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RESUMO:

Foram analisades 30 lotes de ostras n#e depuradas procedentes

da regific ltorénea do sul do Estado de Sic Paulo e do norte do Parani, no pericde
de Janeire a Novembro de 1975. Os resultados da contagem total de hactérias maesd-
filas (contagem padrido om placa) variaram enfre um minimo de 320 até acima
de 3.000.000 de hactérias/g de ostra; a variagfio quantilativa de Fecherichic coli
foi de menos de 8 até um nilmero malor ou igusl a 24.080/g ¢ a do V. perahaemo-
lyticue, de 9,1 = 3.800.000 /g de ostra. Os dados obtidos no presente trabalho sugerem
que hs influ€neia sazonal na incidéncia numérice deos microrganismes pesguisados,
Em vista dos resultados obtidos, discute-se o padric de gualidade microbielégica
assim come os pardmetres estabelecides para tal, tanto no nosso cemo em outros
paises, para os moluscos bivalvos e também os aspectos sanitdrios relacionados com

as determinagdes microbioldgicas realizadas.

DESCRITCGRES:

osiras, contaminantes micrebianos; Escherichia coli em ostras;

Vibrie parahaemolyticus em ostras; bactérias mesdéfilas em ostras.

INTRODUCAQ

Os moluscos bivalvos, taig como as ostras
e mariscos, sao alimentos de importdncia nu-
tricional. Estes organismos de vida sedenti-
ria e fixos em substratos marinhos, captam o
alimento por sistema de filtragem de agua, o
gque permite a conceniragdo dos microrganis-
mos dispersos nia dgua do mMar em Seus corpes.
Os resultados dos exames microbiolégicos, por-
tanto, sdo indicatives da flora microbiana do
ambiente marinhe e da presenca de eontami-
nantes, inclusive patogénicos. Além de senti-
nelas das condigdes sanitédrias do ambiente ma-

rinho, os exames microbiolégicos desses mo-
luscos também estio relacionados com a Sal-
de Piblica, pols ¢ seu consumo pode provocar
toxi-infecches alimentares.

Entre os contaminantes passiveis de serem
transmitidos pelas osiras, os de malor incidén-
cia e importéncia pelo risco potencial que apre-
sentam & saide sio a Selmonelle typhi e o
virus da hepatite infecciosa, Este virus tem
se revelado um dos maiores problemas saniti-
rios desta tltima década, em virtade do con-
sumo de ostras cruas?®  Ag toxi-infecgbes pelo
Vibrio choleree e pelo V. porahaemolyticus sho

* Realizado ne Seefo de Microbislogiz Alimentar do Insiituto Adelfo Lutz, 850 Paule, 3P.
**¥ Dz Seclo de Microbislegia Alimentar do Imstitute Adelfo Lute.
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esporadicamente causadas pelo consumo desse
alimento 3 & %,

No Japdo, onde sio freqilentes as toxi-infec-
¢hes alimentares pelo V. paralhaemolyticus,
esse mgente & veiculado principalmente pelo
consumo de peixe, enguanto nos Estados Uni-
dos ¢ veiculado predominantemente pele ca-
marfe 7,

Pelag pesquisas realizadas no Japio e nos
Eatades Unidos, a incidéncia guantitativae do
V. pardhaemolyticus, assim como as decorren-
tes toxi-infecetes, sfo marcadamente zazonais:
comuns noe verido e ausenteg no inverno. No
Jap#o, as analises efetuadas com &dgua do mar
revelaram gue o nimers desse microrganismo
& de 53/100 ml no verdo e de 2/100 ml no in-
verno, As andlises efetuadas com ostras, nos
Hstados Unidos, demonstraram gue o nimero
desse agente 6 de 70.000/g no verdo ¢ de
16.00G/g no inverno 3 8. &

O critério mierobiolégice usado para a ela-
bora¢io de padroes legislstivos para a carac-
terizacio da qualidade sanitdria dog moluscos
nio consideram o V. parchaemolyticus comeo
parametro dessa qualidade e sua pesquisa s6
é recomendada nas regifes onde sdo freqijentes
as toxi-infecefes por esse agente, ou guando os
exames efetuados para os demals agentes toxi-
-infeccicsos forem negatives. Assim, nos Es.
tados Unidos, considerando-se a relativa quan-
tidade de ostras crizas gue s&o consumidas ¢ a
inexisténcia de toxi-infecgbes humansas relacio-
nadas com © seu consumo, o risco potencial
de infecgdio para o consumidor é baixo 5 Po-
réra, como ja fol assinalado, os casos humanos
tém como causa principal o consumo de cama-
rées e, portanto, um nimero de 102 V. para-
kaemoliticus/y desse crustéceo é considerado
como sinal de risco potencial, dando motivos
para malores investigagdes 7.

Os indices microbianes utilizados internaecio-
nalmente para o estabelecimento das condicdes
higiénico-sanitarias dos moluscos bivalvos tém
como parimetros miercbiclégicos a contagem
total de bactérias meséiilas (contagem padrie
em placas}, os coliformes totais, oz coliformes
fecals e/ou a Eschericiy eoli e as bactérias pa-
togénicas, em esgpecial wg salmonelas. Ainda,
em alguns paises, o padrio microbiclégico in-
cide, também, na regifo marinha de onde sfo
extraidos ou eaptados os moluscos, através do
contrele de andlises periédieas da dgua do mar;
aiém disso hé a obrigatoriedade de processos
de depuragio das ostras, visando a sua deseon-
taminaclo L 57,

A Alemanha, Coréia, Japfo, Canadé e alguns
estados dos Estades Unidos toleram uma con-
tagem padrdo em placas de até 500.000 bacté-
rias megdfilas/ g de ostra, enquanto a Dinamar-
¢a permite que essa contagem seja no miximo
de 100.006/g do molusco. O Brasil ainda ndo
estabelecen limite para esse parfimetro® 57,

€2

A Reptblica Federal da Alemanha estabele-
celt que o nimers de coliformes totais ndo pode
ser superior a 280/100 g do molusco,

A Dinamarca determinon padrfes para a
pesquisa de E. coli, que deve ser negaiiva em
10 ostras anslizsadsas; a Frangs tolera que o
numero de E. eoli seja menor ou igual a 1 E.
colifg de ostra a ger consumida crua e, no
maximo, 2 E. coli/g das que serfc consumidas
apés cocgdo, Na Itélia, os moluscos expostos
& venda no coméreio nio podem apresentar um
nimero superior & 600 F. coli/100g. O Brasil
tolera gue os moluscos apresentem até 102 co-
liformes fecais/g do molusco > 5. 7. Nole-se que
o padrio para a F. coli, na legislagio brasilei-
ra, expressa a tolerdneia por g de ostra, en-
guanto os padrdes italianos, e og de oulros.pal-
ses, expressam por 100 g - O padrie italiane
significa 6 E. coli/g de ostra; em paralelo, o
padrio brasileiro tolera 10.000 E. eofi/100g do
moluseo,

Dentre os pailses que estabeleceram obriga-
toriedade de pesquisa de bactérias patoginicas,
estdo a Alemanha e a Dinamarca. No Brasil,
o padrio inchii oz seguintes parfmetros: au-
séncin de salmonelas em 25 g de osira e tole-
rancia de 103 Stophylecoccus aureus/g do mo-
luges 2 8.7,

A Ttalia, Inglaterra e alguns estados dos
Estados Unidos estabeleceram padriio para a
agua do mar da regifio de onde se extrasm os
moluseos. A [tdlia permite a exploragfio se,
1o espago de um ano, 909% das amostras de
Agua do mar apresentarem um nimero de E.
coli mAximo de 160/100 ml da amostra e, em
10% das amostras, um nimere miximo de
BO0/100 m! desse microrganismo. A Inglater-
ra, para o mesmo espagoe de tempo, estabeleceu
que 909 das amostras aprésente um nidmero
de E. coli nfio superior & 200/100 ml, ¢ os res-
tantes 10%, de 200-500/100 ml 5.

A determinagio do ntmero de E. coli da
dgua do mar de onde se extraem os mojuscos
tem importdncin na indicacfo da presenga de
enterobactérias e de outros microrganismos en-
téricos patogénicos. No trabalho de ANDREWS
et allii®, oz resultados que foram obtidoz de-
meonstraram nimero de . coli que indica pre-
senga de salmonelas; um nimere major ou
igual a 70 E. ¢oli/100 ml de agus do mar estd
intrinsecamente relacionado eom o isolamento
de salmonelas, ¢ que ndo acontece guando o
nimero de K. colt é menor on igual a 14/100
mi. Entretanto, esses resultados estéo locali-
zados no tempo e no espaco, o fue hem sem-
pre permite sus extrapolacio para outras
areas e épocas,

Considerando gue as ostras concentram os
microrganismos dispersos na Agua do mar, e
que a toler@incia para a aprovagdo da drea do
mar para a extracio dos moluscos parece estar
em nitida disparidade com os padrdes micro-
biocidgicos para os moluscos & venda nos mer-
cados, € importante salientarmos que é cor-
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rente e obrigatério. na guase totalidade dos
paige: citados, que as ostras sejam depuradas
apbs a sua captura, seja ou per permanéncia
em aguas livres de contammagao ou pela de-
sinfeegdo por yroce%os quimicos, em especial
a 0zenizagdo.

Complementando trabalho anterior £, ¢ consi-
derando o padrio microbiolégico nacmnal o8-
tabelecido em dezembre de 1977, republicado
em junho de 1878 2, neste trabalho apresenta-
remos as determinacles quantitativag do V.
parchaemelyticus, da . coli e da contagem
em placas de ostras analisadas num periodoe
aproximado de um ano.

MATERIAL B METGDOS

Foram analisados 30 lotes de ostras proce-
dentes da regiac de Cananéia (litoral sul do
Estado de S&c Paulo) efou do norte do Hs-
tade do Parand. Cada lote era composio de
8 a 10 unidades do molusco. gue chegavarm ao
laboratdric em sscos plasticos, refrigerados e
acondicionados em caixa de isopor. As ostras
estavam vivas, com as conchas firmemente
unidas, sende desprezadas as que se encontra-
vam com as conchas abertas,

Apds a lavagem externa das conchas, com
escova € agua corrente, as mesmas foram
abertas com o auxilic de bisturis e pingas de
aco Inoxiddvel estéreis, em capela de fluxo la-
minar. Os organismos e a agua interna con-
tida nas conchas foram coletados com assepsia.
26 ¢ do material assim constituido (dgua e
animal) foram homogencizades em 225 ml de
solucBo salinz peptonada (a 0,1%}, estéril.
Do homogeneizado, que se apresentava come a
diluicdo 10-%, obtiveram-se as diluoicdes seria-
das .até 10-7, retirando-se 10 ml da diluiclo
precedente, misturandn-se com 90 ml de solu-
cio salina peptonada.

Contagem pudrdo em plocas: 1.0 ml de cada
diluiggo foi colocado en placas de Pefri esté-
reis, acrescentando-ge entfc 18-20ml de Agar
padrdo para contagem (Standard Plate Count
Agar), fundido e resfriado & temperatura
aproximada de 45°C. Apés a adequada mis-
tura e solidificacio do dgar as placas foram
incubadas a 35°C/4Rh. As coléniaz gue se de-
senvolveram frram contadas em contader de
colfnias tipo Quebec.

Namere wmais Provdvel de K. coli:
1,0 m! de cada diluicdo (até a diluiggo 10-3)
foi semeado em & tubos de caldo lactosader
-bile-verde brilhante, concentragio simples,
que foram Incubados a 35°C/48 h. O material
dos tubos positivos — com formagdo de gés
no tubinko de Durham invertido no meic -
foi semeado em placas de Holt-Harris e Tea~
gue, pelo método de estrias e, ao mesmo tem-
po, transferido para outros tubos de caldo lac-
tosade-bile-verde brilhante, incubados a 44,5%C/
48 h. O material desses dltimos tubos, desde
gue positivos, foi semeado também em placas

de Holt-Harris e Teague. As placas, tanto do
material incubado a 35°C como a 44,5°C, fo-
ram incubadas a 35%C/24h, De 3 a B calomaq
tipicas de . coli que se desenvolveram foram
iscladas em meic IALS® presuntive para a
identificacio de enterobactérias,

Nimero maeis provivel de V. parahaemoly-
ticus: 1,0 mi de cada dilui¢ho foi semeado em 3
tubos de calde GSTB (Glucose Salt Teepol
Broth), incubados a 35°C/18-24h. O material
dos tubos positives — com turvagio e viragem
do indieador — foi semeade em placas de
TCBS (Thiosulfate Bile-salts Sucrose Agar),
pele método de estrias. Apds incubagio a
350C/25 h, 8-5 colbniag tipicas, verde-azuladas,
foram iscladas em meio de Rugal com 3% de
Nall ¢ identificadas conforme metodologia ia
descrita %,

A expressfio numérica dos rvesultados fol
obtida multiplicande-se o ntmero de coldnias
da contagem em placas pelo fator de diluigfe
correspondente. Foram selecicnadas para as
contagens as placas gue apresentavam entre
33-300 coldénias. Para a expressfo numérica
do numero mails provavel, utilizou-se tsbela
eorrespondente, multiplicando-se o ndmero
mais provivel da tabela pela peniliima difui-
¢do positiva.

RESULTADOS

Os  resultados obtidos nas determinacoes
quantitativas realizadas estlo expresscs na
tabels 1. A média mensal dos resultados esta
expressa na tabela 2.

Pelos resultados da tabela 1, a qualidade
mierobioldgica das ostras nfo depuradas ndo é
homogénea. H& uma variacdo sazonal na inci-
déneia dos microrganismos, conforme os dados
das tabela 2. Os meses mais frios do ane —
maio, junho e julhe — apresentam uma inci-
déncia guantitativa de bactérias menor que a
dog meses mals quentes, apesar de uma das
amostrag (n© 10 da tabela 1) ter apresenta-
do resultados discordantes das demais, deber-
minando que 2 média mensgal de junhe das de-
terminacbes de contagem padrio em placas e
de E, eoli ndo se relaciona coerentemente com
a do V. paraheemolyticus (tabela 1 e 2},

Dos resultados das amostraz analisadas
nesse periods de 11 meses, concluimos que hé
uma variagdo sazonal na incidéncia gquantitati-
va dos pardmetros microbioldgicos estudados
e, pela presenga de E. eoli, que hi eontamina-
cfio fecal fregiliente nas amostras por nds ana-
lizsadas.

Dag amostras analisadas, 28 {93,339) aten-
dem ao padrio nacional fixado para os molus-
cos bivalvos e 2 (6,66%%) ultrapassam este
limite. Pela legislagio de outros paises e de
acordo eom nossos resultades, as ostras ansli-
sadas podem ser consideradas de mé& qualida~
de microbiclégica.

63



GELLI, D. 8.; TACHIBANA, T. & SAKUMA, H, — Ocervéneia de Vibrie parcheemolyticus, Escherichio

celi e de bactérias mesofilas em ostras.

Rev, Inst, Adolfe Lutz, 39(1):61-66, 197%.

TABELA 1
Resultudos das  determingedes contagem de bactérins  wmesdfiles, E. coli e de
V. parshaemolyticus
e Contagem padras/g NMP v paﬁﬁiemo- Més
amostra ’ = E. celi/100 g ’ lyticus /g
1 16,000 150 1,117 Janeiro
2 17.408 430 1L,ix10* Fevereire
3 193.000 750 7.5x10? Fevereiro
4 1.080.000 224,000 1,1x10° Fevereiro
5 > 3.000.000 250 3,9x10° Fevereiro
g 1,374,400 2,400 2x10* Marco
7 > 3.000.000 1.500 7,517 Margo
8 84,000 930 3,6x108 Marco
9 54.060 2.400 7,5x10° Marco
10 8.900 €32 8.9x14° Marge
i1 BE_DOG 430 1,2x1¢% Abril
12 540 30 3,6x10 Abril
13 6,006 2,400 2.4x10° Abril
14 17.500 3 3,9%1° WMaio
15 1.870 230 $,3x140 Malo
16 14,080 =3 41 Maio
17 55.060 <3 3,3x10° Junho
18 BE0 430 4.6x10° Junho
19 124. 000 = 24 0060 24x10 Junho
20 650 70 2.4x10 Jutho
21 7900 3 9,3 Julho
22 7.200 210 4,6x107 Juihe
23 32,000 420 T,hx104 Agosto
24 R20 230 1,hxi0 Setembro
28 404000 4. 606 2,4x10° Setembro
26 42,004 | 630 4.6x19° SBetembro
27 > 5.000.000 4600 2,4x14° Outubro
28 74,600 200 2,0x16 Outubro
29 15.400 750 1,1x10° Novembro
30 127.000 430 4,6x16* Novembro
* NMP - nlimero mals provivel

G4
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TABELA 2

Resultados das determinecies de confagens de

bactdrigs mesdfilos, de Escherichia eoli e de Vibrio

parahaemelyticus. Média mensal.

Média
Janeiro 1 150 16.000 1,1x16%
Fevereira 4 6.352,56 1.G67.60¢ 3,4x18°
Margo 5 1.446,6 802.380 4,9x10*
Abril 3 958,3 21.513 2.9x10°
Maio 3 78,6 11.323 T,8%10%
Junho 3 8.144,3 59.860 4,1x18°
Julhe 3 94,3 5.250 5,4x10
Agasto 1 430 32600 1,5%16¢
Setembro 3 1.929 147.5486 3,2x10°
Qutubro 2 2,445 1.587.0600 2,2x10%
Novembro 2 figeld] T1.240 3,4x10°
DISCUSSAQ Pelo fato de oz processes de desinfecelio nio

Apesar de o V. parchaemolyticus nio ser
considerade pardmetro de significado para a
presungfo da gualidade microbiolégica das
ostras, sia presenca no levantamento executa-
do reafirma que este agente se encontra mo
ambiente marinhe. A variscio sazonal guanti-
tativa deve ser considerada, pois significa gue
existe risco potencial & Satude Publica pelo con-
sumo de produtos de origem marinha nas es-
tacdes guentes do ano. A presenga do V. pa-
rahaemolyticus independe da presenca de
contaminantes feeals, por ser ubiquitdrio de
ambiente marinho.

serem incentivados em nosse pals, nem serem
cogitadas normas necessarias para o0s proce-
dimentos de depuragfo dos moluscoes bivalvos,
recomendamos iniciativas legsis para proeces-
508 de depuragko de ostras, no sentide de mi-
nimizar possiveis riscos & saude por agentes
patogénicos microbiancs. Ainda, que sejam
realizados levantamentos correlatos ao presen-
te trabalho para a obtengio de dades que con-
tribuam para complementar e determinar os
pardmetros microbloldgicos dos padries legis-
jativos dessa classe de alimentos,

RIATAG /476

GELLI, D. S.; TtACHIBANA, T. & SAKUMA, H. — Qceeaurrence of Vibrio parahace-
molyticus, Escherichie coll and mesophillic bacteria in oysters, Rev. Inst. Adolfe

Lutz, 39(1):61-66, 1970,

SUMMARY: A bactericlegical examination was made of 30 pools of commergial
oysters originating from the shorves of Southern S&c Paulo and Nerthern Parani.
Mesophillic bacterias (standard counting on plates) varied from 520 to 3,000,000
hacterias per g of cyster. Evrichevichia coli varied from 3 to 24,000/g and, Vibrio

parahaemolyticus, from 8.1 to 3,000,000/g of oyster.

Apparently, there was a

seasonal influenee on the frequencies obtsined. The results are diseussed in the
Heght of Brazilian and international standards of mierobiologic quality of bivalve
moilusk foods as well as the public health implications of the microblelogiesl findings.

DESCRIPTORS: oysters,

microbiolegical contaminants;

Escheriehia coli in

oysiers; Vibris parahaemolyficus in oysters; mesophiliic bacieria in oysters.
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