtidos nesta pesquisa suportam as seguintes conclusdes:

1. Ha necessidade de se promover medidas efetivas de protegdo as areas de captura das
ostras, a fim de se prevenir a contaminagdo das mesmas por coliformes fecais, bem como
maior rigor na fiscalizagdo por parte das autoridades competentes, em relac@o as praticas

adequadas de transporte, manipulagdo e comercializagdo desses moluscos.

2. Apesar da alta sensibilidade das cepas de . coli frente aos antimicrobianos testados, foi
detectada a resisténcia de algumas cepas da bactéria, isoladas das ostras das duas Barracas,
aos antimicrobianos cefalotina (6,6%), e nitrofurantoina (5%). Esse fato constitui em
perigo para a satude publica, porque indica a circulagdo de genes de resisténcia no meio de
onde as ostras procedem, podendo portanto, afetar a saide dos consumidores desses

moluscos.

3. Pelo elevado indice de Vibrio detectado nas amostras de ostras analisadas, com presenga
de espécies patogenas principalmente V. parahaemolyticus, que foi a espécie
predominante nas ostras estudadas, e ainda pelos altos valores de coliformes fecais
apresentados, com elevada incidéncia de E. coli, ndo é recomendavel o consumo dessas

ostras in natura.

4. E importante que a populagdo tenha consciéncia dos riscos que poderdo advir do

consumo de ostras cruas ou mal cozidas.
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