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RESUMO: Foram analisados 30 lotes de ostras não depuradas procedentes
da região litorânea do sul do Estado de São Paulo e do norte do Paraná, no período
de Janeiro a Novembro de 1975. Os resultados da contagem total de bactérias maesó-
filas (contagem padrão em placa) variaram entre um mínimo de 520 até acima
de 3.000.000 de bactér ias z'g de ostra; a variação quantitativa de Escherichia coli
foi de menos de 3 até um número maior ou igual a 24.000/g e a do V. parahaemo-
lyticus, de 9,1 a 3.900.000/g de ostra. Os dados obtidos no presente trabalho sugerem
que há influência sazonal na incidência numérica dos microrganismos pesquisados.
Em vista dos resultados obtidos, discute-se o padrão de qualidade microblológica
assim como os parâmetros estabelecidos para tal, tanto no nosso como em outros
países, para os moluscos bivalvos e também os aspectos sanitários relacionados com
as determinações microbiológicas realizadas.

DESCRITORES: ostras, contaminantes microbianos; Escherichio. coli em ostras;
Vibrio parahaemolyticus em ostras; bactérias mesófilas em ostras.

INTRODUÇÃO

Os moluscos bivalvos, tais como as ostras
e mariscos, são alimentos de importãncia nu-
tricional. Estes organismos de vida sedentá-
ria e fixos em substratos marinhos, captam o
alimento por sistema de filtragem de água, o
que permite a concentração dos microrganis-
mos dispersos na água do mar em seus corpos.
Os resultados dos exames microbiológicos, por-
tanto, são indicativos da flora microbiana do
ambiente marinho e da presença de contamí-
nantes, inclusive patogênicos. Além de senti-
nelas das condições sanitárias do ambiente ma-

rinho, os exames microbiológicos desses mo-
luscos também estão relacionados com a Saú-
de Pública. pois o seu consumo pode provocar
tóxi-infecções alimentares.

Entre os contaminantes passíveis de serem
transmitidos pelas ostras, os de maior incidên-
cia e importância pelo risco potencial que apre-
sentam à saúde são a Salmonella typhi e o
vírus da hepatite infecciosa. Este vírus tem
se revelado um dos maiores problemas sanitá-
rios desta última década, em virtude do con-
sumo de ostras cruas 5. As toxi-infecções pelo
Vibrio cholerae e pelo V. parahaemolyticus são
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esporadicamente causadas pelo consumo desse
alimento 3. 5. 7.

No Japão, onde são freqüentes as toxi-inf'oc-
ções alimentares pelo V. paraho.ernoluticus,
esse agente é veiculado principalmente pelo
consumo de peixe, enquanto nos Estados Uni-
dos é veiculado predominantemente pelo ca-
marão 5, 7.

Pelas pesquisas realizadas no Japão e nos
Estados Unidos, a incidência quantitativa do
V. paroh aemoluticus, assim como as decorren-
tes toxi-inf'ecçôes, são marcadamente sazonais:
comuns no verão e ausentes no inverno. No
Japão, as análises efetuadas com água do mar
revelaram que o número desse microrganismo
é de 93/100 ml no verão e de 2/100 ml no in-
verno. As análises efetuadas com ostras, nos
Estados Unidos, demonstraram que o número
desse agente é de 70.000/ g no verão e de
10.000/g no inverno 2. 6. 8.

O critério microbiológico usado para a ela-
boração de padrões legislativos para a carac-
terização da qualidade sanitária dos moluscos
não consideram o V. parahaemolyticus como
parâmetro dessa qualidade e sua pesquisa só
é recomendada nas regiões onde são freqüentes
as toxi-inf'ecções por esse agente, ou quando os
exames efetuados para os demais agentes toxi-
-inf'ecciosos forem negativos. Assim, nos Es-
tados Unidos, considerando-se a relativa quan-
tidade de ostras cruas que são consumidas e a
inexistência de toxi-inf'ecções humanas relacio-
nadas com o seu consumo, o risco potencial
de infecção para o consumidor é baixo 5. Po-
rém, como já foi assinalado, os casos humanos
têm como causa principal o consumo de cama-
rões e, portanto, um número de 10 2 V. ]Ja~'a-
haemoliticue/ g desse crustáceo é considerado
como sinal de risco potencial, dando motivos
para maiores investigações 7.

Os índices microbianos utilizados internacio-
nalmente para o estabelecimento das condições
higiênico-sanitárias dos moluscos bivalvos têm
como parâmetros microbiológicos a contagem
total de bactérias mesófilas (contagem padrão
em placas), os coliforrnes totais, os coliformes
fecais e/ou a Eechericia coli e as bactérias pa-
togênicas, em especial <-"ssalmonelas, Ainda,
em alguns países, o padrão microbíológico in-
cide, também, na região marinha de onde são
extraídos ou captados os moluscos, através do
controle de análises periódicas da água do mar;
além disso há a obrigatoriedade de processos
de depuração das ostras, visando a sua descon-
taminação 1, 5, 7.

A Alemanha, Coréia, Japão, Canadá e alguns
estados dos Estados Unidos toleram uma con-
tagem padrão em placas de até 500.000 bacté-
rias mesófilas/ g de ostra, enquanto a Dinamar-
ca permite que essa contagem seja no máximo
de 100.000! g do molusco. O Brasil ainda não
estabeleceu limite para esse parâmetro 2, 5, 7.
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A República Federal da Alemanha estabele-
ceu que o número de colif'ormes totais não pode
ser superior a 230/100 g do molusco,

A Dinamarca determinou padrões para a
pesquisa de E. coli, que deve ser negativa em
10 ostras analisadas; a França tolera que o
número de E. coli seja menor ou igual alE.
colil g de ostra a ser consumida crua e, no
máximo, 2 E. coli] g das que serão consumidas
após cocção. Na Itália, os mol uscos expostos
à venda no comércio não podem apresentar um
número superior a 600 E. coli/100g. O Brasil
tolera que os moluscos apresentem até 102 co-
liformes fecais/g do molusco 2,5.7. Note-se que
o padrão para a E. coli, na legislação brasilei-
ra, expressa a tolerância por g de ostra, en-
quanto os padrões italianos, e os de outrospai-
ses, expressam por 100 g. O padrão italiano
significa 6 E. coli/ g de ostra; em paralelo, o
padrão brasileiro tolera 10.000 E. coli/lOOg do
molusco.

Dentre os países que estabeleceram obriga-
toriedade de pesquisa de bactérias patogênicas,
estão a Alemanha e a Dinamarca. No Brasil,
o padrão inclui os seguintes parâmetros : au-
sência de salmonelas em 25 g de ostra e tole-
rância de 10 3 Staphylococcus aureus / g do mo-
lusco 2, 5, 7.

A Itália, Inglaterra e alguns estados dos
Estados Unidos estabeleceram padrão para a
água do mar da região de onde se extraem os
moluscos. A Itália permite a exploração se,
no espaço de um ano, 90% das amostras- de
água do mar apresentarem um número de E.
coli máximo de 160/100 ml da amostra e, em
10% das amostras, um número máximo de
500/100 ml desse microrganismo. A Inglater-
ra, para o mesmo espaço de tempo, estabeleceu
que 90% das amostras apresente um número
de E. coli não superior a 200/100 ml, e os res-
tantes 10%, de 200-500/100 m15•

A determinação do número de E. coli da
água do mar de onde se extraem os moluscos
tem importância na indicação da presença de
enterobactér ias e de outros microrganismos en-
téricos patogênicos, No trabalho de ANDREWS
et allii 1, os resultados que foram obtidos de-
monstraram número de E. coli que indica pre-
sença de salmonelas; um número maior ou
igual a 70 E. coli/l00 ml de água do mar está
intrinsecamente relacionado com o isolamento
de salmonelas, o que não acontece quando o
número de E. coli é menor ou igual a 14/100
ml. Entretanto, esses resultados estão locali-
zados no tempo e no espaço, o que nem sem-
pre permite sua extrapolação para outras
áreas e épocas.

Considerando que as ostras concentram os
microrganismos dispersos na água do mar, e
que a tolerância para a aprovação da área do
mar para a extração dos moluscos parece estar
em nítida disparidade com os padrões micro-
biológicos para os moluscos à venda nos mer-
cados, é importante salientarmos que é cor-
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rente e obrigatório, na quase totalidade dos
países citados, que as ostras sejam depuradas
após a sua captura, seja ou por permanência
em águas livres de contaminação, ou pela de-
sinfecção por processos químicos, em especial
a ozonização,

Complementando trabalho anterior 4, e consi-
derando o padrão microbiológico nacional, os-
tabelecido em dezembro de 1977, republicado
em junho de 19782, neste trabalho apresenta-
remos as determinações quantitativas do V.
pnrahaemoluticue, da E. coli e da contagem
em placas de ostras analisadas num período
aproximado de um ano.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram analisados 30 lotes de ostras proce-
dentes da região de Cananéia (litoral sul do
Estado de São Paulo) e/ou do norte do Es-
tado do Paraná. Cada lote era composto de
8 a 10 unidades do molusco, que chegavam ao
laboratório em sacos plásticos, refrigerados e
acondicionados em caixa de isopor. As ostras
estavam vivas, com as conchas firmemente
unidas, sendo desprezadas as que se encontra-
vam com as conchas abertas.

Após a lavagem externa das conchas, com
escova e água cor-rente, as mesmas foram
abertas com o auxílio de bisturis e pinças de
aço inoxidável estéreis, em capela de fluxo la-
minar. Os organismos e a água interna con-
tida nas conchas foram coletados com assepsia,
25 g do material assim constituído (água e
animal) foram homogeneizados em 225 ml de
solução salina peptonada (a 0,1%), estéril.
Do homogeneizado, que se apresentava como a
diluição 10-1, obtiveram-se as diluições seria-
das .até 10-7, retirando-se 10 ml da diluição
precedente, misturando-se com 90 ml de solu-
ção salina peptonada,

Contagem padrão em placas: 1,0 ml de cada
diluição foi colocado em placas de Petri esté-
reis, acrescentando-se então 18-20 ml de ágar
padrão para contagenl (Standard Plate Count
Agar), fundido e resfriado à temperatura
aproximada de 45°C. Após a adequada mis-
tura e solidificação do ágar . as placas foram
incubadas a 350C/48h. As colônias que se de-
senvolveram hram contadas em contador de
colônias tipo Quebec.

Número mais Provável de E. coli:
1,0 ml de cada diluição (até a diluição 10-3)
foi semeado em 3 tubos de caldo Iactosado-'
-bile-verde brilhante, concentração simples,
que foram incubados a 35°C/48 h. O material
dos tubos positivos - com formação de gás
no tubinho de Durham invertido no meio -
foi semeado em placas de Holt-Har ris e Tea-
gue, pelo método de estrias e, ao mesmo tem-
po, transferido para outros tubos de caldo lac-
tosado-bile-verde brilhante, incubados a 44,5°C/
48 h. O material desses últimos tubos, desde
que positivos, foi semeado também em placas

de Holt-Har ris e Teague. As placas, tanto do
material incubado a 35°C como a 44,5°C, fo-
ram incubadas a 350C/24 h. De 3 a 5 colônias
trpicas de E. coli que se desenvolveram foram
isoladas em meio IAL 8, presuntivo para a
identificação de enterobactérias.

Número mais provável de V. parahaemolu-
ticus : 1,0 ml de cada diluição foi semeado em 3
tubos de caldo GSTB (Glucose Salt Teepol
Broth), incubados a 350C/18-24 h. O material
dos tubos positivos - com turvação e viragem
do indicador - foi semeado em placas de
TCBS (Thiosulfate Bile-salts Sucrose Agar),
pelo método de estrias. Após incubação a
35°C/25 h, 3-5 colônias típicas, verde-azuladas,
foram isoladas em meio de Rugai com 3% de
NaCI e identificadas conforme metodologia já
descrita 4.

A expressão numérica dos resultados foi
obtida multiplicando-se o número de colônias
da contagem em placas pelo fator de diluição
correspondente. Foram selecionadas para as
contagens as placas que apresentavam entre
30-300 colônias. Para a expressão numérica
do número mais provável, utilizou-se tabela
correspondente, multiplicando-se o número
mais provável da tabela pela penúltima dilui-
ção positiva.

RESULTADOS

Os resultados obtidos nas determinações
quantitativas realizadas estão expressos na
tabela 1. A média mensal dos resultados está
expressa na tabela 2.

Pelos resultados da tabela 1, a qualidade
microbiológica das ostras não depuradas não é
homogênea. Há uma variação sazonal na inci-
dência dos microrganismos, conforme os dados
da tabela 2. Os meses mais frios dó ano -
maio, junho e julho - apresentam uma inci-
dência quantitativa de bactérias menor que a
dos meses mais quentes, apesar de uma das
amostras (ri.? 19 da tabela 1) ter apresenta-
do resultados discordantes das demais. deter-
minando que a média mensal de junho das de-
terminações de contagem padrão em placas e
de E. coli não se relaciona coerentemente com
a do V. parahuematuticus (tabela 1 e 2).

Dos resultados das amostras analisadas
nesse período de 11 meses, concluímos que há
uma variação sazonal na incidência quantitati-
va dos parâmetros microbiológicos estudados
e, pela presença de E. coli, que há contamina-
ção fecal freqüente nas amostras por nós ana-
lisadas.

Das amostras analisadas, 28 (93,33%) aten-
dem ao padrão nacional fixado para os molus-
cos bivalvos e 2 (6,66 %) ultrapassam este
limite. Pela legislação de outros países e de
acordo com nossos resultados, as ostras anali-
sadas podem ser consideradas de má qualida-
de microbiológica.
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TABELA 1

Resultados obtidos das det.ermiruiçõee de contagem de bactérias mesófilas, de E. coli de
V. parahaemolyticus

N.O NMP* NMP

amostra Contagem padrão/g E. coli/l00 V. pnrahaemo- Mêsg lyticus/g

1 16.000 150 l,lxl0" Janeiro

2 17.400 430 1,lx10' Fevereiro

3 193.000 750 7,5x10' Fevereiro

4 l. 060.000 ~24.000 1,lx10" Fevereiro

5 >3.000.000 230 3,9x10" Fevereiro

6 l. 370.000 2.400 2x10' Março

7 > 3.000.000 1.500 7,5105 Março

8 84.000 930 3,6x103 Março

9 54.000 2.400 7,5x103 Março

10 3.900 ~3 3,9x106 Março

11 58.000 430 1,2x10' Abril

12 540 30 3,6x10 Abril

13 6.000 2.400 2,4x103 Abril

14 17.500 ~3 3,9xlO' Maio

15 l.870 230 9,3x10 Maio

16 14.000 ~3 9,1 Maio

17 55.000 ~3 3,9x103 Junho

18 580 430 4,6xl02 Junho

19 124.000 ~ 24.000 2,3x10 Junho

20 650 70 2,4x10 Julho

21 7.900 ~3 9,3 Julho

22 7.200 210 4,6xl0' Julho

23 32.000 430 7,5xl0' Agosto

24 520 230 1,5xl0 Setembro

25 400.000 4.600 2,4x10' Setembro

26 42.000 . 930 4,6x10" Setembro

27 >3 000.000 4.600 2,4x10" Outubro

28 74.000 290 2,Ox10 Outubro

29 15.400 750 1,lx10" Novembro

30 127.000 430 4,6x10' Novembro

NMP n úme ro mais provável.
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TABELA 2

Resultados das determinações de contagens de bactérias mesófilas, de Escherichia coli e de Vibrio
parahaemolyticus. Média mensal.

Lotes E. coli/100 Bactérias mesófilasy'g Vibrio
Mês

g parahaemolyticus /g
analisados Média Média Média

Janeiro 1 150 16.000 1,lxlO'

Fevereiro 4 6.352,5 1. 067.600 3,4x10'

Março 5 1 ,446,6 902,380 4,9x10'

Abril 3 953,3 21. 513 2,9x10'

Maio 3 78,6 11.123 7,9x10'

Junho 3 8,144,3 59,860 4,lxl0'

Julho 3 94,3 5.250 5,4xl0

Agosto 1 430 32,000 7,5xlO'

Setembro 3 1,920 147.506 3,2x10'

Outubro 2 2.445 1,537,000 2,2x10'

Novembro 2 590 71.200 3,4x10'

DISCUSSÃO

Apesar de o V. parahaemolyticus não ser
considerado parâmetro de significado para a
presunção da qualidade microbiológica das
ostras, sua presença no levantamento executa-
do reafirma que este agente se encontra no
ambiente marinho. A variação sazonal quanti-
tativa deve ser considerada, pois significa que
existe risco potencial à Saúde Pública pelo con-
sumo de produtos de origem marinha nas es-
tações quentes do ano. A presença do V. pa-
rahaemolyticus independe da presença de
contaminantes fecais, por ser ubiquitário de
ambiente marinho.

Pelo fato de os processos de desinfecção não
serem incentivados em nosso país, nem serem
cogitadas normas necessárias para os proce-
dimentos de depuração dos moluscos bivalvos,
recomendamos iniciativas legais para proces-
sos de depuração de ostras, no sentido de mi-
nimizar possíveis riscos à saúde por agentes
patogênicos microbianos. Ainda, que sejam
realizados levantamentos cor-relatos ao presen-
te trabalho para a obtenção de dados que con-
tribuam para complementar e determinar os
parâmetros microbiológicos dos padrões legís-
lativos dessa classe de alimentos.
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SUMMARY: A bacteriological examination was ma de of 30 pools oí commercial
oysters originating from the shores of Southern São Paulo and Northern Pa ran á.

Mesophillic bacterias (staridard counting on plates) varied from 520 to 3,000,000
bacterias per g of oyster. Ericherichia coli varied from 3 to 24,000/ g and, Yibrio
parahaemolyticus, from 9.1 to 3,900,000/g of oys ter. Appar en tly, there was a
seasonal influence on the frequencies obtained. The results are discussed in the
light of Brazilian and international standards of microbiologic quality of bivalve
mollusk foods as well as th e public health implications of the microbiological findings.
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