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RESUMO 
 
 
O cultivo de ostras (Crassostrea rhizophorae) no município de Graçiosa-BA tem 
como influência as águas da desembocadura do rio Una, corpo d’água que sofre 
com o lançamento de esgotos domésticos pela falta de saneamento básico no 
município. Com base nisto, este trabalho teve como objetivo analisar a qualidade 
microbiológica da água e das ostras em uma área de cultivo de moluscos bivalves, 
usando como bioindicadores o grupo dos coliformes e Salmonella sp. Para isso 
foram realizadas 11 coletas de água e 12 de ostras no período de dezembro de 
2010 a novembro de 2011, com amostragens mensais em três pontos de água e 
uma de ostra. O Número Mais Provável de coliformes termotolerantes nas amostras 
de água no Ponto P1 (a montante do cultivo) variou de <1,8 a 2,4 x 104 NMP/100 
mL, no Ponto P2 (área do cultivo) variou de < 1,8 a 1,6 x 105 NMP/100 mL e o no 
Ponto P3 (a jusante do cultivo) os valores foram de <1,8 a 5,4 x 105 NMP/100 mL. 
Nas amostras de ostras o NMP/100 g foi de <1,8 a 3,5 x 104. A presença de 
Salmonella sp., foi observada tanto nas amostras de água (12%) quanto nas 
amostras de ostras (25%). A elevada carga microbiana nas amostras analisadas 
demonstra que a área do estuário do rio Una, não é propicia ao cultivo de moluscos 
bivalves, a não ser que os organismos passem por um processo de depuração ou 
tratamento térmico antes de serem encaminhados para o consumidor.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 
 
 

 
 The cultivation of oysters (Crassostrea rhizophorae) in the city of Graçiosa-BA 
is to influence the waters of the mouth of the Una river, water body that suffers with 
the release of domestic sewage by a lack of sanitation in the city. On this basis, this 
study aimed to analyze the microbiological water quality and oyster cultivation in an 
area of bivalve molluscs, using the group as bioindicators of fecal coliforms and 
Salmonella sp. Were performed to 11 samples of water and 12 of oysters in the 
period December 2010 to November 2011 with monthly sampling at three points of 
water and one oyster. The Most Probable Number of thermotolerant coliform in water 
samples at the point P1 (upstream of cultivation) ranged from <1.8 to 2.4 x 104 
NMP/100 mL, the point P2 (cultivation area) ranged from <1, 8 to 1.6 x 105 NMP/100 
mL Point and P3 (downstream of cultivation) values were <1.8 to 5.4 x 105 NMP/ 
100mL. In the oyster samples NMP/100 g was <1.8 to 3.5 x 104. The presence of 
Salmonella sp. was observed both in the samples water (12%) as the oyster samples 
(25%). The high microbial load in the samples shows that the area of the estuary of 
the river Una, not favors the cultivation of bivalve molluscs, except that the bodies 
pass through a purification process or heat treatment before being forwarded to the 
consumer 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

Nos últimos anos o nível de contaminação nos ambientes marinhos vem 

aumentando devido à ação humana, crescimento demográfico e desenvolvimento 

industrial, fazendo com que a água se torne um elemento paradoxal, sendo ao 

mesmo tempo um recurso indispensável e um veículo de contaminantes 

(SCHNURSTEIN e BRAUNBECK, 2001).  

As doenças de veiculação hídrica são causadas, principalmente, por micro-

organismos patogênicos de origem entérica, animal ou humana, transmitidas 

basicamente pela rota fecal-oral, ou seja, são excretados nas fezes de indivíduos 

infectados (NIKAIDO et al., 2004). 

Dentre as principais doenças de veiculação hídrica transmitida pela água 

contaminada, destacam-se a febre tifóide, a cólera, a salmonelose, a shigelose, a 

polimielite, a hepatite A, parasitoses e gastroenterites que são responsáveis por 

vários surtos epidêmicos e por elevadas taxas de mortalidade infantil. Em 

decorrência disso, conhecer a qualidade microbiológica da água é importante para a 

saúde pública (FREITAS, BRILHANTE e ALMEIDA, 2001). 

O lançamento de esgotos domésticos e industriais tem sido a principal fonte 

de contaminação dos ambientes costeiros, sendo responsável pelas principais 

alterações na qualidade destes ecossistemas, diminuindo a sua eficiência e 

comprometendo a qualidade dos organismos que ali vivem (CHALER et al., 2004), 

principalmente da pesca que é um componente importante como meio de 

subsistência da população em diversas partes do mundo, em países desenvolvidos 

e em desenvolvimento.  

 O consumo de moluscos bivalves marinhos é uma prática crescente em 

todas as regiões litorâneas do Brasil, devido às riquezas dos recursos naturais do 

ecossistema aquático. As ostras, Crassostrea rhizophorae, são geralmente 

consumidas in natura sem prévio cozimento e adicionada de algumas gotas de 

limão. Essa característica de preparo do alimento torna-o um risco potencial para a 

saúde humana, pois os moluscos alimentam-se, por processo de filtração, de 

partículas e micro-organismos em suspensão na água, permitindo a retenção e 

acúmulo de poluentes e bactérias patogênicas (PEREIRA, VIANA e RODRIGUES, 

2007). 
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As ostras têm a capacidade de filtrar cerca de 2 a 5 litros de água/hora, 

assimilando, além do alimento, contaminantes bióticos e abióticos presentes na 

água (JOSÉ, 1999). Em virtude disso, a qualidade microbiológica da carne de ostra 

está intimamente relacionada às condições do ambiente em que a mesma se 

encontra, principalmente quando se trata de poluentes fecais.  Os moluscos 

bivalves, quando cultivados ou extraídos de águas com elevado índice de poluição, 

podem acumular em seus tecidos diversas bactérias, como os gêneros Salmonella, 

Escherichia e Shigella e, por isso tornam-se um risco a Saúde Pública, devido à 

veiculação de micro-organismos patogênicos ao homem (PEREIRA et al., 2006).  

A Salmonella é uma bactéria amplamente distribuída na natureza, sendo o 

seu principal reservatório o trato intestinal do homem e animais de sangue quente e 

frio, com exceção dos peixes, moluscos e crustáceos, que são contaminados após a 

pesca ou sua extração (COSTA et al., 2007). Surtos de salmonelose têm aumentado 

ao redor do mundo, envolvendo principalmente alimentos de origem marinha 

(NUNES, 2007). 

O grupo dos coliformes termotolerantes são encontrados normalmente no 

intestino do homem e animais de sangue quente, são eliminados em grandes 

quantidades nas fezes, e por isso, utilizados como indicadores de péssimas 

condições sanitárias. A Escherichia coli é uma bactéria estritamente de origem fecal, 

isolada a partir de fezes humanas e de animais e a sua presença na água indica 

contaminação recente, através do lançamento de dejetos domésticos e/ou 

industriais. Isso a caracteriza como melhor indicador de contaminação fecal 

conhecido até o presente momento (SILVA et al., 2010).  
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2. OBJETIVOS 
 
 

2.1. Objetivo geral 
Avaliar a qualidade microbiológica da água e ostras cultivadas no estuário do 

Rio Graciosa – Taperóa - Bahia. 

  
2.2. Objetivos específicos 

• Quantificar as bactérias entéricas coliformes termotolerantes, na água e no 

tecido das ostras; 

• Avaliar a presença de Salmonella sp. na água de cultivo e no tecido das 

ostras.  
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3. REVISÃO DE LITERATURA   
 
 
3.1. Contaminação do ambiente e doenças transmitidas pelo consumo de 
moluscos 
 

 

A bacia hidrográfica é a unidade a ser considerada quando se deseja a 

preservação de recursos hídricos, uma vez que o volume e a qualidade da água de 

um manancial dependerão dos seus afluentes e das ações desenvolvidas em torno 

da bacia. Os mananciais, de um modo em geral, vêm sofrendo degradações em 

suas bacias hidrográficas, devido ao avanço desordenado da região urbana, 

associado à carência de coleta e tratamento de esgoto (TSUTIYA, 2006). 

Em cidades litorâneas, a contaminação dos corpos d’água é um problema de 

saúde publico, podem causar diversas enfermidades aos banhistas e comprometer a 

qualidade do pescado retirado daquela região (CERUTTI, 1996). A contaminação 

dos ambientes aquáticos por micro-organismos patogênicos constitui-se um veículo 

potencial causador de doenças, tanto de origem viral quanto bacteriana 

(PARASHAR et al., 2003). 

Para Pitt (1995) uma das principais fontes de contaminação se deve à 

degradação do ambiente, muitas vezes decorrente do lançamento de efluentes 

domésticos, industriais e agrícolas, sendo que um dos efeitos mais graves do 

escoamento superficial urbano de uma região é o comprometimento da qualidade 

sanitária das águas.  

Os surtos que podem ser transmitidos pela água pertencem ao grupo de 

Doenças Infecciosas e Parasitárias (DIP), estabelecidas pela Organização Mundial 

de Saúde (OMS), e são doenças infecciosas intestinais caracterizadas por 

gastrenterites (TSUTIYA, 2006). 

Devido ao fato dos estuários se encontrarem próximos à costa, os moluscos 

estão sujeitos a receber uma maior carga poluidora proveniente de esgotos, 

principalmente quando se trata de grandes centros urbanos. O perigo dessa 

poluição é a presença de bactérias e vírus patogênicos ao homem, tornando-se um 

problema de saúde pública, decorrente do consumo de moluscos in natura ou 

levemente cozidos (BEIRÃO et al., 2000).  
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Segundo Sincero (2005), nos últimos anos foi detectado um aumento da 

poluição em locais de cultivo de moluscos no Estado de Santa Catarina, 

comprovados pela presença de patógenos virais e bacterianos nos moluscos e na 

água de cultivo.  

Gillespie et al. (2001) relataram que 33% dos surtos envolvendo moluscos na 

Inglaterra e País de Gales entre 1992 a 1999 foram associados a patógenos virais, 

enquanto Bean et al. (1997) relataram que 7% dos casos de salmonelose nos 

Estados Unidos foram diretamente ligados ao consumo de moluscos bivalves. 

As doenças associadas ao consumo de moluscos podem ser divididas em 

dois principais grupos: doenças causadas por bactérias residentes no ecossistema 

aquático como o Vibrio parahaemolyticus e o Vibrio cholerae ou bactérias presentes 

no ambiente proveniente de contaminação fecal como Salmonella, Shigella e 

Escherichia coli (FELDHUSEN, 2000). 

A microflora bacteriana presente na carne das ostras reflete as condições do 

ambiente onde elas se encontram.  Fatores como a temperatura, a salinidade e a 

variação da maré no ambiente de cultivo, bem como a forma de coleta e as 

condições de transporte e armazenamento das ostras, também têm influência sobre 

a sua qualidade higiênico-sanitária (GERMANO, GERMANO e OLIVEIRA, 1998). 

De acordo com dados do Sistema Regional de Informação sobre Vigilância 

Epidemiológica das Enfermidades Transmitidas por Alimentos (SIRVETA), 

coordenado pelo Instituto Panamericano de Proteção de Alimentos e Zoonoses 

(INPPAZ) da Organização Panamericana de Saúde (OPS/OMS), mesmo apesar do 

subregistro, ocorreram 6.930 surtos de DTA’s em países da América entre os anos 

de 1993 a 2002, dos quais 17,8% foram associados ao consumo de pescado e 

16,1% à água (OPAS/OMS, 2005, apud SANTOS, 2010). 

No Brasil, segundo os dados do Sistema de Informações Hospitalares (SIH) 

do Ministério da Saúde, entre os anos de 1999 a 2004 ocorreram mais de 3.400 

internações por DTA’s, com uma média de 570 mil casos por ano (CARMO et al. 

2005). 

 

 
 
 
 



17 
 

3.2. Cultivo de moluscos bivalves 
 
 

O cultivo de moluscos marinhos está concentrado principalmente na Região 

Sul do Brasil, mais precisamente em Santa Catarina, em virtude das características 

ambientais propícias ao desenvolvimento desses organismos, que necessitam de 

águas com temperatura amena e rica em nutrientes (BEIRÃO et al., 2000).  

No Brasil, a mitilicultura foi responsável por 84,5% das 13.107 t de moluscos 

produzidos em 2009, com a produção de ostras respondendo por 15,5% do total, no 

mesmo período (MPA, 2007). 

Dentre os bivalves cultivados as ostras se destacam, devido à sua alta 

fecundidade, rápido crescimento e rentabilidade comercial (HERNÁNDEZ, 

TROCCOLI e MILLIÁN, 1998). 

A principal vantagem do cultivo está relacionada ao fato de permitir o controle, 

praticamente total, dos problemas de toxicidade e contaminação microbiológica, 

quando comparados com os moluscos bivalves capturados diretamente do ambiente 

(IVERSEN, 1982 apud PEREIRA, 2003). 

Para Brandini et al. (2000) o cultivo de moluscos bivalves no Brasil possui 

grande potencial, graças à grande quantidade de baías, enseadas e regiões 

estuarinas, e à excelente produtividade natural das águas brasileiras, apresentando 

vantagem quando comparado a outros países produtores. 

O cultivo de moluscos bivalves constitui uma atividade que se caracteriza pelo 

baixo custo de implantação e manutenção e pelo retorno relativamente rápido do 

capital investido. Isto faz com que seja considerado como uma opção de trabalho e 

renda para as populações de pescadores artesanais, podendo ser consorciado com 

o cultivo de outros organismos, como camarões e peixes (VALENTIM, 2005). 

 

3.3. Ostras (Crassostrea rhizophorae) 

 

 

As ostras são moluscos bivalves, que pertencem à família Ostreidae e ao filo 

Mollusca, caracterizadas por serem organismos com estrutura física composta por 

um corpo macio, protegido por duas conchas calcárias duras e unidas por um 

ligamento tipo dobradiça em uma das extremidades (WHEATON, 2007). 
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Esses organismos possuem uma distribuição geográfica que abrange desde a 

região sul do Caribe, passando pela Venezuela, Suriname e Brasil até o Uruguai, 

ocupando uma zona de entremarés, fixando-se nas raízes do Rhizophora mangle e, 

quando presente na praia, se fixa em rochas (RIOS, 1994). São animais 

hermafroditas sequências, isto é, em um mesmo indivíduo, um período de sua vida 

pode ser do sexo masculino e depois do sexo feminino (POLI, POLI e TEIXEIRA, 

2006). 

A carne da ostra propriamente dita está ligada à sua concha nas 

extremidades do músculo adutor e possui importante valor econômico e nutricional, 

sendo considerado um alimento ideal pelo alto teor de proteínas, vitaminas e sais 

minerais (BARNABÉ, 1996).   

O alimento que provém da água, passa pelas brânquias, que funcionam como 

um filtro, e concentram partículas orgânicas, como microalgas e zôoplancton que 

servem de alimento para o animal. A capacidade filtradora de uma ostra pode 

chegar a 10L de água por hora e cerca de 200L ao dia (WARD, 1996). 

Por apresentar essas características, as ostras são consideradas 

reservatórios de diversos patógenos humanos, podendo bioacumular primariamente 

bactérias, vírus entéricos e protozoários, relacionados à contaminação fecal nos 

locais de cultivo (LEE; PANICKER; BEJ, 2003). Por isso, se faz necessário o 

monitoramento de áreas de cultivos, uma fez que as ostras são consumidas na 

forma in natura. 

 
3.4. Bactérias entéricas 
 
 

As bactérias que habitam o trato gastrointestinal de humanos e alguns 

animais de sangue quente pertencem à família das Enterobateriaceae. Esta família 

possui uma ampla distribuição e apresenta uma ecologia bastante heterogênea 

(BERGEYS MANUAL, 1994). 

As bactérias desta família podem ser patogênicas para os humanos, animais 

invertebrados e até mesmo para os vegetais. Um grande número de espécies causa 

doenças gastrointestinais, febre tifóide e a disenteria bacilar. Algumas são 

residentes permanentes, enquanto outras são encontradas somente em uma fração 

da população e outras, ainda, são somente agentes de doenças (CORRÊA, 2006). 
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Dentre os micro-organismos considerados um risco à saúde destacam-se a 

Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter spp., Escherichia coli 

enteropatogênica, Staphylococcus aureus, Yesrsínia spp., Vibrios spp. entre outros. 

A presença de qualquer um desses micro-organismos, em águas estuarinas ou 

marinhas, podem conseqüentemente contaminar os moluscos presentes (LEE e 

YOUNGER, 2003). 

As enterobactérias, que se encontram no pescado, são resultado da 

contaminação fecal em decorrência da poluição das águas naturais ou dos 

ambientes aquáticos, onde estes micro-organismos podem sobreviver durante um 

longo período (HUSS, 1997). 

 

3.5. Micro-organismos indicadores  
 
 
  A avaliação da qualidade sanitária das águas e mariscos deve ser realizada 

através de programas de monitoramento com a utilização de micro-organismos 

indicadores, que avaliam as respostas da exposição destes aos contaminantes 

presentes no ambiente aquático (MELANCON, 1995). 

Para que um micro-organismo seja considerado um bom indicador de 

contaminação fecal ele deve apresentar características diferentes dos agentes 

patogênicos, estar intimamente ligado à área proveniente de esgotos e deve 

apresentar maior número que os patógenos no ambiente. Bons indicadores são 

incapazes de se reproduzir em ambientes aquáticos e podem ser facilmente 

isolados, enumerados e ter seu crescimento inibido. Outra característica importante 

a ser observada é se estes micro-organismos têm sua densidade diretamente 

relacionada com o grau de contaminação fecal e/ou se há risco à saúde, 

dependendo do grau de poluição (RIBEIRO, 2002).  

A realização de testes de colimetria, utilizado na pesquisa de coliformes, para 

a classificação das águas onde os moluscos bivalves são cultivados ou coletados, é 

de grande importância para os órgãos de fiscalização e controle dos alimentos, pois 

a presença desses micro-organismos indica deficiência no controle das condições 

higiênico sanitário (LIRA et al., 2000). 

O grupo de micro-organismos mais utilizados como indicadores de 

contaminação são as bactérias e dentre elas, destacam-se a Escherichia coli e a 
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Salmonella sp., como indicadores de contaminação do ambiente de cultivo 

(FELDHUSEN, 2000). 

Os coliformes totais são bactérias que apresentam a forma de bastonetes 

Gram-negativos, são aeróbios ou anaeróbios facultativos, capazes de fermentar a 

lactose com produção de gás, em 24 a 48 horas a 35ºC. Este grupo inclui cerca de 

20 espécies, dentre elas encontram-se bactérias originárias do trato gastrointestinal 

de humanos e outros animais de sangue quente e também espécies de bactérias 

não entéricas, como a Serratia e Aeromonas. Em virtude disso, a enumeração dos 

coliformes totais em amostras de água e alimentos possui uma menor 

representatividade de indicação fecal, do que a quantificação de coliformes 

termotolerantes e E. coli (SILVA et al., 2010).    

O grupo dos coliformes termotolerantes tem sido utilizado como indicador de 

poluição fecal, devido à sua presença em grande quantidade nas fezes e por ser 

facilmente isolado e identificado a partir de técnicas simples e rápidas. A alta 

densidade de coliformes termotolerantes em águas marinhas indica um alto nível de 

contaminação pelo lançamento de esgotos, podendo afetar a saúde dos banhistas e 

a qualidade dos moluscos provenientes da região (CETESB, 2003). Dentro deste 

grupo estão inclusos pelo menos três gêneros, que são Escherichia, Enterobacter e 

Klebsiella, dos quais os dois últimos incluem cepas de origem não fecal. As 

principais vantagens do grupo dos coliformes como indicadores de poluição é o fato 

de serem encontrados no intestino de humanos e animais de sangue quente, por 

serem eliminados em quantidade significativa nas fezes e estar presente em 

esgotos, podendo ser quantificados em águas recentemente contaminadas (SILVA 

et al., 2010). 

Para Martins (1983) apud GALVÃO, (2004), a pesquisa de Salmonella e 

Vibrio em moluscos bivalves é de grande importância para a saúde pública, pois 

estes micro-organismos estão relacionados a casos de gastrenterites e toxinfecções 

em indivíduos que consomem o alimento cru ou mal cozido. 

A restrição da utilização de outros micro-organismos no estudo de indicadores 

de poluição está ligada à pequena presença destes micro-organismos em água 

poluída e a dificuldade das técnicas de isolamento dos mesmos (PELCZAR, CHAN e 

KRIEG, 1996).  
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3.6. O gênero Salmonella 
 
 

O gênero Salmonella pertence à família Enterobacteriaceae que abrange 

bacilos Gram-negativos não esporogênicos, anaeróbios facultativos, capazes de 

produzir gás a partir da glicose (exceção Salmonella sorovar typhi) e utilizam o 

citrato como única fonte de carbono. A maioria das espécies são móveis, com 

flagelos peritríquios, exceto as espécies S. pullorum e S. gallinarum, que não 

apresentam motilidade. A temperatura ideal de multiplicação deve estar 

compreendida entre 35-37ºC, tendo a mínima de 5ºC e a máxima de 47ºC, com o pH 

próximo de 7,0, além de não tolerarem alta concentração de sal (FRANCO e 

LANDGRAF, 2006). 

São bactérias patogênicas que causam febre tifóide, febre entérica, 

gastrenterites e septicemia. Mundialmente, esse gênero é reconhecido como um 

importante agente etiológico de doenças relacionadas ao consumo de alimentos (LI, 

BOUDJELLAB e ZHAO, 2000). A Salmonella é amplamente distribuída na natureza 

e tem como principal reservatório o trato intestinal de animais de sangue quente e 

frio, com exceção dos peixes, moluscos e crustáceos, que podem ser contaminados 

após a pesca ou a sua extração (COSTA et al., 2007). Animais como os cães, gatos, 

pássaros e outros podem ser portadores de Salmonella, representando assim um 

risco para as crianças. Vários surtos de infecção causados por Salmonella são 

relatados envolvendo vários tipos de alimentos (FRANCO e LANDGRAF, 2006). 

O gênero Salmonella é composto por apenas duas espécies, Salmonella 

enterica e Salmonella bongori. Salmonella enterica é dividida em 

seis subespécies: S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. 

salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica 

subsp. houtenae e S. enterica subsp. indica. Esta nomenclatura reflete o 

entendimento atual da taxonomia da Salmonella. O número atual de sorovares para 

cada uma das espécies e subespécies de Salmonella é de 2.610, onde 1.547 

pertencem a S. enterica subsp. entérica, 513 a S. enterica subsp. salamae, 100 a S. 

enterica subsp. arizonae, 341 a S. enterica subsp. diarizonae, 73 a S. enterica 

subsp. houtenae, 13 a S. enterica subsp. indica e 23 a Salmonella bongori (TINDALL 

et al., 2005). 
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Sorovares que pertencem a S. enterica subsp. enterica são tipicamente 

designados por um nome geralmente relacionado com o lugar geográfico onde o 

sorovar foi isolado pela primeira vez. O nome do sorovar não é escrito em itálico, 

utilizam-se letras romanas, sendo a primeira letra maiúscula. Sorovares 

pertencentes a outras subespécies são designados pela sua fórmula antigênica, 

seguindo o nome da subespécie (GRIMONT e WEILL, 2007). 

Dentre os vários sorotipos existentes, os que mais estão presente em 

humanos são S. Enteritidis e S. Typhimurium, sendo responsáveis por 75% dos 

casos de doenças. Salmonella Enteridis tem sido bastante documentada em surtos 

relacionados ao consumo de produtos aviários, particularmente ovos, enquanto S. 

Typhymurium tem sido relacionada à contaminação de alimentos de origem animal 

(LIEBANA, 2002). 

Os alimentos contaminados por esta bactéria normalmente são de origem 

animal, apresentando aparência e cheiro normal. O alimento pode ser contaminado 

através das mãos do manipulador, que não realiza de forma correta a higienização 

das mãos, embora através do cozimento seja possível a eliminação da bactéria 

(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION - CDC, 2009).  

Indivíduos com salmonelose apresentam diarréia, febre e cólicas abdominais. 

Os sintomas se iniciam de 12 a 72 horas após a ingestão do alimento contaminado, 

durando de quatro a sete dias. A maioria das pessoas se recupera sem tratamento 

específico, mais existem casos em que, devido à severidade da diarréia, o paciente 

necessita de internamento e cuidados especiais, caso contrário, a bactéria poderá 

se espalhar na corrente sanguínea, causando septicemia ou até mesmo a morte. 

Crianças, idosos ou indivíduos com o sistema imunológico comprometidos são os 

mais vulneráveis a ter problemas graves (CDC, 2009). 

De acordo com Baudart et al. (2000) a contaminação do ambiente marinho 

por Salmonella se dá através de excretas de humanos e animais portadores da 

bactéria, chuvas que promovem a lixiviação de solo e rochas, o vento e a mudança 

da maré. Se presente no ambiente esta bactéria acaba se concentrado nos 

organismos ali presentes. 

Devido ao seu hábito alimentar, os moluscos bivalves tornam-se um bom 

receptáculo para a concentração dessa bactéria, constituindo-se assim um risco 

para quem consumir o alimento in natura (LOPES et al., 1979 apud NUNES, 2007). 
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Segundo Kramer et al. (1996) apesar da presença de Salmonella em 

ambientes aquáticos constituírem um problema de saúde pública, apenas sorovares 

patogênicos estão relacionados com um grande número de surtos oriundos de água 

e alimentos contaminados. 

No Brasil, são vários os relatos de surtos alimentares por salmonelas, entre 

eles o ocorrido em Araraquara-SP, por Salmonella enterica sorotipo Bredeney, 

afetando 561 funcionários de uma empresa, onde 42 foram hospitalizados 

(LANDGRAF et al., 1985 apud GATTI JUNIOR, 2011). Em Pontalinda, Noroeste do 

Estado de São Paulo, um surto de salmonelose de origem alimentar em uma escola 

afetou 211 pessoas sendo na sua maioria, crianças de 6-10 anos (KAKU et al., 

1995).  

O sorotipo predominante causador de infecções alimentares tem mudado nas 

últimas décadas de S. Agona, S. Hadar e S. Typhimurium para S. Enteritidis, sendo 

esta última a causa predominante de salmonelose em diversos países (SILVA e 

DUARTE, 2002). 

O consumo de moluscos bivalves provenientes de áreas de cultivo deve ser 

avaliado com relação aos riscos na veiculação de doenças por micro-organismos 

patogênicos, o que tem representado um risco à saúde pública (JOSÉ, 1999). 

Levando-se em consideração esta observação, se faz necessário o monitoramento 

das áreas de cultivo desses organismos.  

As ostras devem ser submetidas a um processo de depuração simples e 

econômico, capaz de eliminar as bactérias do grupo dos coliformes totais e 

termotolerantes, Escherichia coli e Salmonella sp. dentre outros 

(NGOWRATTHANAPANTHIKOOL, 1996). 

Na depuração, os moluscos bivalves são mantidos por aproximadamente 6 

horas (tempo mínimo), em tanques com água devidamente tratada por filtração e 

esterilização. A filtração é feita a partir de equipamentos, consistindo em um filtro 

tipo piscina e dois microfiltros de cartucho, que retém da água partículas. A 

esterilização é feita por meio de sistema ultravioleta. Neste processo, as ostras 

eliminam as substâncias retidas em seus tecidos, eliminando a maior parte dos 

organismos patogênicos, tornando-as próprias para o consumo do ponto de vista 

microbiológico (MACHADO et al., 2002). 

Lee e Younger (2003) ao analisarem 3.200 amostras de ostras no litoral do 

Reino Unido, observaram que a presença de Salmonella é influenciada pelo local de 
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coleta. A influência variou de acordo com a descarga de esgotos e o tipo de 

agricultura executada na região. 

 

3.7. Escherichia coli 
 
 

A Escherichia coli pertence à família Enterobacteriaceae, é caracterizada por 

possuir a enzima β-galactosidase e β-glucuronidase e crescer a temperatura de 44-

45ºC, embora algumas cepas possam crescer a 37ºC. Fermentam a lactose e 

manitol com a produção de gás e ácido, produzindo indol na presença de triptona 

(WORD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 1999).  

O habitat natural da E. coli é o intestino do homem e animais de sangue 

quente, sendo eliminada em grande quantidade nas fezes. Normalmente não é uma 

bactéria patogênica, no entanto, podem ocorrer casos de infecções do trato urinário 

e também causar a diarréia do viajante devido à enterotoxinas liberadas por certas 

linhagens da espécie (TORTORA, FUNKE e CASE, 2005).  

Escherichia coli é considerada a bactéria indicadora mais específica de uma 

contaminação fecal recente, podendo indicar ainda a presença de micro-organismos 

patogênicos entéricos no ambiente (BRASIL, 2001). Ela está presente em 95% dos 

coliformes existentes nas fezes humanas e de outros animais. Sua introdução no 

ambiente pode se dar a partir de fontes fecais e não fecais. Isso a caracteriza como 

melhor indicador de contaminação fecal conhecido até o presente momento (SILVA 

et al., 2010).  

Esta espécie possui linhagens com três antígenos, são eles o somático (O), 

antígenos de invólucro (K) e os flagelares (H), os quais são responsáveis por 

diversas doenças e infecções intestinais e do trato urinário, sendo responsáveis 

também por infecções de meningite em recém-nascidos (MAHON e MANUSELIS Jr, 

1995) 

O elevado número de E. coli em moluscos bivalves pode causar, pelo menos, 

seis tipos de infecções intestinais. A E. coli enteropatogênica (EPEC), tem sido 

responsável por 30% dos casos de diarréia aguda em indivíduos com idade inferior a 

seis meses de idade. Os sintomas estão associados à diarréia intensa, 

acompanhada de dores abdominais, vômitos e febre, podendo durar de seis horas 

até três dias. A infecção por E. coli enterotoxigênica (ETEC), a chamada diarréia do 
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viajante, acomete adultos que visitam áreas onde a infecção é endêmica. A infecção 

é contraída por alimentos e águas contaminadas, e os sintomas são diarréia aquosa, 

febre baixa, dores abdominais e náuseas e quando intensa, pode causar diarréia 

severa semelhante à da cólera. A dose infectante de ETEC para adultos foi estimada 

em pelo menos 108 células, mas os jovens, os idosos e os doentes podem estar 

sujeitos a níveis inferiores. A E. coli enteroinvasora (EIEC) causa infecções em 

jovens e adultos, a transmissão se dá por água e/ou alimentos contaminados e pelo 

contato interpessoal. Os sintomas são diarréia profunda, cólicas abdominais, febre, 

dor de cabeça e dores musculares. Através de estudos, a dose infecciosa de EPEC 

em adultos saudáveis foi estimada em 106 células. Já a E. coli enterohemorrágica 

(EHEC) é caracterizada por dores abdominais severas, diarréia aguda com grande 

quantidade de sangue nas fezes e ausência de febre. A dose infecciosa para O157: 

H7 é estimada entre 10 a 100 células. A E. coli enteroagregativa (EAEC) está 

associada à diarréia infantil persistente, que pode durar mais de 14 dias e, 

finalmente, a E. coli difusamente aderente (DAEC) causa diarréia aquosa sem 

ocorrência de sangue na maioria dos pacientes infectados (VIEIRA, 2004). 

A Escherichia coli é uma bactéria que não faz parte da microbiota natural do 

pescado marinho, por isso a sua presença no alimento está associada à 

contaminação fecal da água no local de captura ou cultivo (BARROSO et al., 2006). 

Por serem capazes de sobreviver em ambientes estuarinos, esta bactéria acaba 

levando o risco de contaminação aos moluscos ali cultivados (RHODES e KATOR, 

1988 apud FARIAS, 2008). 

Pommepuy et al. (1996) relataram que as bactérias relacionadas a surtos de 

DTA’s, como a Escherichia coli, podem manter-se cultiváveis após a ingestão pelas 

ostras, o que explica altas contagens bacterianas em moluscos mesmo quando as 

contagens na água não indicam restrições para coleta e consumo dos organismos. 

 
3.8. Controle sanitário da produção de moluscos bivalves 
 
 

No Brasil, na atual legislação, a resolução nº 12, da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária – ANVISA, não está incluso a avaliação de coliformes 

termotolerantes para moluscos in natura, exigindo somente a análise de Salmonella 
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spp. e Staphylococcus coagulase positiva para moluscos bivalves não consumidos 

crus (BRASIL, 2001).  

A comercialização de moluscos bivalves para fora das fronteiras estaduais 

necessita de um certificado de inspeção sanitária do Serviço de Inspeção Federal 

(SIF), cujo órgão emissor é o Serviço de Inspeção de Produtos de Origem Animal, 

do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento – MAPA. A falta do selo de 

garantia e o conhecimento da origem do produto têm dificultado o comércio dos 

moluscos. Para conseguir o selo de qualidade dos moluscos o produtor precisa 

seguir uma série de determinações do Ministério da Agricultura, que vão desde a 

construção das instalações, uniforme utilizado pelos funcionários e a certificação da 

qualidade microbiológica dos moluscos (RIGOTTO, 2003). 

Através do decreto nº 5.564, de 19 de outubro de 2005 (BRASIL, 2005), foi 

instituído o Comitê Nacional de Controle Higiênico-Sanitário de Moluscos Bivalves, 

formado pelos órgãos do Ministério de Aqüicultura e Pesca, Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento e Agência Nacional. Este comitê foi criado com a 

finalidade de estabelecer e avaliar os critérios para garantir a qualidade higiênico-

sanitária dos moluscos bivalves. 

Nos Estados Unidos o programa de controle sanitário da produção de 

moluscos bivalves o National Shellfish Sanitation Program, tem por objetivo 

promover e valorizar a produção de moluscos no país. Este programa apresenta 

medidas regulamentadas a partir de acordos comerciais interestaduais, aceitos pela 

Food and Drug Administration (FDA) (NATIONAL SHELLFISH SANITATION 

PROGRAM - NSSP, 2003). 

Já a Diretriz Européia 91/492/EEC de 15 de Julho de 1991 (EUROPEAN 

COMMUNITIES, 1991), estabelece normas sanitárias que regem a produção e a 

colocação de moluscos bivalves vivos no mercado europeu. As áreas delimitadas 

para o cultivo são consideradas de acordo com a qualidade microbiológica da carne 

dos moluscos produzidos no país. As áreas são classificadas em classes, sendo a 

classe A a que apresenta 90% das amostras com uma concentração de coliformes 

termotolerantes (CT) menor que 300 NMP/100g (número mais provável/ 100 g de 

carne) e uma concentração de E. coli menor que 230 NMP/100g. Neste caso, os 

moluscos podem ser introduzidos diretamente no mercado para o consumo humano. 

São classificadas como classe B áreas nas quais os moluscos cultivados não 

excedem 6.000 NMP de CT por 100g e 4.600 NMP de E. coli por 100g. Já se os 
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moluscos apresentarem um número entre 6.000 NMP a 60.000 NMP de CT por 100g 

de carne, as áreas são classificadas como classe C. Após determinada a classe a 

qual o molusco pertence, avalia-se o tipo de tratamento que deverá ser aplicado ao 

produto para que a produção seja comercializada. Os moluscos provenientes da 

classe B só poderão ser colocados à venda após um tratamento de depuração ou 

após transposição para áreas classificadas como A por tempo determinado descrito 

pela diretriz. A produção de bivalves em áreas da classe C, obrigatoriamente, deve 

passar por um período mínimo de dois meses de transposição, juntamente com um 

tratamento de depuração. 

Segundo Corrêa (2006) métodos de processamento têm sido de grande 

importância na redução das doenças relacionadas ao consumo de moluscos 

bivalves. As técnicas mais utilizadas são o cozimento, a depuração e o uso de alta 

pressão hidrostática. O cozimento, a pasteurização e o envasamento, fazem com 

que ocorra o aumento da durabilidade do produto, sabendo-se que a utilização de 

altas temperaturas é eficiente na inativação de bactérias e vírus.  

Para Rodrick e Schneider (2003), o processo de depuração é praticado há 

vários anos e teve início no Reino Unido, devido a casos de surtos de febre tifóide 

associados ao consumo de moluscos crus. 

A finalidade da depuração é a eliminação de patógenos presentes nos tecidos 

dos moluscos, através das fezes e pseudofezes. Esse processo é realizado a partir 

do processo de filtração exercido pelos moluscos bivalves (RICHARDS, 1988). 

Pesquisas realizadas mostram que em relação ao tempo do processo de 

depuração, ocorre a diferenciação na eliminação das bactérias presentes no 

alimento, a Escherichia coli é a primeira a ser eliminada quando comparada a 

patógenos como Vibrios spp. e Salmonella spp. (MARINO, LOMBARDO e 

FIORENTINO, 2005). 

Em virtude disso, algumas organizações internacionais vêm procurando criar 

princípios e normas, com o objetivo de estabelecer controle das condições sanitárias 

para a água de cultivo, para que se obtenha um alimento de boa qualidade. 

As atividades de maricultura devem ser constantemente monitoradas a fim de 

detectar e minimizar possíveis contaminações por agentes causadores de doenças, 

como bactérias e vírus. O desenvolvimento de programas de monitoramento da 

qualidade sanitária em áreas de cultivo é uma forma de minimizar ou evitar que o 
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ambiente se transforme numa fonte de micro-organismos patogênicos ao homem 

(BARARDI, SANTOS e SIMÕES, 2001). 

Visando a melhoria da qualidade dos produtos cultivados, Ceccarelli (2001) 

recomenda a depuração de moluscos bivalves, antes do consumo. O mesmo autor 

recomenda ainda que o consumo de moluscos sem cozimento prévio seja evitado ou 

prevenido. 

 

4. MATERIAL E METODOS 
 
4.1. Área de estudo 
 
  

O estudo foi realizado no município de Valença-Bahia (13°22'13" S e 

39°04'23" W) ao longo do rio Graciosa que apresenta em seu entorno áreas de 

manguezais que abrigam recursos pesqueiros importantes para a sustentação 

socioeconômica das comunidades ribeirinhas e com baixo índice de 

desenvolvimento social da região.  

As amostras de água foram coletadas em três unidades amostrais distribuídas 

na região do estuário. O Ponto P1 encontra-se localizado a montante da área de 

cultivo das ostras, o Ponto P2 no interior da área de cultivo e o Ponto P3 a jusante 

do cultivo. As amostras de ostras foram coletadas no cultivo localizado no município 

de Taperoá – BA (Figura 1). 

O estudo foi realizado mensalmente, durante o período de dezembro de 2010 

a novembro de 2011, totalizando 33 amostras de água e 12 amostragens de ostras. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fig. 1 – Mapa com a localização da área de estudo em Valença, Bahia. 

Locais	  de	  amostragem	  
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4.2. Coleta da água e de ostras 
 
 

Para a coleta da água foram utilizadas garrafas de vidro âmbar com 

capacidade de 1000 mL, as quais foram previamente autoclavadas a 121ºC/15 

minutos. 

A coleta da amostra foi feita manualmente. A garrafa foi mergulhada a 

aproximadamente 15 cm abaixo da superfície, em sentido contrário à corrente de 

água, com o intuito de permitir a saída de ar e o enchimento da mesma, fazendo 

com que o enchimento não fosse completo, permitindo a homogeneização da 

amostra no momento da análise. Após a coleta da água, as garrafas foram 

identificadas e estocadas em caixas térmicas contendo gelo e transportadas até o 

laboratório de Microbiologia de Alimentos e Ambiental (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 
Fig. 2 – Transporte das amostras de água. 

Coletaram-se uma dúzia de ostras no sistema de cultivo do município de 

Taperoá – Valença, e transportadas em caixas isotérmicas contendo gelo até o 

Laboratório de Microbiologia de Alimentos e Ambiental, onde foram submetidas à 

análise de coliformes termotolerantes e Salmonella sp. 

No laboratório, as ostras foram lavadas assepticamente em água corrente 

para a retirada do material incrustante que se encontrava nas conchas, e após a 

limpeza, as mesmas foram abertas de forma asséptica (Figura 3). 
	   	   	   	  

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 – Lavagem das ostras. 
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4.3. Análises Microbiológicas 
 
4.3.1. Contagem de coliformes termotolerantes 
 
- Diluição da amostra 
 
 

As amostras de água, ao chegar ao laboratório, foram homogeneizadas, 

medidos 25 mL e colocadas em 225 mL de solução salina a 0,85%, sendo esta à 

diluição 10-1. As demais diluições (10-2 a 10-4) foram realizadas a partir da diluição 

10-1. Onde transferiu-se 1mL para tubos contendo 9 mL de solução salina a 0,85% 

sendo está a diluição 10-2 e assim sucessivamente. 

Para as amostras de ostras pesou-se assepticamente 50 g do pool e 

homogeneizou-se (liquidificador sanitizado) em 450 mL de solução salina a 0,85%, 

correspondendo à diluição 10-1. As demais diluições (10-2 a 10-4) foram realizadas a 

partir da diluição 10-1. Onde transferiu-se 1mL para tubos contendo 9 mL de solução 

salina a 0,85% sendo está a diluição 10-2 e assim sucessivamente. 

 

- Número Mais Provável (NMP) para coliformes termotolerantes 
 
 
 O NMP foi determinado através da técnica dos tubos múltiplos com uma 

sequência de cinco tubos, segundo a metodologia proposta por Silva et al. (2010). A 

análise foi realizada nas amostras de água e ostra. O teste é realizado em três 

etapas distintas: prova presuntiva, confirmatória e bioquímica (Figura 4). 

 
Teste Presuntivo 
 
 
 Para o teste presuntivo, inoculou-se 1 mL de cada diluição em Caldo Lauryl 

Sulfato contendo tubos de Durham invertidos. Os tubos foram incubados a 37ºC/48 

horas, após o período de incubação observou-se a produção de gás e turvação do 

meio (fermentação da lactose), caracterizando reação positiva. 
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Teste Confirmatório 
 
 
 Os tubos que apresentaram reação positiva no teste presuntivo foram 

inoculados em Caldo E.C. contendo tubos de Durham invertidos e incubados em 

banho-maria a 44,5ºC/24 horas. A prova foi considerada positiva quando os tubos 

apresentaram turvação do meio e produção de gás. A partir da combinação de tubos 

positivos foi consultada a tabela de Hoskins, para o cálculo do Número Mais 

Provável (NMP) por 100 mL e 100 gramas da amostra (SILVA et al., 2010). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4 – Esquema para a quantificação e identificação de coliformes termotolerantes 

isolados em amostras de água e ostra de cultivo. 
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Prova Bioquímica 
 
 
 De cada tubo de Caldo E.C positivo, foi retirada uma alçada e estriada em 

placas contendo o meio Ágar Eosina Azul de Metileno (EMB), e em seguida as 

placas foram incubadas em estufas a 37ºC/24 horas. Após o período de incubação 

foi observado o crescimento de colônias típicas de Escherichia coli (colônias negras 

com ou sem brilho metálico). Em seguida foram selecionadas três colônias que 

possuíam características da bactéria e transferidas para Tryptic Soy Agar inclinado 

(TSA) e incubadas a 37ºC/24 horas. Para a identificação bioquímica de E. coli  foi 

realizado o teste do IMViC, que são os testes de Indol, Vermelho de Metila, Voges-

Proskauer e Citrato de Simmons. 

 

ü Produção de Indol 
 
 

Com uma agulha flambada foi transferida uma alíquota do crescimento de 24 

horas da cepa em TSA, para o meio Ágar SIM (meio semi sólido), que foi mantido 

em estufa a 37ºC/24 horas. Após o tempo de incubação observou-se o crescimento 

da bactéria ao longo do inóculo. Em seguida, foi adicionado de duas a quatro gotas 

do Reativo de Kovac’s e observado a formação de um anel vermelho no meio, 

indicando teste positivo. A E. coli ao utilizar o triptofano produz indol que reage com 

o Reagente de Kovac’s. 

 

ü Teste Vermelho de Metila (VM) 
 
 
A partir do crescimento de 24 horas em agar  TSA, foi inoculada uma alçada 

em Caldo VM-VP e incubado a 37ºC/96 horas, e após o período de incubação foram 

adicionado duas gotas do reagente vermelho de metila. O aparecimento de um anel 

vermelho no meio indica a positividade do teste. A E. coli é positiva para este teste 

(Figura 5).  
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   Fig. 5 – Teste Vermelho de Metila 
 

ü Teste de Voges-Proskauer (VP) 
 
 
A partir do crescimento de 24 horas em agar  TSA, foi inoculada uma alçada 

no Caldo VM-VP e incubado a 37ºC/48 horas. Após o período de incubação foi 

adicionado para cada mL do caldo, 0,6 mL de alfa-naftol e 0,2 mL de NaOH. A 

positividade do teste é indicada pelo desenvolvimento de uma cor vermelha ou rósea 

no meio de cultura. A E. coli é negativa para este teste (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  Fig. 6 – Teste Voges-Proskauer 

 

 

 

 

 

Teste VM 
- 

Teste VM 
+ 
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ü Teste do Citrato de Simmons 
 
 
A partir do crescimento de 24 horas em agar TSA, foi inoculada uma alçada 

no meio Agar Citrato de Simmons inclinado e incubado a 37ºC/96 horas e, após o 

período de incubação, foi observada a mudança na coloração do meio. A viragem 

alcalina, alterando a cor do meio de verde para azul é indicativo de teste positivo. A 

E. coli é negativa para este teste (Figura 7). 

 

 

  

 

 

 

 

    
 Fig. 7 – Teste do Citrato de 

Simmons 

 

Algumas bactérias utilizam o citrato como única fonte de carbono, provocando 

a elevação do pH do meio, ocasionado pela metabolização do citrato e modificando 

a cor do meio de verde para o azul (RODRIGUES, LÁZARO e REIS, 2006). 
 

4.3.2. Pesquisa de Salmonella sp. 
 

Pré-enriquecimento 
 
 

As amostras de água foram homogeneizadas, filtradas em gases e incubadas 

em Água Peptonada Tamponada (BPW) a 37ºC/ 24 horas.  

Para as análises de ostras, pesou-se 25 g da amostra e adicionou-se em 

Água Peptonada Tamponada (BPW) com incubação a 37ºC/ 24 horas. 

 

  

+ - 
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Enriquecimento seletivo 
 
 
 Após o período de incubação foram transferidos 1,0 mL do Caldo de 

Enriquecimento (BPW) para o Caldo Tetrationato (TT) e 0,1 mL para o Caldo 

Rappaport-Vassiliadis (RV) e incubados a 37ºC/24 horas em estufa bacteriológica e 

42,5ºC/24 horas em banho-maria, respectivamente. 

 

Meios Seletivos 
 
 

Após o período de incubação, com o auxilio de uma alça de níquel cromo 

foram estriados inóculos dos Caldos de enriquecimento nos meios seletivos, Agar 

Lisina Desoxicolato Xilose (XLD) e Agar Bismuto Sulfito (BS) e incubados a 37ºC/24 

horas, com o intuito de se obter colônias típicas de Salmonella. Após o período de 

incubação foi observado o crescimento de colônias características da bactéria no 

meio Agar XLD (colônias cor de rosa escuro, com centro preto e uma zona 

avermelhada transparente ao redor) e no meio Agar BS (colônias castanhas, cinzas 

ou pretas, com ou sem brilho metálico). Em seguida, foram selecionadas três 

colônias e transferidas para Tryptic Soy Agar inclinado (TSA) e incubadas a 37ºC/24 

horas (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 8 – Crescimento típico de Salmonella nos meios seletivos XLD e 

BS. (Fonte: RODRIGUES, LÁZARO e REIS, 2006). 

 

 
 
 

XLD BS 
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Provas Bioquímicas 
 
 A partir do crescimento de 24 horas em agar  TSA, as cepas foram 

submetidas aos testes de triagem: 

 

Agar Tríplice Ferro (TSI) 
 
 

Com auxilio de uma agulha, transferiu-se o inóculo do crescimento em agar  

TSA, para o tubo contendo o meio de cultura, inoculado com uma picada  no fundo e 

estrias na rampa, em seguida incubado a 37ºC/ 24 horas. 

 Este meio é utilizado com base na fermentação de três carboidratos (0,1% 

glicose – 1% lactose – 1% sacarose), produção de sulfeto de hidrogênio e gás. 

Propicia a verificação da fermentação da glicose pela bactéria, conferindo coloração 

amarela na base, gás na profundidade e superfície alcalina (vermelha). Caso haja 

fermentação da lactose e/ou sacarose a colocação da parte superior do tubo será o 

amarela. A produção de H2S é indicada pela cor negra na base do tubo e a produção 

de gás, indicada pela formação de bolhas ou rachaduras no meio. As cepas de 

Salmonella apresentam as seguintes características no meio: Rampa Alcalina e 

base ácida com ou sem produção de H2S (RODRIGUES, LÁZARO e REIS, 2006). 

(Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Fig. 9 – Reação positiva para 

Salmonella sp. nos meios da 

triagem 

LIA TSI Citrato 
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Ágar Lisina Ferro (LIA) 
 
 

Com auxilio de uma agulha, transferiu o inóculo do crescimento em agar  

TSA, para o tubo contendo o meio de cultura, inoculado com duas picadas  no fundo 

e estrias na rampa, em seguida incubou-se a 37ºC/ 24 horas. 

É um meio para identificação presuntiva de enterobacterias. A 

descarboxilação da lisina é evidenciada pela coloração púrpura (alcalina) na base 

que neutraliza o ácido (amarelo) formado pela fermentação da glicose. A 

desaminação da lisina é vista no ápice (vermelho) e a produção de H2S (negro) na 

base do tubo. As cepas de Salmonella mantém o meio com base e rampa violeta 

(RODRIGUES, LÁZARO e REIS, 2006). 
 
Agar Citrato de Simmons 
 
 

Com auxilio de uma agulha, transferiu o inóculo do crescimento em agar  

TSA, para o tubo contendo o meio de cultura, picando o fundo e estriando a rampa 

e, em seguida, incubou-se a 37ºC/ 96 horas. 

A partir deste teste é possível determinar se a bactéria é capaz de utilizar o 

citrato de sódio como única fonte de carbono para o seu metabolismo e crescimento. 

O meio contem o indicador azul de bromotimol e na, presença de reação positiva 

ocorre a viragem de pH acima de 7,6, sendo evidenciado pela mudança na cor do 

meio. As cepas de Salmonella são citrato positivo (RODRIGUES, LÁZARO e REIS, 

2006). 

 

Caldo Uréia (UA) 
 

 

Com auxilio de uma alça, transferiu-se o inóculo do crescimento em agar  

TSA, para tubo contendo Caldo Uréia e em seguida incubou-se a 37ºC/ 24 horas. 

Existem bactérias que possuem a enzima urease que degrada a uréia 

presente no meio, fazendo com que ocorra a liberação de amônia, CO2 e H2O. A 

partir da reação da amônia, ocorre a formação do carbonato de amônia, que 
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alcaliniza o meio. O indicador de pH vermelho de fenol, presente no meio, faz com 

que este apresente a coloração magenta. A coloração rosa no meio é suficiente para 

considerar o teste positivo. As cepas de Salmonella são uréia negativas 

(RODRIGUES, LÁZARO e REIS, 2006). (Figura 10).  

 

 

 

  

 
 
 

 
 
Fig. 10 – Teste de uréia 
       

Teste de indol 
 

 

Com auxilio de uma alça, transferiu-se o inóculo do crescimento em agar  

TSA, para tubo contendo Caldo Triptona 1% e em seguida incubou-se a 37ºC/ 24 

horas. 

O indol é um dos produtos metabólicos de degradação do aminoácido 

triptofano. As bactérias que possuem a enzima triptofanase são capazes de 

hidrolisar e desaminar o triptofano com produção de indol, ácido pirúvico e amônia. 

A prova está baseada na formação de um complexo de cor vermelha quando o indol 

reage com o grupo aldeído do p-dimetilaminobenzaldeído (reativos de Kovacs). As 

cepas de Salmonella são indol negativas (RODRIGUES, LÁZARO e REIS, 2006). 

(Figura 11).  

     

 

 

 

  

  
   Fig. 11 – Teste do indol (Fonte: RODRIGUES, LÁZARO e REIS, 2006) 

+ - 

+ - 
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Caldo Malonato 
 
 

A partir da cultura de Caldo Triptona 1%, inoculou-se três alçadas em tubo 

contendo Caldo Malonato e, em seguida, incubou-se a 37ºC/ 48 horas. 

Este teste determina a capacidade do micro-organismo de utilizar o malonato 

com única fonte de carbono, alcalinizando o meio, usando o indicador azul de 

bromotimol. O malonato liga-se à desidrogenase succinica, impedindo sua ação 

catalítica sobre o acido succínico, interrompendo o Ciclo de Krebs, tirando da 

bactéria sua principal fonte de energia e impedindo assim a formação de outros 

intermediários necessários ao metabolismo. As cepas de Salmonella são malonato 

negativas (Figura 12).  

 

 
 
     
 
 
 
 

Fig 12 – Teste do malonato 
 
Teste Sorológico 
 
 

As cepas que apresentaram positividade nos testes de triagem, foram 

inoculadas em Agar Nutriente e incubados a 37ºC/18 horas. 

A partir do crescimento em Agar Nutriente foi realizado à soroaglutinação 

rápida, utilizando os soros polivalente somático e polivalente flagelar. 

 

 

 

 

 

   Fig. 13 – Soroaglutinação (Fonte: RODRIGUES, LÁZARO e REIS, 2006) 

- + 
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4.4.  Análise Estatística  
 
 

Para a análise estatística foi utilizado o teste t, para comparação do grau de 

contaminação por coliformes termotolerantes no ponto P2 e nas amostras de ostras, 

tendo-se transformado os valores das variáveis NMP/100 mL (água) e NMP/100 g 

(ostra) por logaritimização, com objetivo de homogeneizar a variância entre as 

amostras. 

 
5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

O Número Mais Provável (NMP/100 mL) de coliformes termotolerantes nas 

amostras de água no Ponto P1 variou de <1,8 a 2,4 x 104 NMP/100 mL, no Ponto P2 

de < 1,8 a 1,6 x 105 NMP/100 mL e no Ponto P3 de <1,8 a 5,4 x 105 NMP/100 mL 

(Tabela 1).  

 

Tabela 1 - Número Mais Provável de coliformes termotolerantes em amostras de água 

coletadas no estuário do Rio Graciosa durante o período de dezembro de 2010 

a novembro de 2011. 
Meses Pontos de 

coleta 
Coliformes termotolerantes 

(NMP/100 mL) 
Salmonella sp. 

 P1 3,9 x 103   
Dezembro/2010  P2 1,7 x 103  Ausente 
 P3 1,3 x 103   
 P1 4,5 x 102  
Janeiro/2011  P2 4,0 x 102  Ausente 
 P3 <1,8  
 P1 2,3 x 103   
Fevereiro/2011 P2 4,5 x 102  Presente 
 P3 2,3 x 103   
 P1 2,0 x 102   
Março/2011 P2 2,0 x 102  Ausente 
 P3 2,0 x 102   
 P1 <1,8  
Abril/2011 P2 6,8 x 102  Ausente 
 P3 2,0 x 102   
 P1 2,0 x 102   
Maio/2011 P2 2,0 x 102  Ausente 
 P3 SC   
 P1 2,0 x 102   
Junho/2011 P2 < 1,8  Ausente 
 P3 < 1,8   
 P1 2,4 x 104   
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Julho/2011 P2 9,2 x 104  Ausente 
 P3 5,4 x 105   
 P1 2,4 x 104   
Agosto/2011 P2 2,4 x 104 Ausente 
 P3 2,4 x 104   
 P1 2,0 x 102   
Outubro/2011 P2 <1,8 Ausente 
 P3 <1,8  
 P1 2,0 x 102   
Novembro/2011 P2 1,6 x 105  Ausente 

 P3 1,6 x 105   
SC = não houve coleta 

 

A Resolução do CONAMA nº 357 de 2005, estabelece para o cultivo de 

moluscos bivalves destinados à alimentação humana (Classe II, seção IV), uma 

média geométrica da densidade de coliformes termotolerantes, de um mínimo de 15 

amostras coletadas no mesmo local, não deverá exceder 43 por 100 mililitros, e o 

percentil 90% não deverá ultrapassar 88 coliformes termolerantes por 100 mililitros. 

Esses índices deverão ser mantidos em monitoramento anual com um mínimo de 

cinco amostras (BRASIL, 2005).  

De acordo com essa resolução toda a área amostrada é imprópria para o 

cultivo de moluscos bivalves, visto que a densidade geométrica de coliformes 

termotolerantes encontra-se bastante acima do estabelecido (88/100 mL, para águas 

salobras destinadas à proteção das comunidades aquáticas, à aqüicultura e à 

atividade de pesca). No Ponto P1 a media geométrica encontrada foi de 548 CT/100 

mL, no Ponto P2, 655 CT/100 mL e no Ponto P3, 413 CT/100 mL. Vale destacar que 

no Ponto P2, onde foi observada a maior média geométrica para os CT, existe um 

cultivo de ostras implantado pela comunidade local.  

Resultados diferentes foram citados por Vieira et al. (2008), que relataram 

uma média geométrica de 27 CT/100 mL durante 15 coletas mensais no estuário do 

Rio Pacoti, em uma área de extração de moluscos bivalves. 

Farias et al. (2010) estudando a água do estuário do rio Ceará em Fortaleza-

CE, relataram valores de coliformes termotolerantes variando de 3,2 x 102 a 4,8 x 

103 NMP/100 mL, mostrando uma contaminação menor do que a descrita neste 

trabalho. 
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Entretanto, quando utilizada para os demais usos (pesca amadora, recreação 

de contato secundário, navegação e harmonia paisagística) as águas do estuário do 

Rio Graciosa são satisfatórias visto que, segundo a Resolução CONAMA, a água 

não deverá exceder o limite de 1.000 coliformes termolerantes por 100 mililitros em 

80% ou mais de pelo menos seis amostras coletadas durante o período de um ano, 

com periodicidade bimestral. De acordo com a Figura 13 observa-se que esse limite 

foi excedido em apenas 36% nas amostras dos Pontos P1 e P2 e em 50% nas 

amostras do Ponto P3. 

 
      Limite máx. de coliformes termotolerantes na água utilizada para demais usos.  

Fig. 14 – Número Mais Provável (Log/100 mL) de coliformes 

termotolerantes nas amostras de água no estuário do Rio 

Graciosa, durante o período de dezembro de 2010 a novembro 

de 2011.  

 

A colimetria das águas provenientes de áreas de cultivo de moluscos bivalves 

destinados ao consumo humano se constitui de um subsídio científico útil para as 

autoridades sanitárias envolvidas na fiscalização e no controle de qualidade desses 

alimentos, devido ao hábito de serem consumidos crus ou mal cozidos (WOOD, 

1996).  

Com relação às amostras de ostras, os valores encontrados para os 

coliformes termotolerantes foram <1,8 a 3,5 x 104 NMP/100 g (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Número Mais Provável de coliformes termotolerantes, presença de Escherichia 

coli e Salmonella nas amostras de ostras obtidas de cultivo durante o período 

de dezembro/2010 a novembro/ 2011. 

 

No Brasil não há legislação que estabeleça limites para os coliformes 

termotolerantes em moluscos bivalves. Em virtude disso, buscou-se os parâmetros 

de qualidade usados pelo The European Union Shellfish Quality Assurance 

Programme – EUSQAP (RODGERS, 2001) para avaliar a qualidade das ostras. De 

acordo com esse programa as ostras são classificadas em três classes: classe A 

que compreende valores < 300 NMP de coliformes a 45°C em 100 g e ausência de 

Salmonella em 25g de carne, permitindo o consumo in natura; classe B com valores 

< 6.000 NMP de coliformes a 45°C em 100 g e ausência de Salmonella em 25 g de 

carne, permitindo a comercialização destes moluscos após depuração e/ou 

tratamento térmico até que alcance os padrões da categoria A e, classe C, com 

valores < 60.000 NMP de coliformes a 45°C em 100 g e ausência de Salmonella em 

25 g de carne, exigindo que os moluscos sejam transferidos de ambiente, 

submetidos a um período de purificação intensiva (depuração) e/ou a tratamento 

térmico, podendo ainda não alcançar os padrões estabelecidos para consumo (A e 

B).  

 

Meses 

Coliformes 

termotolerantes 

(NMP/100g) 

 

Escherichia coli 

 

Salmonella sp. 

Dezembro/2010 2,2 x 104  Ausente Ausente 

Janeiro/2011 1,7 x 103  Presente Ausente 

Fevereiro/2011 6,8 x 102  Presente Ausente 

Março/2011 4,9 x 103  Presente Ausente 

Abril/2011 < 1,8  Ausente Ausente 

Maio/2011 1,4 x 103  Ausente Ausente 

Junho/2011 1,1 x 104  Ausente Ausente 

Julho/2011 3,5 x 104  Presente Presente 

Agosto/2011 3,3 x 104 Presente Ausente 

Setembro/2011 <1,8  Ausente Presente 

Outubro/2011 <1,8  Ausente Presente 

Novembro/2011 2,4 x 104  Ausente Ausente 
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A classificação das ostras de acordo com esse programa é apresentada na 

Tabela 3. Observa-se que 75% das ostras foram enquadradas nas classes B e C, e 

por isso necessitariam de tratamento térmico e/ou depuração antes de 

encaminhadas para o consumo. Apenas 25% das ostras poderiam ser consumidas 

na forma in natura. Este fato é preocupante visto que esses organismos são muito 

apreciados na forma in natura, principalmente na região nordeste, além de ser 

oferecidas aos turistas que visitam a região. 

 

Tabela 3 – Qualidade microbiológica das ostras no município de Taperoá, de acordo com 

The European Union Shellfish Quality Assurance Programme (EUSQAP). 

  
Categorias Ostras 

 NMP CT/ 100g-1 Salmonella sp. 

A (<300) 3 (25%) 2 (16,7%) 

B (< 6.000) 4 (33,4%) Ausência 

C (<60.000) 5 (41,6%) 1 (8,3%) 

Imprópria (>60.000) 0 3 (25%) 

Total 12 (100%) 12 (100%) 

 

A elevada carga microbiana nas ostras demonstra, mais uma vez que a área 

onde esses indivíduos estão sendo cultivados não é própria para este fim, por sofrer 

com o deságüe constante de esgotos domésticos. Resultados semelhantes foram 

relatados por Santos (2003) ao analisar moluscos bivalves cultivados em área 

contaminadas e Sanchez et al. (1991) que, estudando ostras coletadas no litoral do 

estado de São Paulo, observaram níveis de CT variando de 7,0 a 3,0 x 105. 

Vetuta et al. (2010) relataram, valores de CT em ostras C. rhizophorae	  

variando de < 3,0 a 7,4/100 g enquanto Christo e Absher (2003) analisaram 

amostras de ostras (C. rhizophorae) no estuário do rio Cocó (CE) encontraram 

valores de CT de <1,8 a 920 NMP/g, níveis aceitáveis para a proteção da saúde da 

população e para o emprego de boas práticas na produção de alimentos. Estes 

resultados demonstram valores bem abaixo dos encontrados no presente estudo. 

Quando verificado se houve significado estatístico entre a quantificação de 

coliformes termotolerantes nas amostras de água e ostras, verificou-se não haver 
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correlação ao nível de 5% (GL = 11 (t = 0,7350). A quantificação de coliformes de 

origem fecal em moluscos bivalves apresenta uma maior representatividade do que 

a análise da água do cultivo, servindo para a elaboração de normativas para estas 

áreas (MACHADO et al., 2001). Este fato ocorre, porque esses animais são 

filtradores e bioacumuladores de micro-organismos e sua microbiota está 

diretamente relacionada ao ambiente do qual eles se originam (VIEIRA et al., 2008). 

Apesar do elevado número de CT nas amostras de ostras, Escherichia coli 

(testemunha segura de contaminação fecal) só foi isolada em 13 amostras (62%). 

Resultados semelhantes foram relatados por Fontes et al. (2007) ao analisar E. coli 

em pescado cru.  

A presença de Salmonella sp. tanto nas amostras de água como nas 

amostras de ostras é apresentada nas Figuras 15 e 16. 

A presença de Salmonella neste estudo foi isolada em 03 (25%) das 12 

amostras de ostras analisadas. Nunes (2007) também relatou a presença de 

Salmonella em 04 (19%) de 21 amostras de moluscos bivalves analisados, 

corroborando com o presente trabalho. 

 

  
Fig. 15 – Percentual de cepas de Salmonella sp. presente nas amostras 

nas amostras de água no estuário do Rio Graciosa, durante o período de 

dezembro de 2010 a novembro de 2011. 
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Fig. 16 – Percentual de cepas de Salmonella sp. presentes nas amostras 

de ostra de cultivo, no estuário do Rio Graciosa, durante o período de 

dezembro de 2010 a novembro de 2011. 

 

Galvão (2004) estudando a água de cultivo em Ubatuba-SP não detectaram a 

presença de Salmonella, diferentemente do presente trabalho. A presença de 

Salmonella no ambiente aquático requer atenção devido ao risco de transmissão e 

disseminação da salmonelose (SANCHEZ, 1988 apud NUNES, 2007). Para Huss, 

Reilly e Embarek (2000), a presença de Salmonella em águas poluídas está 

associada à falta de saneamento.  

A presença de Salmonella nas amostras de ostras é preocupante visto que 

segundo a RDC Nº 12 (BRASIL, 2001), não pode haver a presença dessa bactéria 

em 25 g do alimento. Rodrigues (1998) também relataram Salmonella em ostras 

obtidas nas regiões de Ubatuba, SP. 

A prevalência de Salmonella na água e em frutos do mar é influenciada por 

fatores críticos, como as chuvas, as águas pluviais (AMAGLIANI, BRANDI e 

SCHIAVANO, 2011) e a redução da luz solar (SETTI et al., 2009). Para Winfield e 

Groisman (2003) a Salmonella uma vez que atinge o solo e ambientes aquáticos, 

pode sobreviver durante longos períodos garantindo assim a sua passagem para 

novos hospedeiros. 
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6. CONCLUSÃO 
 
 

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram o grande problema 

da poluição ambiental em cidades litorâneas que não apresentam sistema de 

saneamento básico eficiente. Este fato além de comprometer a qualidade 

microbiológica da água, compromete também a inocuidade do pescado, 

principalmente quando se trata do cultivo de moluscos bivalves.  

Assim, faz-se necessário o monitoramento contínuo nas áreas de cultivo, bem 

como a aplicação de tratamentos secundários nesses indivíduos a fim de garantir a 

inocuidade desse alimento.  
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