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RESUMO

As ostras sdo moluscos bivalves filtradores, que se alimentam de particulas suspensas
presentes na dgua, podendo agir como vetores de microrganismos patogénicos que podem
afetar a saide humana. Dessa forma, a depuracdo é uma pritica muito usada que visa
eliminar os agentes patogénicos de moluscos bivalves, fornecendo um produto com
garantia sanitdria ao consumidor. Assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar a
qualidade microbiolédgica das ostras (Crassostrea rhizophorae) e da dgua de cultivo no
Estudrio do Rio Cocd, no Estado do Ceard. Foram coletadas 170 ostras da espécie
Crassostrea rhizophorae ainda vivas e acondicionadas em um tanque com um processo
de desinfec¢do com luz UV. Como resultados, foi possivel averiguar a diminui¢do da
carga bacteriana nos musculos e liquido intervalvar no decorrer dos dias. Inicialmente
foram encontrados 26 NMP/g no mitsculo e 21 NMP/ml no liquido intervalvar e ao final
as contagens foram < 1,8 NMP/g e < 1,8 NMP /ml, respectivamente. De 173 cepas
isoladas, foram confirmadas 135 cepas como sendo da espécie Escherichia coli. Dessas,
122 cepas foram encaminhas para a realizacdo do antibiograma, sendo 27 oriundas do
musculo das ostras, 60 do liquido intervalvar e 35 das amostras de dgua oriundas do
estudrio no momento da coleta das ostras. Sendo as cepas do musculo as que apresentaram
o maior nimero de resisténcia, seguido das cepas oriundas do liquido intervalvar e das
amostras de dgua. O sistema de depuracdo foi eficiente para a diminuicdo de
microrganismos, porém a resisténcia encontrada, mesmo em pouca quantidade, requer
cuidado, devido ao fato de que bactérias resistentes podem ser repassadas para os seres
humanos.

Palavras-chave: moluscos, saide, Escherichia coli



ABSTRACT

Opysters are filter-feeding bivalve molluscs, which feed on suspended particles present in
the water, and can act as vectors of pathogenic microorganisms that can affect human
health. In this way, purification is a widely used practice that aims to eliminate pathogenic
agents from bivalve molluscs, providing a product with a health guarantee to the
consumer. Therefore, the present study aims to evaluate the microbiological quality of
oysters (Crassostrea rhizophorae) and cultured water in the Cocé River Estuary, in the
State of Ceard. 170 oysters of the Crassostrea rhizophorae species were collected while
still alive and placed in a tank with a disinfection process using UV light. As a result, it
was possible to reduce the bacterial load in the muscles and in the liquid interval over the
course of two days. Initially, 26 MPN/g were found in the muscle and 21MPN/ml in the
intervalvar fluid and at the end the counts were < 1.8 MPN/g and < 1.8 MPN/ml,
respectively. Of 173 strains isolated, 135 strains were confirmed as being of the
Escherichia coli species. Of these, 122 strains were sent for the antibiogram, 27 coming
from the oyster muscle, 60 from the intervalvar liquid and 35 from water samples from
the estuary at the time of oyster collection. The muscle strains were those that showed the
highest number of resistance, followed by strains from the intervalvar liquid and water
samples.The purification system was efficient in reducing microorganisms, however the
resistance found, even in small quantities, requires care, due to the fact that resistant

bacteria can be passed on to humans.

Keywords: molluscs, health, Escherichia coli
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1. Introducio

O Brasil € o segundo maior produtor da América Latina, perdendo apenas para
o Chile em niimero de moluscos bivalves, produzindo 95% das ostras, mexilhdes e vieiras
cultivadas (DUTRA, 2011). Essa atividade € reconhecida mundialmente com grande
relevincia gerando empregos, renda e alimentos, que ajudam a fixar tradi¢des dos locais
de origem (SANTOS; OLIVEIRA, 2017).

A cadeia produtiva de moluscos bivalves, teve destaque quando o Departamento
de Pesca e Aquicultura do Maranhdao- (DPA/ MA), junto com o Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) criaram o Projeto Plataforma do
Agronegécio do Cultivo de Moluscos Bivalves, para o aprimoramento de profissionais
capacitados na producdo de moluscos (SOUZA, 2001). Esta atividade apresenta
importancia para os tempos atuais, uma vez que visa um importante potencial produtivo
e econdmico, se for comparado ao custo de produgdo, das atividades de piscicultura e
carcinicultura, elevando assim, o desenvolvimento dessa atividade em alguns estados do
Pais (ARRUDA, 2017)

No caso do Ceard, por se tratar de um Estado com uma grande area litoranea, o
cultivo de moluscos bivalves se concentra em dreas de manguezais, onde esses ambientes
sdo ricos em biodiversidade, tanto em flora como em fauna, abrigando assim, inimeras
espécies de bivalves, e transformando esse cultivo em uma atividade socioecondmica
importante para familias que vivem em torno desse ambiente (MAIA et al., 2019). As
espécies de bivalves que merecem destaque sdo: a ostra do mangue (Crassostrea
rhizophorae), ostra preta (Crassostrea gasar), ostra-do-pacifico (Crassostrea gigas),
como também o mexilhdo (Perna perna) e vieira (Nodipecten nodosus) (GOMES et al.,
2019).

Os moluscos (ostras, mexilhdes e vieiras) sdo animais invertebrados filtradores,
com presenca de conchas onde sdo constituidas por duas valvas (SIQUEIRA, 2021). Os
bivalves sdo organismos que se alimentam a partir da remoc¢ado de substincias presentes
na dgua, por meio de filtracio (ALMEIDA; SILVA; CARVALHO, 2020).

Esses animais além de serem apreciados na culindria Cearense, também sao
utilizados como bioindicadores, por acumular no seu trato digestivo substancias quimicas

e microbioldgicas presentes no ambiente (MENDES, 2018). E comum observamos sua
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ingestao in natura, a qual nao ocorre procedimento para atestar sua seguranca e qualidade,
podendo assim, acarretar uma concentragdo de agentes patogénicos, propiciando riscos
de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAs) (MOISANI et al., 2021).

As DTAs originam-se do consumo de alimentos contaminados por agentes
etiologicos, principalmente microrganismos, os quais causam grandes problemas a saude,
no qual o consumo de ostras estd associado a essa problemética (RIBEIRO et al., 2018).
Um dos principais critérios microbioldgicos utilizados para andlise dos bivalves, € a
verificacao da presenca do grupo dos coliformes, principalmente os termotolerantes, com
destaque para a espécie Escherichia coli, seguido por géneros como Salmonella e Vibrio,
presentes no ambiente (OLIVEIRA, 2018). Em decorréncia dos riscos a saide associado
ao consumo de ostras, os patégenos uma vez presentes podem causar sintomas como
febre, nduseas e infec¢des intestinais (EVANGELISTA-BARRETO et al., 2014). Além
disso, esses microrganismos vém se destacando por sua resisténcia antimicrobiana,
acarretando o comprometimento no tratamento desses sintomas (EVANGELISTA-
BARRETO et al., 2017).

Esta resisténcia antimicrobiana presente no ambiente, pode vir a acontecer pelo

uso e descarte indiscriminado dos farmacos utilizados nos efluentes humanos e
veterindrios nao tratados, que podem alcangar o estudrio, podendo se acumular nos
sedimentos, onde podem resistir por meses causando assim o surgimento de bactérias
multirresistentes (GRISE et al., 2020). A presenga desses ““super  microrganismos em

zonas costeiras torna-se preocupante, pois esse ambiente além de apresentar uma
biodiversidade alta, sdo locais utilizados na producao de ostras (OLIVEIRA et al., 2020).

Para que a produtividade e comercializagdo de ostreicultura se desenvolva de
forma adequada em zonas litordneas, principalmente em &reas de manguezais é
importante 0 monitoramento dos aspectos sanitdrios das dreas de cultivo e principalmente
dos animais. Diante disso, verifica-se a necessidade de se estudar as ostras cultivadas no

Rio Cocd.
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2. Revisao Bibliografica
2.1 Ecossistema estuarino

A classificagdo a nivel dos ecossistemas tem amplas aplicacdes na investigagdo e
gestao de recursos naturais, essa categorizagdo em nacionais e regionais aplicam o quadro
da Lista Vermelha de Ecossistemas (RLE) da Unido Internacional para a Conservagao da
Natureza (IUCN) para avaliar o risco e identificar ecossistemas vulnerdveis com base
num conjunto de critérios (VAN NIEKERK ez al., 2020). Com isso, o bioma de transi¢ao
ou estudrio, sdo ecossistemas em constante movimento que apresentam variagdes em sua
forma, tamanho, fluxo de comunicagcao com o oceano e implementam habitats vitais para
a biodiversidade (SCANES; SCANES; ROSS, 2020).

Esse biossistema aquatico € localizado na interface entre os ambientes de dgua
doce e marinho, caracteriza-se pela jun¢do dulcicola dos rios com a dgua salgada do
oceano, criando condi¢des tnicas e complexas, tornando-se importante fonte de recursos
naturais (ARAUJO JUNIOR; PEREIRA, 2021). Sio considerados espagos de elevada
qualidade, produtivos e ecologicamente responsaveis, que servem como refligio e
descanso para flora e fauna presentes nesse meio, se adaptando as condicdes e ritmos do
ambiente (SALDANHA, 2020).

Encontrado nesse ambiente os manguezais localizados na interface entre os
ambientes terrestre e marinho. Caracteristicos de regides tropicais e subtropicais, esses
ecossistemas contém diferentes tipos de vegetacdo e interagem com diversos animais que
14 habitam (VALENCA et al., 2022). Abrigam uma vegetacdo excepcionalmente
produtiva e capaz de sobreviver em ambientes altamente salinos (ODUM; BARRET,
2007). Além de apresentarem uma variedade de formas e extensdes, abrangendo
aproximadamente 14.000 mil km? desde Amapé a Santa Catarina, tornando o Brasil o
segundo maior do mundo em areas de manguezal (ALBUQUERQUE et al., 2015).

E interessante salientar que os estudrios também sdo ecossistemas de elevada
importancia por fornecerem alimento, € promoverem processos biogeoquimicos para
outros ambientes através da sua ligacdo entre bacias hidrogréificas e dguas costeiras
(BARLETTA et al., 2010; COSTA; BARLETTA, 2016). Contudo, existe uma elevagao
na interferéncia antrépica, muitas vezes causada por atividades diversas como agricultura,

desenvolvimento industrial e usos multiplos da dgua, transportando uma disposi¢do de
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residuos inadequada, como descarte de esgotos e controle de vazio (BARLETTA et al.,
2019), essa atividade antrdpica estd destruindo esse ambiente que vem atraindo atencdo

de pesquisadores (VIEIRA et al., 2021).

2.2 Cultivo de ostras

A criacdo de moluscos bivalves, conhecida como malacocultura, ¢ uma pratica
com amplos impactos sociais e econdmicos, trazendo beneficios para diversos setores da
sociedade, como produtores, consumidores e indudstria (FERREIRA; NETO, 2007). Os
moluscos bivalves sdo um dos principais tipos de mariscos que contribuem
significativamente para a producdo marinha e estuarina. Bivalves e gastrépodes
representam 80% de todos os moluscos descritos, entre eles, ostras, vieiras, mexilhdes e
améijoas representam 52%, 25%, 19% e 4% das espécies selvagens e cultivadas,
respetivamente (ANJANA et al., 2021).

A malacocultura comecou a se desenvolver no estado de Santa Catarina e depois
em outras regides, como sudeste e nordeste desempenhando papéis como atividade de
investigacdo ou de producdo. A produgdo anual do Brasil € de cerca de 13 mil toneladas,
a regido Sul concentra mais de 90% da produgio do pais (MAUES, 2020).

O cultivo de moluscos vem se desenvolvendo com algumas espécies como,
mexilhdo Perna perna, ostra Crassostrea gigas que apesar de ser uma espécie exotica,
tem se adaptado bem ao clima, o cultivo de ostras nativas como Crassostrea rhizophorae,
Crassostrea brasiliana e Vierias Nodipecten nodosus (ALBUQUERQUE, 2012).

Crassostrea gasar, também conhecida como ostra do mangue, € a espécie mais
cultivada ao longo da costa tropical do pais, seu cultivo € realizado de forma artesanal,
em pequena escala, sendo os estados: Santa Catarina, Parand, Sdo Paulo, Alagoas, Rio
Grande do Norte e Pard os que mais produzem essa espécie, entretanto, com relagao
Crassostrea rhizophorae, por outro lado, seu cultivo € realizado em menor quantidade,
principalmente nos Estados do Ceard e Bahia, isso se deve, ao fato de que Crassostrea
gasar atinge um tamanho maior do que a Crassostrea rhizophorae, o que torna seu cultivo
mais difundido (SUPLICY et al., 2022).

Crassostrea rhizophorae também conhecida como ostra branca, apresenta uma

boa relacdo entre as condi¢des do ambiente, como a temperatura e a salinidade, estd
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intrinsicamente ligada a reproducgao, crescimento e distribui¢ao das espécies, o ciclo de
reproducdo dessa espécie ocorre durante todo o ano, sendo o estimulo para a desova o
impacto térmico, que resulta das variagdes de temperatura entre as estacdes e a quantidade
de chuvas (SANTOS et al., 2021).

Essas espécies sdo encontradas principalmente em manguezais, baias e dreas
estuarinas, fixadas em rochas e substratos firmes (DUE et al., 2010). Nos manguezais,
geralmente habita as raizes do mangue vermelho (Rhizophora mangle), onde as ostras do
género Crassostrea apresentam sua reproducido oviparas e dioicas, podendo apresentar
hermafroditismo sequencial sem dimorfismo assexuado com fertilizacdo externa e
subsequente desenvolvimento larval planctonico (ANTONIO et al., 2021). Na figura 1,

podemos observar o ciclo reprodutivo da Crassostrea rhizphorae.

Figura 1 — Ciclo reprodutivo da ostra do mangue da espécie

Crassostrea rhizophorae
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Fonte: Lima, 2015, com adaptacdes.

As ostras sdo animais filtradores, alimentando-se de fitoplancton, bactérias, larvas
de invertebrados e detritos suspensos na coluna de 4gua, conseguem filtrar grandes
quantidades de dgua, uma ostra de tamanho médio pode filtrar 30 L/ h, esse método de
alimentacdo permite que nutrientes sejam absorvidos (ALMEIDA, 2019). Por ser
filtradores torna-se vetores de doengas humanas, o seu consumo representa um risco para

a saude publica (MENDES, 2018).
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Em virtude disso, alguns parametros que regem a qualidade microbioldgica da
dgua de cultivo, devem ser avaliados periodicamente, a fim de verificar o grau de
contaminacao principalmente por matéria fecal, evitando riscos a satde publica (SOUSA,

2021).

2.3 Microrganismos presentes em ostras

A qualidade da 4gua do rios, estudrios, marinho e dos organismos utilizados como
fontes de alimento € de extrema importincia, uma vez que a ingestdo de iguaria e/ou
dgua contaminada com microrganismos patogénicos pode causar problemas aos
consumidores, como gastroenterite (SOUSA et al., 2023).

As areas utilizadas no recolhimento ou cultivo de marisco para consumo humano
estdo localizadas em zonas estuarinas que podem ser afetadas por poluicao antropogénica
consideravel (NASCIMENTO et al., 2023 ). Esses poluentes incluem toxinas produzidas
por algas, contaminantes inorganicos € microrganismos, que sao absorvidos e acumulados
devido as atividades de filtracdo dos moluscos bivalves. Entre os moluscos, as ostras sao
um dos principais alimentos comercializados e estdo frequentemente associadas a surtos
de gastroenterite aguda em humanos, principalmente devido ao consumo in natura
(BATTISTINI et al., 2021).

Para o Programa Nacional de Controle Higi€nico-Sanitario de Moluscos Bivalves
(PNCMB/ MPA/MAPA), as toxinas maritimas termoestaveis sdo caracterizadas como
substancias toxicas, provenientes do plancton que produz toxinas e sdo absorvidas pelos
moluscos bivalves durante o processo de filtragdo (CARVALHO et al., 2021).

Além dessas toxinas presentes na dgua existem microrganismos como bactérias,
protozodrios e virus entéricos. Os virus entéricos de origem humana sdao muito comuns
em ambiente marinho, onde estdo presentes em grande nimero e sdo eliminados por
individuos infectados. Alguns sendo classificados como de risco prioritdrio pela
Organizacdo Mundial da Satide/FAO (EL MOQRI et al., 2020 ).

Outro grupo que merece destaque que afeta os moluscos sdo as bactérias do grupo
coliformes de fonte fecal e outros microrganismos patogénicos como Vibrio
parahaemolyticus, Staphylococcus aureus e Salmonella sp, os moluscos bivalves sdo os

principais responsaveis por representar um perigo maior a saude publica, devido a sua
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capacidade de filtragem e acumulacdo desses microrganismos (BRITO, 2023). Para
garantir a seguranga e evitar intoxicagdes alimentares, a qualidade dos mariscos deve ser
controlada para proteger a satde das pessoas e garantir um consumo adequado (HORTA
etal., 2019).

Os coliformes sdo microrganismos que pertencem ao grupo das enterobactérias e
se desenvolvem no trato gastrointestinal de animais de sangue quente. Portanto, sua
presenca no ambiente € nos organismos em cultivo indica contaminacido fecal. Sdo
patégenos amplamente utilizados na avaliacdo da qualidade microbioldgica da dgua,
quando se deseja identificar contaminacdo fecal recente ou condi¢Oes sanitérias
inadequadas (NUERNBERG et al., 2021).

Os indicadores microbiolégicos, como Escherichia coli e Enterococos,
determinam a qualidade da 4gua e estimam o potencial de risco de contrair doengas
através do contato (LIMA, 2023).

Escherichia coli ¢ uma bactéria Gram-negativa, em forma de bastonete, anaerébia
facultativa que cresce em uma ampla faixa de temperatura, com uma temperatura ideal
de crescimento de 37°C. A cepa do patégeno normalmente sobrevive em temperaturas de
refrigeracdo, mas € ligeiramente reduzida apds o armazenamento (GARCIA, 2021).

Embora E. coli seja em alguns casos considerada ndo patogénica, algumas estirpes
sdo virulentas e podem causar uma vasta gama de infeccdes nos sistemas gastrointestinal
e urindrio de humanos e animais. Sua presenca estd associada a md qualidade da dgua e
pode aumentar o risco de doencgas gastrointestinais para as pessoas que utilizam este
recurso (FRIAS et al., 2020).

O tratamento de dgua vem como aliado, ajudando a remover poluentes para
garantir que os padrdes estabelecidos sejam cumpridos para a descarga permitida nos

recursos hidricos, protegendo assim o ambiente e a satide ptblica (VAZ, 2020).
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2.4 Sistema de depuracio

A depuragdo é um processo concebido para eliminar/reduzir a contaminagao
microbiana de moluscos bivalves para niveis aceitdveis, utilizando a capacidade de
filtragdo destes animais, a fim de manter o produto sauddvel antes de ser enviado para
consumo (JESUS, 2016).

A eficécia do processo de purificacdo € determinada pela diversidade e fisiologia
dos moluscos, bem como pelas caracteristicas da 4gua do sistema (HERNANDEZ et al.,
2018). Os sistemas de depuracdo sdo apresentados de formas variadas, como: sistemas
abertos (fluxo continuo de 4gua), intermitentes (dgua € substituida regularmente) ou
fechados (recirculacdo de agua) (BOBERMIN et al., 2013).

Todos os tipos sdo eficazes, no entanto, o de fluxo continuo € mais econdomico,
desde que, o sistema de depuracdo esteja proximo de uma fonte de dgua limpa. O processo
intermitente, bem como o fluxo continuo, também requer um abastecimento adequado de
agua, mas os intervalos entre as trocas de d4gua ndo devem ser muito longos, pois tornarao
o processo ineficiente. Os sistemas fechados de circulagdo de dgua sdo os mais utilizados
e requerem uma fonte de dgua limpa, mas uma vez recolhida, esta dgua € reutilizada
através do sistema para descontaminagdo (LIMA, 2019).

Independente do sistema utilizando € possivel usar produtos quimicos (cloro e/ou
ozonio) ou fisicos (irradiacdo ultravioleta) para desinfetar a dgua e remover
microrganismos deteriorantes e patogénicos (HERNANDEZ et al., 2018)

O uso de luz ultravioleta (UV) € uma técnica que tem sido associada a diminui¢do
de doencgas transmitidas por moluscos contaminados, sendo capaz de reduzir rapidamente
e de forma eficiente a quantidade de bactérias em aproximadamente 48 horas apds a

aplicacdo da luz UV (CASTILLO, 2019). No sistema de circulagdo de dgua.
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2.5 Antibidticos

A Organizacio Mundial da Saide (OMS) emitiu um parecer que o Brasil
consumiu 22 doses didrias de antibidticos por dia para cada 1.000 habitantes somente em
2016, destacando que entre os 65 paises do mundo, o Brasil ocupa a 19* posi¢do em
consumo de antibidticos, o maior entre os paises da América (ROCHA; KLIGERMAN;
OLIVEIRA, 2020).

Os antibidticos sdao produtos quimicos derivados de microrganismos naturais que,
em doses reduzidas, impedem o desenvolvimento de outras bactérias. No entanto,
atualmente sdo classificados como antibiticos os compostos que possuam tal
propriedade, ainda que obtidos por meios quimicos ou modificados a partir de antibidticos
naturais (DIOGO; RODRIGUES; ANTUNES, 2023).

Dentre os tipos, os antibidticos sdo a classe de medicamentos mais utilizada e
prescrita, seja para uso hospitalar ou para autotratamento. Quando causam a morte de
bactérias, podem ser considerados bactericidas, quando promovem a inibicio do
crescimento microbiano, podem ser apontados como bacteriostiticos (FERREIRA et al.,
2021).

Na atualidade, os antibidticos sdo classificados de acordo com a origem,
composicdo quimica e mecanismo de agdo como: penicilinas (penicilina e aminopicilina),
cefalosporinas (cefalotina, ceftazidima), tetraciclinas (Oxitetraciclina), sulfonamidas
(Sulfonilamida), quinolonas (Ciprofloxacina) e aminoglicosidios (Gentamicina)
(COLOUNA et al., 2023).

Em pesquisa realizada pelo Centros de Controle e Prevencao de Doengas (CDC,
2022), é evidenciado que a cada ano mais de 266 milhdes de antibidticos sdo usados para
tratar doengas infecciosas, isso € mais de 5 prescri¢des por ano para cada 6 individuos,
onde estima-se que 30% das prescri¢des de antibidticos foram do ambiente hospitalar.
Nessa mesma pesquisa foram abordados os antibiéticos mais utilizados como: Amoxilina,

Doxiciclina, Cefalexina, Ciprofloxacina e Azitromicina (AMADOR, 2023).


https://www.cdc.gov/antibiotic-use/stewardship-report/pdf/stewardship-report-2018-508.pdf
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2.6 Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana aos antibidticos € um dos problemas mais importantes na
saude publica, pois muitos microrganismos que antes eram sensiveis aos antibidticos, ao
serem utilizados, passaram a ndo responder a esses mesmos medicamentos. Essa
resisténcia se intensifica diariamente, onde os setores farmacéutico, biotecnolégico e da
saide desempenham um papel crucial ao fornecer solucdes para combater esse problema
(ALVAREZ, 2020).

No Brasil os principais elementos que contribuem para a utilizagdo inadequada de
medicamentos sdo: a complexidade em distinguir clinicamente as particularidades da
doenca adquirida, a falsa convic¢do de que o uso exagerado de medicamentos previne
doencas, a auséncia de controle na comercializacdo de fairmacos e a falta de informacado
acerca dos eventuais efeitos adversos associados ao uso inadequado dos medicamentos
(TAVARES; OLIVEIRA, 2022).

As bactérias podem apresentar uma resisténcia intrinseca, ou seja, mecanismos
naturais de resisténcia de um género ou espécie bacteriana, ou podem adquirir resisténcia,
surgindo a partir de mutagdes em seus proprios genes ou pela obtencdo de genes de
resisténcia de outras bactérias (RIBEIRO; SANTOS; SOUSA, 2023).

A existéncia de bactérias resistentes em ambientes aquaticos € motivo de grande
preocupacdo, uma vez que as bactérias com resisténcia a antibiticos conseguem
sobreviver nesses ambientes com condicdes seletivas e se multiplicam, transferindo e
disseminando fatores de resisténcia tanto dentro da mesma espécie quanto para espécies
diferentes. Isso acaba aumentando o risco para a saide humana e gerando um problema
significativo para a saude publica (CHAGAS, 2022).

Nesta situacdo, a 4gua ndo s6 age como um meio de propagagdo de organismos
resistentes a antibidticos entre as populacdes humana e animal, mas também como o
caminho através do qual os genes que conferem resisténcia sdo introduzidos no
ecossistema de bactérias nativas, modificando a microbiota do ambiente e, com isso,
possibilitando o aparecimento de cepas com miultipla resisténcia (CASTRO; DE

CASTRO; LIMA, 2022).
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3. Objetivo

3.1 Objetivo Geral
Avaliar a qualidade microbioldgica das ostras Crassostrea rhizophorae e da agua

de cultivo no Estuario do Rio Cocd, no Estado do Ceara.

3.2 Objetivos Especificos

- Quantificar o Niumero Mais Provavel (NMP) de coliformes termotolerantes;
-Verificar a eficiéncia do sistema de depuracao utilizado

- Determina os fatores de temperatura, salinidade e pH;

- Identificar a presenca de Escherichia coli no liquido intervalvar, musculo e
agua de cultivo;

-Verificar a presenca de resisténcia antimicrobiana em cepas de E. coli
encontradas em ostras (Crassostrea rhizophorae) cultivadas Estudrio do Rio

Coco, no Estado do Ceara.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta das amostras

Foram realizadas duas coletas, a primeira no més de julho de 2022, configurando
o periodo de estio, e a segunda no més de abril, periodo chuvoso de 2023, no estudrio do
Rio Cocé, nos limites da praia da Sabiaguaba, Fortaleza-Ceard (FIGURA 2). Foram
analisados exemplares de ostras da espécie Crassostrea rhizophorae e da dgua de cultivo
desses individuos.

As ostras foram coletadas e acondicionadas ainda vivas em caixa térmica
higienizada. A amostra de 4gua do cultivo foram acondicionada em garrafa de vidro de
cor ambar estéreo com capacidade de 1 L, onde foram transportados para o Laboratério
de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP) Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.2 Determinacio dos fatores de temperatura, salinidade e pH

No momento da coleta foi realizada a medi¢do da temperatura das amostras de
agua com auxilio de um termdémetro (INCOTERM). Em laboratério foi medida a
salinidade através de um refratdmetro da marca ATAGO S/MILL e o pH foi verificado

com um potencidometro da marca MARCONI — PA 200P.

4.3 Preparacao das amostras

As ostras foram lavadas vigorosamente em dgua corrente com o auxilio de uma
escova, apos a higienizacdo foram escolhidos 17 individuos e abertas assepticamente para
separacao do liquido intervalvar e musculo, para anélise no tempo zero hora (ostras sem
depurar). Os outros exemplares seguiram para o sistema de depuracdo no Departamento
de Engenharia de Pesca, Campus do Pici, onde foram submetidas a quatro tempos de
depuracdo: 24, 48, 72 e 96 horas, coletando-se, aleatoriamente, 17 ostras a cada tempo
para as andlises microbioldgicas.

Na unidade de depuracgao, as ostras foram distribuidas de forma aleat6rias em duas
caixas pldsticas vazadas, em seguida, colocadas no sistema de circulagdo de dgua. As
andlises ocorreram cinco dias consecutivos, contemplando um total de 170 animais

analisados.
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4.4 Sistema de depuracao

O sistema de depuracdo foi composto por uma caixa d'dgua (0,58m x 1,22m x
0,95m) com capacidade de 500 L, por uma bomba submersa para a recirculacao de dgua,
uma luz ultravioleta de 95 w, filtro biol6gico com capacidade de 48 litros, composto por
camadas distintas de brita tamanho zero e areia lavada.

O sistema de recirculacio tinha capacidade médxima de operag¢do de 540 L/H. No
entanto, foram adotados apenas 30% dessa capacidade para que fosse mantida a taxa de
circulagcdo de 7 vezes ao dia o volume total do tanque. A dgua usada na depuragdo foi
captada por meio de bombeamento diretamente do estudrio e tratada com 3 ppm de cloro

livre uma semana antes de entrar no sistema (FIGURA 2).

Figura 2- Sistema de depuracio usado na pesquisa

===

Fonte: Autora (2023)
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4.5 Processamento das amostras

4.5.1 Agua de estudrio

Foi coletado 1mL da dgua de estuario, em seguida, homogeneizado, em solucao
salina a 0,85% de NaCl, constituindo a diluicio 10"\, O procedimento foi repetido até a

diluigdo 107,

4.5.2 Liquido intervalvar
De cada amostra foram retirados SmL de liquido intervalvar, diluida em 45mL de
solugdo salina a 0,85% de NaCl e homogeneizada. Este homogenato constituiu a dilui¢do

10'!, a partir da qual foram feitas as dilui¢des de 102 a 107,

4.5.3 Musculo

De cada amostra foram pesados 10g do misculo, macerados e, em seguida,
homogeneizados, em 90mL de solucdo salina a 0,85% de NaCl. Esse homogenato
constituiu a dilui¢do decimal seriada de 10" !, a partir da qual foram preparadas as demais

diluicdes de 102 a 107,

4.6 Analises microbioldgicas

4.6.1 Prova presuntiva

De cada dilui¢do em solugdo salina, retirou-se uma aliquota de 1 mL para ser
transferida a um tubo contendo 10 mL de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) com tubos
de Durhan invertidos. Este procedimento foi feito em cinco repeti¢des para cada diluicao.
Os tubos foram incubados a 35°C por 24 a 48 horas, considerando-se positivos para a
prova presuntiva de coliformes totais aqueles que apresentaram turvacdo e produgdo de

gds apos esse periodo (VIEIRA, 2004).

4.6.2 Provas confirmatoéria
Dos tubos positivos, na prova presuntiva, transferiu-se uma algada para tubos

contendo 4 mL de Caldo EC com tubos de Durhan invertidos. Os tudos foram incubados
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em banho-maria a 45°C por 48h. A positividade desta prova foi verificada através da

turvacdo do meio e formagao de gas nos tubos de Durhan (VIEIRA, 2004).

4.6.3 Quantificacao e isolamento Escherichia coli

De cada tubo positivo, retirou-se uma aliquota que foi estriada em placa de Petri
contendo Agar Eosina-Azul de Metileno (EMB), onde seguiram para incubagiio a 35°C
por 24 horas. Em seguida, foram isoladas de 2 a 3 colonias, de cada dilui¢do, com brilho
verde metdlico e/ou centro negro, caracteristicas consideradas tipicas de E.coli. Estas
colonias foram inoculadas, separadamente, em tubos de Agar Triptona Soja (TSA)

(Difco), incubados a 35°C por 24 horas (VIEIRA, 2004).

4.7 Classificacao morfolégica e bioquimica de Escherichia coli

4.7.1 Coloracao de Gram

Para a coloragdo de Gram foi necessario preparar 1aminas a partir do crescimento
da cultura pura em TSA e coradas segundo o método da colora¢do de Gram (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2017). Apés a coloracao, foi observado sua caracteristica morfotintorial
em microscopio Optico, onde as carateristicas foram bastonetes Gram-negativo, seguindo

para outros testes.

4.7.2 Provas bioquimicas

4.7.2.1 Producao de Indol (SIM)

Todas as cepas foram inoculadas com agulha em tubos contendo Agar Sulfeto-
Indol-Motilidade (SIM) e incubadas a 35°C por 24 horas. Apos o periodo de incubagao,
foi observado motilidade, cepas que apresentaram crescimento e turvacdo do meio sdo
consideradas mdveis, e as que cresceram apenas no local da semeadura sao iméveis. Apds
a observacdo, foi adicionado ao meio 2 a 3 gotas do reagente de Kovacs. A positividade
do teste foi evidenciada pela formacdo de um halo rosa. O resultado negativo foi

caracterizado pela formac@o de um halo amarelo (VIEIRA, 2004).
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4.7.2.2 Teste de Vosges-Proskauer (VP)

As cepas foram inoculadas em tubos contendo caldo Methyl Red-Voges Proskauer
(MR-VP) 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 I (a-naftol a 5%) e 0,2
mL do reativo Barrit I (KOH a 40%). Apos agitacdo vigorosa, os tubos foram deixados
em repouso por duas horas. A coloracdo vermelha na superficie do meio indicava

positividade da prova (VIEIRA, 2004).

4.7.2.3 Teste de Vermelho de Metila (VM)

As cepas foram inoculadas em tubos contendo caldo Methyl Red-Voges Proskauer
(MR-VP) e incubadas a 35°C por 96 horas. Apds esse periodo, foram adicionadas ao meio
cinco gotas do reagente vermelho de metila. A mudanca de coloracdo do meio para

vermelho indicou a positividade do teste. Em caso negativo, a coloracdo do meio

continuou (VIEIRA, 2004).

4.7.2.4 Teste de Citrato
Cada cepa foi inoculada em tubos contendo Agar Citrato de Simmons com

incubacdo a 35°C por 96 horas. A positividade do teste foi indicada pela mudanca de

colorag¢ao do meio de verde para azul (VIEIRA, 2004).



Figura 3- Fluxograma dos procedimentos realizados na amostra 4gua de estudrio para
contagem de NMP, identificacdo e ensaios bioquimicos, realizados em bancada.
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Figura 4- Fluxograma dos procedimentos realizados na amostra liquido intervalvar para
contagem de NMP, identificacdo e ensaios bioquimicos, realizados em bancada.
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Figura 5- Fluxograma dos procedimentos realizados na amostra musculo para contagem
de NMP, identificacdo e ensaios bioquimicos, realizados em bancada.
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4.8 Antibiograma

Avaliacdo dos antimicrobianos foi estipulada a partir da técnica de difusdo em
disco (SEJAS et al., 2003, BAUER; KIRBY; SHERRIN, 1966) para as cepas confirmadas
como Escherichia coli. Primeiramente, as cepas foram cultivadas em Agar Triptona Soja
(TSA) e incubadas a 35°C por 24h. O ajuste da concentracdo bacteriana, foi diluida em
solucdo salina a 0,85% e comparadas com o padrdo de turbidez de McFarland 0,5. A
comparacgdo foi feita a partir da observacdo em espectrofotometro (Micronal B542). A
turbidez compardvel a solucdo padrio € equivalente a uma suspensdo de
aproximadamente 108 celulas m1™.

Em seguida, os indculos previamente adequados foram semeados com swab sobre
superficie do meio Agar Muller-Hinton (Difco) recomendado pelo CLSI (2015), em
placas para posterior aplicacdo dos discos de antimicrobianos das marcas LB, BBL e
CECON. Os discos de antimicrobianos foram mantidos sob refrigera¢do na temperatura
de aproximadamente 2°C a 8°C e utilizados dentro do prazo de validade. Antes de serem
testados, foram deixados a temperatura ambiente por aproximadamente duas horas.

Para cada cepa foram testados oito antibiéticos divididos em quatro de uso clinico
pertencentes as classes Quinolonas (Ciprofloxacina - CIP 5 pg), Cefalosporinas
(Ceftazidima - CAZ 30 pg), Fluoroquinolanas (Norfloxacina NOR - 10 pg) e
Aminoglicosideos (Amicacina AMI - 30 pg). Os quatro de uso veterindrio sao
pertencentes as classes Quinolonas (Acido Nalidixico NAL - 30 pg), Nitrofuranos
(Nitrofurantoina NIT - 100 pg), Aminoglicosideos (Gentamicina GEN - 10 pg) e
Fluoroquinolanas (Enrofloxacina EN -10 pg).

O indculo inicial foi padronizado por espectrometria (espectrofotdmetro da marca
Micronal modelo B542) com a leitura no comprimento de onda de 625 nm e inoculado
sobre o Agar Mueller — Hinton, sobre o qual foram inseridos os discos de antibiéticos,
posteriormente, incubados a temperatura de 37°C /18 a 24h. Decorrido este tempo,
procedeu-se a medi¢do dos halos de inibicdo com o uso de paquimetro. Os resultados
foram comparados com os da tabela fornecida pelo laboratério fabricante dos discos. O
comportamento de cada cepa foi classificado como sensivel, intermedidrio ou resistente,
de acordo com recomendacdes de cada fabricante, com relagdo ao tamano do halo de

inibicao.



Figura 6- Fluxograma do procedimentos de antibiograma

et /\gar TSA \/
o enampielig Estufa bacteriologica A
24H/35°C
Vi
/J
L % ~— Agar TSA
ImL
e - ESPECTROFOTOMETRO Ny ‘/
(] / =
Medicdo do halo
l/ SALINA 0,85%

AN

— Tapete no Agar MH

Aplicagiio dos discos
24H/35°C

Fonte: Autora (2023)

34



35

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao dos fatores de temperatura, salinidade e pH

Foram realizadas duas coletas nas quais os parametros de pH e temperatura
variaram de 25° C a 30° C; pH de 7,4 e 7,1 respectivamente. A salinidade da dgua variou
de 32 ppm a 36 ppm durante as medi¢cdes com o refratbmetro, assim como mostra na

Tabela 1.

Tabela 1- Valores médios das varidveis ambientais (temperatura, pH e salinidade) obtidas
das amostras da dgua coletadas no Rio Coc6 em Fortaleza, Ceara.

Dias de Parametros Coleta 1 Coleta 2
Andlises (26/07/22) (17/04/23)
1 Data - Horario 26/07 - 16:39 17/04 —12:30
Temperatura 25°C 30°C
Salinidade 10 ppm S ppm
pH 7.4 7,1
2 Data - Horario 27/07-09:05 18/04 —12:15
Salinidade 35 ppm 35 ppm
3 Data - Horario 28/07 — 09:09 19/04 — 12:40
Salinidade 33 ppm 36 ppm
4 Data - Horario 29/07 — 08:00 20/04 —12:20
Salinidade 33 ppm 36 ppm
5 Data - Horario 01/08 — 08:40 21/04 —12:15
Salinidade 35 ppm 36 ppm

Fonte: Autora (2023).

Os valores de salinidade e pH ndo apresentaram grandes variagcdes no decorrer da
depuracdo, devido ao fato de ndo ter ocorrido renovagdes na dgua dos tanques. Nas duas
coletas, a temperatura do ambiente ndo influenciou no experimento. Mesmo sendo
verificado que em julho de 2022, ocorreu a maior média de temperatura do pais desde
1961 e durante o periodo chuvoso ocorreram as maiores médias de chuva em Fortaleza
(INMET, 2023).

Durante o periodo de 2012 a 2016, os niveis de salinidade foram mensurados
como hipersalinos, apresentando valores superiores aos do mar. Essa ocorréncia pode ser

atribuida a evaporacdo da 4gua, a diminuicao do fluxo de dgua doce proveniente do
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continente e a baixa intensidade das marés. Por outro lado, nos anos de 2019 e 2020, a
influéncia das chuvas acima da média histérica afetou a salinidade dos estudrios
(CARLOS, 2022).

Essas oscilacdes de salinidade em ambientes estuarinos implicam em um custo
energético para os organismos, ja que requerem adaptagdes fisioldgicas mais abrangentes
como resposta as variacdes na osmorregulacdo (FERREIRA, 2022). Estudo realizado por
(LIMA, 2023) mostrou que no periodo chuvoso as ostras nao se desenvolvem por conta
da baixa salinidade, jd no periodo seco seu desenvolvimento € maior, com salinidade ideal
de 35 ppm.

Segundo Silva et al. (2022) os estudrios apresentam uma classificacdo quanto a
salinidade em (ppm) como: oligohalinos (entre 0,5 e 5,0), mesohalinos (entre 5 e 18),
polihalino (entre 18 e 30) e eurialinos (entre 30 e 40) e hiperalinos (superior a 40).

A temperatura da 4gua e a precipitacdo sdo fatores capazes de influenciar
positivamente a sobrevivéncia de bactéria como E. coli no musculo das ostras e nas dguas

estuarinas (JEAMSRIPONG; ATWILL, 2019).

5.2 Namero Mais Provavel - NMP

Inicialmente, quando as amostras foram retiradas do ambiente, ocorreram as
andlises da qualidade da dgua e das ostras. As amostras de 4gua apresentaram os valores
de 330 NMP/ml no periodo de estiagem e de 1700 NMP/ml no periodo chuvoso. E
importante ressaltar que no periodo da coleta a quadra chuvosa no Ceara apresentou uma
precipitacao média de 182,3mm (FUCEME,2023). Os valores referentes aos resultados
do Nimero Mais Provavel dos coliformes termotolerantes das amostras analisadas das

dguas, musculo e liquido intervalvar das ostras encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2- Resultado do Numero Mais Provavel (NMP/ mL) para as amostras de musculo

e liquido intervalvar de ostras e dgua coletadas no Rio Coc6 em Fortaleza, Ceara.

COLETAS | AMOSTRAS 1° Dia 2°Dia | 3°Dia | 4°Dia| 5°Dia
Agua 330 - - - -
1° Liquido 26 <1,8 <1,8 <1,8 <1,8
Miusculo 21 <1,8 <1,8 <1,8 <1,8
Agua 1700 - - - -
2° Liquido 210 23 4,5 2 <1,8
Muisculo 280 <1,8 <1,8 <1,8 <1,8

(-) para amostra de dgua s6 foi realizada o NMP no primeiro dia de coleta

Fonte: Autora (2023)

De acordo com Resolu¢gdo CONAMA n° 357 de 17 de marco de 2005, para o
cultivo de moluscos bivalves destinados a alimentacdo humana, a média geométrica da
densidade de coliformes termotolerantes, de um minimo de 15 amostras coletadas no
mesmo local, ndo devera exceder 43 por 100 mililitros, e o percentil 90% nao devera
ultrapassar 88 coliformes termotolerantes por 100 mililitros. Esses indices deverdo ser
mantidos em monitoramento anual com um minimo de 5 amostras. Estando assim os
valores encontrados acima do permitido. Porém, vale ressaltar que s6 foi realizada uma
andlise da dgua para os dois periodos de amostragem no primeiro dia de coleta dos
moluscos (BRASIL, 2005).

A qualidade da dgua ¢ um fator impactante na qualidade microbiolégica do
molusco por ser um animal filtrador, pois acumula em seu tecido muscular diversas
substancias que podem acarretar uma possivel intoxicacdo alimentar quando ndo hd
cuidados com a depuracdo desses animais. De acordo com Doi et al. (2015) existe
correlacdo entre a densidade de coliformes termotolerantes o tecido muscular das ostras
e a dgua, o que comprova que a qualidade microbioldgica da ostra vem como um reflexo
do ambiente em que ela se encontra.

A partir do segundo dia de amostragem foi observado um decaimento da contagem
dos microrganismos nas amostras do liquido intervalvar e no miusculo das ostras
analisadas (Tabela 2 acima). Estando de acordo com a Instru¢do Normativa n° 12, de 2

de janeiro de 2001, que estabelece os padrdes microbioldgicos para pratos prontos para o
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consumo (alimentos prontos de cozinha e similares), item b) produtos a base de carnes,
pescado e similares crus (BRASIL, 2001).

Os moluscos bivalves sdo considerados organismos filtradores, podendo acumular
microrganismos, como bactérias e virus patogénicos a humanos, principalmente se seu
cultivo ocorrer em ambientes poluidos por esgoto, ocasionando risco a satde publica caso
sejam consumidos crus ou levemente cozidos (SOUZA et al., 2022).

Com intuito de restringir o risco de doencas humanas, alguns paises
implementaram controles na producdo comercial e na coleta de moluscos bivalves.
Basicamente, o controle € realizado através do monitoramento desses organismos
indicadores de contaminacdo fecal, as andlises sdo efetuadas nos moluscos e nas dguas de
seu cultivo, dependendo do que € encontrado sdo indicados tratamentos como depuragio,
retransmissao (€ a transferéncia dos moluscos bivalves de dreas poluidas para dreas com
dgua do mar natural limpa por um tempo, dependendo do nivel de contaminacdo) ou
tratamento térmico (SOUZA et al., 2018).

O Brasil promulgou em 2012 o Programa Nacional de Controle Higiénico-
Sanitdrio de Moluscos Bivalves — (PNCMB) implementado em 8 de maio de 2012,
prescreve o controle de E. coli em carne de marisco, para tratamentos pds-colheita para
moluscos provenientes de zonas de producdo com niveis moderados de contaminagdo
(BRASIL, 2012; SOUZA et al., 2022). Nesse documento existe a indica¢do de que as
amostras que apresentem elevados niveis de E. coli sejam encaminhados para sistemas de
depuracao para reducdo da carga bacteriana e s6 depois seja comercializada.

Para que a depuracio seja considerada eficiente, o controle da qualidade da dgua
€ uma varidvel relevante, pois essa filtracdo da 4gua é um processo natural dos moluscos.
No sistema de depuragdo apresentado ndo houve renovagdo de dgua, portanto toda a 4gua
do sistema foi a mesma do inicio ao fim, e foi retirada do ambiente no qual as ostras
estavam anteriormente (FORCELINI, 2009).

Farias et al. (2010) e Ramos et al. (2010) observaram que hd um nimero elevado
nos valores de NMP encontrado em amostragens ocorridas no periodo da estacdo
chuvosa, esse aumento pode ocorrer devido ao escoamento da chuva no estudrio ou
podendo ser derrame de esgoto clandestino.

Walker et al. (2018) relataram que em processos de depuracdo, existe um

diferencial na eliminacdo de diferentes tipos de bactérias em relacio ao tempo de
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depuracdo. E. coli foi a primeira a ser eliminada em relacdo a outros patdgenos como
Salmonella spp. e Vibrio spp. indicando que caso o procedimento fosse estendido para

mais dias, a possibilidade de eliminacao de patégenos seria ainda mais eficiente.

5.3 Quantificacao e isolamento Escherichia coli

A familia Enterobacteriaceae é conhecida por apresentar morfologia de
bastonetes Gram-negativos, anaerdbios facultativos, fermentadores de glicose, oxidase
negativa, catalase positiva e a maioria dos representantes dessa familia possuem
motilidade. Foram isoladas 173 cepas (55 das amostras de dgua, 65 do liquido intervalvar
e 53 do musculo das ostras), dessas, 135 cepas seguiram para a etapa de identificacao
bioquimica, apresentando 32 cepas pertencentes a familia Enterobacteriaceae, 122 cepas
pertencente a espécie Escherichia coli e 1 Citrobacter.

Em trabalho realizado por Jeamsripong e Atwill (2019), isolaram 144 cepas de ostras
e 96 da 4gua do estudrio, confirmando a presenga de Escherichia coli em 93,06% das
cepas do musculo da ostra e 78,13% da amostra de d4gua do estudrio.

A familia Enterobacteriaceae engloba varias bactérias frequentemente
encontradas no ambiente, como Escherichia coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp.
Devido ao fato de membros dessa familia serem causadores de doengas em seres
humanos, desempenham um papel especialmente importante no contexto de
contamina¢do ambiental (TILAHUN et al., 2021).

Outro ponto importante € o fato de que a espécie Escherichia coli é considerada
um dos patégenos de maior importancia quando se deseja constatar contaminacdo por
esgotos (PEREIRA et al., 2019). Estando presente no intestino de animais de sangue
quente e desempenhado uma fun¢do no trato gastrointestinal que assegura e mantem a
microbiota, um papel ativo na prote¢do da barreira intestinal (BALDELLI et al., 2021).

Em pesquisa realizada por COSTA (2009), com relagdo a frequéncia de bactérias
isoladas em moluscos, verificou-se a presenca de Staphylococcus spp. seguidos por
bacilos Gram-negativos ndo fermentadores de lactose, Streptococcus B-hemolitico, E.
coli, Klebsiella spp. e Proteus spp.

Apesar de ter sido verificada a presenca de uma cepa de Citrobacter, Alfaro (2023)

identificou 10 cepas pertencentes as espécies do grupo dos coliformes fecais:
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Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Shigella lexneri, Klebsiella varicola,
Enterobacter hormaechei, além de membros do género Citrobacter.

A presenca de diversas familias em amostras de bivalves € importante, devido ao
fato desses organismos serem filtradores. Uma pesquisa analisando duzentos e vinte e
duas cepas bacterianas de moluscos bivalves verificaram membros das familias:
Aeromonadaceae, Bacillaceae, Comamonadaceae, Enterobacteriaceae, Enterococcaceae,
Micrococcaceae, Moraxellaceae, Morganellaceae, Pseudomonadaceae, Shewanellaceae,
Staphylococcaceae, Streptococcaceae, Vibrionaceae e Yersiniaceae, essa elevada
diversidade é um grave problema, uma vez que esses organismos (moluscos bivalves) sdo
consumidos crus e isso pode vir a acarretar risco a saude publica (SALGUEIRO et al.,

2021).

5.4 Deteccao de susceptibilidade a antimicrobianos

Foram encaminhadas para o teste de susceptibilidade a antimicrobianos um total
de 113 cepas, sendo 23 das amostras de dgua, 56 do liquido intervalvar e 34 cepas do
miusculo das ostras, oriundas do estudrio do Rio Cocd, em Sabiaguaba (FIGURA 7, 8 e
9, respectivamente).

Na Figura 7 € mostrado o percentual de susceptibilidade /resisténcia das cepas de
Escherichia coli isoladas das amostras de 4gua oriunda do Rio Cocd. O percentual de
resisténcia observado foi a 4cido nalidixico — NAL 2 cepas (9 %) e enrofloxacina -ENO
1 cepa (4%), o percentual de intermedidrio foi a dcido nalidixico — NAL 4 cepas (17%),
ceftazzidina- CAZ 1 cepa (4%), ciprofloxacin — CIP 1 cepa (4 %) e enrofloxacina -ENO

1 cepa (4 %). As demais cepas foram sensiveis aos farmacos testados.
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Figura 7. Percentual de susceptibilidade a diferentes antimicrobianos das cepas de
Escherichia coli isoladas das amostras de dgua oriundas do Estudrio do Rio Cocé
em Sabiaguaba Fortaleza (Ceard).
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GEN - Gentamicina; NOR - Norfloxacina; AMI - Amicacina; CAZ — Ceftazidina; CIP —
Ciprofloxacin, NAL- Acido Nalidixico; ENO — Enrofloxacina; F/N- Nitrofurantoina.

R% = Resistente, 1% = Intermediario, S% = Sensivel.

Fonte: Autora (2023)

Na Figura 8 € mostrado o percentual de susceptibilidade /resisténcia das 56 cepas
de Escherichia coli isoladas de amostras do liquido intervalvar das ostras retiradas do
sistema de depuracdo. O percentual de resisténcia observado: dcido nalidixico — NAL (5
%) e ciprofloxacin — CIP (2%), o percentual de intermediario foi 4cido nalidixico — NAL
(4%) norfloxacina -NOR (2 %), ceftazzidina- CAZ (2%) e gentamicina - GEN (2 %). As
demais cepas foram sensiveis aos farmacos testados.

Estudo realizado por Jeamsripong et al. (2023), verificaram que cepas de E. coli
oriundas de ostras apresentavam resisténcia a Gentamicina (4,4%) e Ciprofloxacin
(4,8%), para as cepas oriundas da dgua de estudrio foram resistentes a Gentamicina
(5,7%), Ciprofloxacin (5,0%) e Ceftazidina (3,1%), valores aproximados com a presente

pesquisa.



42

Figura 8. Percentual de susceptibilidade a diferentes antimicrobianos das cepas de
Escherichia coli isoladas do liquido intervalvar das ostras do sistema de depuracdo
oriundas do Estudrio do Rio Cocé em Sabiaguaba Fortaleza (Ceara).
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Ciprofloxacin, NAL- Acido Nalidixico; ENO — Enrofloxacina; F/N- Nitrofurantoina.

R% = Resistente, 1% = Intermediario, S% = Sensivel.

Fonte: Autora (2023)

Na Figura 9 € mostrado o percentual de susceptibilidade /resisténcia das 34 cepas
de Escherichia coli isoladas de amostras de musculo das ostras retiradas do sistema de
depuracdo. O percentual de resisténcia observado foi a dcido nalidixico — NAL (15%)
gentamicina - GEN (12%), norfloxacina -NOR (12%), ciprofloxacin — CIP (12%), e
enrofloxacina -ENO (12%), somente cepas apresentaram perfil intermedidrio a dcido

nalidixico — NAL (9%). As demais cepas foram sensiveis aos fadrmacos testados.
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Figura 9. Percentual de susceptibilidade a diferentes antimicrobianos das cepas de
Escherichia coli isoladas do musculo das ostras do sistema de depuragdo oriundas
do Estudrio do Rio Coc6 em Sabiaguaba Fortaleza (Ceard).
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R% = Resistente, 1% = Intermediario, S% = Sensivel.

Fonte: Autora (2023)

Das amostras analisadas, o muisculo foi 0 que apresentou 0 maior niimero de cepas
resistentes, seguido das cepas oriundas do liquido intervalvar e das amostras de dgua. O
farmaco que foi detectado em todos os extratos analisados foi o dcido nalidixico também
em maior quantidade nas cepas oriundas do musculo, seguido das cepas da dgua e liquido
intervalvar. Porém, em trabalho realizado em amostras de bivalves foi verificada uma
reducdo na susceptibilidade aos farmacos amoxicilina, cloranfenicol, colistina,
cefotaxima e acido nalidixico (SALGUEIRO et al., 2021).

Essa baixa resisténcia ao dcido nalidixico também foi observada ao analisar
amostras de ostras oriundas do Brasil e Estados Unidos da América, onde se detectou
maiores resisténcia a cefalotina, seguida por nitrofurantoina, ampicilina, tetraciclina,
sulfazotrim e por ultimo 4cido nalidixico (MIOTTO et al., 2019).

A resisténcia antimicrobiana é um grave problema de satide publica em todo o
mundo, por estar associada ao uso indiscriminado e inadequado de antibidticos por seres
humanos, fabricas e produtores, além da falta de higiene, saneamento, prevencio e

controle ineficientes de infec¢des em ambientes de satde serem consideradas pontos
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importantes no surgimento e distribui¢do de bactérias resistentes (PORMOHAMMAD,
NASIRI e AZIMI, 2019).

Os moluscos bivalves servem como bioindicadores tteis e praticos de
contaminagdo fecal ambiental, sdo capazes de acumular nutrientes, produtos quimicos,
como antibidticos, e varios microrganismos (GREVSKOTT ez al., 2017)

Assim, foi verificado que cepas de Escherichia coli usada no monitoramento de
ambientes contaminados por polui¢do fecal e bactérias resistentes a antimicrobianos,
principalmente devido algumas espécies serem capazes de espalhar e/ou transferir seus
genes de resisténcia para mesmas espécies ou espécies de géneros diferentes que
apresentem afinidade (NYIRABAHIZI et al., 2020).

Em trabalho realizado por Jeamsripong et al. (2023) ao analisarem isolados de E.
coli obtidas de amostras de ostras (n = 250) e de dgua estuarina (n = 159) em Phang Nga,
verificaram que 94% das estirpes foram resistentes a pelo menos um antibiético utilizado.

Por consequéncia, o ambiente estuarino pode ser considerado uma drea de
particular preocupagao devido a alta diversidade e abundancia de bactérias resistentes,

podendo representar uma ameaca significativa a saide publica (ZHAO et al., 2020).
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6.CONCLUSAO

O sistema de depurag@o se mostrou vidvel tanto nos aspectos econdmicos como
microbiol6gicos. Durante o processo depurativo ndo houve mortalidade das ostras,
mostrando sua viabilidade. Em contrapartida, a presenca de microrganismos resistentes a
antimicrobianos requer cuidado, uma vez que sua presenga, pode vir a indicar o uso

indiscriminado desses farmacos, que no futuro podera vir a causar danos a saude publica.
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