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RESUMO 

 

NEIVA, G. S. QUALIDADE MICROBIOLÓGICA DE OSTRAS (Crassostrea 

rhizophorae) E ÁGUA DE CULTIVO E SUSCETIBILIDADE DE Escherichia coli 

A ÓLEO ESSENCIAL DE Lippia origanoides (Kunth)  

 

 

A ingestão de moluscos bivalves marinhos, crus ou levemente cozidos, é uma 

prática comum em todas as regiões litorâneas do Brasil. O consumo desses 

alimentos pode está associado a ocorrência de Doenças de Transmissão 

Alimentar.  Dentre os moluscos, destacam-se as ostras, pela característica de 

bioacumular partículas presente no ambiente, propiciando a contaminação por 

microrganismos patógenos, como Escherichia coli. Deste modo, o objetivo do 

presente estudo foi avaliar a qualidade microbiológica de ostras Crassostrea 

rhizophorae e água de cultivo da Reserva Extrativista Marinha Baía do Iguape – 

Bahia, caracterizar genotípicamente E.coli isoladas dessas amostras e verificar a 

ação antimicrobiana do Óleo Essencial de Lippia origanoides frente as cepas 

isoladas de amostras de ostras e cepas padrão ATCC dos patotipos EHEC 

(ATCC 43895), EPEC (CD O111ab), ETEC (ATCC 11229). Foram realizadas 

quatro coletas em três pontos distintos, no período de janeiro a abril de 2015. 

Para análise da água utilizou-se da técnica do Número Mais Provável - NMP/100 

mL com série de cinco tubos em três diluições. A determinação da população de 

Coliformes totais (CT) e E. coli em ostras foi realizada por meio de método rápido 

de contagem em placas Petrifilm™ EC (3M Company). O óleo essencial de Lippia 

origanoides foi obtido através de hidrodestilação. Para avaliação da atividade 

antimicrobiana foi realizado teste de microdiluição em caldo proposto pelo CLSI 

(2003) com adaptações, para obtenção da determinação da Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) do óleo 

essencial estudado. As amostras de água 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 análise microbiológica 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 caracterização genotípica dos isolados identificou o gene de virulência 



 

 

stx/EHEC em 36,6 % (11/30) das amostras analisadas. Nenhuma das amostras 

estudadas apresentou o gene de virulência bfpA/EPEC. Para determinação da 

atividade antimicrobiana do OE de Lippia origanoides, foi realizada a análise da 

composição química que revelou ter como composto majoritário o carvacrol (48%) 

seguido do p-cimeno (6,27 %) e timol (4,10%). Os achados demonstraram que o 

óleo essencial de Lippia origanoides possui ação inibitória frente a todas as cepas 

estudadas. A CIM para as cepas isoladas de ostras (Crassostrea rhizophorae) foi 

de 1,09 mg.mL-1, sendo esta concentração considerada bacteriostática mínima. A 

CBM para o isolado do ponto de coleta D foi 1,09 mg.mL-1 e E. coli isoladas dos 

pontos de cultivo A e C foram 4,37 mg.mL-1. As cepas padrão apresentaram CIM 

e CBM de 1,09 mg.mL-1. A concentração bactericida mínima para ETEC foi 1,09 

mg.mL-1 e para EHEC, e EPEC foram de 0,54 mg.mL-1. Os resultados 

microbiológicos apesar de estarem de acordo com os padrões estabelecidos pela 

legislação internacional, a identificação do gene de virulência nas amostras 

analisadas sugere cuidado quanto ao consumo das ostras cultivadas neste local. 

Recomenda-se a produção de ostras controlada de poluição, destacando o 

monitoramento contínuo dessa área e da qualidade do processo produtivo de 

ostras. Evidencia-se que o óleo essencial estudado apresenta potencial 

biotecnológico para o desenvolvimento de antimicrobianos para ser usado no 

controle de bactérias patogênicas.  

Palavras chave: Aquicultura, contaminação 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 Iguape – 

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 O111ab), 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-1, which is considered minimal bacteriostatic 

concentration. CBM to isolate the pickup point D was 1.09 mg.mL-1 and E. coli 

isolated from the growing points A and C were 4.37 mg.mL-1. The standard strains 

showed MIC and MBC of 1.09 mg.mL-1. The minimum bactericidal concentration 

was 1.09 to ETEC mg.mL-1 and EHEC and EPEC were 0.54 mg.mL-1.  

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. 
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INTRODUÇÃO 
 
 

O consumo de organismos aquáticos originários de águas contaminadas 

pode levar ao aparecimento de Doenças 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 às características anátomo-fisiológicas, podendo bioacumular 

resíduos ambientais, uma vez que esses moluscos vivem geralmente em 

estuários e em áreas costeiras passíveis de poluição.  

Salienta-se que a qualidade dos moluscos como alimento está estritamente 

relacionada às condições do ambiente. A degradação ambiental, muitas vezes 

decorrente do deságue de efluentes domésticos, industriais e agrícolas, prejudica 

o crescimento do molusco e compromete a segurança do alimento (GARCIA; 

BARROSO, 2007). 

A presença de microrganismos patogênicos em bivalves também pode está 

associada a deficiências nas etapas de processamento ou na conservação do 

produto, comprometendo a sua qualidade e podendo causar sérios danos à saúde 

do consumidor, que vão desde uma simples intoxicação até a morte (VIEIRA; 

REBOUÇAS; ALBUQUERQUE, 2006). Desta maneira, destaca-se a importância 

de cultivar os moluscos em um ambiente com água de boa qualidade para a 

produção de alimentos nutritivos e seguros para a saúde dos consumidores 

(RUPP et al., 2008). 

A presença dos coliformes termotolerantes, como a Escherichia coli, em 

ostras indica que o alimento apresenta uma contaminação microbiana de origem 

fecal e, portanto, está em condições sanitárias insatisfatórias, podendo acarretar o 

surgimento de sintomas característicos de DTA (SILVA, 2003).   

A maioria das linhagens de E. coli são comensais, porém, algumas podem 

causar uma grande variedade de doenças. Cepas patogênicas de E. coli como, 

enterohemorrágicas (EHEC) e enteropatogênicas (EPEC), podem ocasionar 

sintomas clínicos clássicos com diarreia, náuseas e hipertermia ou ainda progredir 

para síndrome hemolítica-urêmica, infecções de bexiga e rim, septicemia, 
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pneumonia e meningite, devido aos fatores de virulências, sorotipagem, 

manifestações clínicas e epidemiologia (KAPER et al., 2004). 

Os fatores de virulência dos patotipos de E. coli possibilitam que se fixem 

as células epiteliais intestinais do hospedeiro por meio de fimbrias ou adesinas. 

Esta ligação leva a proliferação microbiana no trato intestinal, liberação das 

toxinas nos enterocitos e, consequente, sintomatologia característica (NGELEKA 

et al., 2003).  

No tratamento das toxinfecções alimentares usualmente a população faz 

uso de diversos antimicrobianos, no entanto, a administração indiscriminada 

desses compostos no tratamento e prevenção de doenças tem se tornado um 

problema para a saúde pública, devido ao aumento de bactérias resistentes aos 

diferentes fármacos.  

Ressalta-se que esse uso descontrolado de antimicrobianos sintéticos tem 

ocasionado o aumento da resistência de cepas bacterianas isoladas de alimentos 

a diferentes compostos antimicrobianos de uso clínico, como evidenciado em 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus e Salmonella 

(BANERJEE e SAKKAR, 2004; SOUZA, 2006).  

Alternativas substitutivas aos antibacterianos usuais são urgentemente 

requeridas, tais como os antimicrobianos naturais, que se configuram como 

compostos adicionados ou presentes em alimentos, tendo a função de retardar ou 

inibir o desenvolvimento microbiano, a exemplo dos óleos essenciais (BRUGALLI, 

2003; TIPPAYATUM e CHONHENCHOB, 2007). 

Os óleos essenciais (OE) são produtos do metabolismo secundário das 

plantas e possuem composição química complexa, cujos componentes estão em 

diferentes concentrações (SIMÕES e SPITZER, 2000; SIQUI et al., 2000, 

GONÇALVES et al., 2003). A maior parte da atividade antimicrobiana do OE 

parece estar associada aos compostos fenólicos, cujo efeito antimicrobiano está 

relacionado, principalmente, à alteração da permeabilidade e integridade da 

membrana celular bacteriana (LAMBERT et al., 2001). 

Os OEs com ação antimicrobiana possuem baixo risco de desenvolvimento 

de resistência microbiana frente a sua ação, devido à composição complexa dos 

óleos, formados por misturas de componentes, que, podem apresentam 

diferentes mecanismos de atividade antimicrobiana, e, desta forma, torna mais 

difícil à adaptabilidade dos microrganismos (DAFERERA et al., 2000).  
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 Além disso, esses produtos não são prejudiciais ao meio ambiente e 

menos agressivos à saúde do homem, no que se refere aos resíduos 

farmacológicos. Assim, antimicrobianos naturais vêm sendo explorados também 

na medicina veterinária, microbiologia, parasitologia, aquicultura e tecnologia de 

alimentos.  

Dentre os antimicrobianos naturais destaca-se o óleo essencial de Lippia 

origanoides (Kunth), conhecido popularmente por alecrim pimenta ou alecrim de 

tabuleiro, cuja atividade antimicrobiana apresenta amplo espectro de ação, frente 

a bactérias Gram positivas e Gram negativas, fungos e leveduras.  

Os produtos obtidos da extração de Lippia spp têm sido amplamente 

testados cientificamente, devido ao potencial dos princípios bioativos. Estudos em 

diversas áreas do conhecimento vêm confirmando tais atividades terapêuticas 

propaladas na medicina popular (GOMES et al., 2011). 
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Revisão de Literatura: O consumo de ostras, os riscos 

associados e o uso de antimicrobianos naturais  
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Aquicultura  

 

A aquicultura constitui-se como o cultivo de diversos organismos aquáticos, 

incluídos neste contexto peixes, moluscos, crustáceos e plantas aquáticas, sendo 

que a intervenção ou manejo do processo de criação é imprescindível para a 

produção (SILVA et al., 2014).  

O cultivo controlado ou semi-controlado de animais aquáticos pelo homem 

é uma atividade que teve início na China, há uns 4.000 anos aproximadamente, 

com o monocultivo da carpa. A história do manejo de pescado em cativeiro 

aproveitando represamentos, baías, igarapés e estuários vêm da necessidade 

humana em garantir alimentos para as comunidades e da evolução social oriunda 

da observação da natureza da população praieira e ribeirinha (CAMARGO e 

POUEY, 2005; SILVA et al., 2014). 

Estima-se que a produção mundial de pescado no ano de 2012 foi de 158 

milhões de toneladas, os quais 136,2 milhões de toneladas foram utilizados para 

o consumo humano,  dessas cerca de 66,6 milhões de toneladas (48,9 %) tiveram 

origem na aquicultura, sendo os peixes os organismos aquáticos mais cultivados, 

com uma produção de 44,1 milhões de toneladas, seguidos pelos moluscos, com 

15,2 milhões de toneladas, e crustáceos, com 6,4 milhões de toneladas (FAO, 

2014).  

Os países que tiveram maiores produções nesse período estão 

concentrados no continente asiático, destacando a China em primeiro lugar, com 

mais de 41 milhões de toneladas produzidas em 2012, seguida pela Índia, com 

4,2 milhões de toneladas. O Brasil ocupa a 12ª posição da produção mundial, 

com 707.461 de toneladas e segundo lugar na produção da América Latina, 

ficando atrás apenas do Chile que produz 1.071.421de toneladas (FAO, 2014).   

A expectativa é que em 2030 a aquicultura seja responsável por mais de 60 

% da produção mundial de pescado para consumo humano, segundo a 

publicação Fish to 2030 (FAO, 2014). 

Dentre os diversos tipos de cultura de pescado, destaca-se a 

malacocultura, que refere-se à criação de moluscos para consumo humano, 

sejam estes de águas doces, marinhas ou terrestres (AGUDO, 2008). 

O cultivo de moluscos é uma alternativa eficiente de produção de pescado, 

especialmente por ofertar baixos custos para sua instalação, material de fácil 
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obtenção, facilidade na captação de sementes, manuseio e ao mesmo tempo um 

alto índice de rentabilidade, sendo uma alternativa para a pesca artesanal ou para 

manutenção e reposição 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 extensão, e uma 

grande diversidade de organismos marinhos, considerados recursos econômicos 

e naturais, uma vez que o pescado representa importante fonte de alimento e 

trabalho. Embora a pesca brasileira seja uma atividade econômica das mais 

tradicionais, a produção de pescado de origem marinha não é conhecida com 

precisão (NAYLOR, 2000).  

De acordo com dados lançados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística, a produção brasileira de aquicultura no ano de 2014 foi de 22.091,88 

toneladas (IBGE, 2014). 

  Na Aquicultura, a região Nordeste foi a maior produtora em 2014, com 

147,38 toneladas de moluscos bivalves, seguida pela região Norte, com 139,21 

toneladas. Em 3º lugar está à região Sul, com 126,14 toneladas; em 4º lugar a 

região Centro-Oeste, com 90,05 toneladas, e em último lugar encontra-se a região 

Sudeste, com 53,46 toneladas (IBGE, 2014). 

A ostreicultura é uma atividade que merece destaque, considerando-se que 

as ostras, devido a característica filtradora de alimentação representam maior 

viabilidade econômica na produção quando comparado com outras atividades 

aquícolas (OLIVEIRA, 1998). 

O cultivo de ostras se desenvolve principalmente em ambientes estuarinos 

e regiões costeiras, utilizando diferentes métodos de cultivo, como long line, 

balsas flutuantes e mesas fixas, de acordo com a característica dos ambientes 

costeiros, condições ambientais e tradição local (FAO, 2006). 

A ostreicultura é marcada por uma produção fundamentada na unidade 

familiar e proporciona alternativas econômicas para as comunidades pesqueiras, 

garantindo sua permanência em seu local de origem. Com o mercado em 

expansão, a atividade tem grande perspectiva de consolidação e ampliação para 

uma escala industrial (BRANDINI et al., 2000; BAHIA PESCA, 2012).  

Desta forma, a ostreicultura pode promover a inclusão social mediante o 

incremento da renda familiar, promoção da igualdade entre gêneros e 

fortalecimento da segurança alimentar das comunidades ribeirinhas. Do ponto de 
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vista econômico, o cultivo de ostras pode contribuir para a expansão comercial, 

diversificando a culinária regional e gerando emprego e renda para a população 

costeira. Do ponto de vista ambiental, o cultivo de ostras pode reduzir a pressão 

sobre os estoques naturais, reduzindo a forma extrativista de coleta, além de 

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

 

Produção de ostras na Baía do Iguape  

 

O Estado da Bahia é caracterizado por possuir paisagem diversificada, 

litoral com 1.188 km de extensão, representando 13,2 % da costa brasileira e por 

apresentar grande número de estuários cujas bordas caracterizam-se pela 

formação de mangues arbóreos, ricos em numerosas espécies utilizáveis na 

alimentação e de relevância socioeconômica (BAHIA PESCA, 1994). 

A produção estimada de moluscos bivalves no Estado da Bahia foi de 

71,28 toneladas, no ano de 2014.  Destaca-se o município de Cachoeira, com 

produção de 10,5 toneladas, ocupando o segundo lugar na produção do Estado 

(IBGE, 2014).   

Dentre essas regiões estuarinas de potencial produtor destaca-se, 

principalmente, a Baía de Todos os Santos, que concentra atividades portuárias e 

industriais. O desenvolvimento dessas atividades podem afetar, sobretudo, a 

ecologia da região, em decorrência da poluição de origem urbana e industrial, 

acentuada por um intenso processo de ocupação desordenada que vem 

contaminando e destruindo os manguezais (BAHIA PESCA, 1994).  

A Reserva Extrativista Marinha da Baía do Iguape é uma unidade de 

conservação federal categorizada como reserva extrativista e criada por Decreto 

Presidencial em 11 de agosto de 2000. Possui uma área aproximada de 8.117,53 

hectares, sendo 2.831,24 ha em terrenos de manguezais e 5.286,29 ha de águas 

internas no Estado da Bahia (BRASIL, 2000). Está localizada no extremo oeste da 

Baía de Todos os Santos nos municípios de Maragojipe e Cachoeira, a margem 

direita do Rio Paraguaçu, conforme observado na figura 1, e as comunidades do 

seu entorno vivem de seus ecossistemas próprios ou associados, praticando 

várias atividades que contemplam o uso social dos recursos naturais (PROST, 

2007).   
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Figura 1. Representação gráfica da localização da Reserva Extrativista Marinha 
Baía do Iguape com subdivisão em setores – Bahia – Brasil no Sistema de 
Informações Georreferenciadas (Sigeo). Fonte: GENZ, 2006.  
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A região traz possibilidades produtivas aos agricultores familiares 

vinculados à pesca, como coleta de marisco e ao cultivo de ostra, pois, possui 

paisagem diversificada, reunindo praias, falésias, manguezais e rios que 

favorecem a existência de um grande número de espécies de pescado.  

As ostras que são cultivadas na Baia do Iguape, são da espécie 

Crassostrea rhizophorae. O gênero Crassostrea reúne as ostras de maior 

interesse econômico em função do valor nutricional da carne, com elevado valor 

de proteínas, vitaminas (A, B1, B2, C e D) e minerais (fósforo, cálcio, ferro e iodo), 

além de glicogênio (PEREIRA et al., 1998; PACHECO et al., 2004; OPAS, 2009). 

Atualmente, os moluscos beneficiados nessa região atendem a 

subsistência das famílias das 14 comunidades que formam a Bacia e Vale do 

Iguape e abastece o mercado de cidades circunvizinhas como Cachoeira, São 

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, Família Ostreidae, Gênero 

Crassostrea (BARNES, 1990). Caracterizado por organismos com estrutura física 

composta basicamente por um corpo macio, protegido por duas sessões de 

conchas calcárias duras e unidas por um ligamento do tipo dobradiço em uma das 

extremidades (WHEATON, 2007). A carne propriamente dita é ligada a concha 

nas extremidades do músculo adutor o qual une as duas valvas, sendo o 

responsável pelo fechamento das mesmas (BARNABÉ, 1996; RUPP, 1999). 

A forma da concha é bastante variável e depende do ambiente onde as 

ostras crescem, sendo usualmente alongada. A valva inferior ou esquerda é 

côncava, e fica encaixada sob a articulação, 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 é uma espécie hermafrodita protândrica, de 

tamanho médio, que alcança tamanho de 100 mm, concha grossa e de forma 

variável, 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 Atlântico sul-americano até o 

Brasil (VILLARROEL et al., 2004), é típica de zonas tropicais e ocorre 

principalmente fixada às raízes aéreas do mangue vermelho (Rhizophora 

mangle), ou sobre zonas intertidais e costões rochosos (NASCIMENTO, 1983). 

As espécies do gênero Crassostrea são consideradas eurihalinas e 

euritérmicas, podendo habitar diferentes ambientes, sobretudo estuários, onde há 

interação entre a água salgada e doce ocorrendo grandes variações de salinidade 

e com grande aporte de matéria orgânica e alta produtividade primária 

(PRITCHARD, 1967). 

Outra característica física desta espécie é o grande desenvolvimento dos 

cílios branquiais, que são responsáveis pela respiração e filtração do alimento, 

estes produzem uma corrente de água até o interior do animal, enviando as 

partículas em suspensão até os filamentos branquiais, onde são retidas e levadas 

por batimentos ciliares até os palpos labiais (RUPP, 1999; FURLAN, 2004). 

Possuem capacidade de filtrar até 10 litros de água por hora e cerca de 200 litros 

por dia, podendo adsorver e bioacumular as partículas de detritos e os 

microrganismos presentes na corrente aquática (MIOSSEC et al., 2009; 

MAMEDE, 2012).  

Os alimentos adsorvidos são enzimaticamente atacados desde o momento 

em que penetram nos condutos da glândula digestiva. Porém, é possível observar 

células vivas presentes no estômago nas seis horas seguintes à ingestão e 

durante oito a dezesseis horas no intestino (BARNABÉ, 1996). Assim, bactérias 

patogênicas, que estejam eventualmente presentes na água de cultivo, após 

serem filtradas poderão permanecer viáveis no trato digestivo das ostras 

(MORAES et al., 2000).  

A capacidade de acumulação de partículas confere as ostras à capacidade 

de serem instrumentos utilizados no monitoramento de contaminantes em águas  

estuarinas, atuando como bioindicadores ambientais.  

O problema tende a se agravar quando há aumento da temperatura 

ambiental, pois as taxas de filtração e de crescimento das ostras também são 

aceleradas nessas condições (CHRISTO, 2006), consequentemente aumentando 

a possibilidade de ingestão de bactérias patogênicas pelas ostras. 

 Recomenda-se para criação desses moluscos, o cultivo suspenso em 

estruturas fixas em travesseiros cuja vantagem de não expor os moluscos aos 
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predadores do fundo do ambiente aquático, mantêm a ostra em imersão e 

expostas conforme a flutuação da maré, desta forma, as ostras adquirem maior 

resistência e permanecem vivas por mais tempo durante a comercialização por 

manter água em seu interior além de permitir produtividade de forma sustentável 

(MENEZES, 2005). 

 

Consumo de ostras e os riscos associados 

 
Cada vez mais os consumidores buscam alimentos que confiram 

segurança alimentar dentro e fora do ambiente domiciliar, o que significa garantir 

o consumo de alimentos que atendam aos aspectos nutricionais, as 

características sensoriais desejáveis, a higiene sanitária, representada pela 

ausência de microrganismos e a ausência de riscos físicos e químicos (GOMES, 

2007).  

A ingestão de moluscos bivalves marinhos, crus ou levemente cozidos, é 

uma prática que pode transmitir microrganismos patogênicos ao homem 

(PEREIRA, 2006). 

Devido ao seu hábito alimentar filtrador, os moluscos bivalves concentram 

em seu corpo microrganismos e poluentes químicos existentes no meio, o que os 

destacam como bioindicadores de poluição das águas e veiculadores de doenças 

(LEAL; FRANCO, 2008). 

O consumo de organismos aquáticos contaminados podem levar a 

ocorrência de DTA que podem ser causadas tanto por um agente infeccioso 

contaminante do alimento ingerido, como pela toxina por ele produzida (BRASIL, 

2001). 

Nas últimas décadas o consumo de moluscos bivalves tem aumentado 

consideravelmente no mundo inteiro. Juntamente com essa tendência, surtos de 

doenças associadas ao consumo destes organismos têm sido cada vez mais 

relatados em todos os continentes (VIEIRA, 2011). A maioria dos surtos 

encontram-se relacionados à ingestão do alimento cru, sendo as ostras os 

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 água na qual é capturado e/ou cultivado, da 

qualidade da água 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 vírus, como o da Hepatite A e Rotavírus 

(ARASAKI, 2002; COELHO et al., 2003; VIEIRA, 2004; KITTIGUL, et al., 2007; 

LEE et al., 2008).  

Estes patógenos podem estar no ambiente e serem veiculados para o ser 

humano no momento da ingestão 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 tifóide 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 

que recebia despejos de esgotos domésticos sem tratamento (COKK et al, 2001). 

Investigando 1.266 casos de surtos associados a vírus Norwalk em 

moluscos, de 1991 a 1998, Burkhardt e Calci (2000) identificaram que 78 % das 

doenças ocorreram devido ao consumo de ostras capturadas na Costa do Golfo. 

Dados epidemiológicos do Ministério da Saúde apontam que o pescado, 

que inclui peixe, crustáceos e moluscos bivalves foi responsável por cerca de 

1.185 casos de surtos notificados no Brasil entre os anos de 2000 a 2015 

(BRASIL, 2015). Esta incidência possivelmente tem relação com a característica 

anatômica e biológica do animal, à qualidade da água na qual este foi cultivado, 

às técnicas de manipulação de pós-captura e beneficiamento.  

Em estudo realizado no estuário em Cananéia, São Paulo, com ostras C. 

rhizophorae com e sem tratamento de depuração, Ristori et al (2007) verificaram 

que as amostras de ostras não 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 presença de Vibrio 

parahaemolyticus em pontos da cadeia produtiva das ostras oriundas da Baía do 

Iguape, evidenciaram que as ostras cultivadas nesta região possuem grande 

potencial de risco àqueles que consumirem estes moluscos crus. 
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Ostras coletadas no estuário do rio Cocó, Ceará, apresentaram 

contaminação por coliformes termotolerantes, que inclui Escherichia coli, em 30 % 

das amostras pesquisadas (SILVA et al., 2003).  

Pesquisas realizadas por Doi et al. (2015), em estuário de Cananéia, São 

Paulo, determinaram uma forte correlação das densidades de coliformes totais e 

termotolerantes entre a água e o tecido da ostra, concluindo que a qualidade 

bacteriológica dos moluscos bivalves refletiu aquela da água analisada.  

A captura de ostras em bancos naturais ou sistemas de cultivo, somados 

aos riscos de toxinfecções alimentares evidencia a necessidade da avaliação 

microbiológica tanto das ostras como da água de origem, a fim de garantir a 

saúde da população através de um alimento seguro para o consumidor 

(FRANCESCHI et al., 2009). 

A contaminação por E. coli em ostras e as suas variações de intensidade, 

tem sido normalmente associada à contaminação fecal ou à poluição das águas 

naturais ou de ambientes aquáticos, onde estes organismos podem sobreviver 

durante um longo período, ou à contaminação direta dos produtos durante o 

processamento, bem como por vários efeitos ambientais como marés, 

pluviosidade e posicionamento do cultivo (HUSS, 1997; YOUNGER, LEE & LEES, 

2003).  

Deste modo, estudos demonstram E. coli como microrganismo indicador da 

qualidade sanitária das águas onde os moluscos são cultivados e dos próprios 

moluscos bivalves (BARARDI et al., 2006). 

É de grande importância o acompanhamento da qualidade da água no local 

onde ocorre a produção e coleta de moluscos bivalves destinados ao consumo 

humano. Tendo em vista minimizar os riscos para a saúde pública, a qualidade 

microbiológica das águas torna-se um fator fundamental para que estes possam 

ser comercializados com total segurança para o consumidor (LENOCH, 2004).  

Neste contexto, destaca-se a importância de cultivar os moluscos em um 

ambiente com água de boa qualidade para a produção de alimentos nutritivos e 

seguros para a saúde dos consumidores. Por isso é fundamental que o processo 

de crescimento das cidades costeiras seja acompanhado por uma expansão 

adequada de sistemas de tratamento de esgoto e com consciência da importância 

da preservação dos ambientes costeiros, em conjunto com políticas de proteção 

ambiental, e com constante monitoramento da qualidade da água. Isso colabora 
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com a expansão da produção de moluscos de alta qualidade na costa do Brasil 

(RUPP et al., 2008). 

 

Escherichia coli 
 
Dentre as bactérias associadas a ostras e água de cultivo destaca-se E. 

coli, que se constitui em um bacilo Gram negativo, anaeróbio facultativo, 

pertencente à família Enterobacteriaceae, além de fermentar glicose e lactose 

com produção de ácido e gás, dentre alguns atributos úteis na sua identificação 

(ITO et al., 2007).  

A maioria das cepas de E. coli se multiplica em baixas temperaturas, entre 

4 e 5 °C, sendo a temperatura ótima 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 são 

capazes de inativar a maioria das cepas. Em relação ao pH, elas são 

consideradas neutrófilas, crescendo numa faixa entre 4,5 a 9, sendo que em pH 

extremo não é capaz de eliminar a célula (JAY, 2010). 

É o microrganismo mais frequente no trato digestório do homem e dos 

animais de sangue quente. Geralmente as cepas são encontradas confinadas no 

lúmen intestinal, porém em hospedeiros imunosuprimidos ou quando as barreiras 

gastrointestinais são atravessadas elas podem causar doenças infecciosas, além 

disso, algumas cepas mutagênicas podem causar doenças em hospedeiros 

sadios (BARROS, 2009; NAKAZATO et al., 2009). 

Existem cepas de E. coli que adquiriram fatores específicos de virulência e 

desenvolveram a capacidade de causar um amplo espectro de doenças em 

humanos e até mesmo indivíduos saudáveis podem ser susceptíveis à infecção 

por esses agentes (KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004; WILLIAMS, TORRES e 

LLOYD, 2010). As estirpes patogênicas de E. coli causam basicamente três 

síndromes clínicas: infecção do trato urinário, sepse/ meningite e diarreia 

(NATARO e KAPER, 1998; HARRINGTON, DUDLEY e NATARO, 2005). 

A caracterização de E. coli patogênicas é baseada nos fatores de 

virulência, nas manifestações clínicas, 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 enterotoxigênica (ETEC), E. coli enterohemorrágica também 

conhecida como produtora de toxina Vero ou Shiga (EHEC, VTEC ou STEC), E. 

coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteropatogênica típica (tEPEC), E.coli 

enteropatogênica atípica (aEPEC) E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli de 

aderência difusa (DAEC) (NATARO e KAPER, 1998; KAPER, NATARO e 

MOBLEY, 2004).  

Dentre as estirpes diarreiogênicas de E. coli destaca-se a enteropatogênica 

(EPEC), descrita na literatura como primeiro patotipo de E.coli a ser identificado 

sorologicamente e associado com casos de diarreia em crianças, sendo a  

aderência um dos seus principais fatores de patogenicidade (RODRÍGUEZ-

ANGELES, 2002). 

As cepas de E. coli enteropatogênica (EPEC) têm sido isoladas em 

alimentos e na água, sendo consideradas como importante agentes de diarreia e 

mortalidade infantil em países em desenvolvimento (NATARO e KAPER, 1998; 

CHANDRA et al., 2012)   

O processo central da patogênese da EPEC esta baseado no 

desenvolvimento de lesões chamadas de “attaching and effacing” (A/E). Ocorre a 

aderência da bactéria na mucosa do intestino delgado e há a destruição das 

microvilosidades intestinais. A sintomatologia da doença é caracterizada por 

diarreia aguda, febre, mal-estar e vômito, por vezes acompanhada de 

desidratação (LEVINE, 1987). Em infecções severas há uma destruição completa 

da superfície absortiva do intestino, com atrofia das vilosidades e redução da 

mucosa. A observação da formação dessas lesões foi crucial para identificar a 

aderência bacteriana como um importante fator para a patogenia de EPEC 

(CHEN e FRANKEL, 2005). 

Outro patotipo de interesse humano é a enteroemorrágica (EHEC), cujas 

cepas podem provocar lesões por adesão às células do hospedeiro, 

apresentando sintomas, como diarreia sanguinolenta e dor abdominal, sendo 

diferenciada de outras infecções microbianas por não ocorrer hipertermia. São 

associadas principalmente à colite hemorrágica e, em casos mais graves, à 

Síndrome Hemolítica-Urêmica (SHU), que pode levar à falência renal e também à 

púrpura trombocitopênica trombótica, com possível envolvimento do sistema 

nervoso central, devido à produção de uma potente citotoxina, denominada shiga 
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toxina (Stx) (KAPER et al., 2004). Um número significante das pessoas afetadas 

pela SHU (cerca de 30 %) sofre danos permanentes, que incluem insuficiência 

renal crônica, hipertensão e deficiências neurológicas, assim todas as cepas de 

EHEC são consideradas patogênicas (MORA et al, 2005).  

Os fatores de virulência dos patotipos de E. coli possibilitam que se fixem 

as células epiteliais intestinais do hospedeiro por meio de fimbrias ou adesinas. 

Esta ligação leva a proliferação microbiana no trato intestinal, liberação das 

toxinas nos enterocitos e consequente sintomatologia característica (NGELEKA et 

al., 2003).  

Existem diversos genes de virulência encontrados em infecções por EHEC 

e EPEC, e em sua maioria, estão relacionados à adesão na mucosa intestinal 

(GYLES, 2007). 

Os fatores de virulência de estirpes de E. coli estão associadas a 

variedades cromossomais e genes plasmidais que codificam variedades de 

fatores de aderencias intestinal, pili, antígenos capsulares, flagelos, enterotoxinas 

termolábeis e termoestáveis, produção de colicina, presença de aerobactina, 

resistência sérica entre outros, sendo estes fatores de virulência  importantes 

indicadores de patogenicidade (VIEIRA, 2010). 

O processo de adaptação das bactérias em novos ambientes é facilitado 

pela trasnferência horizontal de genes, o que colabora para a capacidade de 

aquisição de fatores de virulência envolvidos diretamente em infecções, podendo 

modificar a composição do material genético bacteriano drasticamente, pela 

incorporação de elementos genéticos de outros organismos (DAM e DAS, 2006). 

Além de adaptações ao ambiente a transferência genética pode contribuir 

para a resistência aos antimicrobianos. As informações podem ser transportadas 

através dos integrons, esses são responsáveis pela transferência de resistência 

não só para a E. coli, mas também para outras espécies bacterianas, 

contribuindo, desta forma, para uma prevalência de resistência a infecções 

humanas (AJIBOYE et al., 2009). 

Métodos de analises molecular têm sido utilizados para a identificação dos 

fatores de virulência associados às doenças ocasionadas por microrganismos. 

Dentre eles destaca-se a tecnologia baseada na Reação em Cadeia de 

Polimerase (PCR) (GARCIA et al., 2008; ROCHA et al., 2008). 
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A PCR consiste em uma reação de amplificação in vitro do DNA 

pesquisado. A multiplicação é exponencial e se dá por meio da ação 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 

polimerização de nucleotídios adicionados ao sistema. O início da cópia se dá a 

partir de dois oligonucleotídios iniciadores (primers) complementares às 

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 oligonucleotídeos, 

correspondendo a sequencias de DNA imediatamente adjacentes à sequência de 

interesse; DNA polimerase, que realiza o processo vital de replicação do DNA, 

sendo denominada extensão do primer; um grande número de nucleotídeos de 

DNA livres; DNA genômico de um indivíduo (JORDE et al., 2004).  

Os produtos da PCR são analisados por meio de eletroforese, utilizando 

géis de agarose ou géis de poliacrilamida. Essas duas substâncias formam 

tramas de poros de tamanhos variáveis, possibilitando a separação dos 

fragmentos, que terá sua eficiência dependente da concentração do polímero e da 

intensidade da voltagem e amperagem aplicada (VIEIRA, 2009). 

Uma vez identificada à contaminação, estratégias de controle devem ser 

tomadas para minimizar os riscos à saúde dos consumidores como, 

monitoramento do cultivo, boas práticas aquícolas e tecnologias pós captura 

como depuração e uso de substâncias bactericidas e bacteriostáticas. 

 

Antimicrobianos  

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, o uso racional de 

antimicrobianos pode ser definido como aquele que maximiza os efeitos 

terapêuticos clínicos, enquanto minimiza tanto a toxicidade relacionada aos 

medicamentos, quanto o desenvolvimento da resistência antimicrobiana 

(BARBOSA et. al, 2008).  

A resistência bacteriana aos antimicrobianos tem emergido como um 

problema mundialmente importante, fazendo com que muitas classes de 

antimicrobianos tenham se tornado menos efetivas nos últimos anos. Algumas 
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vezes, parte da emergência de resistência está relacionada ao uso intensivo ou 

inadequado desses compostos, ocasionando a seleção de patógenos resistentes 

(GALES et. al, 1997). Um estudo no Brasil mostrou que os grupos beta-lactâmicos 

são os antimicrobianos mais usados no tratamento para infecções em gado 

leiteiro, representando 38,22 % do total de dos antimicrobianos, seguido pelos 

aminoglicosídeos (25,19 %) e a tetraciclina (15,41 %) (NETTO et. al, 2005). 

As indústrias de alimentos têm passado por constantes pressões dos 

consumidores para que sejam removidos os resíduos de antimicrobianos 

(CARVALHO, et. al, 2006).Os alimentos de origem animal são considerados 

importantes veículos de microrganismos carreando genes de resistência e 

consequentemente pode ocorrer transferência desses genes entre os 

microrganismos ali presentes (BARBOSA et. al, 2007).  

A resistência bacteriana aos agentes antimicrobianos pode ser uma 

característica natural de algumas espécies de bactérias ou podem ser adquiridas 

(TAVARES, 1990). Amplas variações na sensibilidade de diferentes estirpes 

podem ocorrer em uma mesma espécie bacteriana aos agentes antimicrobianos. 

Salienta-se que os antimicrobianos têm sido valiosos instrumentos na luta contra 

os microrganismos causadores de doenças, porém, muitos microrganismos 

adquiriram resistência aos agentes antimicrobianos usualmente utilizados 

(GILMAN et. al, 1996). 

O uso descontrolado de antimicrobianos sintéticos tem sido responsável 

pelo surgimento de cepas microbianas progressivamente mais resistentes a 

diferentes compostos antimicrobianos (SOUZA, 2006). Tem-se verificado o 

aumento da resistência microbiana de cepas isoladas de alimentos, tais como 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus e Salmonella frente a 

diferentes antimicrobianos de uso clínico, como ampicilina, bacitracina, 

cloranfenicol e cefalotina (BANERJEE e SAKKAR, 2004). Sendo assim, a 

resistência microbiana torna-se um importante impulsionador para a busca de 

novos constituintes antimicrobianos para a aplicação em alimentos. Baseado nos 

resultados observados in vitro, alguns autores tem se aprofundado nesta 

possibilidade (FEY et al., 2000; LAMBERT et al., 2001; MENDONÇA, 2004; 

KRUGER, 2006).  

Diante o exposto, alternativas substitutivas aos antibacterianos são 

urgentemente requeridas, tais como os antimicrobianos naturais, que se 
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configuram como compostos adicionados ou presentes em alimentos com a 

função de retardar ou inibir o desenvolvimento microbiano, tais como os óleos 

essenciais (BRUGALLI, 2003; TIPPAYATUM e CHONHENCHOB, 2007). 

 

Óleos essenciais 

Os óleos essenciais (OE) são produtos do metabolismo secundário das 

plantas e possuem composição química complexa, cujos componentes incluem 

hidrocarbonetos terpênicos, álcoois simples, aldeídos, cetonas, fenóis, ésteres, 

peróxidos, furanos, lactonas, ácidos orgânicos fixos, em diferentes concentrações, 

em que um desses compostos farmacologicamente ativo é majoritário, e estão 

relacionados com diversas funções necessárias à sobrevivência vegetal, 

exercendo papel fundamental na defesa contra microrganismos (SIMÕES e 

SPITZER, 2000; SIQUI et al., 2000, GONÇALVES et al., 2003). 

O efeito antimicrobiano está relacionado, principalmente, à alteração da 

permeabilidade e integridade da membrana celular bacteriana (LAMBERT et al., 

2001). 

Usualmente os derivados de plantas são utilizados para acentuar gosto ou 

aroma de alguns alimentos, porém sua atividade antiviral, antiparasítica, 

antitoxigênica, antimicótica, inseticida, pesticida e antibacteriana, quando 

aplicados em alimentos, é pouco conhecida (BURT, 2004).   

A composição dos OEs encontram-se em constante transformação, 

variando de acordo com a origem botânica, o quimiotipo, fatores ambientais, e o 

procedimento de plantio, cultivo e colheita das plantas, podendo variar também 

conforme a origem geográfica, época de colheita, tipo de adubação e secagem 

(BANDONI; CZEPAK, 2008).  

A ausência de padrão na composição química dos OEs minimiza o risco de 

desenvolvimento de resistência microbiana. A combinação de componentes, que, 

apresentam diferentes mecanismos de atividade antimicrobiana, dificultando a 

adaptação dos microrganismos (DAFERERA et al., 2000).  

Dentre os compostos antimicrobianos naturais atualmente estudados, 

destaca-se o óleo essencial de Lippia origanoides (Kunt), por apresentar potencial 

atividade antimicrobiana com amplo espectro de ação.  
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O gênero Lippia (família Verbenaceae) compreende cerca de 200 espécies 

de ervas, arbustos e pequenas árvores, com ampla disseminação na América do 

Sul, América Central e na África tropical (TERBLANCHÉ; KORNELIUS, 1996; 

PASCUAL et al., 2001). Os principais centros de diversidade específica do gênero 

Lippia se encontram no México e Brasil, onde o maior número de espécies estão 

na Cadeia do Espinhaço, localizada nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goiás 

(OLIVEIRA et al., 2007).  

Lippia origanoides ou salva de Marajó, alecrim de tabuleiro, alecrim 

pimenta, orégano do monte, como é popularmente conhecia é caracterizado por 

ser um arbusto aromático ou pequena árvore podendo atingir até 3 m de altura, as 

suas folhas são amplamente utilizadas como um tempero na culinária e na 

medicina tradicional (PASCUAL, 2001; OLIVEIRA et al., 2007, VEGA VELA et al., 

2013). 

No nordeste brasileiro, as espécies de Lippia são usadas na medicina 

popular para o tratamento de resfriados, gripes, bronquites e tosse. Na maioria 

das vezes, as partes empregadas são as folhas e flores na forma de infusão 

(MESA et al., 2009).  

A sua semelhança olfativa com o orégano inspirou este nome aos 

botânicos Humboldt, Bonpland e Kunth. É a primeira das espécies brasileiras 

onde foi identificada a presença de timol nos óleos essenciais 

(MORAIS et al.,1972).  

A composição química do óleo essencial obtido das folhas mostrou um 

elevado teor de monoterpenos oxigenados, mas com elevada variação nos 

constituintes químicos.  Alguns quimiotipos foram propostos, baseados na 

quantidade relativa dos compostos principais: α e β felandrenos, limoneno, 

carvacrol, timol, eucaliptol, α felandreno, p-cimeno e éter metílico do timol 

(STASHENKO et al., 2010; VEGAVELA et  al., 2013). 

Dentre eles, destacam-se o carvacrol e timol por apresentarem atividade 

antimicrobiana ambas as substâncias parecem tornar a membrana da célula 

permeável, e é  capaz de  desintegrar  a membrana  externa de  bactérias Gram-

negativas (NOGUEIRA e  MORAES,  2011;  RIBEIRO et  al.  2013)   

Andrade et al., (2014) avaliaram a composição química e a ação 

antimicrobiana do óleo essencial de Lippia origanoides. Os ensaios demonstraram 

que o óleo essencial é rico em carvacrol (29 %) e timol (11 %), e todas amostras 
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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 óleo essencial de Lippia tem 

demonstrado propriedades de interesse epidemiológico, tais como a atividade 

inseticida contra o 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 Doenças de 

Transmissão Alimentar, devido principalmente, a característica de bioacumular 

partículas presente no ambiente, propiciando a contaminação por microrganismos 

patógenos, como Escherichia coli. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi 

determinar a qualidade microbiológica de ostras Crassostrea rhizophorae e água 

de cultivo da Reserva Extrativista Marinha Baia do Iguape - Bahia e caracterizar 

genotípicamente Escherichia coli isoladas dessas amostras. Foram realizadas 

quatro coletas em três pontos distintos, no período de janeiro a abril de 2015. 

Para análise da água utilizou-se da técnica do Número Mais Provável - NMP/100 

mL com série de cinco tubos em três diluições e a determinação da população de 

Coliformes Totais (CT) e E. coli em ostras foi realizada por meio de método rápido 

de contagem em placas Petrifilm™ EC (3M Company) AOAC 998.08. As 

amostras de água 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 análise microbiológica 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 caracterização 

genotípica dos isolados identificou o gene de virulência stx/EHEC em 36,6 % 

(11/30) das amostras analisadas. Nenhuma das amostras estudadas apresentou 
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o gene de virulência bfpA/EPEC. Apesar dos resultados encontram-se de acordo 

com os padrões estabelecidos pela legislação internacional, o gene de virulência 

identificado em parte das amostras analisadas sugere cuidado quanto ao 

consumo das ostras cultivadas neste local. Recomenda-se que a área escolhida 

para o cultivo seja livre ou controlada de poluição. A produção de ostras 

cultivadas depende fortemente das condições ambientais da área onde são 

cultivadas ou extraídas, destaca-se monitoramento contínuo dessas áreas. 

Palavras-chave: Contaminação acteriana, moluscos bivalves, poluição 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 Petrifilm ™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. 

 

 
INTRODUÇÃO 
 

O consumo de organismos aquáticos originários de águas contaminadas 

pode levar ao aparecimento de doenças transmitidas por alimentos (DTA) que 

podem ser causadas tanto pela ingestão de alimento contaminado por agente 

biológico, como pela toxina por ele produzida no alimento (Brasil, 2001). 

Os ambientes estuarinos estão sujeitos a distintos tipos de contaminação, 

como a veiculação microbiológica originária principalmente pelos efluentes 

domésticos lançados sem tratamento no ambiente, que podem causar riscos à 

saúde humana e às espécies presentes no hábitat, como a ostra (Barros e 

Barbieri, 2012).  

A qualidade microbiológica da água influencia diretamente na qualidade 

dos moluscos cultivados, principalmente quando estes são ingeridos como 

alimentos em sua forma in natura (Mujika, 2013).  

As ostras possuem fisiologia filtradora que se alimentam das partículas e 

microalgas que se encontram na água e acumulam, em seus tecidos, grandes 

quantidades de substâncias orgânicas, inorgânicas, além dos microrganismos 

presentes no ambiente, atuando como bioindicadores ambientais (Pereira et al., 

2006; Zanette et al., 2006).  

A presença de microrganismo do grupo dos coliformes no ambiente e nos 

animais cultivados indica contaminação fecal, devido à característica desse grupo 

de desenvolverem no trato gastrintestinal de animais de sangue quente. Assim, a 

contagem desses microrganismos é utilizada no monitoramento da qualidade 

microbiológica da água e do alimento (Silva et al., 2006; Codex, 2008).  

A presença de E. coli é um indicativo de contaminação fecal recente ou de 

condições higiênicossanitárias insatisfatórias durante o processamento de 

alimentos (Silva et al., 2006). 

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

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

Escherichia coli dos isolados. 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 
Área de Estudo 
 

O estudo foi desenvolvido no setor norte da Reserva Extrativista Marinha 

Baía do Iguape (BI), município de Cachoeira – BA, abrangendo três comunidades 

que fazem parte do núcleo produtivo de ostreicultura: Dendê, Calembá e Engenho 

da Ponte. 

 

Dados Pluviométricos 
 
Os dados de precipitação de chuva, somatório da semana anterior à coleta, 

foram obtidos do site do Programa de Monitoramento em Tempo Real da Região 

Nordeste do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE).  

 

Coleta de Amostras 
 

Foram utilizadas para o experimento ostras da espécie Crassostrea 

rhizophorae cultivadas em cativeiro no sistema travesseiro e água do cultivo. 

Esses moluscos foram coletados em períodos chuvosos e de estiagem, com a 

finalidade de observar a flutuações na população bacteriana das ostras e da 

água. 

As coletas ocorreram mensalmente durante o período de janeiro a abril de 

2015, totalizando quatro coletas. Em cada coleta foram amostradas dez ostras de 

cada de três pontos distintos de cultivo identificados como A, B e C. As ostras 

foram coletadas diretamente dos travesseiros e acondicionadas em sacos 

plásticos de primeiro uso e identificadas. 

Concomitantemente as coletas de ostras ocorreram coleta das amostras de 

água de cultivo. As amostras foram compostas de água estuarina superficial com 

aproximadamente 30 cm de profundidade, colhidas em frascos estéreis por 

imersão, tomando como base o comprimento do braço e a linha da água acima do 

cotovelo.  
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Todas as amostras coletadas foram mantidas em caixa térmica contendo 

gelo reciclável e encaminhadas ao Laboratório de Microbiologia do Núcleo de 

Segurança Alimentar e Nutricional (SANUTRI) do Centro de Ciências da Saúde 

da Universidade Federal do Recôncavo da Bahia, localizado em Santo Antônio de 

Jesus, Bahia. O tempo total entre coleta e análise das amostras não ultrapassou 

quatro horas. 

 

Análise microbiológica da água de cultivo 

 
 A qualidade microbiológica da água foi determinada pela população de 

coliformes totais e coliformes termotolerantes por meio da técnica do Número 

Mais Provável - NMP/100 mL com série de cinco tubos em três diluições distintas 

(10 mL, 1 mL e 0,1 mL) (Blodgett, 2010).  

Inicialmente foi realizado o teste presuntivo. As amostras de água 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 gás. Foram considerados positivos os tubos que 

apresentarem turvação e formação de gás retida dentro do tubo de Durhan. 

Posteriormente, foi realizado o teste confirmativo, com auxilio da alça de 

platina transferiu-se uma alíquota 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 ºC por 24±2h e os tubos de EC foram incubados em 

banho maria a 44,5±1 ºC por 24±1h.  Foram considerados positivos os tubos que 

apresentaram turvação e produção de gás retido nos tubos de Durhan, e os 

resultados estabelecidos segundo a tabela de NMP. 

 As amostras positivas foram semeadas em placa de Petri contendo ágar 

Eosina Azul de Metileno (EMB) e os isolados foram estocados em caldo BHI 

com glicerol a 20 % e mantidos a -20 ºC para posterior extração do DNA 

bacteriano e realização da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). 

 

Análise microbiológica de ostra  

 
As populações de coliformes totais e Escherichia coli foram determinadas 

pelo método de contagem rápida Petrifilm™ (3M Company), utilizando placas EC 

(AOAC 998.08), conforme orientações do fabricante. A contagem das colônias foi 
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realizada com o auxílio de contador modelo CP600 Plus (Phoenix ®), sendo 

consideradas colônias típicas de Escherichia coli as colônias que apresentavam 

coloração azul ou vermelho-azuladas associadas a gás retido e coliformes totais 

colônias vermelho escuro, somadas as colônias características de E. coli.  

As ostras foram lavadas em água esterilizadas com auxilio de escovas para 

retirada das sujidades, em seguida abertas por inserção de facas estéreis no arco 

das valvas.  

Para a análise, foi adicionado 1 g da amostra devidamente homogeneizada 

em 9 mL de solução salina a 0,9 % de NaCl. Em seguida inoculou 1 mL em uma 

placa rotulada com código da amostra, data e diluição correspondente. As placas 

foram incubadas a 35 ± 1 ºC por 24 ± 2h, foram selecionadas para contagem as 

placas entre 25 a 250 colônias.  

Os isolados foram estocados em caldo Brain and Heart Infusion (BHI) com 

glicerol a 20 % e mantidos a -20º C para posterior extração do DNA bacteriano e 

realização da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). 

 

Caracterização genotípica dos isolados de E. coli 

Para extração do DNA, foi coletado 1 mL da suspensão bacteriana em 

caldo BHI após descongelamento por 24h a 37 ºC e centrifugado por 5 minutos a 

13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e adicionados 800 μL de água ultra 

pura. Após homogeneização, as amostras foram submetidas a uma nova 

centrifugação nas mesmas condições mencionadas anteriormente. O 

sobrenadante foi descartado e 80 μL de água ultra pura adicionada. Após essa 

etapa, as amostras foram submetidas à temperatura de 96 ºC por dez minutos. 

Foi retirado 2 μL sobrenadante e transferido para um microtubo de polipropileno 

contendo 18 μL de água ultrapura e mantido congelado a -20 ºC até o momento 

da análise.  

A concentração do DNA foi quantificada por meio de espectofotômetro 

BioPhotometer D30 (Eppendorf™). A concentração final foi ajustada utilizando 

água ultrapura (Hexapur™) para padronização em 50 ng/10μL. 

O DNA extraído das cepas de Escherichia coli isoladas foi submetido à 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para identificação de genes de 

virulência associados aos patotipos EHEC (stx) e EPEC (bfpA).  
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Para os controles positivos foram utilizadas cepas padrões cedidas pela 

Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz) do Rio de Janeiro, de E. coli 

enteroemorrágica (EHEC) (ATCC 43895) e enteropatogênica (EPEC) (CDC 

O111ab).  

As condições da PCR, a sequência dos primers e o tamanho do fragmento 

amplificado de cada gene estudado estão descritos no Quadro 1. 

As reações de amplificação foram realizadas em termociclador Veriti 

Thermal Cycler PCR (Appplied Biosystems).  

Para cada reação foram utilizados os seguintes reagentes e volumes: 1,5 

μL de DNA; 5,0 μL de DNA buffer; 3,0 μL de MgCl2; 2,5 μL de dNTPs; 1,5 μL de 

iniciador 1 e 2; 0,4 μL de Taq DNA polimerase, o volume final ajustado para 25 μL 

com água ultra pura. 

Os produtos de amplificação foram separados por eletroforese em gel de 

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

Eletroforesis Power supply EV243TM-Consort.  

 
Quadro 1. Sequência dos primers, tamanho dos fragmentos amplificados para detecção de 
genes associados à virulência de E. coli. 

 

Gene/ 
Patotipo 

 
Sequencia do primer 5´- 3´ 

 
Condições da PCR 

TF* 
(pb) 

 

 
stx/EHEC 

 

  

TTT ACG ATA GAC TTC TCG AC 
 CAC ATA TAA ATT ATT TCG CTC 

 
5 min, 94 ºC; 35 ciclos 
de 1 min 94 ºC; 3 min 
48 ºC; 4 min 72 ºC; 10 
min 72 ºC. 

 
  
 227 

 

 
bfpA/EPEC 

 

  
AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC 
 GCC GCT TTA TCC AAC CTG GTA 

 
5 min 94 ºC; 29 ciclos 
de 30 seg 94 ºC; 1 
min 56 ºC; 2 min 72 
ºC; 10 min 72 ºC. 
 

 
  
 330 

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

 

Análise Estatística  
 

Foram calculadas as médias e desvio padrão das contagens de 

microrganismos encontradas. A média das bactérias foram submedidas a análise 

de variância (ANOVA) e comparados pelo teste de Tuckey em relação à variação 

entre os pontos de cultivo. Valores de p ≤ 0,05 foram considerados significantes. 
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A correlação entre os achados de contagem microbiológica com os valores 

de precipitação de chuva foi calculada através do teste de correlação de Pearson, 

sendo considerados significativos os valores de p ≤ 0,05. 

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

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A análise microbiológica da água 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 

médios 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 análises microbiológicas (log UFC/g) de água de cultivo 

coletadas em três pontos distintos da Reserva Extrativista Marinha Baía do Iguape, 

Bahia, 2015. 

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

Achados de contaminação de coliformes totais e termotolerantes 

encontrados nestas áreas costeira relacionam-se com dos despejos de efluentes 

humanos, o que é considerado a principal causa de contaminação das águas.  

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 três pontos 

analisados. Os valores das médias da contagem microbiana por ponto de coleta 

podem ser observados na tabela 2. 

 
 

 Mês de 
coleta 

 
 

Pluviosidade 
(mm) 

 
PONTO A 

 
PONTO B 

 
PONTO C 

 
Ct                  CT 

(log NMP/100 mL) 

 
Ct                CT 

(log NMP/100 mL) 

 
Ct              CT 

(log NMP/100 mL) 
 

 
janeiro 

 
3,47 

 
 0,66              1,05 

 
 0,83              1,34 

 

 
0,66            1,05 

 

 
fevereiro 

 
66,82 

0,83              1,34 
 

0,90          1,80 
 

0,90             1,43 

 
março 

 
204,6 

0,83              4,50 2,08            6,80 
 

1,43         6,80 
 

 
abril 

 
5,45 

0,89          1,34 
 

1,56              1,56 
 

1,60            2,08 
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Em estudo semelhante realizado por Evangelista-Barreto et al. (2014) ao 

analisar ostras Crassostrea rhizophorae in natura cultivadas no município de 

Maragogipe, na Baia do Iguape, nos períodos 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 análises microbiológicas (log UFC/g) de ostras Crassostrea 

rhizophorae coletadas em três pontos de cultivo da Reserva Extrativista Marinha Baía do 

Iguape, Bahia, 2015 (n = 75). 

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

 

Doi et al. (2015), pesquisando a densidade de coliformes no tecido mole 

das ostras capturadas em Cananéia, São Paulo, observaram que contagem de 

CT no tecido da ostra variou de 0,43 a 2,40 log NMP/g -1e dos termotolerantes de 

0,24 a 2,40 log NMP/g1, sendo os valores médios de 1,88 e 1,53 log NMP/g -1, 

respectivamente.  

Em estudo sobre a qualidade sanitária de ostras de cultivo no Estado da 

Bahia, Carvalho et al. (2014), observaram que as ostras dos municípios de 

Camamu, Maraú, Vera Cruz, Santo Amaro e Taperoá, 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 resolução RDC nº 12 de 02 de janeiro de 2001, que estabelece 

parâmetros microbiológicos para alimentos, vigente pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (Anvisa), especifica somente o limite máximo permitido de 

para estafilococos coagulase positiva e de Salmonella sp, mas não oferece 

critérios para as densidades de coliformes em moluscos bivalves in natura (Brasil, 

2001). 

Embora a legislação brasileira não estabeleça valores de referência para a 

contagem de coliformes totais e termotolerantes em ostras, as pesquisas desses 

 
  

Mês de 
coleta 

 
PONTO A 

 
PONTO B 

 
PONTO C 

CT                  E. coli 

M (DP)           M (DP) 
 

   CT                 E. coli 

M (DP)           M (DP) 
 

CT                 E. coli 

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) 

março 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) 
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microrganismos são relevantes, pois, esses se constituem como importantes 

indicadores da qualidade higiênicossanitária dos alimentos. 

A contaminação por CT e Escherichia coli indica contaminação de origem 

fecal e provável presença de patógenos, e podem, ainda, indicar sobre a 

deterioração do alimento (Franco e Landgraf, 2008). 

Os padrões internacionais disponíveis 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, os valores médios de contaminação de ostra por 

ponto de cultivo, permite identificar que apenas o ponto de cultivo B excede ao 

padrão internacional, com valores de 2,90 log NMP/g.   Os valores significativos de 

coliformes totais e termotolerantes encontrados no presente estudo podem está 

relacionados com disposição geográfica dos pontos de cultivo, localizados 

próximos a áreas habitadas pelos pescadores. As regiões ribeirinhas são 

passíveis de escoamento de efluentes, o que é considerado a principal causa de 

contaminação ambiental. 

Verificou-se a partir da análise de comparação de médias, através do teste 

Tukey, que não houve diferença estatística da contaminação microbiana entre os 

pontos de cultivo, entretanto analisando os dados descritivamente observa-se 

elevada contaminação do ponto B.  

Segundo Ramos et al. (2010) a circulação das águas interfere na diluição 

eficiente dos resíduos e dejetos e, consequentemente, na quantidade de 

coliformes em diferentes pontos da baía, o que não foi observado no presente 

estudo provavelmente devido a proximidade dos cultivos, salienta-se que para 

escolha dos pontos de coleta, levaram-se em consideração os pontos de cultivo 

que eram efetivamente utilizados pelos produtores de ostras.  

Os efluentes domésticos, despejados no ambiente podem apresentar 

constituição bastante variável, como, matéria orgânica, metais tóxicos, 

microrganismos patógenos, dentre outros contaminantes, podendo causar 

contaminação de diferentes origens a população (Garrafa, 2009).  

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

ambiente terrestre próximo aos ambientes hídricos e a contaminação da água 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 

nível de contaminação do momento da coleta, podendo variar de um animal para 

outro. Destaca-se a influência dos fatores ambientais, meteorológicos e da 

atividade geral do organismo do animal (Kolm e Andretta, 2003; Mill et al., 2006). 

Observa-se no presente trabalho que o mês de março, 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 contaminação observados nesse mês está relacionada à 

precipitação de chuva ocorrida na semana anterior à coleta, com valor 204,6 mm, 

o máximo registrado durante a pesquisa. As análises dos resultados por meio da 

correlação de Pearson permitiram observar uma correlação positiva entre a os 

valores de precipitação da chuva e contagem de coliformes totais nas ostras e 

água de cultivo, com valores altamente significantes (p ≤ 0,01). 

Corroborando com achados encontrados por Doi et al. (2014), Miquelante e 

Kolm (2011), pesquisando contaminação microbiológica em águas de estuários,  

relataram correlação positiva na interferência da pluviosidade e densidade de 

coliformes na água. As chuvas possuem a capacidade de arrastar resíduos, 

esgotos e dejetos para os cursos d'água que, por sua vez, afluem para o estuário. 

Destaca-se no presente trabalho, que a região pesquisada não possui 

sistema de saneamento básico, além disso, as áreas de cultivo estão localizadas 

em áreas costeiras, o que corrobora para a contaminação do ambiente local. 

Diversos poluentes, principalmente os originados do esgoto doméstico, são 

lançados no ambiente costeiro sem tratamento adequado e comprometem a 

qualidade deste recurso hídrico (Dalfior, 2005).  

Devido às ostras apresentarem características filtradoras, podendo 

acumular em seus tecidos moles as partículas presentes na água confere a esses 

bivalves a condição de bioindicadores de qualidade sanitária 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 

resíduos contaminados do ambiente causando doenças nos consumidores.  
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 Assim, apesar de não contraírem doenças bacterianas, os moluscos 

filtradores podem agir como portadores de microrganismos patogênicos humanos 

(Clayton, 2006; Pereira et al. 2006).  

A detecção de E. coli de patotipos diarreiogênicos reflete as condições 

sanitárias inadequadas destes ambientes e comprova o risco à saúde pública, 

pois o fato de abrigarem genes de virulência constitui forte evidência de serem 

patogênicas para os homens (Kasnowski, 2004). 

No presente estudo foi realizada análise da caracterização genotípica dos 

30 isolados de Escherichia coli de ostra e água de cultivo para verificação dos 

genes de virulência stx e bfpA, os quais estão 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 água e nove identificados em 

amostras de ostras (Figura 1). Destaca-se incidência elevada no ponto de cultivo 

B, apresentando seis genes stx dos 11 totais identificados. O gene bfpA não foi 

identificado em nenhuma das amostras estudadas (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Fotografia do Gel de agarose a 2% da PCR para gene stx das amostras de E. 
coli isoladas de ostra e ambiente aquático. 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). 

 
 
 

  PM    CP      CN    1       2       3       4        5        6       7       8        9      10    11      12      13 

PM     14     15      16      17    18      19    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 aquático. Tamanho do fragmento 330pb, PM-Peso 

Molecular 100pb, CP- controle positivo, CN- controle negativo.  
 

 

A doença diarreica é considerada um dos principais problemas de saúde 

mundial. Segundo Lanata et al (2013) E. coli é um dos agentes etiológicos mais 

comuns da diarreia nos países em desenvolvimento, responsáveis por metade 

dos óbitos associados a essa patologia. Dentre os patotipos diarreiogênicos de E. 

coli, destaca-se EHEC podendo causar gastroenterite, colite hemorrágica e 

Síndrome Hemolítica Urêmica  (SHU), uma severa complicação renal e sistêmica 

devido à ação da toxina Shiga (Stx) em diversos órgãos (FRANKEL et al., 1998). 

Cardozo (2014) em estudo para detecção de genes de virulência de 

Escherichia coli EHEC e EPEC em peixe de piscicultura e de vida livre no estado 

de São Paulo observou que 7 % (6/99) das amostras analisadas apresentaram 

genes stx. As estirpe identificadas pelo patótipo EPEC não apresentaram o gene 

bfpA, sendo portanto, considerada pela autora uma EPEC atípica.     

Estudo realizado por Almeida et al. (2012), para detecção de genes de 

virulência de diferentes patotipos de E. coli em amostras águas de praia de São 

Luís-MA coletadas em seis diferentes pontos, evidenciou presença de do gene stx 

em nove por cento das amostras. 

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

investigando genes de virulência stx em águas de estuário, no estado de São 

  PM    CP      CN    1       2       3       4        5        6       7       8        9      10    11      12      13 

PM                       14     15      16      17    18      19    20     21 
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Paulo, que verificou que nenhuma das amostras coletadas apresentaram os 

genes pesquisados.  

Cepas patogênicas de E. coli podem disseminar-se através dos 

ecossistemas aquáticos e sua presença nestes ambientes demanda atenção, pois 

cepas de E. coli são dotadas de um grande número de fatores associados à 

virulência (Vazquez et al., 2012; Pontual et al., 2010). 

As infecções relacionadas às cepas patogênicas presença no ambiente 

aquático podem ocorrer por contato direto com água contaminadas, contudo 

acredita-se que a ingestão de alimentos de origem marinha crus ou levemente 

cozidos seja a principal via de exposição do homem aos microrganismos (Mendes 

et al., 2004). 

 Segundo Figueiredo (2015), altas concentrações de Escherichia coli 

ingeridas através do consumo dos moluscos bivalves, além de indicar provável 

contaminação por microrganismos patogênicos humanos, podem causar diversos 

tipos de infecções intestinais, atingindo desde crianças até adultos, com diversos 

sintomas como diarreia infantil, diarreia aquosa e intensa, geralmente 

acompanhada de dores abdominais, vômitos, febre e náuseas (Vieira et al. 2008). 

Recomenda-se que a área escolhida para o cultivo seja livre ou controlada 

de poluição. A produção de ostras cultivadas depende fortemente das condições 

ambientais da área onde são cultivadas ou extraídas, destaca-se monitoramento 

contínuo dessas áreas, a partir da contagem de coliformes totais e de colônias de 

Escherichia coli na água e ostra, além das características físico-químicas, através 

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

 

CONCLUSÃO 

 

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; 

 

Não houve diferença estatística entre os pontos de cultivo, associa-se a este 

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

coliformes totais e a precipitação pluviométrica;  

 
Segundo a legislação internacional vigente, as ostras encontram-se próprias para 

o consumo, por apresentar com valores de população bacteriana dentro dos 

parâmetros;  

 

Os isolados apresentaram presença de microrganismos patogênicos, evidenciada 

pela presença do gene de virulência stx/EHEC em 36,6 % das amostras. 
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Resumo 

 

As Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA) por vezes são associadas ao 

consumo de moluscos bivalves, tais como as ostras, que podem bioacumular 

resíduos do ambiente, propiciando a contaminação por microrganismos 

patogênicos, como a Escherichia coli. Portanto, a qualidade sanitária dos 

produtos alimentícios é alvo de crítica dos consumidores, os quais exigem cada 

vez mais uma cadeia produtiva adequada e livre de aditivos químicos. Uma das 

estratégias de controle da população microbiana é o uso de produtos naturais 

como os óleos essenciais (OE) que tem ganhado destaque pelo seu potencial 

antimicrobiano. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi verificar a ação 

antimicrobiana do OE de Lippia origanoides frente a cepas de Escherichia coli 

isoladas de amostras de ostras (Crassostrea rhizophorae) e cepas padrão ATCC 

dos patotipos EHEC (ATCC 43895), EPEC (CDC O111ab), ETEC (ATCC 11229). 

O óleo essencial de Lippia origanoides foi obtido através de hidrodestilação. A 

análise da composição química foi feita por cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas, sendo os compostos majoritários descritos: carvacrol 

(48 %), p-cimeno (6,27 %) e timol (4,10 %). Para determinação da Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) foi utilizada a técnica microdiluição em caldo proposto pelo 

CLSI (2003) com adaptações. Posteriormente as concentrações inibitórias foram 

avaliadas quanto ao seu potencial bacteriostático ou bactericida. Os resultados 



 

76 

 

apontaram que o óleo essencial de Lippia origanoides mostrou ação inibitória 

frente a todas as cepas estudadas. A CIM para as cepas isoladas de ostras 

(Crassostrea rhizophorae) e cepas padrão foi de 1,09 mg.mL-1, sendo esta 

concentração considerada bacteriostática e bactericida, respectivamente. A 

concentração bactericida mínima para ETEC (ATCC 11229) foi 1,09 mg.mL-1 e 

para EHEC (ATCC 43895), e EPEC (CD O111ab) foram de 0,54 mg.mL-1. Infere-

se que o óleo essencial estudado apresenta potencial biotecnológico para o 

desenvolvimento de antimicrobianos no controle de bactérias patogênicas, 

entretanto, a sua utilização em alimentos deverá ser pautada em análises 

sensoriais.  

Palavras-chaves: Contaminação 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. 

 

 INTRODUÇÃO  

 

Óleos essenciais (OEs) são definidos como substâncias complexas oriundas 

do metabolismo secundário de vegetais, apresentam-se na forma líquida, com 

aroma agradável e intenso, possuem propriedades voláteis e lipofílicas, podem 

ser extraídos de caules, flores, frutos e raízes de diversas espécies de vegetais 

aromáticos e possuem diferentes aplicações (Simões & Spitzer, 2004). 

 A utilização dos OEs tem sido relatada em vários segmentos, mostrando 

propriedades, como, antibacterianos, antivirais, antifúngicos, inseticidas, bem 

como o uso nos setores de higiene pessoal e controle higiênico-sanitário dos 

alimentos (Costa, 2008). 

 As propriedades antimicrobianas dos óleos essenciais de plantas 

condimentares e medicinais têm despertado interesse pela perspectiva de 

constituírem uma alternativa quanto à utilização de aditivos químicos 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 

diferenças na composição química, quando se compara os óleos extraídos 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 variações tendem a influenciar a atividade antimicrobiana dos óleos 

e são determinadas geralmente em função de fatores genéticos e fatores 

abióticos. Além disso, os constituintes dos OEs encontram-se em concentrações 

distintas e sua atividade ocorre por ação 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 Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA), destaca-se a 

Escherichia coli. A bactéria E. coli é agente causador de gastroenterites, a 

contaminação de se dá principalmente por contato com material fecal ou com 

superfícies contaminadas, e por manipulação inadequada dos alimentos, sendo 

responsável por inúmeros casos de DTAs (Nascimento & Stamford, 2000). 

Embora por um lado exista disponível uma grande variedade de 

antibióticos, por outro lado deve-se destacar o aumento crescente do surgimento 

de microrganismos resistentes aos antimicrobianos o que tem incentivado a busca 

por alternativas terapêuticas com atividade antimicrobiana. Neste contexto, a 

Organização Mundial de Saúde, considera as plantas medicinais como melhores 

fontes para obtenção de moléculas bioativas (Prashar et al., 2003). 

Dentre os óleos essências estudados, o OE de Lippia origanoides (Kunth) 

destaca-se por apresentar atividade antimicrobiana com amplo espectro de ação, 

frente a bactérias Gram -positivas e Gram-negativas, fungos e leveduras.  

O gênero Lippia (Verbenaceae) reúne espécies, que são na sua maioria 

aromáticas, e são encontradas em países das Américas Central e do Sul. No 

Brasil, encontra-se nos estados da Bahia, Minas Gerais e Goiás. Várias espécies 

de Lippia são de importância etnofarmacológica, sendo utilizadas principalmente 

no tratamento de doenças gastrointestinais, infecções cutâneas e respiratórias 

(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 aromáticas. É uma 

planta rica em óleo essencial cuja composição química é constituída 

principalmente por derivados fenólicos como carvacrol e timol (Albuquerque, 

2006). 

Seu uso esta relacionado à medicina veterinária, microbiologia, 

parasitologia, zootecnia e aquicultura, devido ao seu potencial e facilidade de 

produção agronômica em escala (Soares & Tavares-Dias,  2013).  

Desse modo, o objetivo desse estudo foi verificar a atividade 

antimicrobiana do óleo essencial de Lippia origanoides extraído de folhas e 

inflorescências, frente à Escherichia coli isoladas de ostras (Crassotrea 

rhizophorae) cultivadas na Baia dos Iguape, Bahia, e cepas de E. coli padrão de 
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três patotipos: enteroemorrágica (ATCC 43895), enteropatogenica (CDC O111ab) 

e enterotoxigenica (ATCC  11229).  

 

 

 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 Óleo essencial  

 

 

O óleo essencial extraído de folhas e inflorescências de Lippia origanoides 

foi gentilmente cedido pelo Laboratório de Fitoquímica da Universidade Federal 

do Recôncavo da Bahia, o qual foi originário do cultivo da planta realizado entre 

janeiro a março 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 período de cultivo foi registrado 

pluviosidade média de 750 mm por ano e temperatura variando em torno de 26 

°C. Segundo a classificação de Köppen, o clima do local de cultivo é do tipo BSh, 

semiárido quente. 

Para obtenção do óleo foi usada à técnica de hidrodestilação por arraste a 

vapor a partir de folhas e inflorescências secas de Lippia origanoides. As 

amostras foram secas a temperatura de 100 ºC, até que não houvesse variação 

na pesagem de 0,1 % em 30 s. O processo de extração do óleo essencial foi 

conduzido durante 3 horas. A composição química do óleo essencial foi 

determinada por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas 

(CG/EM), em cromatógrafo Shimadzu CG-2010 acoplado a Espectrômero de 

Massas CG/MS-QP 2010 Shimadzu, coluna WCOT de sílica fundida, 30 m x 0,25 

µm, injetor CP-1177, temperatura do injetor 220 oC, gás de arraste Hélio (1 

mL/min), temperatura da interface de 240 oC, temperatura da fonte de ionização 

de 240 oC, energia de ionização 70 eV, corrente de ionização 0,7 kV e programa 

de temperatura do forno 60 oC a 240 oC (3 oC/min), 240 oC (20 min). Os 

componentes foram identificados através da comparação dos espectros de 

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

uma série homóloga de hidrocarbonetos. 

 

Microrganismos 

 

No presente estudo foram utilizadas cepas de Escherichia coli isoladas de 

ostras Crassostrea rhiphorae cultivadas em três diferentes pontos (A, B e C) na 

Reserva Extrativista Baia do Iguape, Bahia. Também foram testadas cepas 

padrão da American Type Culture Collection (ATCC) dos patotipos 

enteroemorrágica - EHEC (ATCC 43895), enteropatogênicas - EPEC (CDC 

O111ab) e enterotoxigênica - ETEC (ATCC 11229) obtidas do Instituto Nacional 

de Controle de Qualidade em Saúde (INCQS/FIOCRUZ - BRASIL).  

Para preparo da suspensão bacteriana de trabalho, os microrganismos teste 

foram previamente cultivados em placa de Petri contendo Ágar nutriente por um 

período de 18 h a 35 ºC. Três a cinco colônias desta cultura recente foram 

suspendidas em solução salina a 0,45 % até se obter uma suspensão bacteriana 

na concentração de 1,5 x 108 UFC.mL-1. O ajuste da concentração foi feito em 

espectofotômetro, com comprimento de onda de 625 nm e densidade optica entre 

0,08 a 0,1 o que corresponde à concentração 0,5 da escala de Mac Farland. Esta 

suspensão inicial foi diluída em solução salina obtendo-se uma concentração final 

de 1,5 x 106 UFC.mL-1.   

 

Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Determinação da 

Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

 

Para determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi utilizado o 

ensaio de suscetibilidade por microdiluição em caldo recomendado pelo CLSI 

(2003), com adaptações, sendo que todos os testes foram realizados em 

triplicatas.  

Inicialmente o óleo essencial de Lippia origanoides foi diluído em Tween 80 

a 10 % de modo a obter uma solução estoque de 70 mg.mL-1, a qual foi 

posteriormente esterilizada utilizando filtros de porosidade de 0,22 µm.   
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Foram preparadas diluições seriadas na ordem de 35 mg.mL-1 a 0,27 

mg.mL-1 dos compostos testados em placas de microtitulação de 96 poços. Em 

seguida, cada poço recebeu 10 μL da suspensão de microrganismo teste na 

concentração de 1,5 x 106 UFC.mL-1. As placas foram incubadas à 37 ºC por 24 

horas e a determinação da CIM foi feita pelo método colorimétrico utilizando 30 µL 

de resazurina 0,01 %. Como controle foi usado: gentamicina 10 mg.mL-1, controle 

de viabilidade do microrganimos teste, controle de esterilidade do meio e  controle 

da influência do solvente (Tween 80) sobre o crescimento microbiano. Cinco 

microlitros do conteúdo dos poços que mostraram atividade foram inoculados em 

ágar Müeller Hinton para determinação da concentração bactericida mínima 

(CBM). O crescimento bacteriano no meio de cultura contido na placa de Petri 

caracterizou o composto como tendo atividade bacteriostática, a ausência de 

crescimento, atividade bactericida. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Os principais constituintes químicos identificados por CG/MS no óleo 

essencial extraído 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 majoritário (Tabela I). 

Segundo Sarrazin et al. (2015)  a composição química do óleo de Lippia 

origanoides coletada em diferentes estações do ano, mostrou como compostos 

principais o carvacrol (42,6 %), timol (10,6 %) e p-cinemo (9,9 %) independente 

do período de colheita. Já Andrade et al. (2014) analisando atividade 

antimicrobiana e toxicidade do OE de Lippia origanoides, evidenciou como 

compostos majoritários 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 concentrações identificadas, mostrando a 

influência da sazonalidade na composição química dos óleos essenciais. 

Galvis et al. (2011) avaliaram a composição química de nove óleos 

essenciais obtidos da extração de folhas  de L. origanoides, coletadas a partir de 

quatro diferentes regiões da Colômbia, a análise dos óleos revelaram a presença 

de três quimiotipos: timol (9,2 a 59,7 %), carvacrol (1,7 a 46,2 %) e p-cimeno (8,8 

a 13,9 %)  com diferentes concentrações. 
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TABELA I. Componentes químicos identificados no óleo essencial de Lippia origanoides e seus 
respectivos índices de Kovats calculados (IKCalc), índices de Kovats da literatura (IKLit) 

Contituintes IKcalc IK Lit % 

(2E)-Hexenal + (3Z)-Hexenol   tr.a 
Pent-4-enoato de etila 884 888 tr.a 
α-Tujeno 930 930 0,53±0,15 
α -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 
α -Terpineno 1019 1020 0,70±0,17 
ρ -Cimeno 1028 1024 6,27±0,40 
Limoneno 1032 1029 0,20±0,12 
γ -Terpineno 1063 1064 3,97±0,81 
Linalool 1100 1196 2,53±0,61 
Cânfora 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 
α -Bergamoteno 1438 1434 tr.a 
Aromadendreno 1442 1441 0,67±0,06 
α -Humuleno 1457 1454 1,43±0,15 
Biciclogermacreno 1500 1500 3,23±0,50 
7-epi- α -Selineno 1521 1522 0,37±0,06 
Espatulenol 1581 1578 2,20±0,35 
Óxido de cariofileno 1586 1583 1,60±0,26 
Viridiflorol 1594 1592 0,33±0,06 
Total identificado   97,40 

 tr.a= não identificado  

 

Estudo realizado por Cavalcante et al. (2009) no estado do Piauí obtiveram 

em maior concentração o carvacrol, correspondendo a 43,96 % do óleo, o 1,8-

cineol com 22,75 %, o γ-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 composição química composta por 

aproximadamente 60 % de timol de óleo essencial de nativo espécimes de L. 

origanoides do Nordeste do Brasil.  

Essas diferentes composições químicas influenciam diretamente nas 

atividades biológicas destes óleos essenciais, o que mostra a importância do 

manejo agroecológico de plantas medicinais com finalidade industrial. 

Pode-se perceber que a origem do material botânico coletado nos estudos 

apresentados são provenientes de regiões geográficas distintas, o que pode 
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explicar a diferença da composição química. Segundo Morais (2009) fatores 

abióticos, como, sazonalidade, condições de plantio, disponibilidade de água, 

luminosidade, temperatura, tipo de solo, estágio de desenvolvimento da planta e 

seu estado nutricional e condições de colheita influenciam significativamente na 

produção dos metabólitos secundários das plantas, o que explica os resultados 

apresentados.  

Segundo Gobbo-Neto & Lopes (2007), a época em que a planta é coletada 

é um dos fatores de maior importância, visto que a quantidade e a composição 

dos constituintes ativos não são constantes durante o ano, podendo influenciar 

além da quantidade total de metabólitos produzidos, também nas proporções 

relativas dos componentes.  

Além disso, Bezerra et al. (2011) relataram que o horário de corte das 

folhas de L. alba influenciou no rendimento de óleo essencial, obtendo-se uma 

maior produção em amostra coletadas ao meio-dia. 

A literatura destaca a presença do composto p-cimeno na composição do 

OE de espécies de Lippia e relata que este composto atua como precursor tanto 

do timol quanto do carvacrol. Estudos mostraram que o p-cimeno está sempre 

presente em quantidades razoáveis (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 presença do carvacrol, p-cinemo e timol conferem a espécie de Lippia 

estudada, o uso medicinal e com potencial antimicrobiano, entretanto, não 

podemos afirmar que a atividade antimicrobiana é atribuída apenas aos 

compostos majoritários citados, visto que a atividade biológica pode ser o 

resultado do efeito sinérgico existente entre compostos majoritários e aqueles em 

menor concentração (Hyldgaard, 2012).  

No presente trabalho, o ensaio para determinação da CIM demostrou que o 

óleo essencial de Lippia origanoides possui atividade antimicrobiana frente a 

todas as cepas estudadas, como demostrado na tabela II. 

A literatura não estabelece valores padrões sobre o nível de inibição 

aceitável para produtos naturais. A classificação proposta por Wange (2014) leva 

em consideração os resultados da CIM, categorizando como, atividade forte: CIM 

< 0,01 mg/mL-1; atividade forte a moderada: CIM 0,01-1 mg/mL-1; atividade fraca a 

moderada: CIM 0,1-1 mg/mL-1e atividade fraca: CIM > 1 mg/mL-1. 
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Deste modo, o óleo essencial de Lippia origanoides estudado pode ser 

considerado um inibidor fraco de Escherichia coli, uma vez que houve a inibição 

de todas as cepas com valor de CIM de 1,09 mg/mL.   

 

TABELA II. Concentração Inibitória Mínima (MIC) e Concentração Bactericida Mínima (CMB) 
de óleo essencial de Lippia origanoides frente à Escherichia coli isoladas de ostra (Crassostrea 
rhizophorae) e cepas de E. coli padrão.  

 

Bactérias 

CIM 

(mg/mL
-1

) 

CBM 

(mg/mL
-1

) 

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 O111ab) 1,09 2,18 

 

Acredita-se que o mecanismo de ação de compostos naturais baseia-se 

principalmente em efeitos tóxicos na membrana celular, comprometendo a função 

à permeabilidade seletiva (Sikkema et al. 1995). 

Em geral para a espécie estudada, são os compostos majoritários 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 

atribuída ao carvacrol, visto que as características hidrofóbicas e fenólicas do 

carvacrol, composto majoritário do óleo de Lippia origanoides estudado, permite 

que este composto consiga interagir com a camada fosfolipídica da membrana 

plasmática e também com proteínas da membrana bacteriana, causando o 

extravazamento do material celular (Burt, 2004).  

Embora este seja o primeiro relato de atividade antimicrobiana do óleo de 

L. origanoides frente a bactérias isoladas de ostra Crassostrea rhizophorae, a 

literatura traz resultados para ação inibitória do OE frente a cepas isoladas de 

diferentes amostra de alimentos e de origem de coleções de culturas. 

 La Rosa et al. (2011) analisaram atividade antimicrobiana de óleo essencial 

de L. origanoides em bactérias isoladas (Escherichia sp.) de tilápia-do-nilo 

(Oreochromis niloticus). Os óleos testados também apresentaram atividade fraca 
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frente aos microrganismos isolados, com CIM de 12,50 mg/mL,  sendo o 

constituinte majoritário o carvacrol  (43 %). 

Segundo Souza et al. (2015), óleo de Lippia origanoides mostrou efeito 

inibitório frente a E. coli isoladas de aves a partir da concentração de 40 μL/mL. 

Entretanto, a atividade bactericida do estudo foi obtida na concentração de 160 

μL/mL. 

Costa et al. (2011) observaram efeito bactericida do óleo essencial de 

Lippia sidoides frente a cepas de E. coli isoladas de leite na concentração de 320 

μL/mL.   

Castro et al. (2011), mostraram que óleo essencial de Lippia origanoides 

apresentou atividade antimicrobiana frente a E. coli isoladas de  queijos 

artesanais, com CIM de 13 μL/mL para todas as bactérias testadas e CBM de 25 

μL/mL. 

Betancourt et al. (2012) testaram o óleo 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 diferença entre os perfis de 

susceptibilidade antimicrobiana das bactérias analisadas. Os microrganismos 

isolados de ostra Crassostrea rhizophorae apresentaram maiores CBMs quando 

comparados às cepas ATCC o que sugere maior resistência à ação do óleo de 

Lippia origanoides pesquisado, para os isolados. 

Salienta-se que as ostras analisadas no presente trabalho são produzidas 

em áreas de cultivos localizadas em áreas costeiras, desprovida de sistema de 

saneamento, acometida por poluição humana, o que corrobora para a 

contaminação do ambiente local.  

As características pertinentes ao ambiente poderiam exercer pressões 

seletivas através de efluentes domésticos e industriais capazes de selecionar 

microrganismos multirresistentes. Estudos demonstram que a seleção de 

determinantes de resistência aos antimicrobianos no ambiente poderia acontecer 

por meio da poluição ambiental, presença de metais tóxicos e químicos (Alonso et 

al. 2001).  

O aparecimento de cepas de E. coli, de origens variadas e multirresistentes 

constitui uma preocupação para a saúde pública, pois dificulta  ou inviabiliza o 

tratamento de doenças causadas por estas cepas resistentes (Mendonça et al. 
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2007; Costa et al. 2008), razão 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 óleos essenciais extraídos de plantas do gênero Lippia e 

fármacos-controles, foi observado que a ação antimicrobiana de óleos essenciais 

apresentou-se superior à ação dos fármacos (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 óleos essenciais como agentes antimicrobianos torna-se uma 

alternativa aos antimicrobianos usuais por apresentarem complexa composição, 

agindo de maneiras distintas frente aos microrganismos, o que torna mais difícil a 

adaptação microbiana (Queiroz, 2014). 

Deste modo, os compostos de natureza vegetal, apresentam um potencial 

relevante como agentes de inibição do crescimento bacteriano, constituindo-se 

como uma alternativa promissora no controle de patógenos em alimentos.  

Ainda que o óleo essencial estudado tenha sido caracterizado como de 

fraca atividade, segundo a classificação de Wange (2014), cabe salientar que 

ainda não existe na literatura uma classificação totalmente aceitável para 

caracterizar a atividade biológica de um óleo essencial, ademais, a composição 

química do óleo de L. origanoides estudado, mostrou a presença de compostos 

químicos com grande potencial biotecnológico na formulação de medicamentos. 

É preciso ressaltar que, segundo a literatura, o óleo essencial de Lippia 

origanoides apresenta baixa toxicidade. Em estudo realizado por Andrade et al. 

(2014) realizado em ratos tratados com este óleo, foram observados efeitos 

tóxicos inexistentes, sem alterações histopatológicas no fígado, rins e coração 

dos animais após meses de tratamento. Esta baixa toxicidade estimula novos 

estudos deste composto natural, que poderá ter inúmeras aplicabilidades 

industriais, uma delas na área de alimentos. 

No entanto, a composição da matriz alimentícia poderá interferir na ação do 

óleo essencial, o que pode limitar sua utilização em alimentos, podendo ainda 

modificar organolépticamente o produto final (Burt, 2004; Del Campo et al. 2000).  

Torna-se necessário ensaio futuros para avaliar a atividade antimicrobiana 

do óleo essencial de Lippia origanoides em alimento em condições de consumo, 
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além de análises sensoriais, tendo em vista que o uso de altas concentrações de 

óleo essencial poderá comprometer a aceitação do produto. 

 

CONCLUSÃO  

 

O óleo essencial de Lippia origanoides apresentou ação antimicrobiana 

frente todas as cepas testadas, sendo que os valores de CBM registrada para 

cepas padrão foram menores quando comparadas as cepas isoladas de ostras; 

Os resultados promissores dos testes demonstra o potencial deste óleo 

como alternativa aos antimicrobianos e uso no controle sanitário de produtos 

alimentícios. 

Infere-se que o mesmo pode ser usado no controle de bactérias 

patogênicas, porém, a sua utilização em alimentos deverá ser pautada em 

análises sensoriais. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 
 

O potencial produtivo de ostras no Estado da Bahia, alavancado pela 

produção na Baía do Iguape, aponta para relevância do desenvolvimento de estudos 

na região abrangendo os aspectos sanitários, ambientais, econômicos e sociais. 

Assim, destaca-se a importância de cultivar os moluscos em um ambiente 

com água de boa qualidade, garantindo a qualidade sanitária do produto final.  Neste 

contexto, a presente pesquisa destaca a necessidade de revisão da legislação 

brasileira vigente, de forma a incluir microrganismos indicadores de contaminação 

em moluscos bivalves crus, como Escherichia coli, como ferramenta de controle da 

inocuidade desses pescados, pois esses constituem-se como eficientes indicadores 

de contaminação fecal e de poluição do ambiente, consequentemente, da sanidade 

animal, além de apresentarem como importantes microrganismos patogênico 

humano. 

Apesar dos resultados do presente estudo evidenciar que os animais 

cultivados na Reserva Marinha Baía do Iguape apresentam qualidade sanitária 

satisfatória segundo os limites de contaminação estabelecidos pela legislação 

internacional, os genes de virulência detectados nas mesmas amostras (EHEC) 

sugerem cuidado para o consumo, devido ao potencial patogênico dessas cepas. 

Ressalta-se a relevância de inclusão da determinação limites para os patotipos de E. 

coli de maior patogenicidade nas normas sanitárias nacional e internacional, como 

forma de minimizar riscos aos consumidores.  

Além da detecção de microrganismos patógenos, observa-se que 

estratégias de controle no processo produtivo devem ser desenvolvidas para 

melhoria da qualidade microbiológica das ostras como o uso de antimicrobianos 

naturais. 

Foi evidenciado no presente estudo o potencial antimicrobiano de óleo 

essencial extraído de Lippia origanoides (Kunth), porém, apesar dos resultados 

promissores faz-se necessário a continuidade de estudos que avaliem a atividade 

antimicrobiana do óleo associado diretamente a matriz alimentícia pesquisada, e a 

viabilidade do uso desse óleo no beneficiamento das ostras. 
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