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APRESENTACAO

A colecado “Ciéncias Saude: Teoria e Intervencdo” € uma obra que tem
como foco principal a discussao cientifica por intermédio de trabalhos diversos,
alicercados teoricamente, para a constru¢cao do conhecimento, de forma a contribuir
para intervencgdes transformadoras neste campo.

A intencao do livro € apresentar a pluralidade de teorias e de intervengdes de
forma didatica e util aos varios profissionais, pesquisadores, docentes e académicos
da area da saude. Trata-se de um compilado de cento e dois artigos de variadas
metodologias e encontra-se estruturado em cinco volumes.

Neste primeiro volume estdo apresentados 19 capitulos referentes
as publicagbes que englobam temas relacionados as doencgas infecciosas,
infectocontagiosas e parasitarias, além daqueles relacionados a saude ocupacional.

Deste modo, esta obra apresenta resultados teéricos bem fundamentados e
intervencdes realizadas pelos diversos autores. Espera-se que este e-book possa
contribuir para uma atuacao mais qualificada nas ciéncias da saude.

Uma 6tima leitura a todos!

Marileila Marques Toledo
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CAPITULO 8

AVALIACAO MICROBIOLOGIQA DE OSTRAS
(Crassostrea gigas) in natura DA REGIAO LITORANEA

Data de aceite: 02/04/2020
Data de submissdo: 03/01/2020

Olivia Andreia Costa Asevedo
Faculdade Mauricio de Nassau, Departamento de
Biomedicina

Sao Luis - MA
http://lattes.cnpq.br/8624921831376167

Gustavo Oliveira Everton
Universidade Federal do Maranhéo,
Departamento de Tecnologia Quimica

Sao Luis — MA
http://lattes.cnpq.br/2869354189480139

Rafael Gustavo de Oliveira Carvalho Junior
Universidade Federal do Maranh&o,
Departamento de Tecnologia Quimica

Sao Luis - MA
http://lattes.cnpqg.br/5821934810083857

Amanda Mara Teles
Universidade Federal do Maranh&o,
Departamento de Tecnologia Quimica

Séo Luis — MA
http://lattes.cnpq.br/3933255152524601

Adenilde Nascimento Mouchrek
Universidade Federal do Maranhéao,
Departamento de Tecnologia Quimica

Sao Luis — MA
http://lattes.cnpq.br/0141868231910835

Victor Elias Mouchrek Filho
Universidade Federal do Maranhéao,

Ciéncias da Saude: Teoria e Intervencéo

DE SAO LUIS- MA

Departamento de Tecnologia Quimica
Sao Luis — MA
http://lattes.cnpq.br/2381183158978639

Laiane Araujo da Silva Souto

Faculdade Mauricio de Nassau, Departamento de
Nutricdo

Sao Luis — MA
http://lattes.cnpq.br/4376974507144124

Mariana Oliveira Arruda
Faculdade Mauricio de Nassau, Departamento de
Biomedicina

Sao Luis — MA
http://lattes.cnpq.br/1250288875988719

Keyson Karlany Silva Ferreira
Faculdade Mauricio de Nassau, Departamento de
Educacéo Fisica

Sao Luis - MA
http://lattes.cnpq.br/5069547682141990

Paulo Victor Serra Rosa
Faculdade Mauricio de Nassau, Departamento de
Biomedicina

Sé&o Luis — MA
http://lattes.cnpq.br/4886598321057365

RESUMO: O consumo de ostra torna-se
responsavel por incontaveis surtos epidémicos,
principalmente quando esses moluscos sao
ingeridos crus ou malcozidos, refletindo se a
qualidade sanitaria do ambiente aquatico onde
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séo capturados esta comprometida. Diante disto, 0 estudo teve por objetivo determinar
a presenca de coliformes termotolerantes, Staphylocooccus coagulase positiva e
negativa e Salmonella sp. em ostras comercializadas in natura na regiao litordnea de
cinco praias de Sao Luis-MA. As analises microbioldgicas foram realizadas com base na
metodologia descrita no Compendium of Methods for the Microbiological Examination
of foods — APHA. Foram coletadas quinze amostras e levadas imediatamente ao
Laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal do Maranh&o. A determinacéo
de coliformes a 45°C (NMP/g) foi feita através da técnica de tubos multiplos com
posteriores provas bioquimicas convencionais. Para contagem de Staphyloccus sp.
utilizou-se a técnica de inoculagdo por superficie e para Salmonella sp. empregou-
se isolamento em Agar Hektoen. As col6nias tipicas foram confirmadas através de
provas bioguimicas e sorologicas. Observou-se a presenca de coliformes a 45° em
limites superiores a legislacéo. Todas as amostras foram ausentes a Staphylococcus
coagulase positiva e Salmonella, porém foi observada a presenca de Staphylococcus
coagulase negativa em todas as amostras analisadas. Diante disto, faz-se necessério
uma fiscaliza¢ao da qualidade higiénica das ostras.

PALAVRAS-CHAVE: ostra, microbiologia, legislacéo.

MICROBIOLOGICAL EVALUATION OF OYSTERS (Crassostrea gigas) in natura
FROM THE LITORANEA REGION OF SAO LUIS-MA

ABSTRACT: Oyster consumption becomes responsible for countless epidemic
outbreaks, especially when these molluscs are ingested raw or malcooked, reflecting
whether the sanitary quality of the aquatic environment where they are captured is
compromised. Inview of this, the study aimed to determine the presence of thermotolerant
coliforms, Staphylocooccus coagulase positive and negative and Salmonellasp. infresh-
marketed oysters in the coastal region of five beaches in S&o Luis-MA. Microbiological
analyses were performed based on the methodology described in the Compendium
of Methods for the Microbiological Examination of foods — APHA. Fifteen samples
were collected and taken immediately to the Microbiology Laboratory of the Federal
University of Maranhdo. The determination of coliforms at 45°C (NMP/g) was made
through the technique of multiple tubes with subsequent conventional biochemical
tests. For Staphyloccus sp count, the surface inoculation technique was used and for
Salmonella sp isolation was used in Agar Hektoen. The typical colonies were confirmed
through biochemical and serological tests. Coliform at 45° was observed at limits higher
than legislation. All samples were absent from positive coagulase Staphylococcus and
Salmonella, but the presence of Staphylococcus coagulase negative was observed in
all analyzed samples. In view of this, it is necessary to inspect the hygienic quality of
oysters.

KEYWORDS: oyster, microbiology, legislation.
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11 INTRODUCAO

Os moluscos bivalves séo organismos marinhos filtradores que se alimentam
de algas microscdpicas e material em suspensdao que existem na agua onde
sédo cultivados por meio da filtragem. Por serem filtradores, podem concentrar
contaminantes que permanecerem presentes na agua onde habitam (BRASIL,
2012; EPAGRI, 2013). A contaminacao por biotoxinas de organismos marinhos que
possuem esse tipo de alimentacdo podem dar origem a intoxicagdes agudas no
homem, embora aparentemente o animal contaminado n&o apresente alteragao
(BRASIL, 2016).

Estas toxinas s&o produzidas por espécies de microalgas, cujas concentracdes
no meio marinho aumentam quando as condicdes do meio favorecem o seu
crescimento (BRASIL, 2016). Sendo que, ainda, nossos mares sao alvo de
descargas de poluicdo que podem carregar substancias toxicas e uma série de
microrganismos causadores de doencas (BRASIL, 2012; EPAGRI, 2013).

Olangcamento de descargas de poluicao em aguas costeiras causa modificacdes
fisicas, quimicas e bioldégicas no corpo receptor, promovendo a diminuicdo do
oxigénio dissolvido, diminuicdo do pH e aumento da turbidez, afetando diretamente a
qualidade da agua. Além disto, os esgotos podem carregar contaminantes quimicos
e organismos patogénicos como virus, protozoarios e bactérias (BARBIERI et al.,
2012).

O consumo de moluscos bivalves é uma pratica crescente em todas as regides
litorAneas do Brasil, devido as riquezas dos recursos naturais do ecossistema
aquatico, este fato gera preocupagao ao seu consumo, e dentre estes estdo as ostras
(Crassostrea sp), que sao geralmente consumidas in natura sem prévio cozimento,
tornando-o o alimento um risco potencial para a saude humana (PEREIRA, VIANA
e RODRIGUES, 2007).

Assim, o consumo de ostras na forma in natura exige muito cuidado e praticas
higiénicas e sanitarias corretas pelos marisqueiros e demais manipuladores desse
alimento durante o processo de beneficiamento a comercializagdo, para que néao
haja contaminagdo por microrganismos patogénicos e deteriorantes (RIBEIRO et
al., 2012)

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) é responsavel
pela fiscalizagdo do processamento de moluscos bivalves destinados ao consumo
humano. muitas rotas de comércio de moluscos atualmente praticadas no Brasil
nao sao permitidas pela legislacao e serao alvo de fiscalizagcdo e puni¢cbes, mesmo
moluscos provenientes de regides livres de poluicdo e de microalgas tdxicas
podem ser contaminados se forem submergidos em agua suja, depositados em
locais infectados ou com acesso a animais (aves, caes, gatos etc.) (BRASIL, 2012;
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EPAGRI, 2013).

Pois, quando esses organismos sao cultivados ou extraidos de aguas com
elevado indice de contaminacdo, podem acumular em seus tecidos diversas
bactérias, como os géneros Salmonella, Escherichia e Shigella e, por isso tornam-
se um risco a Saude Publica, devido a veiculagédo de microrganismos patogénicos
ao homem (PEREIRA et al., 2006).

A Escherichia coli, enfaticamente a mais importante do seu género, € uma
bactéria estritamente de origem fecal, isolada a partir de fezes humanas e de animais
e a sua presenca indica contaminacéao recente. Tornando-a um 6timo indicador de
contaminacéao fecal conhecido até o presente momento (SILVA et al., 2010). Além
disso, a importancia da verificacdo de Salmonella se deve ao fato dos surtos de
salmonelose estarem aumentado ao redor do mundo, envolvendo principalmente
alimentos de origem marinha (NUNES, 2007).

Portanto, o consumo de ostra torna-se responsavel por incontaveis surtos
epidémicos, principalmente quando esses moluscos sdoingeridos crus ou malcozidos,
refletindo se a qualidade sanitaria do ambiente aquatico onde sao capturados
estd comprometida. Desta forma, este estudo avaliou microbiologicamente
ostras da regiao litordnea de Sao Luis—MA quanto a presenca de coliformes a

45°C, Staphylocooccus aureus, Salmonella e identificacdo de Escherichia coli.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta

Foram coletadas amostras de ostras comercializadas in natura em cinco
praias (n=15) na regido litordnea de Sao Luis, MA. As amostras coletadas foram
devidamente armazenas em caixas isotérmicas e encaminhadas imediatamente
ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Agua da Universidade Federal
do Maranhdo, onde foram realizadas as analises posteriores. As analises
microbiologicas foram realizadas de acordo com o Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of foods — APHA (2001).

2.2 Pesquisa e quantificacao de coliformes a 45 °C (NMP/g)

A determinacéo de coliformes a 45°C foi feita através da técnica dos tubos
multiplos. Onde se diluiu 25g da amostra em 225 mL de solugcédo salina estéril a
0,85% de NaCl, de modo a obter-se a diluicdo 10" posteriormente foram realizadas
diluicdes sucessivas, 102 e 102, Aliquotas de 1 mL de cada dilui¢cdo foram inoculadas
em série de trés tubos contendo o caldo Lauril Sulfato Triptose e tubos Durham
invertidos, sendo incubados a 35°C por 24 horas.
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A partir dos tubos onde foi evidenciado o consumo do meio e aprisionamento de
gas no tubo de Durham, procedeu-se com teste confirmativo. Inoculou-se aliquotas
com auxilio de alca de platina para o caldo EC, sendo posteriormente incubados
em banho-maria a 45°C por 24 horas. Os ensaios foram realizados em triplicata.
Os valores para NMP/g foram determinados com auxilio da tabela de Hoskis e
comparados com a RDC n°® 12 da ANVISA (BRASIL, 2001).

2.3 Isolamento e identificacao de Escherichia coli

As andlises realizadas para a identificacdo de espécies da familia
Enterobacteriaceae foram feitas a partir dos tubos positivos provenientes do caldo
EC, com seu inéculo semeou-se utilizando-se a técnica de esgotamento em placa
com Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) e Agar MacConckey (MC) incubou-se a
35°C por 24 horas. Submeteram-se posteriormente as colénias caracteristicas de
bactérias fermentadoras de lactose as provas bioquimicas, sendo esta rosa em Agar
MC e verde metalico em Agar EMB. Sendo previamente isoladas em superficie de
Agar TSA e incubadas a 35°C/24h.

2.4 Pesquisa e quantificacao de Staphylococcus (UFC/g)

Para o isolamento e identificacdo de Staphylococcus coagulase positiva e
negativa, inicialmente, 25 g de cada amostra foram homogeneizadas em 225mL de
solucao salina 0,85% de NaCl estéril (diluicao 10-1). Ap6s homogeneizacao, foram
preparadas a partir da diluicdo 107, diluicbes sucessivas até a 103, empregando-se
tubos de ensaio contendo 9 mL do mesmo diluente. O plagueamento seletivo foi
realizado utilizando-se a técnica de inoculagdo em superficie em Agar Baird-Parker
empregando 100uL de cada diluicdo com incubacéo a 35°C/24h.

As colbnias suspeitas de Staphylococcus, ou seja, as colénias negras
rodeadas por uma zona opaca e outra clara foram isoladas e submetidas a triagem
de identificagdo bioquimica convencionais e preliminar através dos testes de
coagulase, catalase e coloracao de Gram.

2.5 Pesquisa de Salmonella spp.

Para Salmonellaspp. inicialmente, 25g de cada amostra foram homogeneizadas
em 225 mL de Agua Peptonada Tamponada com posterior incubacdo a 37°C/24
horas, realizou-se enriquecimento em Caldo Tetrationato a 37 e 42°C/24 horas
e isolamento em Agar Hektoen por 24 horas/ 37°C. As coldnias tipicas foram
confirmadas através de provas bioquimicas e sorolbgicas.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Coliformes a 45 °C (NMP/qg)

Das quinze amostras analisadas todas apresentaram contaminagédo por
coliformes a 45°C, refletindo contaminacéo fecal, sendo 87% acima dos padrdes
da legislagdo vigente e 80% confirmaram a presenca de E-coli através dos testes
bioquimicos, conforme a Tabela 1.

Praia NMP/g Legislacao Presenca de E. coli
2400 Impréprio Presenca
1 2400 Improéprio Presenca
1100 Improéprio Presenca
1100 Improprio Presenca
2 1100 Impréprio Presenca
93 Improéprio Auséncia
93 Impréprio Presenca
3 1100 Impréprio Presenca
MLD Prépria Auséncia
1100 Improéprio Presenca
4 93 Impréprio Presenca
MLD Proépria Auséncia
1100 Impréprio Presenca
5 2400 Impréprio Presenca
2400 Impréprio Presenca

Média 1098 - -

Tabela 1 — Avaliagdo microbiolégica quanto ao parametro de NMP/g para coliformes a 45 °C
nas amostras de ostras analisadas, MLD= menor que o limite de detec¢éo

Resultados semelhantes foram relatados por Santos et al. (2016) que ao
analisarem as condi¢cbes microbiologicas de coliformes termotolerantes em ostras
em duas areas de cultivo na Bahia, constataram que apenas 66,6% das ostras
do cultivo Taperoa e 83% do cultivo Graciosa estavam dentro dos padrbes para
comercializagdo ap0s tratamento adicional conforme normativa interministerial para
moluscos bivalves. A identificacdo de Escherichia coli pelos autores foi evidenciada
em 100% das amostras no cultivo Taperoa e em 33,3% das ostras de Graciosa.

No estudo realizado por Ballesteros et al. (2018) que avaliaram a qualidade

microbiolégica de ostras (Crassostrea sp) coletadas em cultivos e em bancos

Ciéncias da Saude: Teoria e Intervencéo Capitulo 8




naturais de Cananéia (SP), os autores observaram que a maior média da densidade
de coliformes termotolerantes para as ostras in natura estiveram em 981 NMP/g.

A presenca de bactérias entéricas é um risco para a saude da comunidade,
em virtude da preferéncia pela ingestdo de ostras in natura. Outro agravante com
a elevada incidéncia de E. coli é que esta é usada como indicador da presenca de
outros patdégenos, como Salmonella e Shigella (MOURA et al., 2012). Nesse caso, 0
risco de toxinfeccdo aumenta por ndo se saber quais patégenos entéricos e em que
niveis quantitativos, estes estariam presentes (FARIAS et al., 2010).

Das quinze amostras analisadas, nenhuma apresentou contaminacao por
Staphylococcus coagulase positiva. No estudo realizado por Carvalho et al. (2014)
que avaliaram a qualidade microbiologica das ostras do litoral da Bahia, realizando
nove coletas de Crassostrea sp. provenientes dos municipios de Camamu,
Marau, Vera Cruz, Santo Amaro e Taperoa, os autores observaram a presenca
de Staphylococcus. E neste estudo foi observada a presenca de Staphylococcus
coagulase negativa em todas as amostras, os resultados obtidos sdo apresentados

na Tabela 2.
Amostra Praia 1 Praia 2 Praia 3 Praia 4 Praia 5
UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g
1 6,5* 10° 3,5 %107 2,3*107 1,4 *10° 3,0*10°
2 7,5*108 7,5*107 2,8 *10° 2,0*10° 2,5*10°
3 5,56* 108 1,8 * 106 1,1*108 1,5*10° 2,8 108

Tabela 2 — Avaliagdo microbiolégica quanto ao parametro de UFC/g de Staphylococcus
coagulase negativa nas amostras de ostras analisadas

Observou-se na Tabela 2 niveis elevados nas contagens do microrganismo
nas amostras analisadas. Essas bactérias tornam-se patdégenos importantes ao
ganhar acesso a corrente sanguinea (GEORGIEVA, 2012) e estdo associadas a
casos de infecgbes (sepse, endocardites, pneumonia, infeccao urinaria, espinhas
e furtnculos), bem como a intoxicagcdes alimentares, causadas pelas enterotoxinas
estafilocécicas (GOMES, 2013).

Além do potencial patogénico, as cepas de Staphylococcus coagulase
negativa podem conter genes que codificam resisténcia a antimicrobianos. Esses
genes podem ser transferidos a outras espécies patogénicas, contribuindo para
disseminacéo da resisténcia microbiana (SALABERRY et al., 2016).

Para a pesquisa de Salmonella sp. nenhuma amostra apresentou positivada
e resultados semelhantes foram observados por Santos et al. (2016) que ao
analisarem as condicOes sanitarias das ostras em uma area de cultivo em Graciosa
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(BA) confirmaram a auséncia da Salmonella.

Os resultados apontados anteriormente refletem a necessidade e importancia
da analise microbioldégica em ostras que tem se mostrado mais segura que a analise
da agua quanto a qualidade higiénico sanitaria do alimento, uma vez que a agua
representa a condicdo ambiental no momento da coleta e nas ostras, tem-se a
interacdo da agua e o molusco por um periodo de tempo maior (SANDE et al.,
2010).

41 CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos, aponta-se o consumo das ostras da regiao
litoranea de S&o Luis como impréprio, enfatizando a contaminacdao advinda do
ambiente aquatico que esta foi capturada por ser um bioindicador de contaminacéo.
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