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RESUMO

NEIVA, G. S. QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE OSTRAS (Crassostrea
rhizophorae) E AGUA DE CULTIVO E SUSCETIBILIDADE DE Escherichia coli
A OLEO ESSENCIAL DE Lippia origanoides (Kunth)

A ingestdo de moluscos bivalves marinhos, crus ou levemente cozidos, é uma
pratica comum em todas as regides litoraneas do Brasil. O consumo desses
alimentos pode estd associado a ocorréncia de Doencas de Transmisséo
Alimentar. Dentre os moluscos, destacam-se as ostras, pela caracteristica de
bioacumular particulas presente no ambiente, propiciando a contaminacao por
microrganismos patdégenos, como Escherichia coli. Deste modo, 0 objetivo do
presente estudo foi avaliar a qualidade microbiolégica de ostras Crassostrea
rhizophorae e agua de cultivo da Reserva Extrativista Marinha Baia do Iguape —
Bahia, caracterizar genotipicamente E.coli isoladas dessas amostras e verificar a
acdo antimicrobiana do Oleo Essencial de Lippia origanoides frente as cepas
isoladas de amostras de ostras e cepas padrao ATCC dos patotipos EHEC
(ATCC 43895), EPEC (CD Olllab), ETEC (ATCC 11229). Foram realizadas
guatro coletas em trés pontos distintos, no periodo de janeiro a abril de 2015.
Para andlise da agua utilizou-se da técnica do Numero Mais Provavel - NMP/100
mL com série de cinco tubos em trés diluicbes. A determinacdo da populacdo de
Coliformes totais (CT) e E. coli em ostras foi realizada por meio de método rapido
de contagem em placas Petrifilm™ EC (3M Company). O 6leo essencial de Lippia
origanoides foi obtido através de hidrodestilacdo. Para avaliagcdo da atividade
antimicrobiana foi realizado teste de microdiluicdo em caldo proposto pelo CLSI
(2003) com adaptacbes, para obtencdo da determinacdo da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do 6leo
essencial estudado. As amostras de agua apresentaram contagem microbiana
média de 1,30 log NMP/100 mL para CT e 2,45 log NMP/100 mL, para coliformes
termotolerante, variando entre de 0,83 a 2,08 log NMP/100 mL e 0,66 a 6,80 log
NMP/100 mL, respectivamente. A analise microbiolégica de ostra evidenciou
valores contagem de CT de 0,95 a 4,76 log UFC/g e E. coli 0,95 a 6,80 log UFC/g.

A caracterizagdo genotipica dos isolados identificou o gene de viruléncia



stx’)EHEC em 36,6 % (11/30) das amostras analisadas. Nenhuma das amostras
estudadas apresentou o gene de viruléncia bfpA/EPEC. Para determinacdo da
atividade antimicrobiana do OE de Lippia origanoides, foi realizada a andlise da
composicao quimica que revelou ter como composto majoritario o carvacrol (48%)
seguido do p-cimeno (6,27 %) e timol (4,10%). Os achados demonstraram que o
Oleo essencial de Lippia origanoides possui acao inibitoria frente a todas as cepas
estudadas. A CIM para as cepas isoladas de ostras (Crassostrea rhizophorae) foi
de 1,09 mg.mL™?, sendo esta concentracéo considerada bacteriostatica minima. A
CBM para o isolado do ponto de coleta D foi 1,09 mg.mL™ e E. coli isoladas dos
pontos de cultivo A e C foram 4,37 mg.mL™. As cepas padrdo apresentaram CIM
e CBM de 1,09 mg.mL™. A concentracéo bactericida minima para ETEC foi 1,09
mg.mL* e para EHEC, e EPEC foram de 0,54 mg.mL™. Os resultados
microbiolégicos apesar de estarem de acordo com os padrdes estabelecidos pela
legislagdo internacional, a identificagdo do gene de viruléncia nas amostras
analisadas sugere cuidado quanto ao consumo das ostras cultivadas neste local.
Recomenda-se a producdo de ostras controlada de poluicdo, destacando o
monitoramento continuo dessa area e da qualidade do processo produtivo de
ostras. Evidencia-se que o0 Oleo essencial estudado apresenta potencial
biotecnolégico para o desenvolvimento de antimicrobianos para ser usado no
controle de bactérias patogénicas.

Palavras chave: Aquicultura, contaminacdo bacteriana, moluscos bivalves,

antimicrobianos naturais.



ABSTRACT

NEIVA, G.S. CONDITIONS OF OYSTERS MICROBIOLOGICAL (Crassostrea
rhizophorae) AND WATER CULTURE AND SUSCEPTIBILITY Escherichia coli
OIL ESSENTIAL origanoides Lippia (Kunth)

The intake of marine bivalve molluscs, raw or lightly cooked, is a common practice
in all the coastal regions of Brazil. The consumption of these foods is associated
with the emergence of Food Transmitted Diseases. Among the clams, oysters
stand-by feature bioaccumulate particles present in the environment, leading to
contamination by pathogenic microorganisms such as Escherichia coli. Thus, the
aim of this study was to evaluate the microbiological quality of Crassostrea
rhizophorae and cultivation water of Reserve Marine Extractive Bay lguape —
Bahia, phenotypically characterize E. coli isolated from these samples and check
the OE antimicrobial action Lippia origanoides front isolated strains of oysters and
standard strains of EHEC pathotypes samples ATCC (ATCC 43895), EPEC
(ATCC CD Ol11lab), ETEC (ATCC 11229). Four samples were taken at three
different points in the period January to April 2015. For analysis of the water used
is the number of technical More Likely - NMP / 100 mL with series of five tubes in
three dilutions. The determination of population of total coliforms (TC) and E. coli
in Oysters was performed by rapid method of count Petrifilm ™ EC plates (3M
Company). The essential oil of Lippia origanoides was obtained by
hydrodistillation. To evaluate the antimicrobial activity was conducted microdilution
test broth proposed by the CLSI (2003) with adaptations, to obtain determining the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration
(MBC) of the essential oil studied. Water samples had a mean microbial count of
1.30 log NMP/100 mL for CT and 2.45 log NMP/100 mL, for thermotolerant
coliforms, ranging from 0.83 to 2.08 log NMP/100 mL and from 0.66 to 6.80 log
NMP/100 mL, respectively. The Oyster microbiological analysis showed CT count
values from 0.95 to 4.76 log UFC/g and E. coli from 0.95 to 6.80 log UFC/g.
Genotypic characterization of isolates identify the virulence gene stx/EHEC in 36.6
% (11/30) of the samples. None of the samples showed the virulence gene bfpA/
EPEC. The chemical composition analysis has revealed as major compound

carvacrol (48%) followed by p-cymene (6.27%) and thymol (4.10%).The findings



showed that the essential oil of Lippia origanoides has inhibitory action across all
studied strains. The MIC for the isolated strains of oysters (Crassostrea
rhizophorae) was 1.09 mg.mL™, which is considered minimal bacteriostatic
concentration. CBM to isolate the pickup point D was 1.09 mg.mL™ and E. coli
isolated from the growing points A and C were 4.37 mg.mL™. The standard strains
showed MIC and MBC of 1.09 mg.mL™. The minimum bactericidal concentration
was 1.09 to ETEC mg.mL' and EHEC and EPEC were 0.54 mg.mL™
Microbiological results although they are in accordance with the standards
established by international law, virulence gene identified in part of the samples
suggests careful about consumption of oysters grown in this location. It is
recommended the production of controlled oyster pollution, highlighting the
continuous monitoring of the area and the quality of the production process of
oysters. It is evident that the essential oil has been studied biotechnological
potential for the development of antimicrobial to be used in the control of
pathogenic bacteria.

Keywords: Aquaculture, contamination Bacterial, Bivalve Mollusks, natural

antimicrobials.



INTRODUCAO

O consumo de organismos aquaticos originarios de aguas contaminadas
pode levar ao aparecimento de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA), que
podem ser causadas tanto por um agente infeccioso contaminante do alimento
ingerido, como pela toxina por ele produzida no alimento (BRASIL, 2001).

Dentre os pescados com potencial causador de DTA destacam-se as
ostras devido as caracteristicas anatomo-fisiolégicas, podendo bioacumular
residuos ambientais, uma vez que esses moluscos vivem geralmente em
estuarios e em areas costeiras passiveis de poluigdo.

Salienta-se que a qualidade dos moluscos como alimento esta estritamente
relacionada as condicbes do ambiente. A degradacdo ambiental, muitas vezes
decorrente do desague de efluentes domeésticos, industriais e agricolas, prejudica
0 crescimento do molusco e compromete a seguranca do alimento (GARCIA;
BARROSO, 2007).

A presenca de microrganismos patogénicos em bivalves também pode esta
associada a deficiéncias nas etapas de processamento ou na conservagao do
produto, comprometendo a sua qualidade e podendo causar sérios danos a saude
do consumidor, que vao desde uma simples intoxicacdo até a morte (VIEIRA;
REBOUCAS; ALBUQUERQUE, 2006). Desta maneira, destaca-se a importancia
de cultivar os moluscos em um ambiente com agua de boa qualidade para a
producdo de alimentos nutritivos e seguros para a saude dos consumidores
(RUPP et al., 2008).

A presenca dos coliformes termotolerantes, como a Escherichia coli, em
ostras indica que o alimento apresenta uma contaminacdo microbiana de origem
fecal e, portanto, esta em condi¢des sanitarias insatisfatorias, podendo acarretar o
surgimento de sintomas caracteristicos de DTA (SILVA, 2003).

A maioria das linhagens de E. coli s&o comensais, porém, algumas podem
causar uma grande variedade de doencas. Cepas patogénicas de E. coli como,
enterohemorragicas (EHEC) e enteropatogénicas (EPEC), podem ocasionar
sintomas clinicos classicos com diarreia, nauseas e hipertermia ou ainda progredir

para sindrome hemolitica-urémica, infeccbes de bexiga e rim, septicemia,
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pneumonia e meningite, devido aos fatores de viruléncias, sorotipagem,
manifestagdes clinicas e epidemiologia (KAPER et al., 2004).

Os fatores de viruléncia dos patotipos de E. coli possibilitam que se fixem
as células epiteliais intestinais do hospedeiro por meio de fimbrias ou adesinas.
Esta ligagdo leva a proliferacdo microbiana no trato intestinal, liberagdo das
toxinas nos enterocitos e, consequente, sintomatologia caracteristica (NGELEKA
et al., 2003).

No tratamento das toxinfecgbes alimentares usualmente a populagédo faz
uso de diversos antimicrobianos, no entanto, a administracdo indiscriminada
desses compostos no tratamento e prevencdo de doencas tem se tornado um
problema para a saude publica, devido ao aumento de bactérias resistentes aos
diferentes farmacos.

Ressalta-se que esse uso descontrolado de antimicrobianos sintéticos tem
ocasionado o aumento da resisténcia de cepas bacterianas isoladas de alimentos
a diferentes compostos antimicrobianos de uso clinico, como evidenciado em
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus e Salmonella
(BANERJEE e SAKKAR, 2004; SOUZA, 2006).

Alternativas substitutivas aos antibacterianos usuais sao urgentemente
requeridas, tais como 0s antimicrobianos naturais, que se configuram como
compostos adicionados ou presentes em alimentos, tendo a funcdo de retardar ou
inibir o desenvolvimento microbiano, a exemplo dos 6leos essenciais (BRUGALLI,
2003; TIPPAYATUM e CHONHENCHOB, 2007).

Os oOleos essenciais (OE) sdo produtos do metabolismo secundario das
plantas e possuem composi¢cao quimica complexa, cujos componentes estdo em
diferentes concentracdes (SIMOES e SPITZER, 2000; SIQUI et al., 2000,
GONCALVES et al., 2003). A maior parte da atividade antimicrobiana do OE
parece estar associada aos compostos fendlicos, cujo efeito antimicrobiano esta
relacionado, principalmente, a alteracdo da permeabilidade e integridade da
membrana celular bacteriana (LAMBERT et al., 2001).

Os OEs com acao antimicrobiana possuem baixo risco de desenvolvimento
de resisténcia microbiana frente a sua acao, devido a composicdo complexa dos
Oleos, formados por misturas de componentes, que, podem apresentam
diferentes mecanismos de atividade antimicrobiana, e, desta forma, torna mais
dificil a adaptabilidade dos microrganismos (DAFERERA et al., 2000).
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Além disso, esses produtos ndo sao prejudiciais ao meio ambiente e
menos agressivos a saude do homem, no que se refere aos residuos
farmacoldgicos. Assim, antimicrobianos naturais vém sendo explorados também
na medicina veterinaria, microbiologia, parasitologia, aquicultura e tecnologia de
alimentos.

Dentre os antimicrobianos naturais destaca-se o 6leo essencial de Lippia
origanoides (Kunth), conhecido popularmente por alecrim pimenta ou alecrim de
tabuleiro, cuja atividade antimicrobiana apresenta amplo espectro de acgéao, frente
a bactérias Gram positivas e Gram negativas, fungos e leveduras.

Os produtos obtidos da extracdo de Lippia spp tém sido amplamente
testados cientificamente, devido ao potencial dos principios bioativos. Estudos em
diversas areas do conhecimento vém confirmando tais atividades terapéuticas

propaladas na medicina popular (GOMES et al., 2011).
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Aquicultura

A aquicultura constitui-se como o cultivo de diversos organismos aquaticos,
incluidos neste contexto peixes, moluscos, crustaceos e plantas aquéticas, sendo
gue a intervencdo ou manejo do processo de criacdo é imprescindivel para a
producéo (SILVA et al., 2014).

O cultivo controlado ou semi-controlado de animais aquéticos pelo homem
€ uma atividade que teve inicio na China, ha uns 4.000 anos aproximadamente,
com o monocultivo da carpa. A histéria do manejo de pescado em cativeiro
aproveitando represamentos, baias, igarapés e estuarios vém da necessidade
humana em garantir alimentos para as comunidades e da evolu¢ao social oriunda
da observagcdo da natureza da populacdo praieira e ribeirinha (CAMARGO e
POUEY, 2005; SILVA et al., 2014).

Estima-se que a producdo mundial de pescado no ano de 2012 foi de 158
milhdes de toneladas, os quais 136,2 milhdes de toneladas foram utilizados para
0 consumo humano, dessas cerca de 66,6 milhdes de toneladas (48,9 %) tiveram
origem na aquicultura, sendo 0s peixes 0s organismos aquaticos mais cultivados,
com uma producédo de 44,1 milhdes de toneladas, seguidos pelos moluscos, com
15,2 milhdes de toneladas, e crustaceos, com 6,4 milhdes de toneladas (FAO,
2014).

Os paises que tiveram maiores producdes nesse periodo estdo
concentrados no continente asiatico, destacando a China em primeiro lugar, com
mais de 41 milhdes de toneladas produzidas em 2012, seguida pela india, com
4,2 milhdes de toneladas. O Brasil ocupa a 122 posicdo da producdo mundial,
com 707.461 de toneladas e segundo lugar na producdo da América Latina,
ficando atras apenas do Chile que produz 1.071.421de toneladas (FAO, 2014).

A expectativa € que em 2030 a aquicultura seja responsavel por mais de 60
% da producdo mundial de pescado para consumo humano, segundo a
publicacao Fish to 2030 (FAO, 2014).

Dentre os diversos tipos de cultura de pescado, destaca-se a
malacocultura, que refere-se a criacdo de moluscos para consumo humano,
sejam estes de aguas doces, marinhas ou terrestres (AGUDO, 2008).

O cultivo de moluscos € uma alternativa eficiente de producéo de pescado,

especialmente por ofertar baixos custos para sua instalagdo, material de facil
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obtencao, facilidade na captacdo de sementes, manuseio e a0 mesmo tempo um
alto indice de rentabilidade, sendo uma alternativa para a pesca artesanal ou para
manutencgao e reposicdo dos estoques naturais (SILVA e SILVA, 2007).

O Brasil destaca-se como potencial produtor por apresentar uma das
maiores linhas de costa do mundo, com cerca de 8.500 km de extensao, e uma
grande diversidade de organismos marinhos, considerados recursos econdmicos
e naturais, uma vez que o pescado representa importante fonte de alimento e
trabalho. Embora a pesca brasileira seja uma atividade econémica das mais
tradicionais, a produgcdo de pescado de origem marinha ndo é conhecida com
precisdo (NAYLOR, 2000).

De acordo com dados langcados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica, a producédo brasileira de aquicultura no ano de 2014 foi de 22.091,88
toneladas (IBGE, 2014).

Na Agquicultura, a regido Nordeste foi a maior produtora em 2014, com
147,38 toneladas de moluscos bivalves, seguida pela regido Norte, com 139,21
toneladas. Em 3° lugar esta a regido Sul, com 126,14 toneladas; em 4° lugar a
regido Centro-Oeste, com 90,05 toneladas, e em ultimo lugar encontra-se a regiao
Sudeste, com 53,46 toneladas (IBGE, 2014).

A ostreicultura € uma atividade que merece destaque, considerando-se que
as ostras, devido a caracteristica filtradora de alimentacdo representam maior
viabilidade econémica na producdo quando comparado com outras atividades
aquicolas (OLIVEIRA, 1998).

O cultivo de ostras se desenvolve principalmente em ambientes estuarinos
e regibes costeiras, utilizando diferentes métodos de cultivo, como long line,
balsas flutuantes e mesas fixas, de acordo com a caracteristica dos ambientes
costeiros, condicfes ambientais e tradicdo local (FAO, 2006).

A ostreicultura € marcada por uma producdo fundamentada na unidade
familiar e proporciona alternativas econémicas para as comunidades pesqueiras,
garantindo sua permanéncia em seu local de origem. Com o mercado em
expansao, a atividade tem grande perspectiva de consolidacdo e ampliacdo para
uma escala industrial (BRANDINI et al., 2000; BAHIA PESCA, 2012).

Desta forma, a ostreicultura pode promover a inclusdo social mediante o
incremento da renda familiar, promocdo da igualdade entre géneros e

fortalecimento da seguranca alimentar das comunidades ribeirinhas. Do ponto de
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vista econdmico, o cultivo de ostras pode contribuir para a expansdo comercial,
diversificando a culinéria regional e gerando emprego e renda para a populacao
costeira. Do ponto de vista ambiental, o cultivo de ostras pode reduzir a presséo
sobre 0s estoques naturais, reduzindo a forma extrativista de coleta, além de

exigir melhor qualidade da 4gua no local de cultivo (GOMES, 2008).

Producédo de ostras na Baia do Iguape

O Estado da Bahia é caracterizado por possuir paisagem diversificada,
litoral com 1.188 km de extensao, representando 13,2 % da costa brasileira e por
apresentar grande numero de estuarios cujas bordas caracterizam-se pela
formacdo de mangues arbdreos, ricos em numerosas espécies utilizaveis na
alimentacao e de relevancia socioecondémica (BAHIA PESCA, 1994).

A producdo estimada de moluscos bivalves no Estado da Bahia foi de
71,28 toneladas, no ano de 2014. Destaca-se 0 municipio de Cachoeira, com
producédo de 10,5 toneladas, ocupando o segundo lugar na producéo do Estado
(IBGE, 2014).

Dentre essas regibes estuarinas de potencial produtor destaca-se,
principalmente, a Baia de Todos os Santos, que concentra atividades portuarias e
industriais. O desenvolvimento dessas atividades podem afetar, sobretudo, a
ecologia da regido, em decorréncia da poluicdo de origem urbana e industrial,
acentuada por um intenso processo de ocupacdo desordenada que vem
contaminando e destruindo os manguezais (BAHIA PESCA, 1994).

A Reserva Extrativista Marinha da Baia do Iguape € uma unidade de
conservacao federal categorizada como reserva extrativista e criada por Decreto
Presidencial em 11 de agosto de 2000. Possui uma area aproximada de 8.117,53
hectares, sendo 2.831,24 ha em terrenos de manguezais e 5.286,29 ha de aguas
internas no Estado da Bahia (BRASIL, 2000). Esta localizada no extremo oeste da
Baia de Todos os Santos nos municipios de Maragojipe e Cachoeira, a margem
direita do Rio Paraguacu, conforme observado na figura 1, e as comunidades do
seu entorno vivem de seus ecossistemas proprios ou associados, praticando
varias atividades que contemplam o uso social dos recursos naturais (PROST,
2007).
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Figura 1. Representacdo grafica da localizacdo da Reserva Extrativista Marinha
Baia do Iguape com subdivisdo em setores — Bahia — Brasil no Sistema de
Informacdes Georreferenciadas (Sigeo). Fonte: GENZ, 2006.
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A regido traz possibilidades produtivas aos agricultores familiares
vinculados a pesca, como coleta de marisco e ao cultivo de ostra, pois, possui
paisagem diversificada, reunindo praias, falésias, manguezais e rios que
favorecem a existéncia de um grande namero de espécies de pescado.

As ostras que sdo cultivadas na Baia do Iguape, sdo da espécie
Crassostrea rhizophorae. O género Crassostrea reune as ostras de maior
interesse econdmico em funcéo do valor nutricional da carne, com elevado valor
de proteinas, vitaminas (A, B1, B2, C e D) e minerais (fésforo, calcio, ferro e iodo),
além de glicogénio (PEREIRA et al., 1998; PACHECO et al., 2004; OPAS, 2009).

Atualmente, os moluscos beneficiados nessa regido atendem a
subsisténcia das familias das 14 comunidades que formam a Bacia e Vale do
Iguape e abastece o mercado de cidades circunvizinhas como Cachoeira, S&o
Félix, Maragogipe e Santo Amaro. Além disso, boa parte do cultivo das ostras é
destinada aos estabelecimentos produtores de alimentos de Salvador, capital do
Estado (FREITAS, 2012).

Crassostrea rhizophorae

A espécie Crassostrea rhizophorae conhecida como ostra nativa ou ostra
do mangue pertence ao Filo Mollusca, Classe Bivalvia, Familia Ostreidae, Género
Crassostrea (BARNES, 1990). Caracterizado por organismos com estrutura fisica
composta basicamente por um corpo macio, protegido por duas sessfes de
conchas calcarias duras e unidas por um ligamento do tipo dobradico em uma das
extremidades (WHEATON, 2007). A carne propriamente dita é ligada a concha
nas extremidades do musculo adutor o qual une as duas valvas, sendo o
responsavel pelo fechamento das mesmas (BARNABE, 1996; RUPP, 1999).

A forma da concha é bastante varidvel e depende do ambiente onde as
ostras crescem, sendo usualmente alongada. A valva inferior ou esquerda é
cbncava, e fica encaixada sob a articulacdo, sendo esta a valva sobre a qual a
ostra encontra-se fixada ao substrato, enquanto a valva superior ou direita é plana
(RUPP, 1999).

Crassostrea rhizophorae € uma espécie hermafrodita protandrica, de
tamanho médio, que alcanca tamanho de 100 mm, concha grossa e de forma

variavel, geralmente larga e de tonalidade clara a escura. A valva superior é plana
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e menor que a inferior, distribui-se do Caribe ao Atlantico sul-americano até o
Brasil (VILLARROEL et al., 2004), € tipica de zonas tropicais e ocorre
principalmente fixada as raizes aéreas do mangue vermelho (Rhizophora
mangle), ou sobre zonas intertidais e costdes rochosos (NASCIMENTO, 1983).

As espécies do género Crassostrea sdo consideradas eurihalinas e
euritérmicas, podendo habitar diferentes ambientes, sobretudo estuérios, onde ha
interacdo entre a 4gua salgada e doce ocorrendo grandes variacdes de salinidade
e com grande aporte de matéria organica e alta produtividade priméaria
(PRITCHARD, 1967).

Outra caracteristica fisica desta espécie € o grande desenvolvimento dos
cilios branquiais, que sdo responsaveis pela respiracdo e filtracdo do alimento,
estes produzem uma corrente de agua até o interior do animal, enviando as
particulas em suspenséao até os filamentos branquiais, onde séo retidas e levadas
por batimentos ciliares até os palpos labiais (RUPP, 1999; FURLAN, 2004).
Possuem capacidade de filtrar até 10 litros de agua por hora e cerca de 200 litros
por dia, podendo adsorver e bioacumular as particulas de detritos e o0s
microrganismos presentes na corrente aquatica (MIOSSEC et al., 2009;
MAMEDE, 2012).

Os alimentos adsorvidos sdo enzimaticamente atacados desde o momento
em que penetram nos condutos da glandula digestiva. Porém, € possivel observar
células vivas presentes no estbmago nas seis horas seguintes a ingestao e
durante oito a dezesseis horas no intestino (BARNABE, 1996). Assim, bactérias
patogénicas, que estejam eventualmente presentes na agua de cultivo, apds
serem filtradas poderdo permanecer viaveis no trato digestivo das ostras
(MORAES et al., 2000).

A capacidade de acumulacéo de particulas confere as ostras a capacidade
de serem instrumentos utilizados no monitoramento de contaminantes em aguas
estuarinas, atuando como bioindicadores ambientais.

O problema tende a se agravar quando ha aumento da temperatura
ambiental, pois as taxas de filtracdo e de crescimento das ostras também sao
aceleradas nessas condi¢cdes (CHRISTO, 2006), consequentemente aumentando
a possibilidade de ingestédo de bactérias patogénicas pelas ostras.

Recomenda-se para criagdo desses moluscos, 0 cultivo suspenso em

estruturas fixas em travesseiros cuja vantagem de nao expor os moluscos aos
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predadores do fundo do ambiente aquéatico, mantém a ostra em imersédo e
expostas conforme a flutuacdo da maré, desta forma, as ostras adquirem maior
resisténcia e permanecem vivas por mais tempo durante a comercializagdo por
manter dgua em seu interior além de permitir produtividade de forma sustentavel
(MENEZES, 2005).

Consumo de ostras e 0s riscos associados

Cada vez mais os consumidores buscam alimentos que confiram
seguranca alimentar dentro e fora do ambiente domiciliar, o que significa garantir
o consumo de alimentos que atendam aos aspectos nutricionais, as
caracteristicas sensoriais desejaveis, a higiene sanitéria, representada pela
auséncia de microrganismos e a auséncia de riscos fisicos e quimicos (GOMES,
2007).

A ingestdo de moluscos bivalves marinhos, crus ou levemente cozidos, é
uma pratica que pode transmitir microrganismos patogénicos ao homem
(PEREIRA, 2006).

Devido ao seu habito alimentar filtrador, os moluscos bivalves concentram
em seu corpo microrganismos e poluentes quimicos existentes no meio, 0 que 0s
destacam como bioindicadores de poluicdo das aguas e veiculadores de doencas
(LEAL; FRANCO, 2008).

O consumo de organismos aquaticos contaminados podem levar a
ocorréncia de DTA que podem ser causadas tanto por um agente infeccioso
contaminante do alimento ingerido, como pela toxina por ele produzida (BRASIL,
2001).

Nas ultimas décadas o consumo de moluscos bivalves tem aumentado
consideravelmente no mundo inteiro. Juntamente com essa tendéncia, surtos de
doencas associadas ao consumo destes organismos tém sido cada vez mais
relatados em todos os continentes (VIEIRA, 2011). A maioria dos surtos
encontram-se relacionados a ingestdo do alimento cru, sendo as ostras 0s
organismos mais envolvidos (POTASMAN; PAZ; ODEN, 2002).

A microbiota do pescado e da maioria dos moluscos bivalves é bastante
variada e depende da qualidade da agua na qual é capturado e/ou cultivado, da

gualidade da agua que se utiliza para sua lavagem, e de outros fatores
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ambientais, como salinidade, temperatura, salubridade do ambiente podendo ser
detectados nesses animais bactérias, como Acinetobacter, Aeromonas,
Alcaligenes, Flavobacterium, Pseudomonas, Vibrio, Escherichia, Enterobacter,
Lactobacillus, podem ser encontrados virus, como o da Hepatite A e Rotavirus
(ARASAKI, 2002; COELHO et al., 2003; VIEIRA, 2004; KITTIGUL, et al., 2007,
LEE et al., 2008).

Estes patdgenos podem estar no ambiente e serem veiculados para o ser
humano no momento da ingestdo do molusco (CRUZ-ROMERO et al., 2008).

O primeiro surto registrado associado ao consumo de ostras cruas foi
reportado por Pasquier em 1816, com caso de febre tiféide em grupo de
franceses (POTASMAN et al, 2003).

A maior epidemia associada ao consumo de moluscos ocorreu em 1988
em Shangai, China, tendo sido relatados mais de 300.000 casos de hepatite A. A
epidemia foi causada pelo consumo de moluscos crus capturados em um porto
gue recebia despejos de esgotos domeésticos sem tratamento (COKK et al, 2001).

Investigando 1.266 casos de surtos associados a virus Norwalk em
moluscos, de 1991 a 1998, Burkhardt e Calci (2000) identificaram que 78 % das
doencas ocorreram devido ao consumo de ostras capturadas na Costa do Golfo.

Dados epidemiologicos do Ministério da Saude apontam que o pescado,
gue inclui peixe, crustaceos e moluscos bivalves foi responsavel por cerca de
1.185 casos de surtos notificados no Brasil entre os anos de 2000 a 2015
(BRASIL, 2015). Esta incidéncia possivelmente tem relacdo com a caracteristica
anatémica e biolégica do animal, a qualidade da agua na qual este foi cultivado,
as técnicas de manipulacédo de pos-captura e beneficiamento.

Em estudo realizado no estuario em Cananéia, Sdo Paulo, com ostras C.
rhizophorae com e sem tratamento de depuracéo, Ristori et al (2007) verificaram
gue as amostras de ostras nao tratadas, 80 %, 70 %, e 10 % eram positivas para
V. vulnificus, Aeromonas, e Salmonella, respectivamente. Para as amostras de
ostras tratadas 60 %, 30 %, e 0 % foram positivas para Escherichia coli O157:H7,
Shigella spp, e V. cholerae, respectivamente.

Rodrigues e Carvalho Filho (2011) ao pesquisar a presenca de Vibrio
parahaemolyticus em pontos da cadeia produtiva das ostras oriundas da Baia do
Iguape, evidenciaram que as ostras cultivadas nesta regido possuem grande

potencial de risco agueles que consumirem estes moluscos crus.
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Ostras coletadas no estuario do rio CocO, Ceara, apresentaram
contaminacao por coliformes termotolerantes, que inclui Escherichia coli, em 30 %
das amostras pesquisadas (SILVA et al., 2003).

Pesquisas realizadas por Doi et al. (2015), em estuario de Cananéia, Sao
Paulo, determinaram uma forte correlagéo das densidades de coliformes totais e
termotolerantes entre a 4gua e o tecido da ostra, concluindo que a qualidade
bacteriolégica dos moluscos bivalves refletiu aquela da Agua analisada.

A captura de ostras em bancos naturais ou sistemas de cultivo, somados
aos riscos de toxinfeccOes alimentares evidencia a necessidade da avaliacao
microbioldgica tanto das ostras como da agua de origem, a fim de garantir a
salde da populacdo através de um alimento seguro para 0 consumidor
(FRANCESCHI et al., 2009).

A contaminacao por E. coli em ostras e as suas variagdes de intensidade,
tem sido normalmente associada a contaminacéo fecal ou a poluicdo das aguas
naturais ou de ambientes aquaticos, onde estes organismos podem sobreviver
durante um longo periodo, ou a contaminagéo direta dos produtos durante o
processamento, bem como por varios efeitos ambientais como mares,
pluviosidade e posicionamento do cultivo (HUSS, 1997; YOUNGER, LEE & LEES,
2003).

Deste modo, estudos demonstram E. coli como microrganismo indicador da
gualidade sanitaria das aguas onde os moluscos séo cultivados e dos préprios
moluscos bivalves (BARARDI et al., 2006).

E de grande importancia o acompanhamento da qualidade da agua no local
onde ocorre a producdo e coleta de moluscos bivalves destinados ao consumo
humano. Tendo em vista minimizar os riscos para a saude publica, a qualidade
microbiolégica das aguas torna-se um fator fundamental para que estes possam
ser comercializados com total seguranca para o consumidor (LENOCH, 2004).

Neste contexto, destaca-se a importancia de cultivar os moluscos em um
ambiente com agua de boa qualidade para a producao de alimentos nutritivos e
seguros para a saude dos consumidores. Por isso € fundamental que o processo
de crescimento das cidades costeiras seja acompanhado por uma expansao
adequada de sistemas de tratamento de esgoto e com consciéncia da importancia
da preservacdo dos ambientes costeiros, em conjunto com politicas de protecao

ambiental, e com constante monitoramento da qualidade da agua. Isso colabora
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com a expansédo da producédo de moluscos de alta qualidade na costa do Brasil
(RUPP et al., 2008).

Escherichia coli

Dentre as bactérias associadas a ostras e agua de cultivo destaca-se E.
coli, que se constitui em um bacilo Gram negativo, anaerdbio facultativo,
pertencente a familia Enterobacteriaceae, além de fermentar glicose e lactose
com producdo de acido e géas, dentre alguns atributos Uteis na sua identificacao
(ITO etal., 2007).

A maioria das cepas de E. coli se multiplica em baixas temperaturas, entre
4 e 5 °C, sendo a temperatura 6tima em torno de 37 °C, existem relatos de
sobrevivencia por mais de nove meses em temperatura de congelamento (-20 °C)
(DOYLE; SCHOENI, 1987). Temperaturas entre 60 °C e 70 °C por 30 minutos sao
capazes de inativar a maioria das cepas. Em relagdo ao pH, elas sao
consideradas neutrdfilas, crescendo numa faixa entre 4,5 a 9, sendo que em pH
extremo ndo é capaz de eliminar a célula (JAY, 2010).

E o microrganismo mais frequente no trato digestério do homem e dos
animais de sangue quente. Geralmente as cepas sao encontradas confinadas no
[imen intestinal, porém em hospedeiros imunosuprimidos ou quando as barreiras
gastrointestinais sdo atravessadas elas podem causar doencas infecciosas, além
disso, algumas cepas mutagénicas podem causar doencas em hospedeiros
sadios (BARROS, 2009; NAKAZATO et al., 2009).

Existem cepas de E. coli que adquiriram fatores especificos de viruléncia e
desenvolveram a capacidade de causar um amplo espectro de doencas em
humanos e até mesmo individuos saudaveis podem ser susceptiveis a infec¢céo
por esses agentes (KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004; WILLIAMS, TORRES e
LLOYD, 2010). As estirpes patogénicas de E. coli causam basicamente trés
sindromes clinicas: infeccdo do trato urinario, sepse/ meningite e diarreia
(NATARO e KAPER, 1998; HARRINGTON, DUDLEY e NATARO, 2005).

A caracterizacdo de E. coli patogénicas é baseada nos fatores de
viruléncia, nas manifestacdes clinicas, tratamento e na epidemiologia do
hospedeiro (HUANG et al., 2006).
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As espertipes que causam diarreia humana podem ser divididas em sete
grupos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorrgica também
conhecida como produtora de toxina Vero ou Shiga (EHEC, VTEC ou STEC), E.
coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteropatogénica tipica (tEPEC), E.coli
enteropatogénica atipica (@aEPEC) E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli de
aderéncia difusa (DAEC) (NATARO e KAPER, 1998; KAPER, NATARO e
MOBLEY, 2004).

Dentre as estirpes diarreiogénicas de E. coli destaca-se a enteropatogénica
(EPEC), descrita na literatura como primeiro patotipo de E.coli a ser identificado
sorologicamente e associado com casos de diarreia em criangas, sendo a
aderéncia um dos seus principais fatores de patogenicidade (RODRIGUEZ-
ANGELES, 2002).

As cepas de E. coli enteropatogénica (EPEC) tém sido isoladas em
alimentos e na agua, sendo consideradas como importante agentes de diarreia e
mortalidade infantil em paises em desenvolvimento (NATARO e KAPER, 1998;
CHANDRA et al., 2012)

O processo central da patogénese da EPEC esta baseado no
desenvolvimento de lesbes chamadas de “attaching and effacing” (A/E). Ocorre a
aderéncia da bactéria na mucosa do intestino delgado e ha a destruicdo das
microvilosidades intestinais. A sintomatologia da doenca € caracterizada por
diarreia aguda, febre, mal-estar e vOmito, por vezes acompanhada de
desidratacdo (LEVINE, 1987). Em infec¢cBes severas ha uma destruicdo completa
da superficie absortiva do intestino, com atrofia das vilosidades e reducédo da
mucosa. A observacdo da formacdo dessas lesdes foi crucial para identificar a
aderéncia bacteriana como um importante fator para a patogenia de EPEC
(CHEN e FRANKEL, 2005).

Outro patotipo de interesse humano é a enteroemorragica (EHEC), cujas
cepas podem provocar lesdes por adesdo as células do hospedeiro,
apresentando sintomas, como diarreia sanguinolenta e dor abdominal, sendo
diferenciada de outras infeccfes microbianas por ndo ocorrer hipertermia. Sao
associadas principalmente a colite hemorragica e, em casos mais graves, a
Sindrome Hemolitica-Urémica (SHU), que pode levar a faléncia renal e também a
purpura trombocitopénica trombdtica, com possivel envolvimento do sistema

nervoso central, devido a produgcédo de uma potente citotoxina, denominada shiga
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toxina (Stx) (KAPER et al., 2004). Um namero significante das pessoas afetadas
pela SHU (cerca de 30 %) sofre danos permanentes, que incluem insuficiéncia
renal crbnica, hipertensdo e deficiéncias neuroldgicas, assim todas as cepas de
EHEC séo consideradas patogénicas (MORA et al, 2005).

Os fatores de viruléncia dos patotipos de E. coli possibilitam que se fixem
as células epiteliais intestinais do hospedeiro por meio de fimbrias ou adesinas.
Esta ligagdo leva a proliferacdo microbiana no trato intestinal, liberagdo das
toxinas nos enterocitos e consequente sintomatologia caracteristica (NGELEKA et
al., 2003).

Existem diversos genes de viruléncia encontrados em infec¢des por EHEC
e EPEC, e em sua maioria, estdo relacionados a adesdo na mucosa intestinal
(GYLES, 2007).

Os fatores de viruléncia de estirpes de E. coli estdo associadas a
variedades cromossomais e genes plasmidais que codificam variedades de
fatores de aderencias intestinal, pili, antigenos capsulares, flagelos, enterotoxinas
termolabeis e termoestaveis, producdo de colicina, presenca de aerobactina,
resisténcia seérica entre outros, sendo estes fatores de viruléncia importantes
indicadores de patogenicidade (VIEIRA, 2010).

O processo de adaptacdo das bactérias em novos ambientes € facilitado
pela trasnferéncia horizontal de genes, o que colabora para a capacidade de
aquisicao de fatores de viruléncia envolvidos diretamente em infeccfes, podendo
modificar a composicdo do material genético bacteriano drasticamente, pela
incorporacao de elementos genéticos de outros organismos (DAM e DAS, 2006).

Além de adaptacGes ao ambiente a transferéncia genética pode contribuir
para a resisténcia aos antimicrobianos. As informacdes podem ser transportadas
através dos integrons, esses sdo responsaveis pela transferéncia de resisténcia
ndo s6 para a E. coli mas também para outras espécies bacterianas,
contribuindo, desta forma, para uma prevaléncia de resisténcia a infeccbes
humanas (AJIBOYE et al., 2009).

Métodos de analises molecular tém sido utilizados para a identificacdo dos
fatores de viruléncia associados as doencas ocasionadas por microrganismos.
Dentre eles destaca-se a tecnologia baseada na Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) (GARCIA et al., 2008; ROCHA et al., 2008).
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A PCR consiste em uma reagcdo de amplificagdo in vitro do DNA
pesquisado. A multiplicacdo € exponencial e se d4 por meio da acdo de uma
enzima (DNA polimerase) que, tendo um segmento de DNA de fita simples como
molde, é capaz de construir a fita complementar a esse segmento, através da
polimerizacdo de nucleotidios adicionados ao sistema. O inicio da cOpia se da a
partir de dois oligonucleotidios iniciadores (primers) complementares as
extremidades 3’e 5’do fragmento do DNA a ser copiado (FRANCO e LANDGRAF,
2008; DE ROBERTIS e HIB, 2006).

O processo da PCR requer quatro componentes: dois primers, cada um
consistindo em 15 a 20 bases de DNA, denominadas oligonucleotideos,
correspondendo a sequencias de DNA imediatamente adjacentes a sequéncia de
interesse; DNA polimerase, que realiza o processo vital de replicacdo do DNA,
sendo denominada extensdo do primer; um grande numero de nucleotideos de
DNA livres; DNA gendmico de um individuo (JORDE et al., 2004).

Os produtos da PCR sao analisados por meio de eletroforese, utilizando
géis de agarose ou geéis de poliacrilamida. Essas duas substancias formam
tramas de poros de tamanhos variaveis, possibilitando a separacdo dos
fragmentos, que tera sua eficiéncia dependente da concentracédo do polimero e da
intensidade da voltagem e amperagem aplicada (VIEIRA, 2009).

Uma vez identificada a contaminacao, estratégias de controle devem ser
tomadas para minimizar 0s riscos a saude dos consumidores como,
monitoramento do cultivo, boas praticas aquicolas e tecnologias pdés captura

como depuracao e uso de substancias bactericidas e bacteriostaticas.

Antimicrobianos

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, o wuso racional de
antimicrobianos pode ser definido como aquele que maximiza os efeitos
terapéuticos clinicos, enquanto minimiza tanto a toxicidade relacionada aos
medicamentos, quanto o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana
(BARBOSA et. al, 2008).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tem emergido como um
problema mundialmente importante, fazendo com que muitas classes de

antimicrobianos tenham se tornado menos efetivas nos ultimos anos. Algumas
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vezes, parte da emergéncia de resisténcia esta relacionada ao uso intensivo ou
inadequado desses compostos, ocasionando a selecdo de patdégenos resistentes
(GALES et. al, 1997). Um estudo no Brasil mostrou que os grupos beta-lactamicos
sdo os antimicrobianos mais usados no tratamento para infeccbes em gado
leiteiro, representando 38,22 % do total de dos antimicrobianos, seguido pelos
aminoglicosideos (25,19 %) e a tetraciclina (15,41 %) (NETTO et. al, 2005).

As industrias de alimentos tém passado por constantes pressdes dos
consumidores para que sejam removidos o0s residuos de antimicrobianos
(CARVALHO, et. al, 2006).0s alimentos de origem animal sdo considerados
importantes veiculos de microrganismos carreando genes de resisténcia e
consequentemente pode ocorrer transferéncia desses genes entre 0s
microrganismos ali presentes (BARBOSA et. al, 2007).

A resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos pode ser uma
caracteristica natural de algumas espécies de bactérias ou podem ser adquiridas
(TAVARES, 1990). Amplas variacdes na sensibilidade de diferentes estirpes
podem ocorrer em uma mesma espécie bacteriana aos agentes antimicrobianos.
Salienta-se que os antimicrobianos tém sido valiosos instrumentos na luta contra
0S microrganismos causadores de doencas, porém, muitos microrganismos
adquiriram resisténcia aos agentes antimicrobianos usualmente utilizados
(GILMAN et. al, 1996).

O uso descontrolado de antimicrobianos sintéticos tem sido responsavel
pelo surgimento de cepas microbianas progressivamente mais resistentes a
diferentes compostos antimicrobianos (SOUZA, 2006). Tem-se verificado o
aumento da resisténcia microbiana de cepas isoladas de alimentos, tais como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus e Salmonella frente a
diferentes antimicrobianos de uso clinico, como ampicilina, bacitracina,
cloranfenicol e cefalotina (BANERJEE e SAKKAR, 2004). Sendo assim, a
resisténcia microbiana torna-se um importante impulsionador para a busca de
novos constituintes antimicrobianos para a aplicacdo em alimentos. Baseado nos
resultados observados in vitro, alguns autores tem se aprofundado nesta
possibilidade (FEY et al.,, 2000; LAMBERT et al., 2001; MENDONCA, 2004;
KRUGER, 2006).

Diante o0 exposto, alternativas substitutivas aos antibacterianos séo

urgentemente requeridas, tais como o0s antimicrobianos naturais, que se
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configuram como compostos adicionados ou presentes em alimentos com a
funcdo de retardar ou inibir o desenvolvimento microbiano, tais como os 6leos
essenciais (BRUGALLI, 2003; TIPPAYATUM e CHONHENCHOB, 2007).

Oleos essenciais

Os Oleos essenciais (OE) sao produtos do metabolismo secundéario das
plantas e possuem composicdo quimica complexa, cujos componentes incluem
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres,
peréxidos, furanos, lactonas, acidos organicos fixos, em diferentes concentragées,
em que um desses compostos farmacologicamente ativo é majoritario, e estao
relacionados com diversas funcdes necessarias a sobrevivéncia vegetal,
exercendo papel fundamental na defesa contra microrganismos (SIMOES e
SPITZER, 2000; SIQUI et al., 2000, GONCALVES et al., 2003).

O efeito antimicrobiano esta relacionado, principalmente, a alteracdo da
permeabilidade e integridade da membrana celular bacteriana (LAMBERT et al.,
2001).

Usualmente os derivados de plantas sdo utilizados para acentuar gosto ou
aroma de alguns alimentos, porém sua atividade antiviral, antiparasitica,
antitoxigénica, antimicotica, inseticida, pesticida e antibacteriana, quando
aplicados em alimentos, € pouco conhecida (BURT, 2004).

A composicdo dos OEs encontram-se em constante transformacao,
variando de acordo com a origem botanica, o quimiotipo, fatores ambientais, e 0
procedimento de plantio, cultivo e colheita das plantas, podendo variar também
conforme a origem geografica, época de colheita, tipo de adubacédo e secagem
(BANDONI; CZEPAK, 2008).

A auséncia de padrdao na composi¢cao quimica dos OEs minimiza o risco de
desenvolvimento de resisténcia microbiana. A combinacdo de componentes, que,
apresentam diferentes mecanismos de atividade antimicrobiana, dificultando a
adaptacao dos microrganismos (DAFERERA et al., 2000).

Dentre os compostos antimicrobianos naturais atualmente estudados,
destaca-se o 6leo essencial de Lippia origanoides (Kunt), por apresentar potencial

atividade antimicrobiana com amplo espectro de acéo.
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O género Lippia (familia Verbenaceae) compreende cerca de 200 espécies
de ervas, arbustos e pequenas arvores, com ampla disseminacdo na América do
Sul, América Central e na Africa tropical (TERBLANCHE; KORNELIUS, 1996;
PASCUAL et al., 2001). Os principais centros de diversidade especifica do género
Lippia se encontram no México e Brasil, onde o maior nimero de espécies estdo
na Cadeia do Espinhago, localizada nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goias
(OLIVEIRA et al., 2007).

Lippia origanoides ou salva de Marajé, alecrim de tabuleiro, alecrim
pimenta, orégano do monte, como € popularmente conhecia é caracterizado por
ser um arbusto aromético ou pequena arvore podendo atingir até 3 m de altura, as
suas folhas sdo amplamente utilizadas como um tempero na culindria e na
medicina tradicional (PASCUAL, 2001; OLIVEIRA et al., 2007, VEGA VELA et al.,
2013).

No nordeste brasileiro, as espécies de Lippia sdo usadas na medicina
popular para o tratamento de resfriados, gripes, bronquites e tosse. Na maioria
das vezes, as partes empregadas sao as folhas e flores na forma de infusédo
(MESA et al., 2009).

A sua semelhanca olfatva com o0 orégano inspirou este nome aos
botanicos Humboldt, Bonpland e Kunth. E a primeira das espécies brasileiras
onde foi identificada a presenca de timol nos Oleos essenciais
(MORAIS et al.,1972).

A composicdo quimica do oleo essencial obtido das folhas mostrou um
elevado teor de monoterpenos oxigenados, mas com elevada variacdo nos
constituintes quimicos.  Alguns quimiotipos foram propostos, baseados na
guantidade relativa dos compostos principais: a e [ felandrenos, limoneno,
carvacrol, timol, eucaliptol, a felandreno, p-cimeno e éter metilico do timol
(STASHENKO et al., 2010; VEGAVELA et al., 2013).

Dentre eles, destacam-se o carvacrol e timol por apresentarem atividade
antimicrobiana ambas as substancias parecem tornar a membrana da célula
permedvel, e € capaz de desintegrar a membrana externa de bactérias Gram-
negativas (NOGUEIRA e MORAES, 2011; RIBEIRO et al. 2013)

Andrade et al., (2014) avaliaram a composicdo quimica e a acao
antimicrobiana do 6leo essencial de Lippia origanoides. Os ensaios demonstraram

gue o 6leo essencial é rico em carvacrol (29 %) e timol (11 %), e todas amostras

37



testadas inibiram o crescimento de cepas de Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Salmonella cholerasuis (ATTCC 10708).

Além da atividade antimicrobiana o Oleo essencial de Lippia tem
demonstrado propriedades de interesse epidemioldgico, tais como a atividade
inseticida contra 0 mosquito Aedes aegypti (CARVALHO et al., 2003; LIMA et al.,
2013).
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RESUMO

O consumo de ostras cruas esta associado ao surgimento de Doencas de
Transmissdo Alimentar, devido principalmente, a caracteristica de bioacumular
particulas presente no ambiente, propiciando a contaminacéo por microrganismos
patdgenos, como Escherichia coli. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi
determinar a qualidade microbiologica de ostras Crassostrea rhizophorae e agua
de cultivo da Reserva Extrativista Marinha Baia do Iguape - Bahia e caracterizar
genotipicamente Escherichia coli isoladas dessas amostras. Foram realizadas
guatro coletas em trés pontos distintos, no periodo de janeiro a abril de 2015.
Para andlise da agua utilizou-se da técnica do Numero Mais Provavel - NMP/100
mL com série de cinco tubos em trés diluicBes e a determinagédo da populacao de
Coliformes Totais (CT) e E. coli em ostras foi realizada por meio de método rapido
de contagem em placas Petrifim™ EC (3M Company) AOAC 998.08. As
amostras de agua apresentaram contagem microbiana média de 1,30 log
NMP/100 mL para CT e 2,45 log NMP/100 mL, para coliformes termotolerante,
variando entre de 0,83 a 2,08 log NMP/100 mL e 0,66 a 6,80 log NMP/100 mL,
respectivamente. A andlise microbioldgica de ostra evidenciou valores contagem
de CT de 0,95 a 4,76 log UFC/g e E. coli 0,95 a 6,80 log UFC/g. A caracterizacao
genotipica dos isolados identificou o gene de viruléncia stxYEHEC em 36,6 %

(11/30) das amostras analisadas. Nenhuma das amostras estudadas apresentou
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0 gene de viruléncia bfpA/EPEC. Apesar dos resultados encontram-se de acordo
com os padrdes estabelecidos pela legislacéo internacional, o gene de viruléncia
identificado em parte das amostras analisadas sugere cuidado quanto ao
consumo das ostras cultivadas neste local. Recomenda-se que a area escolhida
para o cultivo seja livre ou controlada de poluicdo. A producdo de ostras
cultivadas depende fortemente das condigbes ambientais da area onde sao
cultivadas ou extraidas, destaca-se monitoramento continuo dessas areas.

Palavras-chave: Contaminagéo acteriana, moluscos bivalves, poluicdo ambiental.

ABSTRACT

The consumption of raw oysters that associated with the emergence of foodborne
illnesses due mainly to the characteristic of particles bioaccumulate in the
environment, leading to contamination by pathogenic microorganisms, such as
Escherichia coli. Thus, the aim of this study was to determine the microbiological
quality of Crassostrea rhizophorae and cultivation water of Reserve Marine
Extractive Baia do Iguape - Bahia and characterize genotypically Escherichia coli
isolated from these samples. Four samples were taken at three different points in
the period January to April 2015. For analysis of the water was used the technique
of the Most Probable Number - MPN/100 mL with five tubes in three dilutions
series and the determination of the population Total coliforms (TC) and E. coli in
oysters was performed by rapid method of count Petriflm ™EC plates (3M
Company) AOAC 998.08. Water samples had a mean microbial count of 1.30 log
MPN/100 mL for CT and 2.45 log MPN/100 mL to thermotolerant coliforms,
ranging from 0.83 to 2.08 log MPN /100 mL and 0.66 to 6.80 log MPN/100 mL,
respectively. The Oyster microbiological analysis showed CT count values from
0.95 to 4.76 log UFC/g and E. coli from 0.95 to 6.80 log UFC/g. Genotypic
characterization of isolates identified the virulence gene stx/EHEC in 36.6%
(11/30) of the samples. None of the samples showed the virulence gene
bfpA/EPEC. Although the results are in accordance with the standards established
by international law, the virulence gene identified in part of the samples suggests
careful about consumption of oysters grown in this location. It is recommended
that the area selected for cultivation are free of pollution or controlled. The

production of oysters grown strongly depends on the environmental conditions of
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the area where they are grown or extracted, it stands out continuous monitoring of
these areas.

Keywords: Contamination bacterial, bivalve Mollusks, environment pollution.

INTRODUGCAO

O consumo de organismos aquaticos originarios de aguas contaminadas
pode levar ao aparecimento de doencas transmitidas por alimentos (DTA) que
podem ser causadas tanto pela ingestdo de alimento contaminado por agente
biolégico, como pela toxina por ele produzida no alimento (Brasil, 2001).

Os ambientes estuarinos estdo sujeitos a distintos tipos de contaminacao,
como a veiculacdo microbiolégica originaria principalmente pelos efluentes
domeésticos langcados sem tratamento no ambiente, que podem causar riscos a
saude humana e as espeécies presentes no habitat, como a ostra (Barros e
Barbieri, 2012).

A qualidade microbiolégica da agua influencia diretamente na qualidade
dos moluscos cultivados, principalmente quando estes sao ingeridos como
alimentos em sua forma in natura (Mujika, 2013).

As ostras possuem fisiologia filtradora que se alimentam das particulas e
microalgas que se encontram na agua e acumulam, em seus tecidos, grandes
guantidades de substancias organicas, inorganicas, além dos microrganismos
presentes no ambiente, atuando como bioindicadores ambientais (Pereira et al.,
2006; Zanette et al., 2006).

A presenca de microrganismo do grupo dos coliformes no ambiente e nos
animais cultivados indica contaminacéo fecal, devido a caracteristica desse grupo
de desenvolverem no trato gastrintestinal de animais de sangue quente. Assim, a
contagem desses microrganismos € utilizada no monitoramento da qualidade
microbiolégica da agua e do alimento (Silva et al., 2006; Codex, 2008).

A presenca de E. coli € um indicativo de contaminacéo fecal recente ou de
condi¢cBes higiénicossanitarias insatisfatorias durante o processamento de
alimentos (Silva et al., 2006).

Assim, o objetivo do trabalho foi determinar a qualidade microbiolégica de

ostras Crassostrea rhizophorae e agua de cultivo da Reserva Extrativista Marinha
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da Baia do Iguape-Bahia e caracterizar genotipicamente os isolados de

Escherichia coli dos isolados.

MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

O estudo foi desenvolvido no setor norte da Reserva Extrativista Marinha
Baia do Iguape (BI), municipio de Cachoeira — BA, abrangendo trés comunidades
gue fazem parte do nucleo produtivo de ostreicultura: Dendé, Calembéa e Engenho
da Ponte.

Dados Pluviométricos

Os dados de precipitacdo de chuva, somatdrio da semana anterior a coleta,
foram obtidos do site do Programa de Monitoramento em Tempo Real da Regiéo
Nordeste do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE).

Coleta de Amostras

Foram utilizadas para o0 experimento ostras da espécie Crassostrea
rhizophorae cultivadas em cativeiro no sistema travesseiro e agua do cultivo.
Esses moluscos foram coletados em periodos chuvosos e de estiagem, com a
finalidade de observar a flutuagcdes na populacdo bacteriana das ostras e da
agua.

As coletas ocorreram mensalmente durante o periodo de janeiro a abril de
2015, totalizando quatro coletas. Em cada coleta foram amostradas dez ostras de
cada de trés pontos distintos de cultivo identificados como A, B e C. As ostras
foram coletadas diretamente dos travesseiros e acondicionadas em sacos
plasticos de primeiro uso e identificadas.

Concomitantemente as coletas de ostras ocorreram coleta das amostras de
agua de cultivo. As amostras foram compostas de dgua estuarina superficial com
aproximadamente 30 cm de profundidade, colhidas em frascos estéreis por
imersdo, tomando como base o comprimento do braco e a linha da agua acima do

cotovelo.
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Todas as amostras coletadas foram mantidas em caixa térmica contendo
gelo reciclavel e encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia do Nucleo de
Seguranca Alimentar e Nutricional (SANUTRI) do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, localizado em Santo Antonio de
Jesus, Bahia. O tempo total entre coleta e andlise das amostras ndo ultrapassou
guatro horas.

Anélise microbiol6égica da agua de cultivo

A qualidade microbiologica da agua foi determinada pela populacdo de
coliformes totais e coliformes termotolerantes por meio da técnica do Numero
Mais Provavel - NMP/100 mL com série de cinco tubos em trés dilui¢cdes distintas
(10 mL, 1 mL e 0,1 mL) (Blodgett, 2010).

Inicialmente foi realizado o teste presuntivo. As amostras de agua foram
previamente homogeneizadas os volumes determinados foram transferidos para
os tubos contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) e contendo um tubo de
Durhan invertido para coleta de gas. Foram considerados positivos os tubos que
apresentarem turvacéao e formacao de gas retida dentro do tubo de Durhan.

Posteriormente, foi realizado o teste confirmativo, com auxilio da alca de
platina transferiu-se uma aliquota dos tubos presuntivos positivos para tubos
contendo 10 mL caldo Escherichia coli (EC) e verde brilhante (VB). Os tubos de
VB foram incubados a 35+1 °C por 24+2h e os tubos de EC foram incubados em
banho maria a 44,5+1 °C por 24+1h. Foram considerados positivos os tubos que
apresentaram turvacdo e producdo de gas retido nos tubos de Durhan, e os
resultados estabelecidos segundo a tabela de NMP.

As amostras positivas foram semeadas em placa de Petri contendo agar
Eosina Azul de Metileno (EMB) e os isolados foram estocados em caldo BHI
com glicerol a 20 % e mantidos a -20 °C para posterior extracdo do DNA

bacteriano e realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Analise microbiolégica de ostra

As populacBes de coliformes totais e Escherichia coli foram determinadas
pelo método de contagem rapida Petrifilm™ (3M Company), utilizando placas EC

(AOAC 998.08), conforme orientagBes do fabricante. A contagem das col6nias foi
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realizada com o auxilio de contador modelo CP600 Plus (Phoenix ®), sendo
consideradas col6nias tipicas de Escherichia coli as colénias que apresentavam
coloracédo azul ou vermelho-azuladas associadas a gas retido e coliformes totais
colbnias vermelho escuro, somadas as col6nias caracteristicas de E. coli.

As ostras foram lavadas em agua esterilizadas com auxilio de escovas para
retirada das sujidades, em seguida abertas por insercédo de facas estéreis no arco
das valvas.

Para a andlise, foi adicionado 1 g da amostra devidamente homogeneizada
em 9 mL de solucéo salina a 0,9 % de NaCl. Em seguida inoculou 1 mL em uma
placa rotulada com codigo da amostra, data e diluicdo correspondente. As placas
foram incubadas a 35 + 1 °C por 24 + 2h, foram selecionadas para contagem as
placas entre 25 a 250 colonias.

Os isolados foram estocados em caldo Brain and Heart Infusion (BHI) com
glicerol a 20 % e mantidos a -20° C para posterior extracdo do DNA bacteriano e
realizacdo da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Caracterizacao genotipica dos isolados de E. coli

Para extracdo do DNA, foi coletado 1 mL da suspensado bacteriana em
caldo BHI apds descongelamento por 24h a 37 °C e centrifugado por 5 minutos a
13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e adicionados 800 uL de agua ultra
pura. Ap6s homogeneizacdo, as amostras foram submetidas a uma nova
centrifugagdo nas mesmas condicdes mencionadas anteriormente. O
sobrenadante foi descartado e 80 pL de agua ultra pura adicionada. Apos essa
etapa, as amostras foram submetidas a temperatura de 96 °C por dez minutos.
Foi retirado 2 pL sobrenadante e transferido para um microtubo de polipropileno
contendo 18 uL de agua ultrapura e mantido congelado a -20 °C até o momento
da analise.

A concentracdo do DNA foi quantificada por meio de espectofotébmetro
BioPhotometer D30 (Eppendorf™). A concentragao final foi ajustada utilizando
agua ultrapura (Hexapur™) para padronizagao em 50 ng/10pL.

O DNA extraido das cepas de Escherichia coli isoladas foi submetido a

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para identificacdo de genes de

viruléncia associados aos patotipos EHEC (stx) e EPEC (bfpA).
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Para os controles positivos foram utilizadas cepas padrdes cedidas pela
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) do Rio de Janeiro, de E. coli
enteroemorragica (EHEC) (ATCC 43895) e enteropatogénica (EPEC) (CDC
O111ab).
As condicOes da PCR, a sequéncia dos primers e o tamanho do fragmento
amplificado de cada gene estudado estao descritos no Quadro 1.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Veriti
Thermal Cycler PCR (Appplied Biosystems).

Para cada reacdo foram utilizados os seguintes reagentes e volumes: 1,5
ML de DNA; 5,0 uL de DNA buffer; 3,0 uL de MgCly; 2,5 pL de dNTPs; 1,5 yL de
iniciador 1 e 2; 0,4 uL de Tag DNA polimerase, o volume final ajustado para 25 pL
com agua ultra pura.

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de

agarose a 2%, corado com brometo de etidio (1ug/mL) utilizando o equipamento

3TM

Eletroforesis Power supply EV243'"-Consort.

Quadro 1. Sequéncia dos primers, tamanho dos fragmentos amplificados para deteccéo de
genes associados a viruléncia de E. coli.

Gene/ TF*
Patotipo Sequencia do primer 5”- 3 Condicbes da PCR (pb)
5 min, 94 °C; 35 ciclos
Stx/EHEC TTT ACG ATAGAC TTC TCG AC de 1 min 94 °C; 3 min | 227
CAC ATATAAATT ATT TCG CTC 48 °C; 4 min 72 °C; 10
min 72 °C.

5 min 94 °C; 29 ciclos
bfpA/EPEC AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC de 30 seg 94 °C; 1| 330
GCC GCT TTA TCC AAC CTG GTA min 56 °C; 2 min 72
°C; 10 min 72 °C.

Fonte: SILVA et al. (2011). *TF =tamanho do fragmento.
Analise Estatistica

Foram calculadas as médias e desvio padrdo das contagens de
microrganismos encontradas. A média das bactérias foram submedidas a analise
de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de Tuckey em relacao a variacéo

entre os pontos de cultivo. Valores de p < 0,05 foram considerados significantes.
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A correlacao entre os achados de contagem microbiol6gica com os valores
de precipitacdo de chuva foi calculada através do teste de correlacdo de Pearson,
sendo considerados significativos os valores de p < 0,05.

Os dados foram analisados por meio do Software SPSS versao 20.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise microbiologica da agua de cultivo permitiu verificar que a
contagem de coliformes totais variou de 0,66 a 2,08 log NMP/100 mL e para
coliformes termotolerantes de 1,05 a 6,80 log NMP/100 mL sendo os valores
meédios de 1,30 log/ log NMP/100 mL e 2,45 log NMP/100 mL, respectivamente.
Os valores da contagem microbiana por ponto de coleta podem ser observados
na tabela 1.

Tabela 1. Resultados das analises microbiologicas (log UFC/g) de agua de cultivo
coletadas em trés pontos distintos da Reserva Extrativista Marinha Baia do Iguape,
Bahia, 2015.

PONTO A PONTO B PONTO C

Més de Pluviosidade
coleta (mm) Ct CT Ct CT Ct CT
(log NMP/100 mL) | (log NMP/100 mL) | (log NMP/100 mL)

janeiro 3,47 0,66 1,05 | 0,83 1,34 | 0,66 1,05
0,83 1,34 | 0,90 1,80 | 0,90 1,43

fevereiro 66,82
0,83 450 | 2,08 6,80 1,43 6,80

marco 204,6
0,89 1,34 | 1,56 1,56 1,60 2,08

abril 5,45

Fonte: Dados da pesquisa. Ct: Coliformes totais CT: Coliformes termotolerantes.

Achados de contaminacdo de coliformes totais e termotolerantes
encontrados nestas areas costeira relacionam-se com dos despejos de efluentes
humanos, o que é considerado a principal causa de contaminacao das aguas.

A contagem de coliformes totais em ostras (CT) variou de 0,95 a 4,76 log
UFC/g e a contagem de E. coli variou 0,95 a 6,80 log UFC/g entre os trés pontos
analisados. Os valores das médias da contagem microbiana por ponto de coleta

podem ser observados na tabela 2.
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Em estudo semelhante realizado por Evangelista-Barreto et al. (2014) ao
analisar ostras Crassostrea rhizophorae in natura cultivadas no municipio de
Maragogipe, na Baia do Iguape, nos periodos seco e chuvoso, verificou contagem
de CT variando 3,34 a 6,11 log NMP/100g e E. coli < 2,25 a 5,66 log NMP/100g.

Tabela 2. Resultados das analises microbiolégicas (log UFC/g) de ostras Crassostrea
rhizophorae coletadas em trés pontos de cultivo da Reserva Extrativista Marinha Baia do
Iguape, Bahia, 2015 (n = 75).

PONTO A PONTOB PONTO C
Més de CT E. coli CT E. coli CT E. coli
coleta M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP)

janeiro | 2,78 (1,30) 1,48 (1,09) | 1,88 (1,14) 1,03 (0,15) | 1,85 (0,54) 1,10 (0,20)

fevereiro | 2,97 (1,36) 1,37 (0,98) | 3,17 (1,22) 1,47 (1,06) | 3,52 (1,05) 1,69 (0,90)

marco | 3,05 (0,82) 1,74 (0,78) | 3,06 (1,15) 2,90 (2,03) | 2,75 (1.27) 2,28 (2,22)

abril 1,37 (0,37) 1,55 (1,44) | 1,22 (0,30) 1,06 (0,24) | 1,74 (0,30) 1,11 (0,27)

Fonte: Dados da pesquisa.  *M: média *DP: desvio padréo.

Doi et al. (2015), pesquisando a densidade de coliformes no tecido mole
das ostras capturadas em Cananéia, Sdo Paulo, observaram que contagem de
CT no tecido da ostra variou de 0,43 a 2,40 log NMP/g-e dos termotolerantes de
0,24 a 2,40 log NMP/g:, sendo os valores médios de 1,88 e 1,53 log NMP/g-,
respectivamente.

Em estudo sobre a qualidade sanitaria de ostras de cultivo no Estado da
Bahia, Carvalho et al. (2014), observaram que as ostras dos municipios de
Camamu, Marau, Vera Cruz, Santo Amaro e Taperoa, apresentaram contagem
bacteriana de CT variando 2,14 log NMP/g a 5,36 log NMP/g e contagem de E.
coli variando de 0,95 log NMP/g a 2,95 log NMP/g.

A resolucdo RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001, que estabelece
parametros microbiologicos para alimentos, vigente pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), especifica somente o limite maximo permitido de
para estafilococos coagulase positiva e de Salmonella sp, mas nao oferece
critérios para as densidades de coliformes em moluscos bivalves in natura (Brasil,
2001).

Embora a legislacéo brasileira ndo estabeleca valores de referéncia para a

contagem de coliformes totais e termotolerantes em ostras, as pesquisas desses
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microrganismos S&o relevantes, pois, esses se constituem como importantes
indicadores da qualidade higiénicossanitaria dos alimentos.

A contaminacgdo por CT e Escherichia coli indica contaminagéo de origem
fecal e provavel presenca de patdgenos, e podem, ainda, indicar sobre a
deterioragao do alimento (Franco e Landgraf, 2008).

Os padrbes internacionais disponiveis determinam valores limites para
coliformes termotolerantes em tecidos moles das ostras cruas. A Codex
Alimentarius determina o valor de 2,36 log NMP/g como limite para Escherichia
coli (Codex, 2008).

Na presente pesquisa, 0os valores médios de contaminacdo de ostra por
ponto de cultivo, permite identificar que apenas o ponto de cultivo B excede ao
padrao internacional, com valores de 2,90 log NMP/g. Os valores significativos de
coliformes totais e termotolerantes encontrados no presente estudo podem esta
relacionados com disposicdo geografica dos pontos de cultivo, localizados
proximos a areas habitadas pelos pescadores. As regides ribeirinhas sao
passiveis de escoamento de efluentes, o que é considerado a principal causa de
contaminacao ambiental.

Verificou-se a partir da analise de comparacdo de médias, atraves do teste
Tukey, que ndo houve diferenca estatistica da contaminagdo microbiana entre os
pontos de cultivo, entretanto analisando os dados descritivamente observa-se
elevada contaminacao do ponto B.

Segundo Ramos et al. (2010) a circulacédo das aguas interfere na diluicao
eficiente dos residuos e dejetos e, consequentemente, na quantidade de
coliformes em diferentes pontos da baia, o que nédo foi observado no presente
estudo provavelmente devido a proximidade dos cultivos, salienta-se que para
escolha dos pontos de coleta, levaram-se em consideragédo os pontos de cultivo
gue eram efetivamente utilizados pelos produtores de ostras.

Os efluentes domeésticos, despejados no ambiente podem apresentar
constituicdo bastante variavel, como, matéria organica, metais toxicos,
microrganismos patégenos, dentre outros contaminantes, podendo causar
contaminacao de diferentes origens a populacao (Garrafa, 2009).

Evidencia-se que a microbiota do pescado recém-capturado reflete o

ambiente terrestre préximo aos ambientes hidricos e a contaminacédo da agua dos
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sistemas pesqueiros pode ocorrer pela entrada direta de fezes advindas de
animais das proximidades (Morita et al., 2006).

A densidade de microrganismos nos moluscos bivalves filtradores indica o
nivel de contaminacdo do momento da coleta, podendo variar de um animal para
outro. Destaca-se a influéncia dos fatores ambientais, meteorologicos e da
atividade geral do organismo do animal (Kolm e Andretta, 2003; Mill et al., 2006).

Observa-se no presente trabalho que o més de marco, apresentou
densidade bacteriana em ostras mais elevada que os outros meses de coleta,
com valores médios de coliformes totais variando de 2,75 log UFC/g a 3,06 log
UFC/g e valores de E. coli variando entre 1,74 log UFC/g a 2,90 log UFC/g.

Os valores de contaminacdo observados nesse més esta relacionada a
precipitacdo de chuva ocorrida na semana anterior a coleta, com valor 204,6 mm,
0 maximo registrado durante a pesquisa. As analises dos resultados por meio da
correlacdo de Pearson permitiram observar uma correlagdo positiva entre a 0s
valores de precipitacdo da chuva e contagem de coliformes totais nas ostras e
agua de cultivo, com valores altamente significantes (p < 0,01).

Corroborando com achados encontrados por Doi et al. (2014), Miquelante e
Kolm (2011), pesquisando contaminacdo microbiolégica em aguas de estuarios,
relataram correlacdo positiva na interferéncia da pluviosidade e densidade de
coliformes na agua. As chuvas possuem a capacidade de arrastar residuos,
esgotos e dejetos para os cursos d'agua que, por sua vez, afluem para o estuario.

Destaca-se no presente trabalho, que a regido pesquisada nao possui
sistema de saneamento basico, além disso, as areas de cultivo estdo localizadas
em areas costeiras, 0 que corrobora para a contaminacdo do ambiente local.

Diversos poluentes, principalmente os originados do esgoto doméstico, sédo
lancados no ambiente costeiro sem tratamento adequado e comprometem a
gualidade deste recurso hidrico (Dalfior, 2005).

Devido as ostras apresentarem caracteristicas filtradoras, podendo
acumular em seus tecidos moles as particulas presentes na agua confere a esses
bivalves a condicdo de bioindicadores de qualidade sanitaria do ambiente.

Salienta-se a fisiologia do animal como principal fator para tornar este um
alimento perigoso para consumo in natura, podendo acumular em seus tecidos

residuos contaminados do ambiente causando doenc¢as nos consumidores.
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Assim, apesar de n&o contrairem doencgas bacterianas, os moluscos
filtradores podem agir como portadores de microrganismos patogénicos humanos
(Clayton, 2006; Pereira et al. 2006).

A deteccédo de E. coli de patotipos diarreiogénicos reflete as condi¢oes
sanitarias inadequadas destes ambientes e comprova o risco a saude publica,
pois o fato de abrigarem genes de viruléncia constitui forte evidéncia de serem
patogénicas para os homens (Kasnowski, 2004).

No presente estudo foi realizada andalise da caracterizacdo genotipica dos
30 isolados de Escherichia coli de ostra e agua de cultivo para verificacdo dos
genes de viruléncia stx e bfpA, os quais estéo relacionados aos patotipos EHEC e
EPEC, respectivamente. O gene stx foi identificado em 36,6 % (11/30) das
amostras analisadas, sendo dois em amostras de agua e nove identificados em
amostras de ostras (Figura 1). Destaca-se incidéncia elevada no ponto de cultivo
B, apresentando seis genes stx dos 11 totais identificados. O gene bfpA néo foi
identificado em nenhuma das amostras estudadas (Figura 2).

9 10 11 12 13

1516 17418 '19: 20 21

Figura 1: Fotografia do Gel de agarose a 2% da PCR para gene stx das amostras de E.
coli isoladas de ostra e ambiente aquatico. Tamanho do fragmento 227pb, PM-Peso
Molecular 100pb, CP- controle positivo, CN- controle negativo, amostras positivas (1, 2, 7,
9,12, 14, 16, 20, 21).
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Figura 2. Fotografia do Gel de agarose a 2% da PCR para gene bfpA das amostras de E.
coli isoladas de ostra e ambiente aquatico. Tamanho do fragmento 330pb, PM-Peso
Molecular 100pb, CP- controle positivo, CN- controle negativo.

A doenca diarreica é considerada um dos principais problemas de saude
mundial. Segundo Lanata et al (2013) E. coli € um dos agentes etiolégicos mais
comuns da diarreia nos paises em desenvolvimento, responsaveis por metade
dos Obitos associados a essa patologia. Dentre os patotipos diarreiogénicos de E.
coli, destaca-se EHEC podendo causar gastroenterite, colite hemorragica e
Sindrome Hemolitica Urémica (SHU), uma severa complicacdo renal e sistémica
devido a acdo da toxina Shiga (Stx) em diversos o6rgaos (FRANKEL et al., 1998).

Cardozo (2014) em estudo para deteccdo de genes de viruléncia de
Escherichia coli EHEC e EPEC em peixe de piscicultura e de vida livre no estado
de Sao Paulo observou que 7 % (6/99) das amostras analisadas apresentaram
genes stx. As estirpe identificadas pelo patétipo EPEC ndo apresentaram o gene
bfpA, sendo portanto, considerada pela autora uma EPEC atipica.

Estudo realizado por Almeida et al. (2012), para deteccdo de genes de
viruléncia de diferentes patotipos de E. coli em amostras aguas de praia de Séo
Luis-MA coletadas em seis diferentes pontos, evidenciou presenca de do gene stx
em nove por cento das amostras.

Resultados distintos foram encontrados por Célico et al. (2014),

investigando genes de viruléncia stx em aguas de estuario, no estado de Sao
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Paulo, que verificou que nenhuma das amostras coletadas apresentaram o0s
genes pesquisados.

Cepas patogénicas de E. coli podem disseminar-se através dos
ecossistemas aquaticos e sua presenca nestes ambientes demanda atencdo, pois
cepas de E. coli sdo dotadas de um grande numero de fatores associados a
viruléncia (Vazquez et al., 2012; Pontual et al., 2010).

As infeccBes relacionadas as cepas patogénicas presenca no ambiente
aquatico podem ocorrer por contato direto com &gua contaminadas, contudo
acredita-se que a ingestao de alimentos de origem marinha crus ou levemente
cozidos seja a principal via de exposicdo do homem aos microrganismos (Mendes
et al., 2004).

Segundo Figueiredo (2015), altas concentragcdes de Escherichia coli
ingeridas através do consumo dos moluscos bivalves, além de indicar provavel
contaminagao por microrganismos patogénicos humanos, podem causar diversos
tipos de infecgdes intestinais, atingindo desde criangas até adultos, com diversos
sintomas como diarreia infantil, diarreia aquosa e intensa, geralmente
acompanhada de dores abdominais, vomitos, febre e nauseas (Vieira et al. 2008).

Recomenda-se que a area escolhida para o cultivo seja livre ou controlada
de poluicdo. A producédo de ostras cultivadas depende fortemente das condicbes
ambientais da area onde séo cultivadas ou extraidas, destaca-se monitoramento
continuo dessas areas, a partir da contagem de coliformes totais e de colbnias de
Escherichia coli na agua e ostra, além das caracteristicas fisico-quimicas, através

da utilizacédo de técnicas e equipamentos adequados (Figueiredo, 2015).

CONCLUSAO
De acordo com os resultados, todos os pontos de coleta analisados apresentaram
elevadas contagens de coliformes totais, sugerindo cuidado quanto ao consumo

de ostras in natura;

N&o houve diferenca estatistica entre os pontos de cultivo, associa-se a este

resultado a proximidade entre os pontos;
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Os resultados permitiram concluir uma correlacéo positiva entre os valores de

coliformes totais e a precipitacao pluviométrica,

Segundo a legislagéo internacional vigente, as ostras encontram-se proprias para
0 consumo, por apresentar com valores de populagdo bacteriana dentro dos

parametros;

Os isolados apresentaram presenca de microrganismos patogénicos, evidenciada

pela presenca do gene de viruléncia stxYEHEC em 36,6 % das amostras.
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Resumo

As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) por vezes sdo associadas ao
consumo de moluscos bivalves, tais como as ostras, que podem bioacumular
residuos do ambiente, propiciando a contaminagdo por microrganismos
patogénicos, como a Escherichia coli. Portanto, a qualidade sanitaria dos
produtos alimenticios é alvo de critica dos consumidores, 0s quais exigem cada
vez mais uma cadeia produtiva adequada e livre de aditivos quimicos. Uma das
estratégias de controle da populacdo microbiana é o uso de produtos naturais
como os Oleos essenciais (OE) que tem ganhado destaque pelo seu potencial
antimicrobiano. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi verificar a acao
antimicrobiana do OE de Lippia origanoides frente a cepas de Escherichia coli
isoladas de amostras de ostras (Crassostrea rhizophorae) e cepas padrao ATCC
dos patotipos EHEC (ATCC 43895), EPEC (CDC 0O111ab), ETEC (ATCC 11229).
O dleo essencial de Lippia origanoides foi obtido através de hidrodestilacdo. A
analise da composicao quimica foi feita por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, sendo 0s compostos majoritarios descritos: carvacrol
(48 %), p-cimeno (6,27 %) e timol (4,10 %). Para determinacdo da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) foi utilizada a técnica microdiluicdo em caldo proposto pelo
CLSI (2003) com adaptacdes. Posteriormente as concentracdes inibitérias foram

avaliadas quanto ao seu potencial bacteriostatico ou bactericida. Os resultados
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apontaram que o Oleo essencial de Lippia origanoides mostrou acao inibitéria
frente a todas as cepas estudadas. A CIM para as cepas isoladas de ostras
(Crassostrea rhizophorae) e cepas padrdo foi de 1,09 mg.mL™, sendo esta
concentracdo considerada bacteriostatica e bactericida, respectivamente. A
concentracdo bactericida minima para ETEC (ATCC 11229) foi 1,09 mg.mL™” e
para EHEC (ATCC 43895), e EPEC (CD O111ab) foram de 0,54 mg.mL™. Infere-
se que o o6leo essencial estudado apresenta potencial biotecnolégico para o
desenvolvimento de antimicrobianos no controle de bactérias patogénicas,
entretanto, a sua utlizacdo em alimentos devera ser pautada em andlises
sensoriais.

Palavras-chaves: Contaminacédo bacteriana, moluscos bivalves, antimicrobiano

natural.

Abstract

The Foodborne Diseases (FBD) are sometimes associated with the consumption
of bivalve molluscs, such as oysters, which can bioaccumulate environmental
waste, leading to contamination by pathogenic microorganisms such as
Escherichia coli. One of the microbial population control strategies is the use of
natural products such as essential oils (EO) that has gained prominence for its
antimicrobial potential. Thus, the aim of this study was to verify the OE
antimicrobial action Lippia origanoides against strains of Escherichia coli oyster
samples (Crassostrea rhizophorae) and strains standard ATCC of EHEC
pathotypes (ATCC 43895), EPEC (CDC O111ab) , ETEC (ATCC 11229). The
essential oil of Lippia origanoides was obtained by hydrodistillation. The chemical
composition analysis was performed by gas chromatography coupled to mass
spectrometry, the major compounds being described: carvacrol (48%), p-cymene
(6.27%) and thymol (4.10%). To determine the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) technique was used microdilution proposed by the CLSI (2003) with
adaptations. Subsequently inhibitory concentrations were evaluated for their
potential bacteriostatic or bactericidal. The results showed that the essential oil of
Lippia origanoides showed inhibitory action across all strains studied. The MIC for
the isolated strains of oysters (Crassostrea rhizophorae) and standard strains was

1.09 mg.mL-1, and this concentration considered bacteriostatic and bactericidal,
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respectively. The minimum bactericidal concentration for EPEC (ATCC 11229)
was found 1.09 mg.mL-1 and EHEC (ATCC 43895) and EPEC (CD O111ab) were
0.54 mg.mL-1. It infers that the essential oil has studied biotechnological potential
for the development of antimicrobials in the control of pathogenic bacteria,
however, its use in food should be based on sensory analysis.

Keywords: Bacterial contamination, bivalve molluscs, natural antimicrobial.

INTRODUCAO

Oleos essenciais (OEs) s&o definidos como substancias complexas oriundas
do metabolismo secundéario de vegetais, apresentam-se na forma liquida, com
aroma agradavel e intenso, possuem propriedades volateis e lipofilicas, podem
ser extraidos de caules, flores, frutos e raizes de diversas espécies de vegetais
aromaticos e possuem diferentes aplicacdes (Simdes & Spitzer, 2004).

A utilizagdo dos OEs tem sido relatada em varios segmentos, mostrando
propriedades, como, antibacterianos, antivirais, antifangicos, inseticidas, bem
como o0 uso nos setores de higiene pessoal e controle higiénico-sanitario dos
alimentos (Costa, 2008).

As propriedades antimicrobianas dos Oleos essenciais de plantas
condimentares e medicinais tém despertado interesse pela perspectiva de
constituirem uma alternativa quanto a utlizacdo de aditivos quimicos em
alimentos. Podendo os OEs inibir bactérias de origem alimentar e prolongar a vida
de prateleira de alimentos processados (Millezi et. al., 2014).

Alguns estudos destacam a atividade antimicrobiana dos OEs frente a
diversos microrganismos. Os estudos ressaltam que estes compostos apresentam
diferencas na composicdo quimica, quando se compara o0s Oleos extraidos de
plantas de diferentes espécies ou da mesma (Castro et al., 2011; Galvis et al.,
2011; La Rosa et al., 2011; Andrade et al., 2014; Sarrazin et al., 2015).

Essas variacfes tendem a influenciar a atividade antimicrobiana dos 6leos
e sdo determinadas geralmente em funcdo de fatores genéticos e fatores
abioticos. Além disso, os constituintes dos OEs encontram-se em concentracdes
distintas e sua atividade ocorre por acao sinérgica dos compostos (Millezi et al.,
2013; Nogueira et al., 2007; Gobbo-Neto & Lopes, 2007; Morais, 2009).
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Dentre as bactérias contaminantes de alimentos e relatadas como agentes
causadores de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA), destaca-se a
Escherichia coli. A bactéria E. coli € agente causador de gastroenterites, a
contaminacdo de se déa principalmente por contato com material fecal ou com
superficies contaminadas, e por manipulacdo inadequada dos alimentos, sendo
responsavel por inumeros casos de DTAs (Nascimento & Stamford, 2000).

Embora por um lado exista disponivel uma grande variedade de
antibiéticos, por outro lado deve-se destacar o aumento crescente do surgimento
de microrganismos resistentes aos antimicrobianos o que tem incentivado a busca
por alternativas terapéuticas com atividade antimicrobiana. Neste contexto, a
Organizacdo Mundial de Saude, considera as plantas medicinais como melhores
fontes para obtencdo de moléculas bioativas (Prashar et al., 2003).

Dentre os oOleos esséncias estudados, o OE de Lippia origanoides (Kunth)
destaca-se por apresentar atividade antimicrobiana com amplo espectro de acgéo,
frente a bactérias Gram -positivas e Gram-negativas, fungos e leveduras.

O género Lippia (Verbenaceae) relne espécies, que Sao na sua maioria
aromaticas, e sdo encontradas em paises das Américas Central e do Sul. No
Brasil, encontra-se nos estados da Bahia, Minas Gerais e Goias. Varias espeécies
de Lippia sdo de importancia etnofarmacolégica, sendo utilizadas principalmente
no tratamento de doencas gastrointestinais, infeccdes cutadneas e respiratorias
(Pascual et al., 2001; Oliveira et al., 2007).

A espécie Lippia origanoides, popularmente conhecida como, alecrim de
tabuleiro, é um subarbusto pouco ramificado, com folhas aromaticas. E uma
planta rica em Oleo essencial cuja composicdo quimica € constituida
principalmente por derivados fendlicos como carvacrol e timol (Albuquerque,
2006).

Seu uso esta relacionado a medicina veterinaria, microbiologia,
parasitologia, zootecnia e aquicultura, devido ao seu potencial e facilidade de
producéo agronbmica em escala (Soares & Tavares-Dias, 2013).

Desse modo, o objetivo desse estudo foi verificar a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de Lippia origanoides extraido de folhas e
inflorescéncias, frente a Escherichia coli isoladas de ostras (Crassotrea

rhizophorae) cultivadas na Baia dos Iguape, Bahia, e cepas de E. coli padréo de
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trés patotipos: enteroemorragica (ATCC 43895), enteropatogenica (CDC O1l11lab)
e enterotoxigenica (ATCC 11229).

MATERIAL E METODOS

Oleo essencial

O dleo essencial extraido de folhas e inflorescéncias de Lippia origanoides
foi gentilmente cedido pelo Laboratério de Fitoquimica da Universidade Federal
do Recdncavo da Bahia, o qual foi originario do cultivo da planta realizado entre
janeiro a marco do ano 2014, conduzido na Unidade Experimental do Horto
Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana-UEFS, Bahia. Esta
unidade situa-se a 234 metros de altitude, na latitude de 12°16°00” Sul e
longitude de 38°58'00” Oeste. Durante o periodo de cultivo foi registrado
pluviosidade média de 750 mm por ano e temperatura variando em torno de 26
°C. Segundo a classificacdo de Képpen, o clima do local de cultivo é do tipo BSh,

semiarido quente.

Para obtencao do oleo foi usada a técnica de hidrodestilacdo por arraste a
vapor a partir de folhas e inflorescéncias secas de Lippia origanoides. As
amostras foram secas a temperatura de 100 °C, até que ndo houvesse variacao
na pesagem de 0,1 % em 30 s. O processo de extracdo do 6leo essencial foi
conduzido durante 3 horas. A composicdo quimica do Oleo essencial foi
determinada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM), em cromatografo Shimadzu CG-2010 acoplado a Espectromero de
Massas CG/MS-QP 2010 Shimadzu, coluna WCOT de silica fundida, 30 m x 0,25
um, injetor CP-1177, temperatura do injetor 220 °C, gas de arraste Hélio (1
mL/min), temperatura da interface de 240 °C, temperatura da fonte de ionizagdo
de 240 °C, energia de ionizacdo 70 eV, corrente de ionizacdo 0,7 kV e programa
de temperatura do forno 60 °C a 240 °C (3 °C/min), 240 °C (20 min). Os
componentes foram identificados através da comparacdo dos espectros de

massas obtidos com os da biblioteca do equipamento e por comparacdo dos
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indices de Kovats (IK) calculados com a literatura (Adams, 1995) empregando

uma série homodloga de hidrocarbonetos.

Microrganismos

No presente estudo foram utilizadas cepas de Escherichia coli isoladas de
ostras Crassostrea rhiphorae cultivadas em trés diferentes pontos (A, B e C) na
Reserva Extrativista Baia do Iguape, Bahia. Também foram testadas cepas
padrdo da American Type Culture Collection (ATCC) dos patotipos
enteroemorragica - EHEC (ATCC 43895), enteropatogénicas - EPEC (CDC
Ol1llab) e enterotoxigénica - ETEC (ATCC 11229) obtidas do Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude (INCQS/FIOCRUZ - BRASIL).

Para preparo da suspensao bacteriana de trabalho, os microrganismos teste
foram previamente cultivados em placa de Petri contendo Agar nutriente por um
periodo de 18 h a 35 °C. Trés a cinco coldnias desta cultura recente foram
suspendidas em solucédo salina a 0,45 % até se obter uma suspensao bacteriana
na concentracdo de 1,5 x 10® UFC.mL™. O ajuste da concentracdo foi feito em
espectofotdbmetro, com comprimento de onda de 625 nm e densidade optica entre
0,08 a 0,1 o que corresponde a concentracdo 0,5 da escala de Mac Farland. Esta
suspensao inicial foi diluida em solucéo salina obtendo-se uma concentracao final
de 1,5 x 10° UFC.mL™.

Determinacdo da Concentragcdo Inibitéria Minima (CIM) e Determinacdo da

Concentracao Bactericida Minima (CBM)

Para determinacédo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) foi utilizado o
ensaio de suscetibilidade por microdiluicdo em caldo recomendado pelo CLSI
(2003), com adaptacdes, sendo que todos os testes foram realizados em
triplicatas.

Inicialmente o Oleo essencial de Lippia origanoides foi diluido em Tween 80
a 10 % de modo a obter uma solucdo estoque de 70 mg.mL™, a qual foi

posteriormente esterilizada utilizando filtros de porosidade de 0,22 pm.
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Foram preparadas diluicbes seriadas na ordem de 35 mg.mL™* a 0,27
mg.mL™* dos compostos testados em placas de microtitulacdo de 96 pocos. Em
seguida, cada pogo recebeu 10 pL da suspensdo de microrganismo teste na
concentracdo de 1,5 x 10° UFC.mL™. As placas foram incubadas & 37 °C por 24
horas e a determinacéo da CIM foi feita pelo método colorimétrico utilizando 30 pL
de resazurina 0,01 %. Como controle foi usado: gentamicina 10 mg.mL™, controle
de viabilidade do microrganimos teste, controle de esterilidade do meio e controle
da influéncia do solvente (Tween 80) sobre o crescimento microbiano. Cinco
microlitros do contetdo dos poc¢os que mostraram atividade foram inoculados em
agar Mueller Hinton para determinacdo da concentracdo bactericida minima
(CBM). O crescimento bacteriano no meio de cultura contido na placa de Petri
caracterizou o composto como tendo atividade bacteriostatica, a auséncia de

crescimento, atividade bactericida.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os principais constituintes quimicos identificados por CG/MS no 0Oleo
essencial extraido de L. origanoides foram: carvacrol (58,60 %), p-cinemo
(6,27 %), E-cariofileno (4,13 %) e timol (4,10 %), sendo o carvacrol considerado o
composto majoritario (Tabela I).

Segundo Sarrazin et al. (2015) a composicdo quimica do Oleo de Lippia
origanoides coletada em diferentes estagcdes do ano, mostrou como compostos
principais o carvacrol (42,6 %), timol (10,6 %) e p-cinemo (9,9 %) independente
do periodo de colheita. JA Andrade et al. (2014) analisando atividade
antimicrobiana e toxicidade do OE de Lippia origanoides, evidenciou como
compostos majoritarios o carvacrol (29 %), seguido por p-cimeno (25,6 %) e éter
metil timol (11,5 %). Estes resultados foram parecidos com os apresentados por
este trabalho, diferindo apenas nas concentracdes identificadas, mostrando a
influéncia da sazonalidade na composi¢ao quimica dos 6leos essenciais.

Galvis et al. (2011) avaliaram a composicdo quimica de nove Oleos
essenciais obtidos da extracdo de folhas de L. origanoides, coletadas a partir de
guatro diferentes regifes da Colédmbia, a analise dos 6leos revelaram a presenca
de trés quimiotipos: timol (9,2 a 59,7 %), carvacrol (1,7 a 46,2 %) e p-cimeno (8,8

a 13,9 %) com diferentes concentragoes.

81



TABELA |. Componentes quimicos identificados no éleo essencial de Lippia origanoides e seus
respectivos indices de Kovats calculados (IKCalc), indices de Kovats da literatura (IKLit)

Contituintes IKcalc IK Lit %
(2E)-Hexenal + (3Z)-Hexenol tr.a
Pent-4-enoato de etila 884 888 tr.a
a-Tujeno 930 930 0,53+0,15
a -Pineno 938 939 tr.a
Canfeno 954 954 0,33+0,06
1-Octen-3-ol 980 979 tr.a
Mirceno 992 990 0,93+0,15
a -Terpineno 1019 1020 0,70+0,17
p -Cimeno 1028 1024 6,27+0,40
Limoneno 1032 1029 0,20+0,12
y -Terpineno 1063 1064 3,97+0,81
Linalool 1100 1196 2,53+0,61
Canfora 1148 1146 1,10+0,00
Borneol 1169 1169 0,60+0,10
Terpinen-4-ol 1180 1177 0,53+0,06
Metil timil eter 1238 1235 2,53+0,12
Timol 1296 1290 4,10+0,10
Carvacrol 1311 1299 58,60+2,23
Acetato de carvacrol 1376 1372 0,50+0,10
E-Cariofileno 1423 1419 4,13+0,50
a -Bergamoteno 1438 1434 tr.a
Aromadendreno 1442 1441 0,67+0,06
a -Humuleno 1457 1454 1,43+0,15
Biciclogermacreno 1500 1500 3,23+0,50
7-epi- a -Selineno 1521 1522 0,37+0,06
Espatulenol 1581 1578 2,20+0,35
Oxido de cariofileno 1586 1583 1,60+0,26
Viridiflorol 1594 1592 0,33+0,06
Total identificado 97,40

tr.a= nao identificado

Estudo realizado por Cavalcante et al. (2009) no estado do Piaui obtiveram
em maior concentracdo o carvacrol, correspondendo a 43,96 % do dleo, o 1,8-
cineol com 22,75 %, o y-terpineno com 8,87 %, metil timol com 7,08 % e acetato
de carvacrol com 4,60 %.

Divergindo dos achados encontrados no presente estudo e nos citados
acima, Fontenelle et al. (2007), relatou composicdo quimica composta por
aproximadamente 60 % de timol de 6leo essencial de nativo espécimes de L.
origanoides do Nordeste do Brasil.

Essas diferentes composi¢cdes quimicas influenciam diretamente nas
atividades biologicas destes 0Oleos essenciais, 0 que mostra a importancia do
manejo agroecoldgico de plantas medicinais com finalidade industrial.

Pode-se perceber que a origem do material botanico coletado nos estudos
apresentados sao provenientes de regides geogréficas distintas, o que pode
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explicar a diferenca da composi¢do quimica. Segundo Morais (2009) fatores
abidticos, como, sazonalidade, condi¢cbes de plantio, disponibilidade de &gua,
luminosidade, temperatura, tipo de solo, estdgio de desenvolvimento da planta e
seu estado nutricional e condi¢des de colheita influenciam significativamente na
producdo dos metabdlitos secundéarios das plantas, o que explica os resultados
apresentados.

Segundo Gobbo-Neto & Lopes (2007), a época em que a planta é coletada
€ um dos fatores de maior importancia, visto que a quantidade e a composi¢ao
dos constituintes ativos ndo sdo constantes durante o ano, podendo influenciar
além da quantidade total de metabdlitos produzidos, também nas proporcdes
relativas dos componentes.

Além disso, Bezerra et al. (2011) relataram que o horario de corte das
folhas de L. alba influenciou no rendimento de oOleo essencial, obtendo-se uma
maior produgéo em amostra coletadas ao meio-dia.

A literatura destaca a presenca do composto p-cimeno na composi¢cédo do
OE de espécies de Lippia e relata que este composto atua como precursor tanto
do timol quanto do carvacrol. Estudos mostraram que 0 p-cCimeno esta sempre
presente em quantidades razoaveis (5 — 34 %) semelhante ao observado no
presente trabalho (Oliveira et al. 2007; Galvis et al. 2011; Stashenko et al. 2010;
Veras et al. 2012 e Farias-Junior et al. 2012).

A presenca do carvacrol, p-cinemo e timol conferem a espécie de Lippia
estudada, o uso medicinal e com potencial antimicrobiano, entretanto, nao
podemos afirmar que a atividade antimicrobiana é atribuida apenas aos
compostos majoritarios citados, visto que a atividade bioldégica pode ser o
resultado do efeito sinérgico existente entre compostos majoritarios e agueles em
menor concentracdo (Hyldgaard, 2012).

No presente trabalho, o ensaio para determinacao da CIM demostrou que o
Oleo essencial de Lippia origanoides possui atividade antimicrobiana frente a
todas as cepas estudadas, como demostrado na tabela II.

A literatura ndo estabelece valores padrdes sobre o nivel de inibicdo
aceitavel para produtos naturais. A classificacdo proposta por Wange (2014) leva
em consideracao os resultados da CIM, categorizando como, atividade forte: CIM
< 0,01 mg/mL™; atividade forte a moderada: CIM 0,01-1 mg/mL™*; atividade fraca a

moderada: CIM 0,1-1 mg/mL e atividade fraca: CIM > 1 mg/mL™.
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Deste modo, o Gleo essencial de Lippia origanoides estudado pode ser
considerado um inibidor fraco de Escherichia coli, uma vez que houve a inibicdo
de todas as cepas com valor de CIM de 1,09 mg/mL.

TABELA I1l. Concentragao Inibitéria Minima (MIC) e Concentragdo Bactericida Minima (CMB)
de 6leo essencial de Lippia origanoides frente a Escherichia coli isoladas de ostra (Crassostrea
rhizophorae) e cepas de E. coli padréo.

CIM CBM
Bactérias (mg/mL™) (mg/mL™)

Cepas isoladas A 1,09 4,37
Cepas isoladas B 1,09 4,37
Cepas isoladas C 1,09 1,09
ETEC (ATCC 11229) 1,09 1,09
EHEC (ATCC 43895) 1,09 2,18
EPEC (CD Ol1llab) 1,09 2,18

Acredita-se que o mecanismo de acdo de compostos naturais baseia-se
principalmente em efeitos toxicos na membrana celular, comprometendo a fungéo
a permeabilidade seletiva (Sikkema et al. 1995).

Em geral para a espécie estudada, sdo 0s compostos majoritarios timol e
carvacrol que possuem forte atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias
(Gomes et al. 2011).

A atividade antimicrobiana descrita no presente trabalho poderia ser
atribuida ao carvacrol, visto que as caracteristicas hidrofobicas e fendlicas do
carvacrol, composto majoritario do 6leo de Lippia origanoides estudado, permite
gue este composto consiga interagir com a camada fosfolipidica da membrana
plasmatica e também com proteinas da membrana bacteriana, causando o
extravazamento do material celular (Burt, 2004).

Embora este seja o primeiro relato de atividade antimicrobiana do 6leo de
L. origanoides frente a bactérias isoladas de ostra Crassostrea rhizophorae, a
literatura traz resultados para acao inibitéria do OE frente a cepas isoladas de
diferentes amostra de alimentos e de origem de colecfes de culturas.

La Rosa et al. (2011) analisaram atividade antimicrobiana de 6leo essencial
de L. origanoides em bactérias isoladas (Escherichia sp.) de tilapia-do-nilo

(Oreochromis niloticus). Os 6leos testados também apresentaram atividade fraca
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frente aos microrganismos isolados, com CIM de 12,50 mg/mL, sendo o
constituinte majoritario o carvacrol (43 %).

Segundo Souza et al. (2015), 6leo de Lippia origanoides mostrou efeito
inibitério frente a E. coli isoladas de aves a partir da concentracao de 40 pyL/mL.
Entretanto, a atividade bactericida do estudo foi obtida na concentracdo de 160
pL/mL.

Costa et al. (2011) observaram efeito bactericida do 6leo essencial de
Lippia sidoides frente a cepas de E. coli isoladas de leite na concentragédo de 320
pL/mL.

Castro et al. (2011), mostraram que 6leo essencial de Lippia origanoides
apresentou atividade antimicrobiana frente a E. coli isoladas de queijos
artesanais, com CIM de 13 pL/mL para todas as bactérias testadas e CBM de 25
pML/mL.

Betancourt et al. (2012) testaram o 0leo essencial de L. origanoides em
diversas amostras de Escherichia coli ATCC, com valores de CIM entre 0,098
mg/mL a 0,50 mg/mL, sendo o quimiotipo avaliado rico em timol.

Observa-se no presente estudo diferenca entre os perfis de
susceptibilidade antimicrobiana das bactérias analisadas. Os microrganismos
isolados de ostra Crassostrea rhizophorae apresentaram maiores CBMs quando
comparados as cepas ATCC o que sugere maior resisténcia a acao do oleo de
Lippia origanoides pesquisado, para os isolados.

Salienta-se que as ostras analisadas no presente trabalho sé&o produzidas
em areas de cultivos localizadas em areas costeiras, desprovida de sistema de
saneamento, acometida por poluicdo humana, o que corrobora para a
contaminacao do ambiente local.

As caracteristicas pertinentes ao ambiente poderiam exercer pressdes
seletivas através de efluentes domésticos e industriais capazes de selecionar
microrganismos multirresistentes. Estudos demonstram que a selecdo de
determinantes de resisténcia aos antimicrobianos no ambiente poderia acontecer
por meio da poluicdo ambiental, presenca de metais téxicos e quimicos (Alonso et
al. 2001).

O aparecimento de cepas de E. coli, de origens variadas e multirresistentes
constitui uma preocupacao para a saude publica, pois dificulta ou inviabiliza o

tratamento de doencas causadas por estas cepas resistentes (Mendonca et al.
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2007; Costa et al. 2008), razédo pela qual tem sido registrado na literatura um
crescente aumento nas pesquisas com produtos naturais com potencial
antimicrobiano.

A este respeito, estudos in vitro onde se comparam a atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais extraidos de plantas do género Lippia e
farmacos-controles, foi observado que a acdo antimicrobiana de 6leos essenciais
apresentou-se superior a acdo dos farmacos (Oliveira et al. 2006; Oliveira et al.
2007; Nogueira et al. 2007; Sarrazin et al. 2012; Zare et al. 2012; Fontenelle et al.
2007).

O uso de dleos essenciais como agentes antimicrobianos torna-se uma
alternativa aos antimicrobianos usuais por apresentarem complexa composicao,
agindo de maneiras distintas frente aos microrganismos, o que torna mais dificil a
adaptacao microbiana (Queiroz, 2014).

Deste modo, os compostos de natureza vegetal, apresentam um potencial
relevante como agentes de inibicdo do crescimento bacteriano, constituindo-se
como uma alternativa promissora no controle de patégenos em alimentos.

Ainda que o O6leo essencial estudado tenha sido caracterizado como de
fraca atividade, segundo a classificacdo de Wange (2014), cabe salientar que
ainda nao existe na literatura uma classificacdo totalmente aceitavel para
caracterizar a atividade biologica de um 0Oleo essencial, ademais, a composi¢cao
guimica do oleo de L. origanoides estudado, mostrou a presenca de compostos
guimicos com grande potencial biotecnoldgico na formulacdo de medicamentos.

E preciso ressaltar que, segundo a literatura, o 6leo essencial de Lippia
origanoides apresenta baixa toxicidade. Em estudo realizado por Andrade et al.
(2014) realizado em ratos tratados com este Oleo, foram observados efeitos
toxicos inexistentes, sem alteracdes histopatoldgicas no figado, rins e coracéo
dos animais ap6s meses de tratamento. Esta baixa toxicidade estimula novos
estudos deste composto natural, que podera ter inumeras aplicabilidades
industriais, uma delas na area de alimentos.

No entanto, a composicdo da matriz alimenticia podera interferir na acao do
Oleo essencial, o0 que pode limitar sua utilizacdo em alimentos, podendo ainda
modificar organolépticamente o produto final (Burt, 2004; Del Campo et al. 2000).

Torna-se necessario ensaio futuros para avaliar a atividade antimicrobiana

do 6leo essencial de Lippia origanoides em alimento em condi¢cdes de consumo,
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além de analises sensoriais, tendo em vista que o uso de altas concentracdes de

Oleo essencial podera comprometer a aceitacao do produto.

CONCLUSAO

O o6leo essencial de Lippia origanoides apresentou a¢do antimicrobiana
frente todas as cepas testadas, sendo que os valores de CBM registrada para
cepas padrao foram menores quando comparadas as cepas isoladas de ostras;

Os resultados promissores dos testes demonstra o potencial deste 6leo
como alternativa aos antimicrobianos e uso no controle sanitario de produtos
alimenticios.

Infere-se que o mesmo pode ser usado no controle de bactérias
patogénicas, porém, a sua utilizacdo em alimentos devera ser pautada em

analises sensoriais.
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CONSIDERACOES FINAIS

O potencial produtivo de ostras no Estado da Bahia, alavancado pela
producédo na Baia do Iguape, aponta para relevancia do desenvolvimento de estudos
na regido abrangendo os aspectos sanitarios, ambientais, econémicos e sociais.

Assim, destaca-se a importancia de cultivar os moluscos em um ambiente
com agua de boa qualidade, garantindo a qualidade sanitaria do produto final. Neste
contexto, a presente pesquisa destaca a necessidade de revisdo da legislacao
brasileira vigente, de forma a incluir microrganismos indicadores de contaminagao
em moluscos bivalves crus, como Escherichia coli, como ferramenta de controle da
inocuidade desses pescados, pois esses constituem-se como eficientes indicadores
de contaminacéao fecal e de poluicdo do ambiente, consequentemente, da sanidade
animal, além de apresentarem como importantes microrganismos patogénico
humano.

Apesar dos resultados do presente estudo evidenciar que 0s animais
cultivados na Reserva Marinha Baia do Iguape apresentam qualidade sanitaria
satisfatoria segundo os limites de contaminacdo estabelecidos pela legislacao
internacional, os genes de viruléncia detectados nas mesmas amostras (EHEC)
sugerem cuidado para o consumo, devido ao potencial patogénico dessas cepas.
Ressalta-se a relevancia de inclusdo da determinacéo limites para os patotipos de E.
coli de maior patogenicidade nas normas sanitarias nacional e internacional, como
forma de minimizar riscos aos consumidores.

Além da deteccdo de microrganismos patdégenos, observa-se que
estratégias de controle no processo produtivo devem ser desenvolvidas para
melhoria da qualidade microbiol6gica das ostras como o uso de antimicrobianos
naturais.

Foi evidenciado no presente estudo o potencial antimicrobiano de 6leo
essencial extraido de Lippia origanoides (Kunth), porém, apesar dos resultados
promissores faz-se necessario a continuidade de estudos que avaliem a atividade
antimicrobiana do 6leo associado diretamente a matriz alimenticia pesquisada, e a

viabilidade do uso desse 6leo no beneficiamento das ostras.
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Normas Journal of Microbiology

INSTRUCOES AOS AUTORES

Regular Articles
All portions of the manuscript must be typed one-half. The pages may not be
numbered, those assigned Editorial office.

The Title should be a brief phrase describing the contents of the paper. The Title
Page should include the authors’ full names and affiliations, the name of the

corresponding first author along with e-mail and phone number.

The Abstract should be informative and completely self-explanatory, briefly
present the topic, state the scope of the experiments, indicate significant data, and
point out major findings and conclusions. The abstract should be 100 to 250 words
in length. Complete sentences, active verbs, and the third person should be used,
and the abstract should be written in the past tense. Standard nomenclature
should be used and abbreviations should be avoided. No literature should be
cited.

Following the abstract, about 3 to 7 key words that will provide indexing
references should be listed. A list of non-standard Abbreviations should be added.
In general, non-standard abbreviations should be used only when the full term is
very long and used often. Each abbreviation should be spelt out and introduced in
parentheses the first time it is used in the text. Only recommended SI units should
be used. Authors should use the solidus presentation (mg.ml-1). Standard
abbreviations (such as ATP and DNA) need not be defined.

The Introduction should provide a clear statement of the problem, the relevant
literature on the subject, and the proposed approach or solution. It should be

understandable to colleagues from a broad range of scientific disciplines.

Materials and Methods should be complete enough to allow experiments to be
reproduced. However, only truly new procedures should be described in detail;
previously published procedures should be cited, and important modifications of

published procedures should be mentioned briefly. Capitalize trade names and
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include the manufacturer’'s name and address. Subheadings should be used.

Methods in general use need not be described in detail.

Results should be presented with clarity and precision. The results should be
written in the past tense when describing findings in the author(s)’'s experiments.
Previously published findings should be written in the present tense. Results
should be explained, but largely without referring to the literature.

Discussion, speculation and detailed interpretation of data should not be included
in the results but should be put into the discussion section. The Discussion should
interpret the findings in view of the results obtained in this and in past studies on
this topic. State the conclusions in a few sentences at the end of the paper. The
Results and Discussion sections can include subheadings, and when appropriate,

both sections can be combined.

Conclusion. The conclusion should include the most important idea of the
experiment, the author's own findings, possible solutions to the problem,
recommendations for further research, etc.

The Acknowledgments of people, grants, funds, etc should be brief.

Tables should be kept to a minimum and be designed to be as simple as possible.
Tables are to be typed one-spaced throughout, including headings and footnotes.
Tables should be prepared in Microsoft Word. Each table should be included
directly in text and numbered consecutively in Arabic numerals and supplied with a
heading and a legend. Tables should be self-explanatory without reference to the
text. The details of the methods used in the experiments should preferably be
described in the legend instead of in the text. The same data should not be

presented in both table and graph forms or repeated in the text.

Figures should be numbered and are included directly in text. Graphics should be
prepared using applications capable of generating high resolution GIF, TIFF,
JPEG or PowerPoint before pasting in the Microsoft Word manuscript file. Use
Arabic numerals to designate figures and upper case letters for their parts (Fig 1).

Begin each legend with a title and include sufficient description so that the figure is
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understandable without reading the text of the manuscript. Information given in

legends should not be repeated in the text.

References: In the text, a reference identified by means of an author's name
should be followed by the date of the reference in parentheses. When there are
more than two authors, only the first author's name should be mentioned, followed
by ’et al’. In the event that an author cited has had two or more works published
during the same year, the reference, both in the text and in the reference list,
should be identified by a lower case letter like 'a’ and 'b‘ after the date to
distinguish the works.

Examples: Davis (2007), Nijsten et al. (2008), (Hleba, 2011), (Kacaniova and
Has&ik, 2006), (Burika, 2003; Burikova, 2008a,b; Kmet, 2004,2006), (Cubor et al.,
2009)

We respected APA style for references. Google scholar generates APA style
automatically. References should be listed at the end of the paper in alphabetical
order. Articles in preparation or articles submitted for publication, unpublished
observations, personal communications, etc. should not be included in the
reference list but should only be mentioned in the article text. Authors are fully

responsible for the accuracy of the references.

NECESSARY point: If article has DOI number, it must be included to references

part after cited article in original form. You can find some examples prepared by

CrossRef.

Examples of APA style:

Article: Saiki, R. K., Gelfand, D. H., Stoffel, S., Scharf, S. J., Higuchi, R., Horn, G.
T., ... & Erlich, H. A. (1988). Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a
thermostable DNA polymerase. Science, 239(4839), 487-491.

Book: Nunnally, J. C., Bernstein, I. H., & Berge, J. M. T. (1967). Psychometric
theory(Vol. 226). New York: McGraw-Hill.

Html: Beringer, J., Arguin, J. F., Barnett, R. M., Copic, K., Dahl, O., Groom, D. E.,
... & Eidelman, S. (2012). Review of particle physics. Physical Review D, 86(1).
Conference article: Pliszka, S. R., Greenhill, L. L., Crismon, M. L., Sedillo, A.,
Carlson, C., Conners, C. K., ... & DISORDER, H. (2000). The Texas Children’s
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Medication Algorithm Project: Report of the Texas Consensus Conference Panel
on Medication Treatment of Childhood Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder.
Part I. Journal of the American Academy of Child & Adolescent Psychiatry,39(7),
908-919.

Guidelines from internet: European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing. (2013).

Short Communications

Short Communications are not limited in lenght. They should present a complete
study that is more limited in scope than is found in full-length papers. Short
Communications has the following differences: (1) Abstracts are limited to 150
words; (2) instead of a separate Materials and Methods section, experimental
procedures may be incorporated into Figure Legends and Table footnotes; (3)

Results and Discussion should be combined into a single section.

Proofs and Reprints: Electronic proofs about the printing will be publish at the
JMBFS website like the PDF file. Page proofs are considered to be the final
version of the manuscript. With the exception of typographical or minor clerical
errors, no changes will be made in the manuscript at the proof stage. Because the
JMBFS will be published freely online to attract a wide audience, authors and
others visitors will have free electronic access to the full text (in PDF) of the article.
Authors and others visitors can freely download the PDF file from which they can

print unlimited copies of their articles.

Copyright: Submission of a manuscript implies; that the work described has not
been published before (except in the form of an abstract or as part of a published
lecture, or thesis) that it is not under consideration for publication elsewhere. The
originality and unigueness of the article authors are responsible. All copyrights

remain the author of the article.

Fees and Charges: Authors are not required to pay handling fee. Publication of

articles in the Journal of Microbiology, Biotechnology and Food Sciences is free.
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Normas para Revista Brasileira de Plantas Medicinais

ARTIGO CIENTIFICO
Os artigos deveréo ser organizados em:

TITULO: Devera ser claro e conciso, escrito apenas com a inicial maitscula,
negrito, centralizado, na parte superior da pagina. Se houver subtitulo, devera ser
em seguida ao titulo, em minuscula, podendo ser precedido de um nimero de
ordem em algarismo romano. Os nomes comuns das plantas medicinais devem
ser seguidos pelo nome cientifico (bindbmio latino e autor) entre parénteses.

AUTORES: Comecar pelo dltimo sobrenome dos autores por extenso (nomes
intermediarios somente iniciais, sem espaco entre elas) em letras maiusculas, 2
linhas abaixo do titulo. Ap6és o nome de cada autor deverd ser colocado um
numero sobrescrito que devera corresponder ao endereco: instituicdo, endereco
da instituicdo (rua e numero ou Caixa Postal, cidade, sigla do estado, CEP, e-
mail). Indicar o autor que devera receber a correspondéncia. Os autores devem
ser separados com ponto e virgula.

RESUMO: Devera constar da mesma pagina onde estdo o titulo e os autores,
duas linhas abaixo dos autores. O resumo devera ser escrito em um unico
paragrafo, contendo objetivo, resumo do material e método, principais resultados
e conclusdo. Nao devera apresentar citacdo bibliogréfica.

Palavras-chave: Deverao ser colocadas uma linha abaixo do resumo, na margem
esquerda, podendo constar até cinco palavras.

ABSTRACT: Apresentar o titulo e resumo em inglés, no mesmo formato do
redigido em portugués, com excecéo do titulo, apenas com a inicial em maidscula,
gue vira apos a palavra ABSTRACT.

Key words: Abaixo do Abstract deverdo ser colocadas as palavras-chave em
inglés, podendo constar até cinco palavras.

INTRODUCAO: Na introducdo devera constar breve revisdo de literatura e os
objetivos do trabalho. As citacbes de autores no texto deverdo ser feitas de
acordo com o0s seguintes exemplos: Silva (1996); Pereira & Antunes (1985);
(Souza & Silva, 1986) ou quando houver mais de dois autores Santos et al.
(1996).

MATERIAL E METODO (CASUISTICA): Devera ser feita apresentacdo completa
das técnicas originais empregadas ou com referéncias de trabalhos anteriores
gue as descrevam. As andlises estatisticas deverao ser igualmente referenciadas.
Na metodologia deverao constar os seguintes dados da espécie estudada: nome

99



popular; nome cientifico com autor e indicagdo da familia botanica;, nome do
boténico responsavel pela identificacdo taxonémica; nome do herbario onde a
exsicata esta depositada, e o respectivo niumero (Voucher Number); época e local
de coleta, bem como, a parte da planta utilizada.

RESULTADO E DISCUSSAO: Poderdo ser apresentados separados, ou como
um so6 capitulo, contendo a concluséo sumarizada no final.

AGRADECIMENTO: deveré ser colocado neste capitulo (quando houver).

REFERENCIA: As referéncias devem seguir as normas da ABNT 6023 e de
acordo com os exemplos:

Periddicos:

AUTOR(ES) separados por ponto e virgula, sem espago entre as iniciais. Titulo
do artigo. Nome da Revista, por extenso, volume, nimero, pagina inicial-pagina
final, ano.

KAWAGISHI, H. et al. Fractionation and antitumor activity of the water-insoluble
residue of Agaricus blazei fruiting bodies. Carbohydrate Research, v.186, n.2,
p.267-73, 1989.

Livros:

AUTOR. Titulo do livro. Edicdo. Local de publicacdo: Editora, Ano. Total de
paginas.

MURRIA, R.D.H.; MENDEZ, N BROWN, S.A. The natural
coumarins: occurrence, chemistry and biochemistry. 3.ed. Chinchester: John
Wiley & Sons, 1982. 702p.

Capitulos de livros:

AUTOR(ES) DO CAPITULO. Titulo do Capitulo. In: AUTOR (ES) do
LIVRO. Titulo do livro: subtitulo. Edicdo. Local de Publicacdo: Editora, ano,
pagina inicial-pagina final.
HUFFAKER, R.C. Protein metabolism. In: STEWARD, F.C. (Ed.). Plant
physiology: a treatise. Orlando: Academic Press, 1983. p.267-33.

Tese ou Dissertacdo:
AUTOR. Titulo em destaque: subtitulo. Ano. Total de paginas. Categoria (grau e
area de concentracao) - Instituicdo, Universidade, Local.

OLIVEIRA, A.F.M. Caracterizacdo de Acanthaceae medicinais conhecidas
como anador no nordeste do Brasil. 1995. 125p. Dissertacéo (Mestrado - Area
de Concentracdo em Botanica) - Departamento de Botanica, Universidade
Federal de Pernambuco, Recife.

Trabalho de Evento:
AUTOR(ES). Titulo do trabalho. In: Nome do evento em caixa alta, nimero, ano,
local. Tipo de publicacdo em destaque... Local: Editora, ano. pagina inicial-
pagina final.
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VIEIRA, R.F.; MARTINS, M.V.M. Estudos etnobotanicos de espécies medicinais
de uso popular no Cerrado. In: INTERNATIONAL SAVANNA SYMPOSIUM, 3.,
1996, Brasilia. Proceedings... Brasilia: Embrapa, 1996. p.169-71.

Publicacéao Eletronica:
AUTOR(ES). Titulo do artigo. Titulo do periédico em destaque, volume,
namero, pagina inicial-pagina final, ano. Local: editora, ano. Paginas. Disponivel
em: <http://www........ >. Acesso em: dia més (abreviado) ano. PEREIRA, R.S. et
al. Atividade antibacteriana de 6leos essenciais em cepas isoladas de infecgéo
urinaria. Revista de Saude Publica, v.38, n.2, p.326-8, 2004. Disponivel
em:http://www.scielo.br. Acesso em: 18 abr. 2005.

N&o citar resumos e relatérios de pesquisa, a nao ser que a informacéo seja muito
importante e ndo tenha sido publicada de outra forma. Comunica¢gfes pessoais
devem ser colocadas no rodapé da pagina onde aparecem no texto e evitadas se
possivel. Devem ser também evitadas citacdes do tipo: Almeida (1994) citado por
Souza (1997).

TABELAS: Devem ser inseridas no texto, com letra do tipo Arial 10, espaco
simples. A palavra TABELA (Arial 12) deve ser em letras maiusculas, seguidas
por algarismo arabico; ja quando citadas no texto devem ser em letras minusculas
(Tabela).

FIGURAS: As ilustracdes (graficos, fotograficas, desenhos, mapas) devem ser em
letras mailsculas seguidas por algarismo arébico, Arial 12, e inseridas no texto.
Quando citadas no texto devem ser em letras minusculas (Figura). As legendas e
eixos devem ser em Arial 10, enviadas em arquivos separados, com resolucéo
300 DPI, 800x600, com extensao JPG ou TIFF, para impresséo de publicacao.

Processo de avaliacdo: Os manuscritos sdo analisados por, pelo menos, dois
pareceristas, segundo um roteiro de analise baseado principalmente no contetdo
cientifico. Os pareceristas recomendardo a aceitagdo com ou sem necessidade
de retornar; recusa, ou sugerir reformulacdes, e que, neste caso, 0 artigo
reformulado retornara ao parecerista até que a avaliacdo seja concluida. Quando
no minimo 2 pareceristas aprovarem, sem necessidade de retornar, o artigo
estara pronto para ser publicado e o autor recebera a carta de aceite bem como
as instrucfes para pagamento dos custos de tramite (R$300 reais)*. Os nomes
dos pareceristas permanecerdo em sigilo, omitindo-se também perante estes os
nomes dos autores.

* Somente os artigos aprovados que foram submetidos a partir de 1° de abril de
2013 terdo custo para publicacao.

Direitos autorais: Ao encaminhar um manuscrito para a RBPM os autores devem
estar cientes de que, se aprovado para publicacédo, o copyright do artigo, incluindo
os direitos de reproducdo em todas as midias e formatos, devera ser concedido
exclusivamente para as Memodrias.

ATENCAO: Artigos que ndo estiverem de acordo com essas normas Seréo
devolvidos.
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Observacao: Sao de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e
conceitos emitidos nos trabalhos. Contudo, reserva-se ao Conselho Editorial, o
direito de sugerir ou solicitar modificacées que julgarem necessarias.
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