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Resumo Grafico

Complexo Estuarino-Lagunar Consumo de ostras
Cananéia in natura

Presenga de:

-Coliformes termotolerantes
-Bactérias psicrotroficas
-Staphylococcus aureus
-Fungos e leveduras

Saccostrea cucullata Risco de infecgédo
gastrointestinal
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Resumo

No complexo estuarino lagunar de Cananéia, estado de Sao Paulo, regido sudeste, ha o consumo in natura da ostra
invasora Saccostrea cucullata, principalmente no verdo, alta temporada. Trata-se de um molusco filtrador que apresenta
riscos de graves patologias do sistema gastrointestinal devido ao risco de armazenamento de agentes microbiolégicos
que afetam o ser humano. A falta de monitoramento, boas praticas de fabricacdo, qualidade da dgua e medidas de
controle para garantir a seguranca e qualidade do consumo de ostras é necessdria para a prevencdo de patégenos na
satde publica. Este estudo realizou andlises microbiolégicas de amostras de ostras, com foco em bactérias mesdfilas,
bactérias psicrotréficas e fungos/leveduras. Além disso, investigou-se as concentracdes sazonais de coliformes totais
e termotolerantes em amostras de ostras coletadas ao longo de um ano. As contagens de bactérias mesdfilas nas
ostras variaram de 1,45%0,22 a 3,32+0,28 log UFC g', com valores médios de 2,24+0,86 log UFC g'. Para bactérias
psicrotroficas nas amostras de ostras variou entre 1,34%0,29 e 3,12+0,45 log UFC g-'. Os dados revelaram que as
contagens de fungos e leveduras variaram de 2,65+0,23 a 3,57+0,22 log UFC g™'. A contagem maxima de S. aureus foi
de 1,24 log UFC g™, e 83,5% das amostras apresentaram resultado negativo para este microrganismo. N3o foi detectada
presenca de Salmonella spp. nas amostras analisadas. Esses resultados fornecem insights importantes sobre a variacdo
sazonal e as contagens microbiolégicas em amostras de ostras, destacando a relevancia da monitorizacao e controle

microbiolégico em produtos alimenticios marinhos.

Palavras-chave: Cananéia. Ostra. Seguranca alimentar. Microbiologia. Enterobactérias.

INTRODUCAO

A deteccdo de coliformes em ostras é um tema
de suma relevancia no contexto da seguranca ali-
mentar e da saide publica*3. As ostras, moluscos
bivalves amplamente apreciados em diversas par-
tes do mundo por seu sabor distintivo e beneficios
nutricionais, apresentam o desafio adicional de
acumular poluentes e microrganismos presentes
na agua em que habitam, incluindo coliformes ter-
motolerantes*>®,

Os coliformes termotolerantes compoem um
grupo bacteriano encontrado nas fezes de animais
de endotérmicos, incluindo seres humanos”®°. Sua
presenca em ostras pode indicar a contaminacao
da agua de cultivo, frequentemente associada a
dejetos humano ou de animais de criacao'''. A
contaminacdo por enterobactérias é preocupan-
te, pois essas bactérias podem abrigar patégenos
causadores de doencas, como Escherichia coli e
Salmonella spp.”.

O consumo de ostras contaminadas por coli-
formes termotolerantes pode resultar em doencas
transmitidas por alimentos, incluindo infeccoes gas-
trointestinais graves’, com sintomas como diarreia,
nauseas, vomitos, febre e dores abdominais. Indi-
viduos com sistema imunolégico comprometido,
criancas, idosos e gestantes sao particularmente
vulneraveis a essas doencas'?, exigindo tratamento
médico e hospitalizacdo em casos mais severos'.

Portanto, é imperativo conduzir estudos e mo-
nitoramento da contaminacao por microrganismos

patogénicos em ostras para identificar areas e fon-
tes de contaminacao, implementar medidas pre-
ventivas e de controle, e assegurar a seguranca dos
consumidores e prevenir doencas transmitidas por
alimentos e proteger a saide dos consumidores. A
pesquisa continua nesse campo contribui para o
desenvolvimento de diretrizes e regulamentacoes
mais eficazes no cultivo, processamento e consu-
mo de ostras, visando proteger a satde publica
e preservar a reputacao da industria de frutos do
mar'®, além de promove a sustentabilidade e res-
ponsabilidade ambiental na industria de frutos do
mar.

Com a confirmacgao da presenca da ostra inva-
sora Saccostrea cucullata no litoral de Santa Cata-
rina, Parana, Sao Paulo e Rio de Janeiro, e sua in-
corporacao na dieta da populacao local, conforme
documentado por Galvao et al.'® e Amaral et al.'®,
este estudo prop6s uma avaliacao geral da qualida-
de microbiolégica dessas ostras, abundantemente
encontradas no Complexo Estuarino-Lagunar de
Cananéia, localizado no litoral sul de Sao Paulo.
Estas ostras sao consumidas in natura e desmaris-
cadas pelos habitantes locais. Este estudo realizou
andlises microbiolégicas de amostras de ostras,
com foco em bactérias mesdfilas, bactérias psicro-
troficas e fungos/leveduras. Além disso, investigou-
-se as concentragoes sazonais de coliformes totais
e termotolerantes em amostras de ostras coletadas
ao longo de um ano.
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METODOLOGIA

Amostras coletadas

Para a andlise de coliformes totais e termoto-
lerantes, um total de dez amostras por més de
ostras da espécie Saccostrea cucullata foram co-
letadas em frente ao pier do Instituto de Pesca
(S 25°01'10.344", W 47°55'30.6804") localiza-
do no municipio de Cananéia (SP), no periodo
de janeiro a dezembro de 2019 (Figura 1). Por
outro lado, as amostras isoladas nos meses de
agosto, outubro e dezembro de 2018 e feverei-
ro de 2019 foram utilizadas para analises mais
especificas como a presenca de Staphylococcus
aureus, Salmonella spp. bactérias mesofilas, psi-
cotrdficas, fungos e leveduras.

Quantificacao de coliformes totais e termo-
tolerantes

Para a andlise de coliformes totais e termo-
tolerantes foram coletadas amostras de tecido
de ostras S. cucullata, realizando-se andlise do
tecido mole das ostras no laboratério do Ins-
tituto de Pesca, Cananéia. As amostras de 10
ostras mensalmente foram submetidas a analise
para a determinacdo do NMP (Ndmero Mais
Provavel) de coliformes totais e termotoleran-
tes, seguindo a metodologia descrita pelo Stan-
dard Methods for the Examination of Water and
Wastewater'” '8,

As amostras foram diluidas a partir de 1/10
da amostra (10 g de amostra em 90 mL de
agua peptonada 0.1% estéril), preparadas
em diluicbes de 1/100 a 1/1000, totalizan-
do dez diluicbes. Apds esse procedimento
foram cultivadas em Caldo Lauril Sulfato de
Sédio (Himedia®, Mumbai, India). Os tubos
com amostras de ostras foram incubados a 35
°C por 48 horas. Ja as que apresentaram pro-
ducdo de gas nas tubulacbes de Durham e/
ou acidificada no meio (coloracdo amarelada)
foram considerados positivos. Para confirma-
cdo de coliformes, as culturas com resultado
positivo do teste anterior foram inoculadas
em Brilliant Green Bile Broth (2%) (Himedia®,
Mumbai, India), incubado a 351 °C por 48
horas. Para a confirmacdo da presenca de E.
coli, as amostras foram transferidas e incuba-
das em Caldo EC (Himedia®, Mumbai, india),

por um intervalo de 18 a 24 horas a 44,5%0,2
°C.

Deteccao e quantificacao de mesofilos,
psicotroficas, fungos e leveduras.

Com o objetivo de obter informacao espe-
cifica quanto a deteccdo e quantificacao de
bactérias mesofilas, psicrotréficas, fungos e
leveduras, Staphylococcus aureus e Salmonella
spp., 0 estbmago e diverticulos digestivos fo-
ram isolados por disseccdo e agrupados para
obter 25 g de tecido. Aliquotas de 25 g de
cada amostra foram pesadas assepticamente
em sacos plasticos estéreis e homogeneizado
com 225 mL de 0,1% (p/v) de dgua peptonada
(Himedia®, Mumbai india), utilizando um cir-
culator Colworth Stomacher® para uma otima
homogenizacdo do material, e incubadas em
cadmara de DBO modelo 347 CD (Fanem® -
S3o Paulo, Brasil). Diluicdes decimais de 10:1
foram preparadas em tubos contendo 9,0 mL
de agua peptonada a 0,1%.

Para determinacdo de bactérias mesofilas as
amostras foram incubadas a 35+2 °C por 48 h
e para bactérias psicrotréficas a 712 °C por 10
dias, para bolores e leveduras a 2512 °C por
5 dias, seguindo a técnica da placa de propa-
gacao usada para analisar bactérias mesdfilas e
psicrotréficas, bolores e leveduras'.

A determinacdo da contagem de Staphylo-
coccus aureus foi realizada pelo Compact
Dry® XSA kit (Nissui Pharmaceutical Com-
pany LTD - Ibaraki, Japao), e as amostras fo-
ram incubadas a 35£1°C por 24 horas'’. Para
detecccao de Salmonella spp. utilizou-se o kit
BAX® (DuPont Qualicon - Wilmington, EUA) e
as amostras foram incubadas a 352 °C por
24 horas®.

Anadlises estatisticas

Fez-se o teste estatistico Shapiro-Wilk no
qual mostrou que a distribuicdo dos dados nao
se ajustou a normalidade. Como a distribuicao
nao foi normal utilizou-se o teste nao paramétri-
co de Kruskal-Wallis (KW-H) p<0,05 para com-
paracdo do nivel de contaminacao entre os me-
ses e as estacoes do ano.
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Atlantic Ocean

Area de coleta

Figura 1 - Mapa da regidao do Complexo Estuarino-Lagunar Cananéia-lguape. As coordenadas da area de

coleta foram: S 25°01'10.344", W 47°55'30.6804".

RESULTADOS

As concentracoes de coliformes totais apresen-
taram diminuicao nos meses de junho a setembro,
conforme ilustrado na Figura 2. Por outro lado, as
concentracoes de coliformes termotolerantes dimi-
nuiram no periodo de abril até setembro (Figura
3). Em relacdo a sazonalidade, observou-se um

aumento na concentracdo de coliformes termoto-
lerantes durante os meses de verao e primavera.
Por outro lado, as concentracbes de coliformes
termotolerante totais aumentaram durante o verao
e diminuiram significativamente no inverno, como
indicado na Figura 4 e 5.

Concentragio de coliformes totais (NMP)

Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec

Figura 2 - Médias dos coliformes totais (N=10) nos tecidos das ostras analisados mensalmente. As barras
apresentam os seus respectivos desvios padroes. As médias dos meses de julho, agosto e setembro, foram
estatisticamente diferentes dos meses de janeiro, fevereiro, marco, abril, maio e dezembro (p<0.05).
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Concentragio de coliformes termotolerantes (NMP)

Figura 3 - Médias dos coliformes termotolerantes (N=10) nos tecidos das ostras analisados mensalmente.
As barras apresentam os seus respectivos desvios padroes. As médias dos meses de janeiro, novembro e
dezembro, foram estatisticamente diferentes dos meses de abril, maio e julho (p<0.05).
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Concentracgio de coliformes termotolerantes (NMP)

Figura 4 - Andlise das médias dos coliformes termotolerantes (barras-desvio padrdo, N=30) no tecido da
ostra por variacdo sazonal. As barras apresentam os seus respectivos. Nao houve diferenca significante
entre as estacoes dos anos (p<0.05).
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Concentracio de coliformes totais (NMP)

Verao Outono

Inverno Primavera

Figura 5 - Andlise das médias dos coliformes totais (barras-desvio padrdo, N=30) no tecido da ostra por
variacdo sazonal. As barras apresentam os seus respectivos desvios padroes. Houve diferenca estatistica
entre as estacoes de inverno ao ser comparada ao verdo (p<0.05).

A Tabela 1 apresenta as contagens de bactérias mesdfilas que variou de 1,45+0,22 a 3,32+0,28 log
UFC g'; com valores médios de 2,24+0,86 log UFC g™' para as ostras estudadas.

Tabela 1 - Contagens de bactérias mesdfilas, psicrotréficas, fungos e leveduras encontradas em ostras

Saccostrea cucullata no estudrio de Cananéia.

Analise microbiolégica Junho Julho Janeiro Fevereiro
Mesdfilas 1,4510,22 1,65 10,35 3,3240,28 2,5510,43
Psicrotréficas 1,3440,29 1,5240,42 2,99+0,55 3,12+0,45
Fungos e leveduras 2,65+0,31 1,88+0,28 3,5740,22 3,07+0,41

A contagem de bactérias psicrotréficas das
amostras de ostras variou entre 1,34£0,29 e
3,12£0,45 log UFC g' (Tabela 1).

Os dados apresentados na Tabela T mos-
tram que as contagens de fungos e leveduras
das amostras de ostras variou de 2,65+0,23
a 3,57+0,22 log UFC g

A contagem maxima de S. aureus foi de

DISCUSSAO

Os resultados apresentados no estudo forne-
cem informacoes importantes sobre a qualida-
de microbiana e seguranca alimentar da ostra
exoética S. cucullata proveniente do extrativismo
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1,24 log UFC g7', e 83,5% das amostras apre-
sentou resultado negativo para este micror-
ganismo. A contagem média geral encontra-
da para esta andlise foi a mais baixa entre os
microrganismos avaliados neste estudo para
o ponto de coleta estudado durante todo o
periodo. Em nenhuma amostra foi detectada
Salmonella spp.

no ambiente natural. A discussdo desses resul-
tados destaca a presenca e os niveis de micror-
ganismos especificos, como o grupo coliforme,
bactérias psicrotroéficas, fungos e leveduras, Sta-




phylococcus aureus e Salmonella spp.

Em relacdo as bactérias psicrotréficas, o es-
tudo constatou que as contagens variaram em
média de 2,24 log UFC g' (Tabela 1). Todas
as amostras analisadas apresentaram resultados
aceitaveis de bactérias mesofilas e psicrotrofi-
cas, com valores abaixo de 7,0 log UFC g se-
gundo a Internacional Comission on Microbio-
logical Specifications for Foods®. As bactérias
psicrotréficas sdo conhecidas por serem capa-
zes de crescer em baixas temperaturas, o que
é preocupante no contexto da seguranca das
ostras®?!'. A variacdo observada nas contagens
sugere diferencas potenciais nas condicoes de
armazenamento ou nos niveis de contamina-
cao entre as amostras. A contagem média for-
nece uma indicacao geral da carga microbiana,
e é importante observar que essas contagens
devem estar dentro de limites aceitaveis para
garantir a seguranca e a qualidade das ostras
para os consumidores’.

Os dados da Tabela 1 também mostram as
contagens de fungos e leveduras nas amostras
de ostras com um valor médio de 2,79 log UFC
g™'. Fungos e leveduras podem desempenhar
um papel na deterioracao dos alimentos e po-
dem ser indicadores de mas praticas de higie-
ne e manipulacao®. A variacdo observada nas
contagens pode ser atribuida a diferencas nas
condicbes ambientais, na manipulacdo pés-co-
Iheita ou nas praticas de armazenamento. Mo-
nitorar e controlar a contaminacdo por fungos
e leveduras em ostras é crucial para garantir a
qualidade do produto e estender sua vida dtil.

O estudo também investigou a presenca de
Staphylococcus aureus, um potencial patégeno
transmitido por alimentos. A baixa contagem
média encontrada neste estudo, a menor en-
tre os microrganismos avaliados, sugere que
a contaminacao por Staphylococcus aureus foi
geralmente baixa, por que ndo é uma bacté-
ria encontrada no ambiente com variacao de
salinidade”'?. No entanto, é importante obser-
var que mesmo baixos niveis desse patégeno
podem representar um risco para os consu-
midores, pois pode provocar pneumonia, me-
ningite, infeccdo do trato urinario e sepse®®.
Enfatizando a importancia da implementacao
de praticas estritas de higiene e procedimen-
tos de monitoramento ao longo da cadeia de

producdo e distribuicdo.

Além disso, é digno de nota que a Salmo-
nella spp. nao foi detectada em nenhuma das
amostras testadas, sua auséncia é um resultado
positivo e indica que as amostras de ostras es-
tudadas estavam livres desse patégeno especi-
fico durante o periodo do estudo. Isso pode ter
ocorrido devido a variacdo de salinidade que
ocorre no estuario’.

Os resultados obtidos em relacao as con-
centracoes de coliformes totais e coliformes
termotolerantes fornecem informagdes va-
liosas sobre as variacoes sazonais e 0s riscos
potenciais associados a qualidade da agua. A
diminuicdo observada nas concentracdes de
coliformes totais de junho a setembro (Figura
2) sugere condicOes microbianas melhoradas
durante esse periodo. Essa reducdo pode ser
atribuida a fatores como aumento da expo-
sicao solar, maiores temperaturas da agua e
melhores condicbes ambientais, geralmente
associadas aos meses de verdo. Resultado se-
melhante foi encontrado por Mignani et al.’
estudando a concentracao de coliformes em
ostras da espécie Crassostea brasiliana.

Em contraste, a diminuicao nas concentra-
coes de coliformes termotolerantes de abril a
setembro (Figura 3) indica uma tendéncia se-
melhante, mas com um periodo mais amplo,
devido principalmente por esses meses sdo 0s
de menor nimeros de turistas na cidade de
Cananéia. Esse achado sugere um periodo pro-
longado de qualidade microbiana melhorada
na agua. A diminuicao dos coliformes termoto-
lerantes é especialmente importante, pois eles
sdo considerados indicadores de contaminacao
fecal e podem representar um maior risco para
a saide humana?°?',

O padrdo sazonal observado nas concen-
tracoes de coliformes termotolerantes é nota-
vel. O aumento nas concentragdes durante os
meses de verdo e primavera implica um maior
risco de contaminacdo fecal durante essas es-
tacoes. Isso pode ser atribuido a fatores como
aumento das atividades recreativas, densidade
populacional e potencial escoamento de are-
as agricolas ou urbanas'+?*?42>_ Esses achados
destacam a importancia da implementacao de
estratégias adequadas de monitoramento e ges-
tdo para mitigar os riscos associados a patoge-
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nos transmitidos pela agua durante os periodos
de pico.

Curiosamente, as concentracoes de colifor-
mes totais apresentaram um padrdo diferente
em comparacdo aos coliformes termotoleran-
tes, seu aumento durante os meses de verdo e
sua diminuicao significativa durante o inverno
(Figura 4) sugerem dinamicas complexas das
populacdes microbianas na agua. O aumen-
to dos coliformes totais durante o verdo pode
ser atribuido a varias fontes, incluindo fontes
ndo fecais, como solo, vegetacado e vida selva-
gem'21326 - A diminuicdo no inverno pode estar
associada a fatores como reducao da atividade
microbiana devido a temperaturas mais baixas
e menor interacdo humana e animal com cor-
pos d'dagua.

CONCLUSAD

Os resultados apresentados no estudo
fornecem evidéncias cientificas importantes
em relacdo a qualidade microbiana e segu-
ranca das amostras de ostras. A presenca e
os niveis de bactérias psicrotroficas, fungos
e leveduras, Staphylococcus aureus e a au-
séncia de Salmonella spp. foram avaliados,
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