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Contaminantefecal da ostra Crassostrea rhizophorae comer cializada
na Praiado Futuro, Fortaleza-Cear a'

Fecal contaminant of the oyster Crassostrea rhizophorae commercialized at Praia
do Futuro, Fortaleza, Ceara State
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Resumo - Foi estimado o NUmero MaisProvavel (NM P) de coliformestermotol erantes a45°C, em 60 amostras de
ostras, Crassostrea rhizophorae, dos pontos de comercializagéo (A e B) daPraiado Futuro, em Fortaleza-CE, no
periodo de maio de 2002 afevereiro de 2003. Cada col eta constavade 12 ostras, totalizando 720 animais analisados.
O NMP de coliformestermotol erantes a45°C variou de 4 a930/g ede 4 a430/g, nas ostras coletadasem “A” e“B”.
Procedeu-se, em sequiéncia, ao isolamento e subsequente caracterizacdo bioguimica de 70 cepas (86,6%) e 45
(64,3%) de Escherichiacoli; 7 (8,6%) e 20 (28,5%) de Enterobacter spp. e4 (5%) e 3 (4,2%) de Citrobacter freundii,
respectivamente paraos pontos“A” e“B”, assinalando-se aindaaidentificacéo de 5 cepas (3%) de Klebsiella spp.
Foi avaliada a suscetibilidade antimicrobiana da totalidade das cepas de E. coli, empregando diferentes grupos de
drogas. Os resultados apontaram que todas as cepas de E. coli isoladas das amostras do ponto “A” apresentaram
sensibilidade ao cloranfenicol (CHL) eatetraciclina(TCY). Resisténciaacefal otina (CEP) eanitrofurantoina (NI T)
foi detectada em 6 cepas das barracas “A” e “B”, respectivamente. Nenhum isolado das amostras de ambos o0s
pontos de comercializacdo pertenciaaos grupos enteroinvasivas (EIEC), enteropatogéni cas (EPEC) ou ao sorogrupo
0157, enterohemorrégico. N&o foi detectada apresencadetoxinas (ETEC)

Termos paraindexacéo: higienealimentar, coliformestermotol erantes, contaminacéo.

Abstract - The Most Probable Number (MPN) of thermotolerant coliforms at 45° C was estimated in 60 samples of
oyster (Crassostrea rhizophorag), sold at two commercial areas (A and B) of Futuro beach, Fortaleza, Ceara State,
Brazil, from January 2002 to February 2003. Each pool was composed of 12 oysters, totaling 720 individual stested.
The MPNsfor thermotolerant coliforms at 45°C ranged from 4 g* to 930 g%, and from 4 g*to 430 g* for the oysters
sampled at areas A and B, respectively. Upon isolation of theindividuals, chemical characterization of 70 (86,6%)
and 45 (64,3%) strains of Escherichia cali, 7 (8,6%) and 20 (28,5%) of Enterobacter spp., and 4 (5%) and 3 (4,2%)
of Citrobacter freundii were performed for the areas A and B, respectively. Plus, 5 (3%) strains of Klebsiella spp.
were identified. The ant microbial susceptibility of the E. coli strainsto different groups of drugs was performed.
Theresults showed that the strainsisol ated from commercia areaA were susceptibleto chloramphenicol (CHL) and
tetracycline (TCY). Resistanceto cephal othin (CEP) and nitrofurantoin (NIT) was observed in 6 strainsfor commercial
areas A and B, respectively. Neither of theisolated strainsfrom both commercial areas belonged to the enteroinvasive
(EIEC), enteropathogenic (EPEC), or 0157 serotype. No enterotoxic (ETEC) was observed throughout trails.

I ndex terms:. food safety, thermotolerant coliforms, contamination.
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I ntroducéo

O consumo de ostra é responsavel por incontaveis
surtos epidémicos, respondendo diretamente por proble-
mas de Salde Publica, principalmente quando esses
moluscos sdo ingeridos crus ou mal cozidos e aqualidade
sanitaria do ambiente aquatico onde eles sdo capturados
estd comprometida (José, 1996).

Segundo Henriques et al. (2000), entre os animais
marinhos que vivem em ambientes contaminados por mi-
crorganismos, os moluscos bivalves sdo os que oferecem
maiores riscos a Saude Publica, por serem filtradores e
bioacumuladores. Por essa raz&o, os bivalves, sobretudo
ostras e mexilhdes, sdo utilizados mundial mente como in-
dicadores de poluicdo marinha.

Muitos paises que comercializam ostras desenvol -
veram um conjunto de normas préprias, baseadas em an&
lises microbiol 6gicas da égua de seu cultivo e/ou da sua
carne. A maioria desses padrfes normativos esté baseada
na pesquisa de coliformes, pois esse grupo € indicador de
contaminagdo fecal (Machado et al., 2001). Nesses paises,
aobrigatoriedade de se proceder a purificacéo ou depura-
¢do dos bivalves depende da classificagdo da &rea de ori-
gem (National Shellfish Sanitation Program, 1997). Quando
provenientes de areas aprovadas, estes podem ser enviados
diretamente para comercializacgo, mas, quando oriundos
deéreasrestritas, adepuracéo é obrigatoria, sendo vedada
aextracao de bivalves em &reas proibidas ou ndo classifi-
cadas. Segundo Jacobi (2000), apesar destes procedimentos
terem sido adotados internacionalmente, ainda ndo séo
observados no Brasil.

José (1996), estudando arelacdo entre osbivalvese
asegurancado consumidor no Estado de S&o Paul o, cons-
tatou que ndo existem mecanismos legais ou politicos que
permitam o conhecimento de suaéreade origem, com exce-
¢do dagueles oriundos de cultivo. Entretanto, a producéo
de moluscos bivalves no Brasil através do cultivo, aindaé
incipiente, quando comparadaadaextracéo (FIPERJelP-
SP, 1989; Pereiraet ., 1991).

Assim, 0 consumo destes moluscos em nosso meio,
sem cocgao prévia, pode ser responsavel pela ocorréncia
de surtos de doengas de transmisséo alimentar, tendo em
vista sua capacidade filtrante de cinco litros de égua/hora
acarretando a retencdo, no manto, de 75% das espécies
bacterianas presentes no seu ambiente.

O Nordeste, particularmente a Praiado Futuro (For-
taleza-CE), € uma das &reas de maior consumo destes
bivalves. Entretanto, sob o ponto de vista microbiol 6gico,
a qualidade do marisco € duvidosa e a comercializagéo é
efetivada em barracas cujo controle sanitério mostra-se
precério, apontando para a necessidade de investigacéo
sob o ponto de vista sanitério.

Tomando-se por base tais aspectos, foi efetuada,
na presente avaliagéo, a andlise no sentido de se estimar
o Numero Mais Provéavel (NMP) de coliformestermotol e-
rantes a 45°C, em ostras (Crassostrea rhizophorae)
comercializadas em duas barracas da Praia do Futuro e,
entre as cepas identificadas, como Escherichia coli, de-
terminar a suscetibilidade a diferentes antimicrobianos,
avaliar antigenicamente a presencga de sorogrupos reco-
nhecidos como EPEC e EIEC, assim como a producéo de
toxinas (ETEC).

M aterial e M étodos

Foram coletadas 60 amostras de ostra (Crassostrea
rhizophorae), provenientes de dois pontos de comer-
cializacdo (30 daBarracaA e 30 daBarracaB) daPraiado
Futuro, em Fortaleza-Ceard. Tendo em vista a homoge-
neidade no tamanho dos animais, cada amostra apresen-
tou-se congtituidade 12 exemplares, representando um total
de 720 individuos analisados. Tomou-se por base acoleta
dos espécimes fechados, os quais foram mantidos sob re-
frigerac8o durante o transporte, realizado em caixas
isotérmicas, até o Laboratério de Microbiologia Ambiental
edo Pescado, do Ingtituto de Ciénciasdo Mar (LABOMAR),
da Universidade Federal do Ceara, onde foram redlizadas
as andlises bacteriol dgicas.

Imediatamente apos a chegada ao laboratério, as
ostras passaram por escovacao e lavagem externa; em se-
guida, foram abertas assepticamente e del as retirado todo
o contetdo corpOreo e a 4gua intervalvar.

Apbs a maceracdo em gral e pistilo, foi pesado o
guantitativo de 50 g, o qual foi diluido em 450 mL de solu-
¢do salinaa 3% NaCl e homogeneizado, durante 2 minutos,
em Waring Blender, obtendo-se primeiramente a diluicéo
na concentracdo de 10! e, em seqiéncia, através de dilui-
¢Oes sucessivas, a concentracdo de 10°.

Paraadeterminagéo do NMP de coliformestermoto-
lerantes a45°C, empregou-se atécnicade fermentagdo em
tubos mltiplos, segundo Feng et al. (2002).

O volume de 1mL, proveniente de cada uma das
diluicdes previamente obtidas (10! a 10®), foi inoculado
em séries de trés tubos contendo Caldo Lauryl Sulfato —
CLS(Difco), com tubos de Durham. Em sequéncia, foram
incubados a 35°C por 48 horas. Apoés esse periodo, 0s
tubos turvos com producdo de gas foram considerados
positivos e deles foram retiradas a iquotas, as quaisforam
transferidas para tubos de caldo EC (Difco), incubados a
45°C em banho-mariapor 24 horas. A determinacdo do NMP
de coliformestermotolerantesa45°C foi efetuada segundo
aorientagdo de Garthright (2001).
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A partir dos tubos que apresentaram resultados
positivos no Caldo EC, indicados pela presenca de gas,
foram retiradas al iquotas para semeadura por estriamento,
sobre a superficie do meio &gar Eosina Azul de Metileno-
EMB (Difco) eincubagéo a37°C, por 24 horas. Apoés este
periodo, foram isoladas duas a trés coldnias tipicas de E.
coli paraomeio Agar Triptonade Soja-TSA (Difco), cujo
crescimento foi empregado para avaliar a producéo de
indol em meio de SIM, via metabolismo de utilizac&o da
glicose, pela reac@o de Vermelho de Metila e producdo
de acetoina pelo teste de Voges Proskauer, e capacidade
de utilizagcdo do Citrato como fonte Unica de carbono, de
acordo com Feng et al. (2002).

Na caracterizagdo antigénica dos sorotipos reco-
nhecidos como E. coli enteropatogénica (EPEC) e E. cali
enteroinvasora (EIEC), foram empregados antissoros
polivalentes e monoval entes especificos. Paratal, primei-
ramente é efetivado o aquecimento da suspensao
bacterianaa 100°C/60 minutos e em sequiénciaé efetivado
0 ensaio através do método de soroaglutinacéo rapidaem
l&mina. Resultados positivos orientam paraaidentificagéo
dos sorotipos especificos, através da aglutinacéo lenta,
em tubo, com os antissoros especificos, de acordo com
cada antissoro polivalente.

Para a determinacdo das toxinas termol&bil (LT) e
toxinatermoestavel (ST), foram empregados oskitsVET-
RPLA (OXOID) especificos, seguindo as orientagdes do
fabricante.

Para verificacdo da suscetibilidade das amostras,
foram utilizados os seguintes antimicrobianos da marca
OXOID: Tetraciclina-TCY (30 mg), Ampicilina-AMP
(10 mg), Acido Nalidixico-NAL (30 mg), Cloranfenicol-
CHO (30 mg), Sulfametoxazol-trimetoprim-SXT (30 mg),
Nitrofurantoina-NIT (300 mg), Cefal otina-CEP (30 mg),
Cefoxitina-FOX (30 mg), Ceftriaxone-CRO (30 mg),
Gentamicina-GEN (10 mg), Ciprofloxacina-CIP (5 mg),
Imipenem-IPM (10 mg), seguindo a orientagdo técnica
ditada pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards (2003) e a padronizacdo do indculo através
de espectrofotébmetro (Vitek) e medicéo dos halos de
inibicdo pelo uso de paquimetro. As cepas padréo empre-
gadas para controle sdo: Escherichia coli ATCC 25922,
Escherichia coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Resultados e Discussao

O NMP de coliformes termotol erantes a 45°C, nas
amostras de ostras dos pontos de comercializacdo A e B,
variou de 4 a 930/g e 4 a 430/g, respectivamente. De um

total de 60 amostras de ostras analisadas (Tabela 1), 70% se
apresentaram fora dos padrdes estabel ecidos pela Reso-
lugdo 12 daANVISA (Brasil, 2001), no seu Artigo 7°, ali-
nea b, o qual estabelece limites de 5 x 10 coliformes
termotol erantes a45°C/g, paramoluscos bivalves cozidos,
industrializados, resfriados ou congelados.

A enumeragdo de coliformes termotolerantes a
45°C/g visa a caracterizar as condicoes higiénico-sanitarias
dos alimentos. Diversos autores (Germano et al., 1993;
Rippey, 1994) tém relatado que a presenca destes micror-
ganismos em pescado é originada principalmente pelo
lancamento de esgotos préximos aos locais de captura,
ou devido a manipulagdo inadequada, aqual pode ocorrer
durante as etapas de transporte, beneficiamento e
comercializagdo do produto.

A colimetriade éguas, provenientes das areas onde
s80 coletados bivalves destinados ao consumo humano,
constitui-se sempre em subsidio cientifico Gtil para as
autoridades sanitarias envolvidas nafiscalizacao e no con-
trole da qualidade deste alimento (Wood, 1996). Contu-
do, Cerrutti e Barbosa (1991), estudando amostras de
aguas e de ostras, ndo observaram relagdo na quantidade
de enterobactérias entre ambas. Esses autores afirmaram
gue a amostra de &gua fornece resultados no momento da
coleta, enquanto a oriunda de ostras aponta a integracéo
do molusco as condigdes ambientais da agua, antes da
coleta, refletindo um periodo maior. Esta assertiva é con-
cordante com as observagfes de Machado et al. (2001),
em termos de padrdes de normatizac&o do cultivo e de-
terminac&o de coliformes termotolerantes a 45°C nos
tecidos moles e liquido intervalvar, visando a avaiar a
qualidade dos moluscos, a qual apresenta maior relevan-
ciado que aanalise da agua das éreas produtivas.

Do total de 81 cepas isoladas das amostras do ponto
de comercializagdo “A”, identificou-se 70 cepas (86,6%)
de E. coli, 7 (8,6%) de Enterobacter spp. e 4 (5%) de
Citrobacter freundii, enquanto das 70 cepas oriundas do
ponto de comercializacdo “B”, foram 45 (64,3%) de
E. coli, 20 (28,5%) de Enterobacter spp., 3 (4,2%) de
Citrobacter freundii e 5 (3%) de Klebsiella spp. (Figura
1). Estes resultados confirmaram elevados percentuais
de E. coli nas ostras obtidas a partir dos dois pontos de
comercializaggo, confirmando abaixaqualidade microbio-
|6gica destes moluscos e, indiretamente, o elevado nivel
de contaminacdo por coliformes termotolerantes a 45°C,
do ambiente aquéti co, onde sdo capturados esses bivalves.
Acrescenta-se que falhas quanto ao transporte, manuten-
¢80 e manuseio do pescado, ndo podem ser esquecidas,
tendo em vista representarem pontos fundamentais e de
forte influéncia na manutencéo da qualidade do pescado
e, em particular, destes moluscos 0s quais, usua mente,
s80 consumidos sem nenhum processo de cocgéo.

Rev. Ciénc. Agron., v.36, n.3, p.285-289, 2005 287



L.M.deO. Barrosetal.

Tabela 1 - Numero Mais Provavel (NMP)/g de coliformes termotolerantes a 45°C, obtidos de ostras (Crassostrea rhizophorae)
col etadas nos pontos de comercializacdo A e B da Praia do Futuro, em Fortaleza-CE.

Coliformestermotol erantes a45°C

Coletas

Coliformestermotol erantes a45°C

Coletas

BarracaA BarracaB BarracaA BarracaB

12 430 20 167 20 43
2 150 B 1= 430 220
F 120 430 18 120 B
VIS 210 3 1r 210 150
5 20 150 207 210 150
6° 220 43 212 150 15
I ™0 430 222 3 15
& B 430 232 B 43
2 150 D 242 120 0
17 90 430 252 150 28
112 20 150 262 15 9
122 1) 4 2r B 15
13 30 430 282 B 23
142 20 120 2F 4 7
15 20 430 3 64 0

antimicrobianos, a totalidade oriunda do ponto “A” mos-

1 mBaracah trou sensibilidade ao cloranfenicol e tetraciclina. Nague-

O Barraca B

Klebsiella

E. coli Enterobacter ~ Citrobacter
freundii

Figura 1 - Percentual de cepas de coliformes termotolerantes a
45°C isoladas de ostras (Crassostrea rhizophor ae) coletadas nas
Barracas A e B daPraia do Futuro, em Fortaleza-CE.

A eevada ocorréncia de E. coli é relatada particu-
larmente em infecgdes gastrentéricas, tanto em individu-
0s imunocomprometidos, como naqueles sadios. Outro
aspecto a se considerar, é que a presenca deste microrga-
nismo é reconhecida como indicador de outros patége-
nos, tanto de natureza bacteriana, quanto viral ou parasi-
téria, cujos prejuizos a populacdo sdo amplamente
reconhecidos (Brasil, 2001). Estefato setorna6bvio nesta
avaliagdo, onde, além deE. coli, também foram encontra-
das nas amostras de ostras, outras bactérias pertencentes
ao grupo dos coliformes: Enterobacter, Klebsiella e
Citrobacter, sendo este ultimo, particularmente, relata-
do em quadros gastrentéricos humanos.

Das 60 cepas de E. coli (30 do ponto de comerciali-
zacdo “A” e 30 do “B") testadas quanto a sensibilidade a

las oriundas do ponto “B”, os resultados obtidos quanto a
sensibilidade a estes dois farmacos foram de 90 e 86,7%,
respectivamente. A resisténcia a cefalotina foi de 13%
em*“A e“3% em “B” e quanto a nitrofurantoina, 6 cepas
de cada um dos diferentes pontos de comercializagéo
apresentaram resisténcia. Apesar do perfil detectado aci-
ma, deve-se considerar ainfluénciaambiental, aqual pode
apresentar, em outros momentos, perfis determinantes de
condic¢des de riscos a salide dos consumidores devido a
circulacdo de genes de resisténcia nos meios de onde as
ostras procedem.

Morelli et al. (2003) avaliaram a suscetibilidade
em cepas E. coli isoladas de ostras, também comerciali-
zadas naPraiado Futuro (CE), adiferentes antibacterianos
e observaram que as maiores sensibilidades apresentadas
pelas cepas foram detectadas para esses mesmos
antimicrobianos.

Segundo Cooke (1985), coliformes resistentes a
antimicrobianos constituem um importante dado para
saude publica, ndo s por sua potencialidade de pato-
genia, mas por transmitir resisténecia a outras bactérias
patogénicas.

Quanto aavaliacdo antigénica, atotalidade das ce-
pas néo apresentou aglutinacdo frente aos antissoros dos
grupos EIEC e EPEC e o sorogrupo O157. Do mesmo modo,
aponta-se ausénciadas toxinas LT e ST com base na ava-
liac8o efetuada. Contudo, tais resultados ndo devem ser
avaliados como indicativos de qualidade. Devemos lem-
brar que E. coli indica contaminagéo fecal, havendo, por-
tanto, a necessidade de se promover medidas efetivas de
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protecdo as areas de captura das ostras, a fim de se pre-
venir a contaminagdo das mesmas por coliformes de
origem fecal, bem como maior rigor nafiscalizagdo por
parte das autoridades competentes, em relagéo as prati-
cas adequadas de transporte, manipulacdo e comercializa-
¢cao desses moluscos.

Conclusbes

Os moluscos estédo contaminados com bactérias
fecais e podem ser prejudiciais ao consumidor. Além do
mais, algumas cepas de Escherichia coli, isoladas das
ostras, sdo resistentes a antimicrobianos, constituindo-
se num importante dado para salde publica e indicando a
circulacdo de genes resistentes no meio ambiente.
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