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RESUMO GERAL

PEREIRA, Milena Marcela Domingues. Avaliacdo bacteriolégica da agua do mar e dos
mexilhoes Perna perna (Linnaeus, 1758) cultivados na Ilha Guaiba, Baia de Sepetiba, RJ.
2008. 78p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias, Microbiologia Veterinaria). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

A aqtiicultura vem se desenvolvendo tanto no Brasil quanto mundialmente como atividade
alternativa a pesca extrativa. O municipio de Mangaratiba apresenta condi¢des ideais ao
incremento da malacocultura fluminense. Neste contexto, a presente dissertagcdo foi elaborada a
fim de avaliar as condi¢des microbiologicas da dgua e de mexilhdes Perna perna em fazenda
marinha instalada na Ilha Guaiba, municipio de Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro. Analises
bacteriologicas foram desenvolvidas entre abril de 2007 e marco de 2008 para verificar e
quantificar a presenca de coliformes totais e termotolerantes, Salmonella spp., Staphylococcus
coagulase positiva e ainda correlacionar eventuais flutuagdes da microbiota presente nos
mexilhdes e na dgua do cultivo a fatores abidticos como temperatura, salinidade, profundidade
Secchi, radiagcdo global e precipitacdo pluviométrica. Nas amostras de dgua, os valores para os
coliformes totais variaram de <1,80 a 9,43 x 10 NMP.100mL" e para os termotolerantes
estiveram entre < 1,8 e 2,71 x 10 NMP.100mL". As concentra¢des de coliformes totais e fecais
nos tecidos dos mexilhdes variaram de <0,18 a 1,61 x 10> NMP.g" e de <0,18 a 3,57 x 10 NMP.g’
!, respectivamente. Ndo foram isolados Salmonella ou Staphylococcus coagulase positiva das
amostras de agua do cultivo e de mexilhdes. Os resultados indicam que a qualidade
bacteriologica da 4gua utilizada para o cultivo e dos mexilhdes cultivados na Ilha Guaiba estao
em conformidade com a legislagdo brasileira. As médias anuais para os fatores ambientais
temperatura e salinidade superficial da dgua, precipitacdo de chuvas, radiagdo solar global e
profundidade Secchi foram 23,1°C, 35,2, 5,1mm, 22,91W/m?* e 2,4m, respectivamente. O fator
que apresenta maior correlagdo com a contaminagdo por coliformes ¢ a precipitagdo, seguida pela
salinidade.

Palavras-chave: Aqiiicultura. Moluscos bivalves. Andlises bacterioldgicas.



GENERAL ABSTRACT

PEREIRA, Milena Marcela Domingues. Bacteriological monitoring of seawater and Perna
perna mussels (Linnaeus, 1758) cultivated in Ilha Guaiba, Baia de Sepetiba, RJ. 2008. 78p.
Dissertation (Master Science in Veterinary Microbiology). Instituto de Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

Aquaculture has been developing in Brazil as much as worldwide, representing an alternative to
extractive harvesting. Mangaratiba is a municipal district of Rio de Janeiro that offers the ideal
conditions to the implementation of shellfish farming in the state. In this context, the present
dissertation has been designed to evaluate microbial situation of the shellfish growing waters as
well as of the brown Perna perna mussels from marine farm located in Ilha Guaiba, municipal
district of Mangaratiba. Bacteriological monitoring was carried out from April 2007 to March
2008 to verify and quantify the presence of total and fecal coliforms, Salmonella spp.,
Staphycoccus positive coagulase and correlate fortuitous fluctuations in the microbial levels with
environmental factors such as temperature, salinity, Secchi profundity, sunlight global radiation
and rainfall. In seawater samples total coliform values ranged from <1,80 a 9,43 x 10
NMP.100mL"! and thermotolerant ones varied from < 1,8 € 2,71 x 10 NMP.100mL. Total and
thermotolerant coliform concentrations in mussel tissue varied from <0,18 a 1,61 x 10* NMP.g"
and <0,18 a 3,57 x 10 NMP.g"', respectively. Neither Salmonella nor Staphylococcus positive
coagulase was detected from samples of seawater and mussels. Results have indicated that the
bacteriological quality of shellfisheries’ waters in Ilha Guaiba and of mussels cultivated in there
has been in accordance with the Brazilian standards. The annual averages for the environmental
factors as superficial water temperature and salinity, rainfall and sunlight levels, Secchi
profundity were 23,1°C, 35,2, 5,1mm, 22,91W/m? and 2,4m, respectively. It has been found that
the factor which presents the highest correlation with coliform contamination is rainfall followed
by salinity.

Palavras-chave: Aquaculture. Shellfish. Bacteriological monitoring.
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INTRODUCAO GERAL

Microrganismos estdo presentes em todos os compartimentos da biosfera. O ambiente
marinho ¢ rico em vida microscépica, especialmente microalgas, bactérias, virus, protozoarios,
dentre outros. As bactérias marinhas podem encontram-se em vida livre, associadas a matéria
organica particulada, a biota e ao sedimento. Um grande numero de bactérias presentes em um
corpo d’agua indica abundancia de nutrientes e matéria organica e podem ser provenientes de
diversas vias, como esgoto doméstico, atividades industriais e agropecuarias. Quando estas
bactérias sdo de origem fecal significa o aporte de efluentes que podem estar contaminados com
microrganismos patogénicos de origem intestinal.

Seres vivos sdo sistemas abertos, onde o seu ciclo vital encontra-se em equilibrio
dindmico com o meio em que vivem, interagindo com ele e modificando-o. Assim sendo,
qualquer mudanca ocorrida no ambiente acarretard transformacdes de ordem fisiologica ou
morfologica em organismos presentes nestes ambientes em transformacao.

O mexilhdo Perna perna ¢ uma das trés espécies de moluscos bivalves mais cultivadas no
estado do Rio de Janeiro. Durante sua criagdo, os moluscos bivalves podem contaminar-se com
microrganismos patogénicos, devido ao seu habito alimentar filtrador. Sendo assim, os mexilhdes
podem ser utilizados como bioindicadores de qualidade da 4gua marinha, uma vez que a presenca
de microrganismos nos tecidos desses animais pode indicar as condi¢cdes microbioldgicas do
ambiente no qual eles vivem. As pesquisas com moluscos bivalves indicam que estes animais
funcionam como reservatorios de diversos patdogenos para animais € seres humanos como
bactérias, virus entéricos, além de toxinas naturais, metais pesados, dentre outros.

Em locais onde se desenvolvem atividades aqiiicolas, ou seja, produgdo de organismos
marinhos com fins de alimentagdo humana, torna-se imperativo o monitoramento de sua
microbiota para assegurar o bem-estar ¢ a sanidade do animal, bem como permitir sua
comercializagdo. A contaminagdo bacterioldgica das areas de criacdo de moluscos bivalves
compreende, juntamente com a presenga de toxinas marinhas, os principais fatores de risco para a
atividade mitilicultora gerando grandes perdas econdmicas para o setor produtivo.

A presente dissertacdo visa contribuir para a demanda de informagdes recentes sobre a
qualidade bacteriologica do cultivo de moluscos bivalves instalado na Ilha Guaiba e dos
mexilhdes comercializados pela Associagdo de Maricultores de Mangaratiba. Sendo assim, foi
verificado se a agua marinha utilizada para o crescimento dos animais se encontra apta ao cultivo
e se os mexilhdes cultivados encontram-se proprios para o consumo.



CAPITULO I
QUALIDADE BACTERIOLOGICA DA AGUA DO MAR UTILIZADA
PARA CULTIVO DE MOLUSCOS MARINHOS EM MANGARATIBA, RJ.



RESUMO

O uso intensivo das dguas que rodeiam a Ilha Guaiba em aqiiicultura fez aumentar a demanda por
andlises que indiquem a qualidade bacteriologica do ambiente. Em um periodo de um ano, entre
os meses de abril de 2007 a margo de 2008, foram determinadas as concentragdes de coliformes
totais e termotolerantes pelo método do Numero Mais Provavel (NMP), além da realizagdo da
pesquisa por Salmonella e Staphylococcus coagulase positiva. Os valores para os coliformes
totais variaram de <1,80 a 9,43 x 10 NMP.100mL™" e para os termotolerantes estiveram entre <
1,8 € 2,71 x 10 NMP.100mL™". Nao foram isolados Salmonella ou Staphylococcus coagulase
positiva das amostras de agua do cultivo. Fatores ambientais como temperatura e salinidade
superficial da agua, precipitacdo de chuvas, radiagdo solar global e profundidade Secchi também
foram aferidos. As médias anuais para tais fatores foram 23,1°C, 35,2, 5,lmm, 22,91W/m? e
2,4m, respectivamente. Os resultados indicam excelente qualidade bacteriologica, demonstrando
que as aguas ao redor da Ilha Guaiba encontram-se em acordo com os pardmetros nacionais de
classificacdo de areas para o cultivo de moluscos bivalves. O fator que apresenta maior
correlagdo com a contaminacdo da dgua ¢ a precipitagdo, seguida pela salinidade.

Palavras-chave: aqiiicultura, analises bacteriologicas, 4gua do mar.



ABSTRACT

The intensive use of Ilha Guaiba’s surrounding water for aquaculture has increased the demand
for monitoring analyses to indicate the bacteriological environmental quality. In a year-long study
developed from April 2007 to March 2008, total and fecal coliform concentrations present in
superficial waters used for shellfish farming were determined by the Most Probable Number
(MPN) technique. As well as that the screening for the presence of Salmonella and
Staphylococcus positive coagulase which was also carried out. Total coliform values ranged from
<1,80 a 9,43 x 10 NMP.100mL" and thermotolerant ones varied from < 1,8 e 2,71 x 10
NMP.100mL". Neither Salmonella nor Staphylococcus positive coagulase from shellfish growing
water samples was isolated. The environmental factors, as superficial water temperature and
salinity, rainfall and sunlight levels, Secchi profundity, were also measured. Annual averages for
these factors were 23,1°C, 35,2, 5,lmm, 22,91W/m* and 2,4m, respectively. Results have
indicated an excellent bacteriological quality, proving that Ilha Guaiba’s water is in accordance
with the Brazilian standards for shellfish growing areas. The main abiotic factor correlated with
water contamination is rainfall followed by salinity.

Key words: aquaculture, bacteriological monitoring, seawater.



1 INTRODUCAO

A agua pode ser utilizada pelos seres vivos de inimeras maneiras, sendo fundamental a
manuten¢do da vida, desde sua forma mais simples até os organismos mais complexos que
existem sobre o planeta Terra. Ela é veiculo de nutrientes, sais minerais, participa de processos
metabolicos, dentre outras incontaveis funcgdes por ela exercidas. Porém, a continuidade de todo
este dindmico processo depende da qualidade da dgua presente em corpos hidricos.

O oceano ¢ o destino final de rios, da rede de drenagem pluvial urbana e do sistema de
esgoto. Estas fontes podem carrear para o mar diversos tipos de substancias, de natureza organica
ou inorganica, e muitas formas de vida que continuam viaveis apesar do aumento da salinidade.
Dentre elas, encontram-se microrganismos como virus, bactérias, protozoarios e algas
unicelulares, dos quais muitas espécies podem ser potencialmente causadoras de patologias para
animais marinhos e para o Homem.

A ocupacdo terrestre da zona costeira, a expansao desordenada das cidades e as atividades
rurais sdo apenas alguns dos fatores que contribuem para o langamento de poluicdo sobre corpos
hidricos como rios, riachos, lagos, lagoas ou diretamente no mar. Aguas provenientes de locais
onde haja atividades de agricultura ou pecuaria podem encontrar-se contaminadas por bactérias
ou virus patogénicos devido, dentre outras fontes, & contaminacdo destas com excretas animais.
Sendo assim, rios e riachos podem carrear para o mar agentes etiolégicos de enfermidades graves
como salmoneloses. Isto implica a necessidade de um monitoramento eficiente e constante de
qualidade das 4guas marinhas, seja qual for a sua utilizagao.

A 4gua constitui uma via de transmissd@o de doencas gastrointestinais, seja de maneira
direta através da ingestdo da dgua ou indiretamente pela contamina¢do de alimentos em
agricultura terrestre ou aqiiicola. Em ecossistemas marinhos, além de espécies de microrganismos
provenientes de contaminagdo, como as enterobactérias Salmonella spp. e Escherichia colli,
podemos encontrar ainda bactérias patogénicas de origem autdctone, como as do género Vibrio.
A andlise bacterioldogica da dgua do mar para detectar os grupos bacterianos que indicam
qualitativa e quantitativamente as condi¢Oes sanitarias dessas dguas ¢ de fundamental
importancia, principalmente em local onde o mar ¢ utilizado para atividades de aqiiicultura. A
necessidade de tais andlises encontra-se, inclusive, prevista na legislagdo brasileira a fim de
avaliar areas proprias a criagao de espécies de moluscos bivalves em ambiente marinho que serao
utilizadas para consumo.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A Presenca de Bactérias no Oceano

Os microrganismos estao naturalmente presentes no oceano fazendo parte de sua dindmica
ecologica. Muitas vezes a transparéncia das aguas marinhas esconde uma microbiota rica em
bactérias, fungos, virus e microalgas, organismos fundamentais para a manutengdo da vida
marinha. Grande parte da producao primaria dos oceanos ¢ de responsabilidade de bactérias
autotréficas e de microalgas, por exemplo procloroficeas e dinoflagelados, respectivamente
(NYBAKKEN, 2001).

A microbiota aqudtica encontra-se presente na agua do mar em forma de vida livre,
associada a matéria organica particulada ou recobrindo os organismos e em seus tecidos, mas
principalmente nos sedimentos (PROCTOR; SOUZA, 2001; ROZEN; BELKIN, 2001; MILLER
et al., 20006).

As bactérias tém como principais caracteristicas o fato de possuirem crescimento rapido,
versatilidade metabdlica, plasticidade genética e eficiente adaptacao as modificacdes do ambiente
marinho. Elas classificam-se atualmente em dois grupos: as arqueobactérias e as eubactérias,
onde se encontram organismos com diversas estratégias fisiologicas tais como o0s
fotoautotroficos, quimiolitotréficos, quimioorganotréficos, termofilos, mesofilos, psicrofilos,
aerdbios, anaerdbios, aqueles que suportam grande pressdo hidrostatica, extremos de pH, de
salinidade e de concentragdo de nutrientes (CRAPEZ, 2002). Bactérias heterotréficas possuem
duas importantes fungdes no ambiente marinho: constituem a al¢a microbiana, importante elo da
cadeia tréfica; e atuam na reciclagem dos nutrientes (SHERR; SHERR, 2000; CRAPEZ, 2002).
Alguns representantes deste grupo podem ser patogénicos tanto para organismos marinhos
(REED; FRANCIS-FLOYD, 1996) quanto para seres humanos, como ¢ o caso de Vibrio spp.
(FRANCO; LANDGRAF, 2002).

Microrganismos, principalmente bactérias, sdo responsaveis pela degradacdo e
mineralizacdo da matéria orginica produzida no ambiente, contribuindo assim para a ciclagem
dos nutrientes, tornando-os novamente disponiveis a biota (CRAPEZ, 2002). Segundo Proctor e
Souza (2001) as bactérias encontradas nos sedimentos apresentam preponderancia no
desempenho deste papel, tanto em abundancia quanto em atividade, sobre as encontradas na
coluna d’agua. Outras pesquisas demonstram que bactérias podem ainda atuar sobre a inativacao
de biotoxinas em ambiente marinho (STEWART et al., 1998).

No ambiente marinho, as bactérias que podem ser retidas nos tecidos dos moluscos
bivalves sdo provenientes de diferentes origens. Espécies autdctones sdo naturalmente residentes
do ambiente aqudtico, como as pertencentes ao género Vibrio. J& as espécies aldctones estdo
presentes neste ambiente como resultado de contaminagdo externa, como aporte de efluentes
domésticos, por exemplo, para enterobactérias como Salmonella spp e Escherichia coli.
(HERVIO-HEAT et al., 2002; TORTORA et al., 2002; HUSS et al., 2003; CARDONHA et al.,
2004).

A comissdo do Codex Alimentarius elege a contaminagdo microbioldgica das areas de
cultivo de moluscos bivalves como principal fator de perigo para a mitilicultura. Nos ultimos 25
anos, em surtos associados ao consumo de moluscos nos EUA, 20% das doengas ¢ 99% dos
obitos decorreram da contaminag@o por bactérias do género Vibrio em contraste com apenas 4%
causados por contamina¢ao de microrganismos de origem fecal (LIPP; ROSE, 1997 apud CROCI



et al., 2002, p. 460). Essa estatistica assinala a importancia de estudar-se mais amitde a ecologia
de microrganismos autdctones marinhos que ndo apresentam, pelo menos de maneira direta,
correlacdo com colimetria (CROCI et al., 2002). Vieira et al. (2007a, b) sinalizam para a possivel
interacdo entre a presenga de matéria organica de origem fecal e o aumento na multiplicacdo de
vibrios.

2.2 Acio Antropica e Qualidade do Ambiente

As cidades litoraneas brasileiras, sejam elas de grande ou pequeno porte, tém no
crescimento populacional e desenvolvimento industrial dois dos principais motivos do aumento
da degradagdo ambiental de corpos hidricos, comprometendo a qualidade de suas aguas.
Efluentes advindos de industrias ou de locais onde haja agricultura também contribuem com
metais toxicos e agrotoxicos, respectivamente, para a poluicdo de corpos d’agua. (LIMA JR. et
al., 2002; PEREIRA et al., 2002; ABESSA, 2006; MAIA et al., 2006).

De acordo com Tortora et al. (2002), a abundancia de microrganismos em um corpo
d’4gua indica a presenca de altos niveis de nutrientes e de matéria orgéanica particulada. Porém,
um grande numero de bactérias de origem fecal em areas marinhas pode significar o aporte de
aguas provenientes do sistema de esgoto ou de residuos orginicos biodegradaveis advindos de
industrias (ABESSA, 2006). A contaminagdo recente ¢ ainda confirmada pelo fato de os
coliformes ndo tolerarem altas salinidades por um prolongado periodo de tempo (GALVAO,
2004). Em regides costeiras, onde temos a maior concentracdo de adensamentos populacionais,
freqlientemente sem infra-estrutura adequada de saneamento basico, encontramos na polui¢ao por
despejo de esgoto doméstico a maior fonte de problemas para a saude publica. Esse tipo de
poluicdo caracteriza-se pela contaminacdo das 4guas por efluentes domésticos in natura ou
parcialmente tratados, onde podem ser encontrados microrganismos patogénicos, como por
exemplo, Escherichia coli (LENOCH, 2003). O despejo de esgoto no mar, especialmente o ndo-
tratado, traz consigo conseqiiéncias sociais e economicas resultantes do fechamento de areas de
pesca e de recreagdo com conseqiiente perda de faturamentos com a atividade turistica. A biota
marinha também ¢ comprometida em decorréncia de seu efeito toéxico (AKAISHI, 2007; VIEIRA
et al., 2007a).

Um dos grandes questionamentos das administragdes municipais ¢ onde se dard o destino
de efluentes dos esgotos urbanos com o minimo de prejuizo para o meio ambiente. Outro grande
problema que exige atencdo por parte das autoridades sdo as descargas clandestinas de
residéncias, matadouros, criatorios de aves, suinos e bovinos, cujo efeito agregado contribui e
muito para o aumento da poluigdo microbioldgica dos estuarios (VIEIRA et al., 2007a).

O crescente interesse pela degradagdo ambiental antropica, especialmente sobre as areas
litoraneas, impulsionou a partir da década de 1960 o desenvolvimento da ecotoxicologia. Esta
ciéncia pretende compreender os efeitos toxicos das substancias langadas no ambiente sobre os
organismos neles viventes. Entretanto, devido a complexidade de substincias presentes em
efluentes langados sobre o mar, torna-se dificil definir a parcela de contribui¢do de cada um
desses compostos em causar efeitos toxicos sobre a biota. Bivalves filtradores, como ostras e
mexilhdes vém sendo amplamente usados como bioindicadores de contaminagcdo de corpos
d’agua, pois sofrem os efeitos da poluicdo sobre oceanos e estudrios (MOLES; HALE, 2003;
ABESSA, 2006; MAIA et al., 2006; AKAISHI, 2007; VIEIRA et al., 2007b).

As galerias pluviais também funcionam como fonte pontual de poluicdo das aguas
marinhas, uma vez que drenam 4reas carentes de saneamento bésico levando até o mar desde
rejeitos solidos até esgoto in natura (CARDONHA et al., 2005). O aumento da presenca de



microrganismos nas aguas como conseqiiéncia de chuvas pesadas, pode ser originada também de
sua contaminagdo com estrume proveniente do solo onde héd criagdo de animais (LEE;
MORGAN, 2003). O monitoramento das condi¢des sanitarias da dgua do mar ¢ muito mais
freqliente em aguas utilizadas regularmente para o lazer e balneabilidade (VIEIRA et al., 2002;
CARDONHA et al., 2004; FEEMA, 2008b). Entretanto, para garantir o bem-estar de animais de
cultivo e a seguranca de seus consumidores, tornam-se imperativas as pesquisas sobre as aguas
no entorno de cultivos marinhos (GALVAO, 2004).

A andlise da contaminacdo bacterioldgica das dguas de locais de cultivo ou de extragdo e
dos proprios moluscos marinhos tem sido tradicionalmente utilizada como principal indicador de
caracteristicas bidticas dessas areas e da sanidade desses animais (SOLIC et al., 1999).
Entretanto, o uso restrito dos dados bacterioldgicos e sua relagdo com a presenca de outros
organismos potencialmente causadores de enfermidades tanto aos moluscos quanto aos seus
consumidores vem sendo questionada pela comunidade cientifica. O monitoramento dos indices
de coliformes na agua onde o animal ¢ criado ¢ um dos pontos bésicos de que deve ser
assegurado para garantir a qualidade do pescado (GALVAO, 2004; BRASIL, 2005a), porém nio
¢ o unico fator a ser analisado. Lenoch (2003) discute que a presenca de virus entéricos
patogénicos ndo tem relacdo direta com a contaminagdo bacterioldgica e conclui haver
necessidade da andlise de particulas virais no proprio molusco para sua certificacdo sanitaria. O
consumo de moluscos bivalves, principalmente in natura, tem sido freqlientemente associado a

surtos de doencas de origem alimentar, incluindo gastrenterites de etiologia viral e bacteriana
(HUSS, 1997; JORGE et al., 2002; OLIVEIRA; VIEGAS, 2004).

2.3 A Familia Enterobacteriaceae como Indicadora de Contaminac¢ao Fecal

A familia Enterobacteriaceae ¢ constituida por um grande grupo de bastonetes Gram-
negativos cujo habitat natural € o trato intestinal de humanos e animais endotérmicos, mas podem
também sobreviver no solo, na agua, em vegetais, dentre outros. Seus membros sdo anaerobios
facultativos, fermentam uma ampla variedade de carboidratos e possuem uma complexa estrutura
antigénica. De maneira geral, as enterobactérias fermentam a glicose, sdo citocromo-oxidase
negativas e capazes de reduzir o nitrato a nitrito, caracteristicas muito utilizadas em sua
metodologia de identifica¢dao (JAY, 1978; FRANCO; LANDGRAF, 2002; WINN et al., 2008).

O numero de géneros e espécies desta familia teve um acelerado aumento, principalmente
depois da aplicacdo de novas tecnologias de identificagdo com a participagdo da engenharia
genética. O numero de espécies, que em 1972 era de 26 distribuidas em 11 géneros, chega hoje a
139 em 31 géneros descritos. A taxonomia de Enterobacteriaceae ¢ bastante confusa. Atualmente,
alguns autores defendem a divisdo desta familia em sete tribos a fim de facilitar o diagnostico de
grupos que possuem caracteristicas metabolicas semelhantes. A classificagdo atual da familia é a
seguinte:

Dominio Bacteria

Filo Proteobacteria
Classe y-Proteobacteria
Ordem Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae (WINN et al., 2008)

Os membros desta familia podem ser incriminados como causadores de uma série de
doengas infecciosas. Tradicionalmente, as sindromes diarréicas ¢ disentéricas eram relacionadas a
espécies de Salmonella e Shigella; os casos classicos de pneumonia eram causados por Klebsiella



pneumoniae ¢ Escherichia coli e espécies de Proteus, Klebsiella e Enterobacter foram isolados
de feridas traumaticas ou inclusdes abdominais apds cirurgias do trato gastrointestinal (WINN et
al., 2008).

2.3.1 Coliformes totais

Os chamados coliformes totais (Ct) fazem parte de um grupo de bacilos ndo formadores
de esporos e que pertencem aos géneros Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebisiella.
Sao capazes de fermentar a lactose com producdo de gas quando incubados a 35-37°C por 48
horas (JAY, 1978; FRANCO; LANDGRAF, 2002; VIEIRA et al., 2003; WINN et al., 2008).

Denominam-se microrganismos indicadores aqueles capazes de ser utilizados na avaliagdo
microbiologica em alimentos, da qualidade sanitaria e ambiental da dgua, dentre outros. O grupo
coliforme ¢ o mais frequentemente utilizado como indicador de poluicdo fecal. Estes podem estar
intimamente relacionados a presenca de agentes etiologicos de doencas de natureza bacteriana,
como Salmonella spp., viral ou parasitaria. Apesar de os coliformes totais serem largamente
utilizados como indicadores da qualidade microbiologica de alimentos e agua, sua utilizacdo com
esta fungdo ¢ atualmente muito questionada. A presenca de coliformes totais ndo indica,
necessariamente, contaminagdo fecal ou ocorréncia de patdgenos. Isso se deve ao fato de que
representantes de trés dos quatro géneros deste grupo, exceto Escherichia, poderem também ser
encontrados no solo ou serem mais resistentes do que certas bactérias patogénicas de origem
intestinal. Contudo, quando membros da familia Enterobacteriaceae estdo presentes em grandes
quantidades em alimentos frescos de origem animal, ¢ indicativo forte da sua manipulagdo ou
armazenamento inadequados em condigdes nao-higiénicas (FRANCO; LANDGRAF, 2002;
VIEIRA et al., 2003; VIEIRA, 2004; GALVAO, 2004; BARROS et al., 2005; FAO, 2007;
VIEIRA et al., 2007a).

2.3.2 Coliformes termotolerantes e Escherichia coli

Os coliformes que continuam fermentando a lactose com producdo de gés a temperaturas
de 44-45,5°C sdo denominados coliformes termotolerantes ou fecais (CT). A presenca de
coliformes termotolerantes ou de E. coli na agua pode ser mais seguramente associada a
contaminagdo de origem fecal e a indicagdo da presenca de patdgenos (BARROS et al., 2005).
De uma maneira geral, os coliformes podem resistir em 4agua do mar desde poucas horas até
alguns poucos dias, sob condi¢des favoraveis de temperatura e radiagdo solar (FUJIOCA et al.,
1981; GABUTTI et al., 2000, CHANDRAN; HATHA, 2005). O pH 6timo de sobrevivéncia de
coliformes fecais em 4gua do mar varia entre 6 ¢ 7 (SOLIC; KRSTULOVIC, 1992).

Acredita-se que cerca de 90% dos coliformes termotolerantes enumerados pelos métodos
tradicionais correspondam a cepas de E. coli (CCE, 1991; FRANCO; LANDGRAF, 2002;
PINHEIRO JR., et al., 2002). Dos 151 cepas de coliformes totais isoladas a partir de ostras, 76%
eram de E. coli, 17% de Enterobacter spp., 4% de Citrobacter freundii e 3% de Klebsiella spp.
(BARROS et al., 2005).

A bactéria Escherichia coli vem sendo utilizada h4 mais de cem anos como um indicador
de contaminagdo de origem fecal. Por se tratar de um organismo natural da microbiota digestiva
de animais endotérmicos, desempenhando papel importante na fisiologia intestinal, ¢ liberada
para o ambiente juntamente com suas fezes (JAY, 1978). E considerada como um microrganismo
exclusivamente de origem fecal. A auséncia deste microrganismo em analises bacterioldgicas nao
implica, necessariamente, a auséncia de patdgenos. Certas cepas de Salmonella, por exemplo,



podem ser mais resistentes do que E. coli sob determinadas condigoes (GABUTTI et al., 2000;
FRANCO; LANDGRAF, 2002; VIEIRA et al., 2003; CHANDRAN; HATHA, 2005; VIEIRA et
al., 2007a). S. Typhimurium foi menos resistente que E. coli em experimento conduzido em
aguas estuarinas por Chandran e Hatha (2005). O grupo dos coliformes fecais mostrou-se mais
sensivel a altas salinidades do que Salmonella, estreptococos fecais e estafilococos, sob
temperaturas de 22+2°C (GABUTTI et al., 2000). Tal fato justifica a necessidade de uma analise
mais criteriosa das amostras, incluindo a utilizacdo de meios de cultura préprios para o
desenvolvimento dos principais agentes causadores de enfermidades veiculados por alimentos
(BRASIL, 2001; BRASIL, 2003).

Escherichia coli é geralmente inofensiva, mas certas cepas sdo patogénicas (Quadro 1.1),
provocando doengas do tubo digestivo que podem ser fatais, dependendo da patogenicidade do
microrganismo, do grau de exposicdo e da susceptibilidade do paciente. As cepas patogénicas
apresentam fimbrias especializadas em se ligar a células do intestino. As E. coli também sdo
capazes de produzir toxinas. (THATCHER; CLARK, 1968; HUSS, 1997; TORTORA et al.,
2002; BARROS et al., 2005).

ESTIRPE SIGLA UTILIZADA
E. coli enteropatogénica EPEC
E. coli enterotdxica ETEC
E. coli enteroinvasiva EIEC
E. coli enterohemorragica EHEC / VTEC ou
E. coli produtora de verotoxina E. coli O157:H7
Quadro I.1: Cepas patogénicas de E. coli (Adaptado de HUSS, 1997).

A cepa reconhecidamente mais virulenta ¢ a E. coli O157:H7, habitante ocasional de
intestinos animais. Em humanos, especialmente criancas, a toxina desta cepa pode causar
complica¢des quando atinge os rins (sindrome hemoliticourémica). Estima-se que apesar de mal-
diagnosticada, essa sindrome seja responsavel por cerca de 200 a 500 casos de dbito por ano nos
EUA. Para a identificagdo de E. coli O157:H7 utiliza-se como ferramenta o fato de ela nao
conseguir fermentar o sorbitol, diferenciando-a de outras cepas. A medida profilatica é o
cozimento das carnes, respeitando-se sempre o bindmio tempo x temperatura de cozimento
adequado (TORTORA et al., 2002).

A presenca de E. coli em ambiente marinho determina risco a saide publica ndo apenas
por fatores relacionados a sua propria patogenicidade, mas também por ser veiculo de genes de
resisténcia a antimicrobianos neste meio e terem a capacidade de transmiti-los a outros
microrganismos patogénicos (BARROS et al., 2005).

2.3.3 Salmonella spp.

As Dbactérias do género Salmonella sio membros da familia Enterobacteriaceae,
caracterizando-se por serem bacilos ndao formadores de esporos, Gram-negativos e anaerdbios
facultativos. Apresentam ampla ocorréncia no trato intestinal de diversos animais, como aves
domésticas, suinos e pescado, além de estarem presentes em ambientes poluidos com
excrementos animais ¢ humanos. Dentre as salmonelas, existem diversos graus de
patogenicidade, entretanto todas sdo consideradas patogénicas, causando salmonelose ou



gastrenterite por Salmonella tanto em animais quanto em humanos. Podem ainda produzir toxinas
(HUSS, 1997; TORTORA et al., 2002).

Produtos de origem animal como carnes, especialmente de frango, apresentam-se como
principais fontes de disseminagdo das salmonelas (CARVALHO; CORTEZ, 2005). Contudo, a
carne de pescado, incluindo moluscos como mexilhdes, também pode funcionar como uma via de
contaminagdo (HENRIQUES et al., 2000; HUSS, 2003; FURLAN, 2004). Uma outra forma de
disseminagdo pouco conhecida ¢ através de répteis de estimacdo, uma vez que até 90% desses
animais sdo portadores de bactérias do género Sa/monella (TORTORA et al.,2002).

Em humanos, a rota de invasdo das salmonelas inicia-se na mucosa intestinal, onde se
multiplicam causando inflamag¢do. Pode ocorrer a penetragdo dos sistemas linfatico e sanguineo
por sua passagem através da mucosa intestinal, disseminando-se assim para muitos outros 6rgaos.
Seus sintomas sao febre moderada, nauseas, vomitos, dores abdominais, colicas e diarréia e
comegam a aparecer geralmente 6 a 18 horas apds o consumo o alimento contaminado
(THATCHER; CLARK, 1968). No Brasil, as salmoneloses apresentam grande relevancia entre as
doengas microbianas veiculadas por animais, havendo registro de surtos nas diversas regides do
pais, inclusive com relatos de casos fatais (OPS, 2007).

A profilaxia para qualquer patologia ¢ primariamente a informagdo. A prevengdo
especifica da contaminacdo por salmonelas depende de saneamento bésico, refrigeracdo correta
de produtos de origem animal utilizados na alimentagdo tanto de seres humanos como de outros
animais e cozimento do alimento em uma temperatura interna de, no minimo, 60°C (TORTORA,
et al., 2002).

A principal via de transmissdo de Salmonella para animais e humanos vem sendo através
de 4gua ou alimentos contaminados. A rota mais comum de infec¢do de hospedeiros ¢ a oral-
fecal, entretanto as bactérias podem permanecer por longo periodo de tempo no ambiente,
favorecendo a sua disseminacdo. A exposi¢cao do microrganismo as condi¢des ambientais como a
luz solar pode ser um método eficiente de descontaminacdo. A viabilidade de Salmonella em
aguas marinhas e sob influéncia da luz solar vem sendo bastante estudada (CARO et al., 1999;
CHANDRAN; HATHA, 2005). Estudos in vitro verificaram que em um periodo de apenas 24h
ocorre uma redu¢do da ordem de 3-5 log;o no niumero de células de Salmonella presentes em
superficies e expostas a radiacdo UV-A e UV-B (NYELETI et al.,, 2004). As salmonelas
permanecem com suas cé¢lulas viaveis por até 56 e 80 horas in vitro em salinidades de 35 e 27,
respectivamente (GABUTTI et al., 2000).

A presenga de bactérias do gé€nero Salmonella ¢ detectada através de analises dos
alimentos, das fezes ou dos tecidos corpdreos dos animais e, no caso do ambiente aquatico, da
agua, uma vez que esta também pode funcionar como veiculo de contaminag¢do do pescado
(THATCHER; CLARK, 1968). O isolamento do género requer utilizagdo de meios
especializados, seletivo e diferencial, com o auxilio de testes bioquimicos que geralmente
apresentam resultados em cerca de 5 dias (JAY, 1978; FRANCO; LANDGRAF, 2002; VIEIRA
et al., 2004). Recentemente outros métodos mais sensiveis foram desenvolvidos para a detecgdo

de Salmonella spp. em alimentos utilizando-se técnicas de biologia molecular, como a Reagdo em
Cadeia da Polimerase — PCR (BEJ et al., 1994; WINN et al., 2008).

2.4 Staphylococcus coagulase positiva
Os estafilococos sdo cocos Gram-positivos, imoveis, ndo formadores de esporos,

anaerobios facultativos, com exce¢do de Staphylococcus aureus subesp. anaerobius e S.
saccharolyticus que crescem em condigdes anaerobias. A maioria das espécies € catalase-



positiva, porém existem cepas raras de estafilococos catalase-negativos, como patdégenos
infecciosos pertencentes as espécies S. epidermidis e S. saprophyticus. Sob microscopia Otica,
aparecem predominantemente em grupamentos que se assemelham a cachos de uvas, podendo
também ocorrer na forma de células isoladas, pares, tétrades e cadeias curtas. Quanto a sua
taxonomia atual, inclusive baseada em técnicas de biologia molecular, o género Staphylococcus é
classificado da seguinte forma:
Dominio Bacteria
Filo Firmicutes
Classe Bacilli
Ordem Bacillales
Familia Staphylococcaceae
Género Staphylococcus (WINN et al., 2008)

Os estafilococos apresentam ampla distribuicdo ambiental, e esta ubiqiliidade faz com que
sejam encontrados na agua, ar, poeira, leite, esgotos, solo, nariz, garganta ¢ pele de animais,
inclusive do homem. E um organismo mesofilo que encontra sua temperatura Otima de
proliferagdo em torno dos 37°C, mas pode produzir toxinas se a temperatura ambiente estiver
acima dos 15°C (HUSS, 1997).

Depois das bactérias da familia Enterobacteriaceae, os cocos Gram-positivos sdo o0s
microrganismos mais isolados de amostras clinicas. Bactérias Gram-positivas tém capacidade de
causar infeccdes e produzir toxinas que agem em locais distantes daqueles em que o
microrganismo se encontra. Dentre as doengas causadas por estafilococos, as infec¢des de pele,
olhos e ouvido sdo mais freqiientemente relatadas do que as que acometem o trato gastrintestinal
com toxinas. As toxinas estafilococicas sdo implicadas em intoxicagdes alimentares, na sindrome
da pele escaldada e na sindrome do choque toxico. Muitas espécies de estafilococos sao
reconhecidas como patogenos veterinarios e podem colonizar humanos que tenham contatos
freqiientes ou estreitos com animais (GABUTTI et al., 2000; TORTORA et al., 2002; WINN et
al., 2008).

Alguns dos estafilococos patogénicos, tanto para animais quanto para humanos, sdo
geralmente capazes de produzir a enzima coagulase, cuja fungdo de coagular o plasma sanguineo
¢ utilizada em laboratdrio, juntamente com outros testes bioquimicos, na identificagdo presuntiva
dos tipos virulentos da bactéria. Entretanto, uma das maneiras de se confirmar a patogenicidade
do microrganismo ¢ a realizacdo de andlises que detectem a presenga de toxinas na amostra
(STAMFORD et al., 2006) ou de genes associados a caracteres de viruléncia (WINN et al.,
2008).

A producdo da coagulase vendo sendo a caracteristica metabolica mais confiavel para se
proceder a identificagdo laboratorial de S. aureus, visto que sdo raras suas cepas coagulase-
negativas. Sendo assim, o teste de coagulase em tubos continua sendo o método de referéncia
para a identificagdo de S. aureus, inclusive sendo estabelecido como critério classificatorio da
seguranga de alimentos pela legislagdo brasileira. Neste teste a coagulase secretada
extracelularmente pela bactéria reage com uma substancia do plasma de coelho colocado num
tubo de ensaio, o fator de rea¢do coagulase — CRF, formando um complexo que, ao reagir com o
fibrinogénio transforma-o em fibrina produzindo assim o coagulo. A leitura deve ser realizada
depois de 6 horas de incubacdo a 36£1°C e, nos casos desta ser negativa, os tubos devem ser
mantidos a temperatura ambiente para efetuar-se uma nova leitura depois de 18 a 24 horas.



Algumas cepas podem produzir fibrinolisina que desfaz o codgulo depois de prolongada
incubagao a 35°C (BRASIL, 2001; BRASIL, 2003; VIEIRA, 2004; WINN et al., 2008).

O teste da catalase € rotineiramente utilizado para diferenciar estafilococos ou micrococos
de estreptococos, enterococos ou outras bactérias semelhantes a estreptococos. Em geral, o teste
¢ efetuado com peroxido de hidrogénio a 3% em lamina, onde a produgdo imediata de bolhas
indica a transformacdo do H,O, em 4gua e gas oxigénio. E indicado que se faga este teste antes
do de coagulase (BRASIL, 2003; WINN et al., 2008).

Staphylococcus aureus sobrevive bem em ambiente aquatico, inclusive com salinidades
de 27 e 35. De uma maneira geral, os estafilococos sdo halofilicos e, devido a sua maior
estabilidade em dguas com altas salinidades do que outras bactérias, seu uso como um novo
parametro de qualidade da agua do mar vem sendo bastante indicado (GABUTTI et al., 2000). A
presenca de elevados niimeros de S. aureus pode indicar falha no saneamento, além de risco
potencial a saude publica. Organismos marinhos como moluscos bivalves podem estar
contaminados por Staphylococcus aureus provenientes do ambiente. (FRANCO; LANDGRAF,
2002; GALVAO, J. et al., 2006).

A produgdo de exotoxinas termorresistentes por algumas cepas de S. aureus durante seu
crescimento em alimentos contaminados ¢ uma das causas mais comuns de surtos de intoxicagoes
de origem alimentar. A toxina do tipo sorologico A, que resiste a at¢ 30 minutos de fervura, ¢ a
mais freqiientemente relacionada aos casos de intoxicacdo alimentar estafilococica. Esta causa,
dentro de duas a quatro horas apds o consumo de produtos contaminados, os seguintes sintomas:
vOmito, colicas abdominais, nduseas ¢ diarréia. Esses sintomas duram, em geral, cerca de 24
horas. (HUSS, 1997; TORTORA et al., 2002; VIEIRA, 2004; FAO, 2007).

Os estafilococos caracterizam-se por serem fracos competidores, ou seja, ndo crescem
bem na presenga de outros microrganismos. Sendo assim, pode ocorrer proliferacdo rapida e
conseqiiente produ¢do de toxina no pescado pré-cozido devido a eliminagdo de microrganismos
competidores pelo processo de coc¢do (HUSS, 1997; TORTORA et al., 2002; VIEIRA, 2004;
GALVAQO, J. et al., 2006). No caso do pescado, o controle da proliferagio de estafilococos se da
através do controle da temperatura e de boas condigdes sanitarias na manipulacdo do produto
desde sua saida do mar até a chegada ao consumidor. E necessaria atencio especial ao pescado
pré-cozido, uma vez que esse produto possui riscos de contaminacdo secundéria e proliferacdo
rapida destes microrganismos com produgdo de enterotoxinas (VIEIRA, 2004; SALAN et al.,
2008).

2.5 Legislaciio sobre Areas Proprias ao Cultivo

No que se refere as d4guas marinhas proprias ao cultivo de moluscos bivalves no Brasil, os
atuais padrdes quimicos e microbiologicos necessarios a regulamentacdo das areas de cultivo
estdo dispostos na Resolugdo CONAMA n°. 357 de 17 de marco de 2005. Esta Resolucao
descreve os padroes bacterioldgicos regulamentares ao desenvolvimento da atividade e estabelece
que somente ¢ permitido o cultivo de moluscos bivalves destinados a alimentagdo humana em
areas cuja média geométrica da densidade de coliformes termotolerantes de, no minimo 15
amostras do mesmo local, nao exceda 43/ 100mL, além de nao ter mais de 10% das amostras com
contagens acima de 88 coliformes por 100 mililitros de dgua do cultivo. Além dos padrdes
colimétricos, esta resolucdo dispde sobre os limites aceitaveis de uma série de compostos
quimicos, organicos e inorganicos, que devem ser respeitados se a area for utilizada para o
cultivo de organismos com fim de consumo humano (BRASIL, 2005a). A resolugdo anterior, do
ano de 1986 e atualmente substituida pela de 2005, s6 estipulava os limites para animais que



fossem ingeridos crus. Tais limites eram de até 14 coliformes fecais em 100 mililitros de agua do
cultivo, com ndo mais que 10% das amostras excedendo 43 CT/ 100mL (BRASIL, 1986).

As diretrizes estabelecidas internacionalmente pela Comissao do Codex Alimentarius
(FAO; OMS, 2004) sao bastante confusas no que diz respeito a utilizacdo de coliformes como
indicadores da presenga de microrganismos patogénicos. Ao mesmo tempo em que afirmam nao
haver associacdo da presenca de Vibrio e virus patogénicos com as bactérias indicadoras de
contaminagao fecal, admitem o uso de coliformes fecais ou E. coli e até mesmo de coliformes
totais como indicadores da presenca de virus entéricos patogénicos e de alguns patdgenos
bacterianos presentes naturalmente no ambiente. No Brasil, a contagem de coliformes totais ndo
apresenta carater determinante para a classificagdo das dguas apropriadas ao cultivo de moluscos
filtradores (BRASIL, 2005a). Sendo assim, a legislacdo brasileira de classificacao bacteriologica
das zonas de criacio de moluscos em aptas ou ndo ¢ ainda mais especifica do que as
recomendagdes do Codex Alimentarius.

Ainda segundo o Codex Alimentarius (2004), a identificagdo, classificacdo e vigilancia
das aguas utilizadas para criagdo de animais devem ser tarefas das autoridades competentes em
cooperacdo com pescadores e produtores primdrios. Além disso, o 6rgdo oficial competente
devera avaliar os dados e classificar as zonas de criagdo de acordo com as normas e critérios
oficiais, anunciando-os imediatamente ao setor produtivo. Entretanto, as autoridades brasileiras
transferiram legalmente, a partir de 1995, esta responsabilidade para os aqiiicultores, assim como
a avaliacdo da qualidade sanitaria dos moluscos que comercializam (BARARDI et al., 2006). A
fim de ndo contrariar as diretrizes internacionais, o Brasil precisa reavaliar com bom-senso a que
orgdo oficial cabera tal tarefa, uma vez que os produtores nacionais ndo dispdem das condi¢des
basicas de recursos técnicos e financeiros para identificar, classificar e monitorar as areas
proprias ao cultivo dos moluscos.

Os niveis aceitdveis e os grupos bacterianos utilizados na classificacdo das aguas
marinhas utilizadas em agqiiicultura dependem de cada pais, mas em linhas gerais seguem as
disposi¢oes da FAO e da OMS. Os EUA sempre estiveram na vanguarda do assunto e desde a
década de 1920 discutiam sobre o Programa Nacional de Sanidade de Moluscos que,
posteriormente, serviu como ponto de referéncia para outros paises. A partir deste programa, as
normas para areas onde os moluscos poderiam ser criados foram estabelecidas, sendo
classificadas de acordo com a contaminag¢do por coliformes, mas atualmente citam também
analises de toxinas marinhas e espécies patogénicas de Vibrio (RICHARDS, 2003).

Na Nova Zelandia, um dos principais produtores de mexilhdo do mundo, eram
consideradas aprovadas as areas que possuem indices médios de coliformes fecais abaixo de 14
NMP/100ml e quando ndo mais que 10% das amostras ultrapassassem o valor de 43NMP/100ml
quando do uso de séries de 5 tubos da técnica do Numero Mais Provavel (BROCK et al., 1985).
Sendo assim, a Nova Zelandia possui limites mais exigentes do que os praticados atualmente no
Brasil.

2.6 Fatores Abiéticos e Sua Influéncia Sobre a Presenca de Microrganismos em Aguas
Marinhas

A partir do extenso uso de grupos bacterianos como indicadores de qualidade das aguas
marinhas, tornara-se necessaria a determinagao do periodo de sobrevivéncia das bactérias na 4gua
do mar e os principais fatores ambientais que influenciam neste tempo. Muitos sdo os fatores de
inativacdo de bactérias no mar, eles podem ser abidticos como altas salinidades, presenca de
metais toxicos, radiagdo ultravioleta, temperatura; ou bidticos como competi¢do por nutrientes,



predatismo por protozoarios, lise celular induzida por bacteriéfagos (FUJIOCA et al., 1981;
ROSEN; BELKIN, 2001; CASTRO, 2003; CHANDRAN; HATHA, 2005). A agregacdo e
adsorcdo a matéria organica particulada podem proteger as bactérias de muitos destes fatores
letais (VIEIRA et al., 2007a). Sendo assim, as caracteristicas ambientais podem afetar
sigficativamente as quantidades de bactérias presentes nas aguas marinhas, inclusive onde sao
desenvolvidas atividades de cultivo ou extrativismo de moluscos bivalves. Tais fatores deveriam
ser sempre levados em consideracdo quando da escolha tanto de locais de criacdo de animais
marinhos quanto de descarga de esgoto no mar.

Uma vez que entram em contato com o ambiente marinho e com todas as influéncias
inerentes a ele, a capacidade de formar colonias em meios sélidos parece ser a primeira
habilidade perdida pelas enterobactérias. Desta forma, entram no estado conhecido como Viavel
Mas Nao-Cultivavel — VMNC, no qual as células permanecem metabolicamente ativas, mas sdo
incapazes de se reproduzir em meios de cultura onde crescem normalmente. A interpretacdo dos
estudos sobre a viabilidade de bactérias na 4gua do mar depende da metodologia adotada, uma
vez que as células que entram no estado VMNC nao sdo detectaveis pelos métodos de cultura
(ROSEN; BELKIN, 2001). E necessario que se destaque que o monitoramento da polui¢io
marinha também ¢ normalmente realizado através de técnicas tradicionais de cultura (PINHEIRO
JR. et al., 2002; BRASIL, 2005a; VIEIRA et al., 2002, 2003, 2007a, b; CARDONHA et al.,
2004, 2005; CASTRO et al., 2006).

2.6.1 Salinidade e precipitacdo de chuvas

De uma maneira geral, a salinidade da agua do mar diz respeito a concentracdo de sais
dissolvidos nela. A influéncia de fatores ambientais sobre esta concentracdo depende das
caracteristicas oceanograficas de cada regido, podendo ser alterada, por exemplo, por taxa de
evaporacdo da dgua do mar induzida por forte insolacdo, por degelo (em regides polares), por
precipitacdo de chuvas em regides litordneas e, no caso dos estudrios, por maior influéncia de
aguas vindas de mar aberto na maré alta e do continente durante a maré baixa (NYBAKKEN,
2001).

Na regido costeira, a salinidade ¢ fortemente influenciada por fatores meteoroldgicos
como recebimento de dguas de chuva vindas do continente. O aporte da agua doce da chuva em
aguas marinhas litorAneas faz com que os valores médios de salinidade verificados no mar apos
dias chuvosos sejam menores do que em periodos sem precipitagdo pluviométrica. Sendo assim, a
salinidade apresenta correlacdo com dados de precipitacdo verificados em dias anteriores a coleta
das amostras (BROCK et al., 1985; LEE; MORGAN, 2003).

A incidéncia de chuvas sobre as cidades litoraneas, especialmente nas que apresentam
saneamento basico deficiente ou onde sdao desenvolvidas atividades de pecudria, acarreta o
aumento da presenga de bactérias aloctones na d4gua do mar em periodos seguintes a precipitacao.
A ocorréncia de chuvas fortes e por prolongado periodo de tempo vem agravar tal cendrio. Logo,
as galerias de dguas pluviais ou o escoamento direto da agua a partir de encostas tornam-se duas
das principais fontes de microrganismos de origem externa detectados em dguas marinhas. A
correlacdo entre indices pluviométricos e a presenca de coliformes no mar foi discutida por
diversos outros autores como BROCK et al (1985), VIEIRA et al. (2002, 2003), CARDONHA et
al. (2004, 2005), GALVAO (2004), dentre outros.

A salinidade da 4gua, principalmente quando potencializada pela radiagdo solar, parece
ser um dos fatores que contribuem para a mortalidade de bactérias nas aguas marinhas. Na
verdade, a capacidade de sobrevivéncia em altas salinidades vai ser definida pelo poder de cada



microrganismos em resistir ao choque osmotico e restaurar a homeostase celular quando entram
em contato com a agua salgada (SOLIC; KRSTULOVIC, 1992; ROSEN; BELKIN, 2001). Em
estudo conduzido em microcosmos de agua do mar com salinidades de 27 e 35 ¢ sem a
interferéncia de temperatura, luz, competicdo por nutrientes, dentre outros fatores letais para
bactérias, Staphylococcus aureus mostrou-se mais resistentes a alta salinidade do que Salmonella
e coliformes fecais (GABUTTI et al., 2000).

2.6.2 Temperatura

A temperatura de sobrevivéncia de bactérias na 4agua do mar estd relacionada as
caracteristicas intrinsecas a biologia de cada espécie. Desta forma, algumas espécies t€ém maior
tolerancia do que outras as variacdes de temperatura ocorridas em ambiente aquético. No caso
das enterobactérias, elas atingem o 6timo de seu crescimento quando a temperatura esta em torno
dos 37°C, mas isso ndo significa que ndo possam sobreviver em outras temperaturas. E. coli, por
exemplo, apresenta maior estabilidade sob temperaturas mais elevadas (ROZEN; BELKIN,
2001).

Em estudo sobre a viabilidade de células bacterianas em agua estuarina com sua
caracteristica bidtica mantida, S. Typhimurium mostrou manter viabilidade celular por um
periodo de tempo mais longo sob temperaturas de 20°C do que a 30°C. Por conseguinte, esta

parece ser uma bactéria cuja sobrevivéncia ¢ mais favorecida em menores temperaturas do que E.
coli (CHANDRAN; HATHA, 2005).

2.6.3 Insolacgdo e penetracio da luz solar na agua

Evidéncias de que a luz solar constitui o principal fator ambiental responsavel pela
mortalidade de bactérias no ambiente marinho sdo conhecidas desde a década de 1960
(FUJIOKA et al., 1981). Mais recentemente, a obtengdo de informagdes sobre a acdo da luz na
viabilidade de bactérias tem sido foco de interesse de muitos autores em diversas partes do
mundo, como Solic e Krstulovic (1992), Pommepuy et al. (1996), Caro et al. (1999), Rosen ¢
Belkin (2001), Nyeleti et al. (2004), Chandran e Hatha (2005) e Castro et al. (2006). Ressalta-se
que este ultimo estudo fora conduzido no Brasil.

Nyeleti et al. (2004) verificaram que o tempo de sobrevivéncia de Salmonella spp. sobre
superficies ¢ menor quando as mesmas sdo expostas a radiacdo semelhante a encontrada no
ambiente natural de paises tropicais.

A 4gua do mar ¢ um ambiente desfavoravel a manutencdo do metabolismo de bactérias
entéricas, contudo representantes do grupo coliformes podem permanecer vidveis por cercade 1 a
3 dias neste ambiente sob determinadas condi¢des. Quando constantemente expostas a luz solar
direta, o tempo de inativa¢do destas bactérias ¢ reduzido para 30 a 90 min (FUJIOCA et al.
1981).

Apesar da luz solar tipica de dias ensolarados contribuir rapidamente para a mortalidade
de coliformes, a insolacdo indireta verificada em dias nublados também possui efeito bactericida
(FUJIOCA et al. 1981). Contudo, a resisténcia apresentada por E. coli na d4gua do mar em dias
nublados ¢ muito maior do que em dias ensolarados (CASTRO et al.,, 2006). Caso a
contaminac¢do se dé durante a noite, a disseminacdo dos microrganismos na agua provavelmente
ocorrerd em maior escala até o proximo nascer do sol (FUJIOCA et al. 1981).

A penetracdo da luz solar em dguas marinhas depende diretamente de sua transparéncia.
Ao se chocar com as moléculas dissolvidas na agua, os raios luminosos podem ser refletidos em



diversas dire¢des, fazendo com que atinjam uma menor profundidade. A turbidez em um corpo
d’4gua pode ser ocasionada pela presenca de matéria organica particulada, de compostos
quimicos, de sedimento suspenso, dentre outros agentes (NYBAKKEN, 2001). Mesmo
contribuindo para um ambiente mais rico em alimento para a biota marinha, uma maior
quantidade de matéria organica particulada presente na dgua pode trazer conseqiiéncias sérias a
esse ecossistema, pois além de servir como fonte de nutrientes para o crescimento bacteriano,
também reduz a inativagao destas células que seria ocasionada pela acdo da luz solar (FUJIIOCA
etal. 1981; NYELETI et al., 2004).



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Area de Estudos

A fazenda marinha utilizada no presente estudo localiza-se na Ponta da Passagem em
frente a ilha Guaiba. Esta ilha encontra-se 1,6 km a frente do bairro de Engenheiro Junqueira no
municipio de Mangaratiba e a aproximadamente 4,0 km do centro do municipio-sede. A regido
localiza-se na linha imaginaria que separa as baias de Sepetiba e Ilha Grande, no litoral sul do
estado do Rio de Janeiro (Figura 1.1).
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Figura 1.1 — Ilha Guaiba, municipio de Mangaratiba. Detalhe da carta nautica 1621 ER1, 2* edigdo, 22 de marco de
2004. Diretoria de Hidrografia e Navegac@o da Marinha do Brasil. Escala 1:5000. Assinalada com circulo
o local onde foi instalado o experimento.

A fazenda marinha utilizada comercialmente pela AMAR desde o ano de 2005,
disponibilizada para o presente trabalho, possui atualmente dez espinhéis (Figura 1.2) onde sao
cultivados mexilhdes Perna perna e vieiras Nodipecten nodosus. Existe previsdo expansao apos a
instalagdo de balsas que facilitardo o trabalho de manejo dos maricultores. As coordenadas
geograficas da area de cultivo encontram-se dispostas no Quadro 1.2'. O espinhel utilizado para o
presente experimento localiza-se dentro da area, cujo perimetro foi demarcado pelas linhas
imaginarias que ligam as quatro boias.

! SOUZA, Marcos Luiz de. Comunicag¢io pessoal. 2007. (Presidente da Associagdo de Maricultores de Mangaratiba em 2007 — AMAR).



Boia Latitude Longitude
1 22°59°47”S 44°02°11”W
2 22°59°52”’S 44°02°16”W
3 22°59’51”’S 44°02°20”W
4 22°59°46”S 44°02°14”W
Quadro 1.2 — Posicoes geograficas da area de maricultura da AMAR,

Mangaratiba, RJ.

,5% em apenas / anos. Alem dos residentes permanentes, durante periodos de ferias escolares
e no verdo, ocorre adensamento populacional em areas turisticas, quando os problemas de ordem
sanitaria se agravam (IPP, 2001). O saneamento basico ¢ deficiente ou até mesmo inexistente. As
moradias geralmente sdo equipadas com fossas, filtros e sumidouros, porém algumas fazem uso
de ligagdes clandestinas onde o esgoto doméstico escoa diretamente para o mar’. A ilha Guaiba
situa-se a aproximadamente 1,6km do continente. Esta também ¢ a distdncia das moradias mais
proximas, localizadas no bairro de Engenheiro Junqueira, e que poderiam influenciar mais
ativamente a contaminagao microbioldgica das dguas que rodeiam a ilha.

Em relag@o ao aporte de carga organica — DBO, que se reflete diretamente na qualidade de
suas aguas, a baia de Sepetiba foi dividida em trés setores: do litoral de Guaratiba até a Ilha da
Madeira; entre as costas oeste da Ilha da Madeira e de Jaguanum e a partir da costa oeste de
Jaguanum. A maioria dos rios que chegam a esta baia desdgua nos setores I e II, onde também se
localizam os manguezais. Os setores II e III recebem apenas 1,6 % da carga organica total diaria

2 SOUZA, Marcos Luiz de. Comunicagio pessoal. 2008. (Presidente da Associacdo de Maricultores de Mangaratiba em 2007 — AMAR).



langada nesta baia (SEMA, 1998). O cultivo da Ilha Guaiba esta localizado no setor III e sua boa
qualidade de agua ¢ principalmente devido a intensa troca com o Oceano Atlantico, favorecendo
a dispersdo de contaminantes. E importante ainda salientar que os manguezais mais proximos da
Ilha Guaiba ficam em Itacurucd e na Ilha de Itacurugd, ou seja, a aproximadamente 15km de
distancia (SCOTT, 1998).

Contudo, hé necessidade de pesquisas bacteriologicas na Baia de Sepetiba, uma vez que
os dados sobre a qualidade microbiologica da regido ainda sdo escassos. Apesar da FEEMA
(2008b) realizar o monitoramento da qualidade bacterioldgica das aguas de cerca de 120 praias,
distribuidas por 15 municipios do Rio de Janeiro, nenhuma delas esta localizada no litoral sul do
estado. Além disso, a maioria das pesquisas sobre a poluicdo da Baia de Sepetiba ¢ realizada com
metais toxicos, por serem contaminantes de inegavel relevancia para a regido (SCOTT, 1998;
LIMA JR., 2002).

Relatos historicos do século XVIII ja indicavam a importancia da pesca da Baia de
Sepetiba para economia fluminense. O talento natural da regido para a atividade era tanto que no
ano de 1941 foi inaugurada a Escola de Pesca Darcy Vargas na Ilha da Marambaia. Desde o ano
de 1971 a escola ¢ extinta e os pescadores da regido ndo contam mais com uma formagao técnica.
Acredita-se que o aumento da competi¢do pelos recursos pesqueiros seja um dos principais
fatores que vém impulsionando pescadores a mudar seu foco de atuag@o profissional, inclusive
para a maricultura (SCOTT, 1998).

3.2 Amostragem

A cada més no periodo entre abril de 2007 e marco de 2008 foram coletadas 2 amostras de
agua marinha ao redor do cultivo. Sendo assim, foram analisadas um total de 20 amostras. Nos
meses de junho e outubro de 2007 nao foi possivel a realizagdo das andlises por impossibilidades
técnicas no laboratorio.

3.3 Coleta e Transporte das Amostras

As coletas eram realizadas com o auxilio de traineira (Figura 1.3) financiada pela
Prefeitura Municipal de Mangaratiba, de acordo com Termo de Compromisso assumido entre a
Secretaria Municipal de Meio Ambiente, Aqiiicultura e Pesca deste municipio e o Instituto de
Tecnologia da UFRRIJ. O trajeto de barco posterior a coleta foi realizado a partir da Ilha Guaiba
até a Praia de Junqueira, Mangaratiba (RJ), sendo este percurso de aproximadamente 1,6 km.

Figura 1.3 — Traineira e bote financiados pela Prefeitura de
Mangaratiba para realizagdo do experimento.



Para a coleta da agua do cultivo foram utilizados frascos de vidro com capacidade para
500ml, os quais foram previamente esterilizados em autoclave. No presente estudo, ndo houve
necessidade do uso de frascos cor ambar para diminuir a incidéncia de luz sobre a amostra porque
estas eram coletadas e imediatamente acondicionadas dentro de caixa isotérmica de isopor,
protegendo-as da a¢do da luz solar (POMMEPUY et al., 1996; CASTRO et al, 2006).

As amostras foram transportadas no interior da caixa isotérmica até o Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos, Instituto de Tecnologia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, para processamento das amostras em periodo ndo superior a 3 horas a partir da coleta. O
trajeto das amostras da Praia de Junqueira, Mangaratiba (RJ) até o laboratorio foi realizado de
carro. Sendo a distancia deste percurso de aproximadamente 56 km, gastava-se em média mais
uma hora para a chegada das amostras desde Junqueira até o laboratério.

3.4 Preparo das Amostras

Para o preparo das amostras foram seguidas as recomendag¢des do MAPA, publicadas na
Instrugdo Normativa N° 62 de 26 de agosto de 2003 que oficializa os métodos analiticos para
analises microbioldgicas para o controle de produtos de origem animal e d4gua. Com a amostra
ainda dentro do recipiente em que foi transportada, realizou-se sua homogeneizagao por inversao
do recipiente. Antes da abertura da embalagem, procedeu-se a assepsia da mesma por meio de
algodao embebido em etanol 70°GL.

3.5 Anailises Bacterioldgicas



3.5.1 Coliformes totais e coliformes termotolerantes

Para a prova presuntiva, foram inoculados 10ml diretamente da amostra em uma série de
cinco tubos contendo Caldo Lauril Sulfato — CLS (Himedia®) em concentragdo dupla.
Inocularam-se também volumes de 1ml e 0,1ml da amostra em 2 séries de cinco tubos contendo o
mesmo caldo em concentragdo simples. Os tubos foram incubados a 36 + 1°C por até 48h. Foram
consideradas positivas para a prova presuntiva, as amostras que obtiveram formagdo de gas no
interior dos tubos de Durhan.

Cada tubo considerado positivo na etapa anterior foi repicado para tubos contendo Caldo
Verde Brilhante Bile 2% Lactose — VB (Oxo0id®) e caldo E.C. (Ox0id®), os quais foram
incubados por até 48 horas a 36 £ 1°C e 45 £ 0,2°C, respectivamente. Os tubos com formacao de
gés em Caldo VB confirmaram a presenca de coliformes totais. J& os tubos positivos contendo
Caldo EC confirmam a presenca de coliformes fecais.

De posse dos resultados quanto ao niimero de tubos positivos para coliformes totais e fecais
em cada série de cinco tubos, o nimero de NMP foi calculado utilizando-se a planilha do
“software” Excel disponibilizada pelo FDA (BLODGETT, 2001). A técnica do Nuimero Mais
Provavel nao gera o valor zero quando todos os 5 tubos apresentam resultados negativos, mas sim
< 1,8. Para fins de analises estatisticas e calculo de médias, o valor < 1,8 foi considerado 1,8,
posto que para a realizagdo de médias geométricas nao pode ser utilizado o valor zero.

3.5.2 Salmonella spp.

Seguindo-se as recomendac¢des do MAPA (BRASIL, 2003) para pesquisa de Salmonella em
agua usada em aqiiicultura, transferiu-se 100ml da amostra para um frasco contendo 50ml de
Agua Peptonada 1% Tamponada em concentragdo tripla. Esta solu¢io de pré-enriquecimento foi
incubada a 36 + 1°C por 16 a 20 horas. Para a etapa de enriquecimento seletivo, foram utilizados
os Caldos Rappaport Vassiliadis (Merck®) e Selenito Cistina (Merck®). A partir desses caldos,
procedeu-se a semeadura em estrias em placas contendo Agar Verde Brilhante Vermelho de
Fenol Lactose Sacarose — BPLS (Himedia®) e Agar Salmonella-Shigella — ASS (Merck®), as
quais foram incubadas por 36 + 1°C por 18 a 24 horas. Quando do desenvolvimento de coldnias
tipicas de Salmonella, estas foram inoculadas em Agar Ferro Trés Agucares —TSI, Agar Lisina
Ferro — LIA TSI (Merck®™) e Agar Uréia (Merck®), incubados a 36 & 1°C por 24 horas, € realizada
subseqiiente reagdo soroldgica frente ao anti-soro polivalente O (Probac®).

3.5.3 Staphylococcus coagulase positiva

Foram semeadas por esgotamento aliquotas de 0,25ml da agua do mar sobre a superficie
seca de cada uma das quatro placas de Petri contendo Agar Baird Parker (Himedia®) preparado
previamente com emulsdo de gema de ovo (Himedia®) e telurito de potassio 3,5%. Sao
consideradas colOnias tipicas de S. aureus aquelas negras brilhantes com anel opaco, rodeadas
por um halo claro, transparente ¢ destacado sobre a opacidade do meio (BRASIL, 2003). As
coldnias tipicas e atipicas presentes em cada placa foram contadas e, posteriormente, um maximo
de 5 de cada uma delas foi semeada em meio contendo Caldo Cérebro-Coragdo — BHI (Oxo0id®)
e incubadas a 36 + 1°C por 24 horas. Para a prova da coagulase, foram transferidos 0,3ml de cada
tubo de BHI para tubos contendo 0,3ml de coagu-plasma (Laborclin®) e incubados por 36 + 1°C
por 6 horas, segundo recomendacdes do MAPA (BRASIL, 2003). A prova da catalase foi
realizada com auxilio de palito de madeira 665estéril, com o qual uma aliquota do cultivo



realizado em Agar Nutriente (Oxo0id™) foi transferida para uma lamina de vidro contendo uma
gota de peroxido de hidrogénio a 3%.

3.6 Obtencao de Dados Abidticos
3.6.1 Temperatura e salinidade da agua

Os valores de temperatura e salinidade dos dois primeiros metros da coluna d’agua foram
medidos no momento da coleta com o auxilio de termémetro acoplado a Garrafa Van-Dorn
Alpha-Tecnoquimica (capacidade para 2 litros) e refratdometro Unity modelo RTS-101ATC,
respectivamente. A profundidade de aferi¢do dos dados foi escolhida devido as cordas de cultivo
dos mexilhdes se localizarem entre um e dois metros de profundidade ao longo da coluna d’4gua.
Para a realizacdo das analises estatisticas, foram utilizadas médias aritméticas simples dos dados
de 1 e 2m de profundidade.

3.6.2 Precipitagao de chuvas

Os valores da precipitagdo de chuvas na Ilha Guaiba diarios e acumulados durante cada
meés no periodo entre julho de 2007 e mar¢o de 2008 foram medidos pela estacdo meteorologica
MBR-TIG e cedidos pela empresa Vale do Rio Doce para utilizacdo no presente estudo. Os
indices diarios eram medidos as 23:59h de cada dia. Sendo assim, para a realizacdo das analises
estatisticas, os dados dos de precipitagdo do dia anterior e do dia da coleta foram somados (LEE e
MORGAN, 2003).

3.6.4 Profundidade Secchi

A profundidade em que a luz penetra em um corpo d’adgua pode ser verificada com a
utiliza¢do do disco de Secchi. Este equipamento secularmente utilizado consiste num circulo de
metal achatado pintado alternadamente em branco e preto, o qual € unido a uma corda graduada,
onde ¢ realizada a leitura da profundidade. O disco ¢ langado dentro d’4gua, sendo afundando até
0o momento em que ndo ¢ mais visto pelo observador, quando ¢ entdo realizada a medi¢ao da
profundidade alcangada pelo disco na corda graduada. A profundidade Secchi ¢, portanto, uma
estimativa abstrata da penetragdo vertical da luz solar ao longo da coluna d’4agua. A profundidade
Secchi foi verificada entre os meses de abril de 2007 a margo de 2008, exceto nos meses de
setembro de 2007 ¢ mar¢o de 2008 quando, por impossibilidades técnicas ndo foi possivel
proceder a afericao dos valores.

3.6.5 Radiacao global
A radiagdo global é a medida de energia solar que incide sobre uma superficie de 1m?. Os
dados diarios de radiacdo global entre os meses de julho de 2007 a margo de 2008 foram

fornecidos pela empresa Vale do Rio Doce e sdo provenientes da estacdo meteorolégica MBR-
TIG, localizada na Ilha Guaiba.

3.7 Analise Estatistica



A andlise dos dados das colimetrias, transformados previamente em raiz quadrada, foi
realizada pela andlise de varidncia (ANOVA), complementada pelo teste de Tukey para
comparagdo de médias, ambos ao nivel de 5% de significancia (VIEIRA, 2006).

O estudo do nivel de associagao entre as variaveis abioticas e as colimetrias foi realizado

através do coeficiente de correlagdo linear de Pearson ao nivel de 5% de significancia (VIEIRA,
2000).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Fatores Abioticos

Os resultados das verificacdes de dados abidticos de cada més de coleta, bem como suas
respectivas médias, estao dispostos na Tabela 1.1.

A temperatura da dgua do cultivo dos dois primeiros metros de profundidade variou de 20
a 26°C, com uma média anual de 23,1°C. Ja sua salinidade teve uma variacdo de 33 a 36,5, com
média anual de 35,2. De acordo com a Resolugio CONAMA n°. 357 (BRASIL, 2005a), estas
aguas seriam classificadas em salinas, uma vez que nenhuma das verificacdes obteve resultados
inferiores a 30. A salinidade da agua ¢ fortemente influenciada pela precipitagdo pluviométrica,
cuja variagdo foi de 0 a 31,0mm, 5,Imm de média entre os meses de julho de 2007 e margo de
2008.

A radiagdo solar proxima ao local do cultivo variou entre 15,42 ¢ 31,50W/m?, com uma
média de 22,91 W/m? verificada nos oito meses em que os dados foram aferidos. A profundidade
Secchi, cuja média ¢ de 2,4m durante o mesmo periodo, variou entre 1,8 e 3,0m.

Tabela 1.1 — Fatores abidticos registrados na Ilha Guaiba, RJ, no periodo de abril de 2007 a Margo de
2008.

MésTemperatura (°C)SalinidadePrecipitacio
(mm)Prof. Secchi (m)Radiacao
(W/m?)2007Abr.2536,5s/d1,9s/dMai.23,535,5s/d1,8s/dJul.213602,018,42Ag0.22352,22,019,96Set.22,
5350s/d27,96Nov.243331,03,024,25Dez.263602,531,502008Jan.253603,021,58Fev.22347,62,815,42
Mar.20350s/d24,17Média23,135,25,12,422,91

Em pesquisa desenvolvida na Baia de Guanabara, também no estado do Rio de Janeiro,
entre os meses de janeiro e outubro de 1999, os valores médios de salinidade e temperatura para
os cinco pontos de coleta estiveram bem proximos das médias verificadas no presente estudo
(PINHEIRO JR. et al., 2002). Apesar disto, temperatura e salinidade da agua do mar sdo
facilmente influenciadas pelas condig¢des oceanograficas especificas de cada regido como atuacao
de correntes, desagiie de rios, chuvas, dentre outros (NYBAKKEN, 2001).

Os resultados de temperatura e salinidade coincidiram com as médias anuais apresentadas
por Scott (1998) para o entorno da ilha Guaiba.

Quando ocorrem chuvas em areas costeiras e a 4gua chega até o ambiente marinho, esta
dissolve os sais presentes na agua do mar, fazendo com que a salinidade verificada diminua
(BROCK et al., 1985; LEE; MORGAN, 2003; PINHEIRO JR. et al., 2002). A correlagdo
negativa entre estes dois fatores foi confirmada (r = -0,86, Tabela 1.2). Sendo assim, pode-se



dizer que as duas varidveis sdo inversamente proporcionais, ou seja, quanto maior a precipitagao
de chuvas, menor sera a salinidade verificada nas areas sob a influéncia deste fendmeno natural.
Os demais fatores abioticos ndo apresentam correlagdes significativas entre si (Tabela 1.2).

Tabela 1.2 — Coeficiente de correlacdo linear de Pearson entre os fatores abidticos temperatura (°C),
salinidade, radiagdo global (w/m?), precipitacio (mm) e profundidade Secchi (m), abr. 2007 —
mar. 2008.

SalinidadeTemperaturaRadiagdo global Precipita¢doProf.
SecchiSalinidadel Temperatura0,271Radiagdo  global  0,190,511Precipitacao-0,86*0,19-
0,061Prof. Secchi-0,440,570,140,521* Correlacio linear de Pearson significativa (P<0,05)

4.2 Analises Bacteriologicas
4.2.1 Coliformes totais e termotolerantes

Quanto ao indice de coliformes totais presentes nas amostras de dgua, estes obtiveram
valores que variaram entre <1,80 ¢ 9,43 x 10 NMP.100mL". As médias mensais das duplicadas
ficaram entre 1,8 e 4,81 x 10 NMP.100mL" ¢ a média geométrica anual foi de 6,23 NMP.100mL
'(Tabela 1.3).

A metodologia para determinagdo do NMP de coliformes ndo gera o valor zero quando as
concentragdes bacterianas ndo sdo detectaveis. De acordo com a planilha utilizada para este
calculo (BLODGETT, 2001), o menor valor obtido quando a producdo de gas ¢ negativa para os
cinco tubos da seqiiéncia é < 1,8 NMP.100mL™" para amostras de agua e < 0,18 NMP.g"' para os
mexilhdes (este ultimo discutido posteriormente no capitulo II). Para proceder analises
estatisticas e demais calculos, estes valores foram considerados como 1,8 e 0,18,
respectivamente. E importante frisar que estes sdo os menores valores passiveis de serem
encontrados como resultado e representam concentragdes nao detectaveis pelo método. O calculo
do valor da média expressa em numeros logaritmicos apresentados nas tabelas abaixo fora
efetuado para realizar-se uma melhor comparacdo dos resultados obtidos para a agua e para os
mexilhdes, realizada no capitulo II da presente dissertacao.



Tabela 1.3 — Numero Mais Provavel de coliformes totais em duas amostras
de 4gua do cultivo da Ilha Guaiba e suas médias em
NMP.100mL", abr. 2007 — mar. 2008.

MésAmostra 1Amostra 2MédiaLogaritmo da MédiaAbr.<
1,806,844,320,63Mai.< 1,809,43 x 104,81 x 101,68Jul.3,64<
1,802,720,43Ago.< 1,80< 1,801,800,25Set.< 1,80<
1,801,800,25Nov.4,56 x 104,83 x 104,69 x 101,67Dez.< 1,80<
1,801,800,25Jan.1,07 x 102,16 x 101,61 x 101,21Fev.1,69 x
102,31 x 102,00 x 101,30Mar.7,801,07 x 109,250,97Média
Geométrica Total6,23

Os resultados das analises de coliformes termotolerantes evidenciaram valores entre < 1,8
e 2,71 x 10 NMP.100mL" e médias mensais de 1,80 até 2,51 x 10 NMP.100mL™" (Tabela 1.4).
Tendo por base a classificagdo bacteriologica do CONAMA (BRASIL, 2005a), a regido da Ilha
Guaiba, onde o experimento foi desenvolvido, se encontra apta ao cultivo de moluscos bivalves
destinados a alimenta¢do humana, posto que a média geométrica dos resultados de coliformes
termotolerantes das 20 amostras analisadas foi de 2,69, ou seja, ndo ultrapassa o valor limite de
43 NMP.100mL"' e que nenhuma das amostras apresentou valor igual ou superior a 88
NMP.100mL'de 4gua do cultivo. A baixa contagem da maioria das amostras se deve
principalmente ao fato de o cultivo da Ilha Guaiba estar localizado em uma regido de circulagdo
de maré no setor III, uma das areas que menos recebe aporte de esgoto da Baia de Sepetiba
(SEMA, 1998). Além disso, a ilha apresenta proximidade com a regido oceanica onde a
renovagdo de agua € constante, sendo fortemente influenciada por acdo de correntes e marés que
dispersam os microrganismos. A ilha Guaiba situa-se a aproximadamente 1,6km do continente.
Esta também ¢ a distancia das moradias mais proximas e que poderiam influenciar a
contamina¢do microbiologica das dguas que a rodeiam. Porém, diante do exposto na Tabela 1.4,
pode-se inferir qyge13 1POIWEA DA INAGICE ddASIAGHAS 1BOndRAEnER il Guaiba ¢ leve e

intermitente, ocorrendo em maenias dediges dpemisads peilodebpostien enedias fartes chuvas.
NMP.100mL", abr. 2007 — mar. 2008.

MésAmostra 1Amostra 2MédiaLogaritmo da MédiaAbr.<
1,801,821,810,26Mai.< 1,80< 1,801,800,25Jul.3,64<
1,802,720,43Ago.< 1,80< 1,801,800,25Set.< 1,80<
1,801,800,25Nov.2,31 x 102,71 x 102,51 x 101,4Dez.< 1,80<
1,801,800,25Jan.< 1,80< 1,801,800,25Fev.2,001,28 x
107,400,87Mar.< 1,80< 1,801,800,25Média Geométrica
Total2,69



No estado do Ceara, o estuario do rio Jaguaribe apresentou valores de NMP para
coliformes totais e termotolerantes em dgua que variaram entre <1,8 a 3500 e <1,8 a 490/100mL,
respectivamente. A média geométrica de coliformes termotolerantes encontrada no estudo foi de
6,18, fato que também classificaria a 4gua do rio Jaguaribe no local e periodo pesquisados como
apta ao cultivo de bivalves (VIEIRA et al., 2007b).

Em Ubatuba, regido de Sao Paulo proxima ao litoral sul do estado do Rio de Janeiro, trés
pontos foram analisados e apresentaram indices de coliformes totais variando entre 3,4 a 3,6 x
10> NMP/100mL e de coliformes termotolerantes de <3,0 a 5,7 x 10'. Sendo assim, 6,7% das
amostras estariam acima dos limites estipulados pela legislacdo durante o periodo do estudo
(GALVAO, 2004).

Ao analisar o potencial para a instalagdo de novos cultivos de moluscos bivalves no Rio
de Janeiro, Pinheiro Jr. et al. (2002) apontam que Piratininga e Rio Branco sdo pontos da baia de
Guanabara que apresentam provavel propriedade para esta instalacdo, enquanto que Icarai, Boa
Viagem e Santa Cruz ndo apresentariam tal capacidade devido aos resultados de colimetria da
agua marinha estarem acima dos padrdes estabelecidos pela legislagdo vigente na época do
estudo. Segundo o autor, estes também seriam locais indicados para serem utilizados em
processos de depuracdo natural de moluscos cultivados em aguas mais contaminadas.

Pesquisas desenvolvidas na Croacia por Solic et al. (1999) constataram concentragdes
entre 0 e 63095 CT/100mL de agua do mar nas diversas estagdes de coleta testadas. As maiores
concentracoes foram verificadas nos meses de verao e as menores nos meses de inverno.

Como demonstram as Tabelas 1.3 e 1.4, as maiores contagens de coliformes totais e fecais
presentes nas amostras de agua do cultivo da Ilha Guaiba se deram nos meses de novembro de
2007 e fevereiro de 2008. No més de novembro, houve ocorréncia de chuvas nos 5 dias anteriores
e também no dia da coleta das amostras, sendo o indice de precipitacdo acumulada durante estes
6 dias de 104,60mm, ou seja, aproximadamente 40% do que choveu durante todo o més. Este foi
um dos meses mais chuvosos do ano de 2007 para a regido, registrando uma precipitagdo mensal
da ordem de 255,40mm. Também no més de fevereiro, houve registro de precipitacdo de 7,60mm
no dia da coleta. A observacao destes fenomenos, somada as informagdes obtidas na literatura
consultada de que existe correlagdo entre a quantidade de bactérias presentes na agua do mar ¢ a
ocorréncia de chuvas (BROCK et al., 1985; VIEIRA et al., 2002; LEE ¢ MORGAN, 2003;
CARDONHA et al., 2004) direcionaram a necessidade de se realizar testes estatisticos que
confirmassem a influéncia do fator precipitacdo e, conseqiientemente, da salinidade da agua
(BROCK et al., 1985; LEE; MORGAN, 2003), no aumento das contagens bacterianas também
para esta regido. Os resultados estatisticos demonstraram que o fator ambiental que apresenta
maior correlagdo com as contagens de coliformes fecais na agua ¢ a precipitagao (r = 0,99, Tabela
1.2), concordando com Brock et al. (1985). Conseqiientemente, estas contagens apresentam
correlagdo negativa com as salinidades verificadas (r = -0,83, Tabela 1.5).

As maiores contagens de coliformes encontradas em menores salinidades provavelmente
sofrem influéncia de dois fatores: o aumento da descarga das células bacterianas no mar junto



com a chuva e a diluicdo que esta causa nos sais presentes, favorecendo um maior tempo de
sobrevivéncia dos coliformes. Estudos in vitro demonstram que o tempo transcorrido para haver
90% de morte de coliformes fecais ¢ de 48 horas em salinidades de 35 e 72 horas sob salinidade
de 27 (GABUTTI et al., 2000).

A temperatura da 4gua ndo apresentou correlagdo significativa com o NMP de coliformes
verificados nas amostras (Tabela 1.5). Embora alguns estudos tenham demonstrado que a
temperatura pode interferir no tempo de sobrevivéncia de bactérias na agua do mar, as variacdes
térmicas verificadas na Ilha Guaiba por ocasido das coletas das amostras ndo parecem ser
suficientes para influenciar a contaminagao por coliformes no local, concordando com Solic et al.
(1999).

Apesar da radiagdo solar ser o maior fator de agdo deletéria sobre células bacterianas na
agua do mar (FUJIOCA et al., 1981; SOLIC; KRSTULOVIC, 1992, POMMEPUY et al., 1996,
CARO et al., 1999, ROSEN; BELKIN, 2001, CHANDRAN; HATHA, 2005; CASTRO et al.
2006), as analises de correlagdo de radiagao global, profundidade Secchi com coliformes totais ou
termotolerantes nao apresentaram resultados significativos em nenhum dos pares analisados
(Anexo A).

Tabela 1.5 — Coeficiente de correlagdo linear de Pearson entre a colimetria da agua e os fatores abioticos de
salinidade e temperatura, abr. 2007 — mar. 2008.

Col.totaisCol. termotolerantesSalinidadeTemperaturaCol.totais1Col. termotol.0,71*1Salinidade
-0,63*-0,83*1 Temperatura0,100,070,271* Correla¢io linear de Pearson significativa (P<0,05)

Os valores de Ct e CT nas amostras de dgua apresentam correlagdo positiva (r = 0,71,
Tabela 1.5). Este resultado ¢ semelhante aos obtidos por Pinheiro Jr. et al. (2002) e Vieira et al.
(2007b) e pode ser explicada através da avaliacdo da propria metodologia de determinagdo do
Numero Mais Provavel (BRASIL, 2003), uma vez que somente ¢ verificada a presenca de CT em
tubos que se apresentaram positivos na prova presuntiva para Ct e ainda que o grupo dos
coliformes termotolerantes encontra-se incluso no grupo dos coliformes totais (WINN et al.,
2008).

4.2.2 Salmonella spp. e Staphylococcus coagulase positiva

Em nenhuma das amostras representativas foram isolados os microrganismos Salmonella
spp. ou Staphylococcus coagulase positiva.

Apesar da legislagdo brasileira basear-se somente na andlise de coliformes para a
classificagdo das areas de cultivo de moluscos, analises diretas dos microrganismos patogénicos
refletem com maior confiabilidade a qualidade bacteriolégica da 4gua para a maricultura
(GABUTTI et al., 2000; BRASIL, 2005a; VIEIRA et al., 2007a). E por ndo apresentar estes
microrganismos nas amostras analisadas, o resultado de que a agua utilizada pela AMAR para
maricultura € propria ao cultivo € reafirmado.



Das amostras de agua do mar testadas por Brock et al. (1985) e Galvao (2004), nenhuma
delas apresentou presenca de Salmonella, concordando com os resultados do presente estudo.
Este ultimo autor discute o fato das salmonelas serem encontradas em pequenas quantidades na
coluna d’agua, diminuindo a probabilidade do seu isolamento a partir de pequenas amostras
representativas. Chandran e Hatha também apresentam como justificativa para uma menor
deteccdo de Salmonella, o fato de sua sobrevivéncia ser menor em aguas estuarinas, quando
comparada a outros microrganismos, como E. coli. E importante ressaltar que, neste caso, a
temperatura da d4gua em torno dos 20°C, como a encontrada na Ilha Guaiba, poderia prolongar a
sobrevivéncia de salmonela por um tempo maior (CHANDRAN; HATHA, 2005)

Ao pesquisar os aspectos microbiologicos de dguas estuarinas nos estados do Rio Grande
do Norte e Ceara utilizadas para abastecimento de cultivos de camardo e ostras, Vieira et al.
(2007a) detectaram e caracterizaram varios sorovares de Salmonella presentes nas amostras de
agua. Dentre eles estdo S. Braenderup e S. Carrau no rio Jaguaribe; S. Carrau, S. Freetown, S.
Newport e S. enterica subsp. enterica no rio Agu e S. Braenderup no rio Curimatal. Os mesmos
autores destacam que as diferentes espécies de Salmonella sio resistentes a mudangas ambientais,
apresentando capacidade de sobrevivéncia em diversos sistemas aqudticos e seriam, dentre os
patogenos bacterianos, o mais indicado para proceder a avaliagdo sanitaria das aguas.

Em estudo conduzido por Galvao, J. et al. (2006) em cultivos de Ubatuba também ndo se
detectou presenca de S. aureus nas amostras de agua. Entretanto, esta bactéria é capaz de
sobreviver por mais de 98 horas em dgua do mar com salinidades de 35 (GABUTTI et al., 2000),
tal qual a concentragdo média de sais encontrada no presente experimento para as aguas da ilha
Guaiba. Estes autores defendem ainda que S. aureus deveria ser utilizado como um novo
indicador de qualidade de dgua do mar, uma vez que sua sobrevivéncia sob altas salinidades ¢
maior do que coliformes fecais e Salmonella.



5 CONCLUSOES

As aguas que rodeiam a Ilha Guaiba apresentam qualidade bacterioldgica satisfatoria para
seu uso em aqiicultura, pois ndo foram isolados Salmonella ou Staphylococcus coagulase
positiva e a contaminagdo por coliformes ¢ discreta, ocorrendo em periodos isolados
influenciados principalmente pela ocorréncia de chuvas na regido.

A partir dos resultados obtidos ¢ possivel concluir-se que a regido da Ilha Guaiba
encontra-se apta ao cultivo dos moluscos bivalves se considerada a legislagdo vigente no Brasil.

Dentre os fatores abidticos testados, a precipitacdo pluviométrica € o que apresenta maior
correlacdo com as concentracdes de coliformes, seguida pela salinidade da agua. Tanto os dados
de precipitagdo quanto de salinidade podem ser utilizados pelos maricultores a fim de terem uma
estimativa mais pratica da contaminagao de origem fecal presente no local.

Para uma defini¢do confidvel sobre a qualidade bacteriologica da agua, deve ser realizado
um monitoramento por prolongado periodo de tempo e com amostragem freqliente e intensa nas
areas de interesse, além da inclusdo de outros parametros fundamentais para a classificagcdo da
regido para maricultura, como anélises de biotoxinas e metais toxicos.

Apesar da realizacdo de andlises colimétricas freqiientes da agua do cultivo, ¢
fundamental o monitoramento bacterioldgico dos proprios moluscos cultivados na regido antes de
sua comercializagdo, uma vez que eles refletem com mais clareza sua seguranga como alimento.



CAPITULO I
ANALISES BACTERIOLOGICAS EM MEXILHOES CULTIVADOS NA
ILHA GUAIBA



RESUMO

O mexilhao Perna perna € a espécie de molusco bivalve predominante nas fazendas marinhas de
todo o Brasil. O monitoramento bacteriologico de moluscos comercializados deve ser realizado
freqiientemente devido aos bivalves serem capazes de bioacumular contaminantes presentes na
coluna d’agua onde crescem. Os mexilhdes sdo animais filtradores utilizados para alimentagdo
humana, portanto, a contaminagdo ambiental afeta tanto a sanidade do animal quando a Saude
Publica. Os niveis de coliformes totais e termotolerantes presentes nos moluscos foram
determinados através da técnica do Numero Mais Provavel (NMP), bem como a verificagdo da
presenga de Salmonella e de Staphylococcus coagulase positivo, em amostras coletadas no
periodo de abril de 2007 a margo de 2008. Os niveis de coliformes totais nos tecidos dos
mexilhdes variaram de <1,8 x 10" a 1,61 x 10> NMP.g", enquanto que os termotolerantes
estiveram entre <1,8 x 10" ¢ 3,57 x 10 NMP.g"'. Ndo foram encontrados 0s microrganismos
Salmonella e Staphylococcus coagulase positivo. Os resultados sugerem que os mexilhdes
cultivados na Ilha Guaiba encontram-se aptos a comercializagdo, ndo comprometendo a
seguranca alimentar de seus consumidores. Entretanto, analises especificas para cada patdgeno,
principalmente os de origem autoctone, precisam ser desenvolvidas.

Palavras-chave: mexilhdes, analises bacterioldgicas, sanidade animal.



ABSTRACT

The most predominant species of bivalve mollusc cultivated in Brazil’s marine farms is the
brown mussel Perna perna. Bacteriological monitoring of commercialized shellfish has to be
carried out frequently due to their ability to concentrate contaminants from the water column
where they grow up. Mussels are filter-feeding animals used in human diet. Therefore,
environmental contamination not only does affect their own sanitation, but also the public health.
Total and fecal coliform levels present in shellfish were determined by the Most Probable
Number (MPN) technique, and also the screening for the presence of Salmonella and
Staphylococcus positive coagulase from samples collected from April 2007 to March 2008. Total
and thermotolerant coliform concentrations of varied from <1,8 x 10" to 1,60 x 10* NMP.g" and
<1,8 x 10" e 3,57 x 10 NMP.g", respectively. No Salmonella or Staphylococcus positive
coagulase was detected from the samples. Results have suggested that the mussels which have
been cultivated in Ilha Guaiba can be commercialized and do not damage consumers’ food
assurance. However, specific analyses for each pathogen are still to be carried out, mainly for
those ones which have autochthon origin.

Key words: mussels, bacteriological monitoring, animal sanitation.



1 INTRODUCAO

O cultivo de mexilhdes, ou mitilicultura, representa um importante papel no
desenvolvimento econdmico e social dos municipios das regides costeiras, especialmente nos
estados de Santa Catarina € Rio de Janeiro. Mundialmente, esses animais, € demais bivalves,
correspondem a cerca de 22% da producdo aqiiicola. Desde a década de 1950 até o ano 2007,
dados de revelam uma tendéncia de declinio na producdo pesqueira e incremento na aqiiicultura.

Tal fato deve-se, entre outros fatores, & ocupacao espacial da regido litoranea que tem
favorecido uma crescente pressdo antropica sobre tais ecossistemas, sem que se leve em conta a
capacidade de suporte destes ambientes e, desta forma, promovendo sérios impactos que
ocasionam ndo s6 a degradacdo do meio ambiente natural como também a degradacdo
socioeconOmica e cultural das comunidades destas regides.

Neste contexto, a maricultura surgiu no Brasil como atividade alternativa, absorvendo a
mao-de-obra anteriormente dedicada a pesca, o que garantiu a permanéncia das familias no seu
local de origem através da possibilidade de nova fonte de renda, preservando a sua heranga
cultural com qualidade de vida.

No estado do Rio de Janeiro, a expansdo da mitilicultura vem ocorrendo principalmente
nas baias de Sepetiba e Ilha Grande. Mangaratiba ¢ um dos mais promissores municipios do
estado do Rio de Janeiro para o desenvolvimento de uma maricultura sustentavel e responsavel.
Atualmente vemos para o litoral do Rio de Janeiro uma mudanca de paradigma tal qual ocorrida
em Santa Catarina que alia ao conceito de sustentabilidade as questdes de sanidade dos animais e
a seguranga destes como alimento para seus consumidores. Cabe, entretanto, as instituigdes de
pesquisa e ensino do estado a gera¢do de conhecimento que possa ser imediatamente aplicado as
realidades de cada regido produtora. A partir do estreitamento das relacdes entre Universidade,
setor produtivo e governamental do municipio de Mangaratiba, o presente estudo veio satisfazer a
necessidade de informagdes sobre a qualidade microbioldgica dos moluscos bivalves cultivados
na Ilha Guaiba. Dados que assegurassem a sanidade dos animais eram ainda inexistentes para a
regido do estudo.

O objetivo deste trabalho foi analisar a qualidade bacterioldgica dos mexilhdes cultivados
na Ilha Guaiba, através da determinacao do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e
termotolerantes e verificar a presenca de Salmonella e Staphylococcus coagulase positiva. O
parametro para avaliagdo utilizado foram as legislagdes brasileiras e da Comunidade Européia
para analise de alimentos.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Biologia dos Moluscos Bivalves e da Espécie Perna perna

Os moluscos bivalves compreendem uma classe do filo Mollusca. Sao, portanto, animais
de corpo mole envolvido por duas valvas que sdo unidas por uma dobradica protéica. A classe
Bivalvia apresenta simetria bilateral, corpo achatado transversalmente com tronco dorsal. A sua
respiragdo ¢ branquial e realizam reprodugdo sexuada com fecundagdo externa ou na cavidade
paleal. Seu habitat ¢ aquatico e marinho na sua maioria e possuem modo de vida fixa ou livre. O
sistema digestivo ¢ completo, constituido pela boca com palpos labiais, faringe, esofago,
estomago, intestino, glandula digestiva, reto e anus. A sua alimentacdo ¢ facilitada pelo fluxo de
agua corrente promovido pelos cilios que tém origem nos palpos labiais atuando também nas
branquias e esofago (RUPPERT e BARNES, 1996; OLIVEIRA e ALMEIDA, 2000). Mexilhoes
alimentam-se de matéria organica particulada, viva ou nao. A selecao ¢ realizada pelos palpos
labiais em fun¢do do tamanho das particulas, cujo didmetro pode variar desde poucos
micrometros a 2 mm (SOLIC et al., 1999; FAO, 2006b).

Perna perna (Figura 2.1) ¢ a espécie da familia Mitilidae mais abundante no litoral
brasileiro, sendo encontrados na faixa do médio-litoral, onde se fixa naturalmente aos costoes
rochosos (HENRIQUES et al., 2000). A maioria dos estudos relata que a distribui¢do geografica
da espécie no Brasil se dé desde o Espirito Santo até o sul do Rio Grande do Sul (MAIA et al.
2006). Henriques et al. (2000) constataram que P. perna era a espécie de bivalve mais abundante
nos costoes rochosos da Baixada Santista, SP. Por se tratar de uma espécie nativa do Brasil
(MAGALHAES et al., 2007), ¢é resistente as variacdes de fatores abidticos, como salinidade e
temperatura, ocorrente no litoral brasileiro, caracteristica essa que possibilita o cultivo e facilita
as atividades de manejo da maricultura e a utilizagdo destes animais em trabalhos de pesquisa.
Resgalla Jr. et al. (2007) relatam que os mexilhdes das diversas espécies sdo os invertebrados
mais estudados em todo o mundo, principalmente devido a facilidade de trabalho em laboratoério,
seu habito séssil, tamanho, resisténcia a alteracdes ambientais e importancia econdmica. Sao
muito utilizados como modelos para produgdo em ambientes costeiros e indicadores de qualidade
ambiental. Quanto a sua taxonomia, o animal pertence a seguinte classificagao:

Dominio Eukaria
Filo Mollusca
Classe Bivalvia
Subclasse Pteriomorphia
Superordem Mytilida
Ordem Mytiloida
Familia Mytilidae
Género Perna
Espécie Perna perna (LINNAEUS, 1758)

O ciclo sexual da espécie P. perna ¢ praticamente continuo, havendo liberacao de gametas
durante todo o ano. Porém, dependendo da regido, a atividade reprodutiva se intensifica em
determinados meses como o verificado por Galvdo, M. et al. (2006). Estes autores relataram
picos de desova nos meses de janeiro-fevereiro, maio e julho-agosto para a praia de Guarau
(Peruibe, SP), e em janeiro e setembro para a Ilha Urubuquecaba (Baia de Santos, SP) e



relacionam esta diferenca na periodicidade reprodutiva a variagdo de fatores abiodticos de cada
regido.

Dentre os mitilideos, Perna perna ¢ a espécie que chega ao maior tamanho. De acordo
com a disponibilidade de nutrientes no local do cultivo, este animal pode chegar ao tamanho ideal
para ser comercializado em 6 a 10 meses com uma massa de aproximadamente 22 a 45g.
(MARENZI; BRANCO, 2005; TORRENS, 2005; FIPERJ, 2007). Sao utilizados na alimentacao
humana, pois representa uma fonte alternativa de proteina animal de baixo custo, de facil
digestdo e rica em aminoacidos essenciais. Mexilhdes constituem importante fonte de 6mega-3,
sendo superada apenas pelo salmao e, além disso, ¢ um alimento pobre em gorduras saturadas e
rico em 4cidos graxos poliinsaturados. E isento de colesterol e os esterdis presentes, os chamados
fitoesterdis, impedem a absor¢do do colesterol de outras fontes alimentares. Outro importante

fator nutricional ¢ a presenca de vitaminas e minerais essenciais como zinco, selénio e ferro
(DONG, 2001).

Figura 2.1 — Mexilhdes Perna perna utilizados
analises bacteriologicas.

2.2 Sanidade de Mo

Em condigoe:
agua do mar por ho
substancias ou microrganismos presentes na coluna d’dgua podem ser bioacumulados por até
1000 vezes nos moluscos bivalves, tornando-se muitas vezes patog€nicos para os proprios
animais. Porém, a capacidade de filtracdo e, conseqiientemente, de acumulo de particulas
depende tanto de seu tamanho, quanto da espécie de bivalve considerada. Diversos
microrganismos podem apresentar potencial patogénico para estes animais, tais como virus,
bactérias, fungos, microalgas, protozoarios, dentre outros (PIPE; COLES, 1995; CANESI et al.,
2001; LIMA et al., 2001; SILVA et al., 2001; HUSS et al., 2003; MOLES; HALE, 2003;
ABESSA, 2006)

Acredita-se que a patologia que mais acomete os mexilhdes seja o parasitismo por larvas
de trematddeos da familia Bucephalidae. Os animais parasitados pelos tramatddeos apresentam
manto com aspecto filamentoso, devido a ramificagdo dos esporocistos de cor alaranjada, motivo
pelo qual a doenga ¢ popularmente conhecida como “doenca laranja”. A bucefalose afeta o ciclo



reprodutivo dos animais, podendo reduzir ou inviabilizar sua gametogénese. Tal fato tem
conseqiiéncias para o setor produtivo devido a redu¢do do nlimero de sementes para um proximo
periodo de cultivo (LIMA et al., 2001; GALVAO, M. et al., 2006; MAGALHAES; FERREIRA,
2006; FERREIRA, 2007). Segundo Galvao, M. et al. (2006), a freqiiéncia de parasitismo por
bucefalideos em mexilhdes Perna perna pode estar relacionada a contaminagdo bacterioldgica,
especialmente por coliformes termotolerantes.

A bucefalose, assim como outras patologias foram detectadas no estado do Rio de Janeiro
por Lima et al. (2001). Dos 120 animais analisados por estes pesquisadores, 75% apresentavam
incidéncia de pelo menos uma doenga, incluindo bucefalose, presenga de protozoarios
Nematopsis sp., inclusdes basofilicas ndo especificas, encapsulamentos parasitarios e cistos
epiteliais branquiais.

Protozoarios do género Cryptosporidium sdao os agentes etiologicos da criptosporidiose,
doenga zoonotica diarréica que afeta tanto animais quanto o homem. Este coccidio caracteriza-se
por ndo ter especificidade de hospedeiros, atingindo mamiferos, aves, répteis e peixes (XIAO et
al., 2004). Seus oocistos podem estar presentes em dguas marinhas, onde permanecem vidveis por
longo tempo, como conseqiiéncia da descarga de esgoto advindo de domicilios ou de fazendas de
criagdo pecudria. Uma vez os oocistos presentes no ambiente marinho, moluscos bivalves podem
contaminar-se, tornando potencias vetores desta zoonose (GOMEZ-COUSO et al., 2003). E
importante ressaltar a possibilidade de correlagdo entre a ocorréncia de Cryptosporidium spp. e
de coliformes termotolerantes, visto que possuem a mesma origem. O papel da presenca destes
coccidios na fisiologia do mexilhdo ndo foi encontrado na bibliografia consultada, indicando a
necessidade de maiores estudos nesta area.

HENRIQUES et al. (2003, 2006 ¢ 2007) discutem a possivel influéncia da contaminacao
por coliformes no tempo de resisténcia do mexilhdo a exposi¢cdo ao ar, baixas salinidades e altas
temperaturas, mesmo que esta contaminagdo esteja bem abaixo dos limites indicados para o
consumo humano. Em pesquisa desenvolvida por Henriques et al. (2003), estes autores propdem
que a contaminagdo bacteriologica afetaria o tempo de resisténcia do mexilhdo Perna perna a
exposicao ao ar, mesmo que esta contaminagdo estivesse abaixo dos limites maximos permitidos
para o consumo. Em se confirmando tal relagdo, este fato teria implicagdes diretas sobre a
comercializacdo do produto que, em geral, ¢ feita com os animais ainda vivos e expostos ao ar
atmosférico. Além disso, animais que estiveram em contato com esgoto ndo-tratado durante um
prolongado periodo de tempo também secretam menos bisso, atrapalhando sua adesdo aos
costoes rochosos (MOLES e HALE, 2003).

Os moluscos sdo sensiveis a contaminantes e seu sistema imunoldégico funciona como
agente de alerta a estresses ambientais, alterando o estado de bem-estar dos animais. Estudos
demonstram que os bivalves possuem em sua hemolinfa células responsdveis por inumeros
mecanismos de defesa. Os hemocitos sdo responsaveis principalmente pelos processos de
fagocitose, producgdo de espécies reativas de oxigénio e liberagdo de enzimas lisossomais. Sendo
assim, sua hemolinfa possui atividade microbicida capaz de eliminar células bacterianas,
influenciando diretamente sobre a capacidade de depurag@o desses moluscos. Porém, tal atividade
antibactericida da hemolinfa depende tanto da variedade bacteriana que entra em contato com os
hemocitos quanto da integridade do sistema imunologico dos bivalves (CANESI et al., 2001;
AKAISHI, 2007).

Canesi et al. (2001) estudaram a interagdo entre a superficie celular de Escherichia coli e
os hemocitos presentes na hemolinfa do mexilhdo Mytilus galloprovincialis e concluiram que
células de E. coli que possuem fimbrias do tipo 1 sdo mais facilmente removidas da circulagdo
dos animais do que cepas que ndo possuem este apéndice. Os hemocitos parecem expressar



receptores de superficie que se ligam as fimbrias, aproximando seu ataque as bactérias. Além
disso, a presenca da fragdo sérica da hemolinfa (soro) pode potencializar a interagdo entre as
células bacterianas e os hemocitos como conseqiiéncia da ag¢do de fatores humorais de
aglutinacdo (agrutininas).

Além dos mecanismos supracitados, as células podem ainda produzir compostos que
possuem acdo bactericida, como ¢ o caso do peroxidonitrito. Entretanto, a resposta imunolédgica
de organismos aquaticos pode ser alterada quando s3o expostos a esgoto sem tratamento,
bloqueando sua capacidade de eliminar bactérias patogé€nicas presentes em seus tecidos.
Experimentos demonstraram haver uma taxa de mortalidade de 100% em mexilhdes da espécie
M. edulis infectados com a bactéria Listonella anguillarium que haviam sido expostos a esgoto
doméstico in natura. A exposi¢do ao esgoto por prolongado periodo de tempo apresenta uma
tendéncia de inibir a atividade fagocitica dos hemocitos do mexilhdo. Também foi verificada uma
maior incidéncia de alteracdes morfofisiologicas em o6rgdos e tecidos, principalmente nas
branquias e gonada digestiva, em animais submetidos a este tratamento. Tais alteragdes sdao
evidenciadas com exposi¢do aguda aos contaminantes, ja respostas hormonais e reprodutivas sao
detectadas apenas ap0s exposi¢oes cronicas (AKAISHI, 2007).

Do ponto de vista da sanidade dos bivalves marinhos, a literatura relata diversos surtos de
enfermidades e de mortalidade em massa ocorridos como conseqiiéncia da disseminagdo de
patégenos em diversas partes do mundo. Diante deste fato, paises do hemisfério norte t€ém
produzido muito conhecimento cientifico nos ultimos 40 anos (BARARDI et al., 20006).
Entretanto, é necessario se ter cautela ao utilizar estes dados para a realidade brasileira, uma vez
que as condicdes bidticas e abidticas de nosso litoral sdo distintas, além de cultivarmos espécies
diferentes daquelas encontradas na Europa e nos EUA, como ¢ o caso das espécies nativas, a
vieira Nodipecten nodosus e o mexilhdo Perna perna (FERREIRA, 2007; MAGALHAES, 2007).

Com o grande desenvolvimento da atividade maricultora no Brasil, dados que
assegurassem a sanidade dos moluscos cultivados em cada regido tornaram-se cada vez mais
necessarios, uma vez que esta intrinsecamente relacionada as condi¢cdes do ambiente no qual o
animal se desenvolveu durante todo o seu ciclo vital. E necessario se ter conhecimento sobre os
organismos patogénicos, seu modo de contaminacdo e acdo sobre os moluscos, além da
disseminagdo de informacdes para a pratica de controle e prevencdo de enfermidades como
ocorre em outros setores da cadeia produtiva animal. Fatores como temperatura, salinidade,
quantidade de nutrientes disponiveis e a presenca de microrganismos patogénicos sao
determinantes para o crescimento sadio do animal, o que se reflete na sua qualidade como
alimento quando comercializado. (AVELAR, 1998; SOLIC et al., 1999; SUPLICY, 2001;
BARROS et al., 2005; FERREIRA, 2007).

Atualmente encontra-se em processo de elaboracdo o Programa Nacional de Controle
Higiénico-Sanitario de Moluscos Bivalves a ser coordenado pela Secretaria Especial de
Aqiiicultura e Pesca. Com ele, as institui¢gdes participantes visam assegurar a sanidade dos
animais, a partir do monitoramento bacterioldgico e de ficotoxinas, além de implementar um
sistema de rastreabilidadea para os moluscos produzidos (BRASIL, 2005b; SUPLICY, 2007).

2.3 Maricultura

Os recursos pesqueiros ndo constituem fonte inesgotavel de alimento, necessitando de
atividades complementares que fornegam produtos de qualidade para o mercado consumidor. A
maricultura vem se intensificando como atividade alternativa a extracdo de organismos dos seus
ambientes naturais, constituindo uma via de geragdo de empregos e renda para comunidades



costeiras, pescadores e ex-pescadores (ARAUJO, 2007). Contudo alguns pardmetros precisam ser
analisados antes da instalacdo de novos cultivos a fim de garantir um produto que possa ser
produzido dentro dos padrdes de qualidade visados pelo consumidor (LENOCH, 2003; BASTOS
et al., 2004; BARROS et al., 2005; FERREIRA, 2007). Segundo a FIPERJ (2007), a pesquisa
basica compreende uma das etapas da maricultura e um de seus objetivos € conciliar os resultados
de desenvolvimento tecnoldgico obtidos em pesquisas cientificas com as praticas de criacao
realizadas nas fazendas de cultivo.

No litoral brasileiro existem muitas espécies de moluscos comestiveis e que apresentam
potencial de cultivo. O inicio do desenvolvimento da malacocultura brasileira data da década de
1970, podendo ser considerada uma atividade de producdo animal ainda muito recente
(FERREIRA, 2007). Desde entdo os bivalves marinhos mais cultivados sdo os mexilhdes da
espécie Perna perna, as ostras, especialmente a espécie Crassostrea gigas e, mais recentemente,
a vieira nativa Nodipecten nodosus (MARENZI; BRANCO, 2005; FERREIRA, 2007;
MAGALHAES et al., 2007).

O Rio de Janeiro apresenta em seu litoral caracteristicas geomorfologicas e
oceanograficas que propiciam o desenvolvimento da maricultura, como um extenso litoral, baias,
enseadas, lagoas costeiras. Desde os primdrdios da maricultura no Rio de Janeiro, o mexilhdo
Perna perna vem sendo uma das trés espécies de moluscos bivalves mais cultivadas no estado.
A producdo nacional saltou de 190 para 11.760 toneladas entre os anos de 1990 e 2000,
contribuindo para a posi¢do brasileira de primeira em producdo de mexilhdes Perna perna e
segunda em producdo por aqiiicultura no ranking latino-americano, apenas atras do Chile. Nos
anos posteriores, a producdo nacional apresentou declinio devido a problemas no fornecimento de
sementes, falta de um programa nacional de sanidade de moluscos e de mecanizagdo, além da
burocracia na regulamentagdo das fazendas de cultivo. O Estado de Santa Catarina ¢ o maior
produtor nacional, respondendo por aproximadamente 97% da produ¢do de mexilhdes (LIMA et
al., 2001; SUPLICY, 2001; BORGHETTI et al.,, 2003; NETO et al., 2001; FAO, 2006a;
DIEGUES, 2006; FERREIRA, 2007; FIPERJ, 2007; FAO, 2008).

No estado do Rio de Janeiro, a expansdo da mitilicultura vem ocorrendo principalmente
nas baias de Sepetiba e Ilha Grande (ARAUJ 0, 2007; OLIVEIRA e MAGALHAES, 2007). Scott
(1998) avaliou o potencial da Baia de Sepetiba para o desenvolvimento da maricultura e concluiu,
baseado em que esta apresenta consideraveis areas com bom potencial para a atividade.
Mangaratiba ¢ um dos cinco municipios do estado do Rio de Janeiro a ser contemplado pelo
governo federal com o Plano de Desenvolvimento Local da Maricultura (PLDM) desenvolvido
através da SEAP. Este plano tem por um dos objetivos integrar o setor académico ao setor
produtivo, a fim de fornecer aos maricultores dados cientificos que assegurem a produtividade
atrelada a qualidade do alimento produzido (BRASIL, 2007). Cabe, entretanto, as institui¢des de
ensino do estado a geracdo de conhecimento que possa ser imediatamente aplicado as realidades
de cada regido.

A comercializa¢do de moluscos bivalves no municipio de Mangaratiba também teve seu
inicio a partir da extragdo de mexilhdes de bancos naturais, seguindo a mesma tendéncia historica
de outras regides do Brasil. Acredita-se que a extragdo na ilha de Itacurugd, por exemplo, tenha
sido realizada a partir da década de 1980. Entretanto, devido a atividade de extrag¢do levar a
deplecdo das comunidades de mexilhdes, iniciativas de cultivar estes organismos através de
maricultura foram muito incentivadas na regido. E importante ressaltar que os sistemas de cultivo
contribuem para o restabelecimento das populagdes dos bancos naturais devido as caracteristicas
reprodutivas do animal (OLIVEIRA e MAGALHAES, 2007). A produgdo do municipio possui
carater artesanal, gerando renda complementar para as familias envolvidas com a atividade



maricultora. Mesmo sendo apoiada por empresas atuantes na regiao, pelo setor governamental em
escala municipal, estadual e federal, e por outras associagdes e organizacdes, a maricultura em
Mangaratiba depende ainda de outros fatores para alavancar seu crescimento. Os proprios
maricultores elegem a falta de um local adequado para realizar o beneficiamento de seu produto
como um entrave para aumentar a comercializagdo dos moluscos produzidos. Além disso, apdiam
e reivindicam a atuagdo do setor académico na regido através de pesquisas que gerem
conhecimentos que possam ser traduzidos numa maior confiabilidade de seu produto no mercado.

A expansdao da maricultura depende diretamente da qualidade ambiental das &4guas
costeiras. Principalmente na economia dos paises da América Latina, que carecem da ampliacao
da rede de saneamento basico, a maricultura tem se tornado uma atividade cada vez mais
expressiva. Atualmente ocorre uma mudanga de paradigma onde o aumento na producdo deve
estar atrelado ao monitoramento da qualidade dos moluscos cultivados (CCE, 1991; GALVAO,
2004; FAO, 2006b; FERREIRA, 2007; SUPLICY, 2007). A seguir apresenta-se o trecho de um
artigo escrito por Suplicy (2001, p. 27) onde este autor destaca a importancia da andlise
bacteriologica como sendo um pré-requisito ao desenvolvimento da maricultura: “Como exportar
e atender os padrdes de qualidade do exigente mercado externo sem ter, ao menos, O
monitoramento bacterioldgico e toxicoldgico das areas de cultivo?”

O Ministro da Agricultura, Manejo da Natureza e Pesca da Holanda Laurens Jan
Brinkhorst enfatizou em foérum ocorrido naquele pais em 2001 (BRINKHORST, 2003, p. 71)
“Este ¢ o momento de introduzir inovagdes: métodos de producdo que ndo sejam lucrativos
somente em termos financeiros, mas que também tragam beneficios em termos de prote¢ao
ambiental, bem-estar animal e seguranca alimentar.”

Constata-se entdo que o cultivo de moluscos marinhos estd atrelado a trés grandes
questdes: a qualidade ambiental, a sanidade do animal e a seguranga deste como alimento. O
desenvolvimento da maricultura depende que estes trés quesitos sejam explorados por pesquisas
cientificas que fornecam dados confidveis que possam ser utilizados como indicadores de
qualidade do produto cultivado pelos maricultores. A grande maioria dos trabalhos publicados
desenvolvidos no litoral sul do Estado do Rio de Janeiro foi desenvolvida com metais toxicos,
pois estes contaminantes apresentam grande relevancia para a regido (SCOTT, 1998; LIMA JR.,
2002). As pesquisas em outras linhas, como andlises de bactérias, biotoxinas, virus entéricos,
dentro outros, sdo ainda insipientes.

A qualidade do pescado deve ser garantida desde a criacdo do animal até sua chegada ao
consumidor final. (OLIVEIRA; VIEGAS, 2004; BARROS et al., 2005). Portanto, o local onde se
dard a criacdo deve ter as condi¢des adequadas ao seu desenvolvimento saudéavel tais como
quantidade adequada de nutrientes para o seu crescimento, apresentar baixos indices de
contamina¢do microbioldgica e de biotoxinas, ndo conter parasitos que sejam capazes de causar
patologias nos moluscos, dentre outros (AVELAR, 1998; SOLIC, 1999; HENRIQUES, et al.,
2000; HUSS et al., 2003; RODRIGUES, 2005; FERREIRA, 2004; MARINE, 2007). Uma das
dificuldades em se prognosticar as produgdes de moluscos bivalves para os anos futuros é o fato
de que a produg¢do mundial de destes animais esta atrelada a qualidade da 4gua das regides
costeiras (BORGHETTI et al., 2003).

A carne de moluscos bivalves, quando consumida crua ou parcialmente cozida, apresenta
condi¢des ideais para a proliferagdo de microrganismos tornando-se um veiculo potencial para
contaminagdo humana (BARROS et al., 2005; SALAN et al., 2008). Além disso, perdas
econdmicas resultantes da deterioragdo do alimento por atividade microbiana comprometem o
faturamento das atividades pesqueiras (HUSS, 1997; HUSS et al., 2003; VIEIRA, 2004).



2.4 Influéncia de Fatores Abidticos Sobre o Cultivo de Moluscos Bivalves

No Brasil ha poucos estudos sobre a influéncia de fatores abidticos no crescimento e
resisténcia de moluscos bivalves. A maior parte dos dados disponiveis referem-se a areas de
estudos em paises de clima temperado, sendo assim ¢ ainda pouco conhecido o comportamento
das espécies em regides de clima tropical ou subtropical (HENRIQUES et al., 2006; RESGALLA
JR. et al.,, 2007).

Moluscos bivalves sdo animais filtradores, motivo pelo qual concentram contaminantes a
niveis muito mais altos do que aqueles presentes nas dguas em que sdo criados. Por isso, sdo
freqiientemente utilizados como bioindicadores de qualidade ambiental (JORGE et al., 2002; DE
DONNO et al., 2008). A contaminacao bacterioldgica de seus tecidos é fortemente influenciada
pelas condigdes do ambiente (BROCK et al., 1985; SOLIC et al., 1999; HENRIQUES et al.,
2000; VIEIRA et al., 2007b). Dentre as variaveis ambientais estudadas por Lee e Morgan (2003),
aquelas que apresentaram maior influéncia sobre a contaminacdo bacterioldégica nos moluscos
foram época do ano, as marés e a precipitagdo de chuvas em dias anteriores a coleta das amostras.
Porém, estes autores destacam que os efeitos das varidveis ambientais sobre a contaminacao
bacteriologica dos moluscos sdo especificos para cada regido e precisam ser analisados para a
realidade local de cada ponto. Brock et al. (1985) verificaram as relagdes existentes entre chuvas,
aumento no nivel de rios ¢ a salinidade e a contaminagdo de moluscos bivalves.

Os dois principais fatores ambientais envolvidos em alteragdes fisiologicas nos
mexilhdes, inclusive sendo determinantes para a distribuigdo geografica da espécie sdao a
temperatura e a salinidade da 4gua do mar (RESGALLA JR. et al., 2007).

2.4.1 Salinidade

A salinidade da dgua do mar onde se dard a criagdo dos moluscos bivalves interfere
diretamente na sua fisiologia, sendo um fator que precisa ser analisado nos locais onde sao
desenvolvidas as atividades de maricultura. A reacdo mais comum do animal a mudanca de
salinidade ¢ a redu¢do do metabolismo e o fechamento das valvas. Acredita-se que mexilhdes da
espécie Perna perna consigam boa aclimatacdo em salinidades que variam de 20 a 40
(RESGALLA JR. et al., 2007).

Henriques et al. (2006), verificaram que uma variagdo entre 24 e 34 ¢ confortavel para a
espécie, porém estes animais nao suportaram salinidades abaixo de 14 por um periodo maior que
80 horas. Em salinidades muito baixas, os moluscos param de filtrar e, conseqiientemente, de se
alimentar (LEE e MORGAN, 2003). A inibi¢do da filtragdo ocorre em salinidades inferiores a 15
e superiores a 40. Em salinidades de 15 ocorre também a inibicdo da respiracdo do animal
(RESGALLA JR. et al., 2007).

Ao reafirmar o potencial da Armagdo do Itapocoroy em Santa Catarina, para o
desenvolvimento da atividade mitilicultora, Marenzi e Branco (2005) indicaram que as variagdes
de salinidade verificadas no local, entre 26 e 33%,, permitem o cultivo de Perna perna.

2.4.2 Temperatura
A temperatura da agua do mar onde o animal cresce ¢ reconhecidamente um dos fatores

que mais influencia a taxa de respiracdo e o balanco energético dos organismos marinhos. A
variagdo térmica possui associagdo direta com o ciclo reprodutivo de Perna perna, suas taxas de



filtragdo, de respiragdo e de excrecdo, ou seja, influi no crescimento do animal, (AVELAR, 1998;
MARENZI e BRANCO, 2005; HENRIQUES et al., 2007; RESGALLA JR. et al., 2007).

Em ambientes naturais, a temperatura também interfere indiretamente na disponibilidade
de alimento para o animal e na concentracdo de oxigénio dissolvido, pois age sobre a taxa de
produgdo primaria no ambiente marinho. Os sistemas protéicos utilizados por seres vivos
autotroficos para a realizacdo da fotossintese sdo regulados pela temperatura do ambiente, seja
ele terrestre ou aquatico (NYBAKKEN, 2001).

Temperatura ¢ um fator ambiental limitante na distribuicdo geogréfica da espécie Perna
perna, atuando como barreira por apresentar envolvimento com processos fisiologicos,
especialmente na sua reproducdo. A variagdo de temperatura confortavel para esta espécie estaria
dentro da faixa de 15 a 30°C, sendo a temperatura 6tima de crescimento de 25°C (RESGALLA
JR. et al., 2007). As pesquisas realizadas por Henriques et al. (2007) corroboram com esta
estimativa, uma vez que verificaram 100% de mortalidade de mexilhdes P. perna submetidos a
temperaturas de 34,0°C por até 24 horas ou 32,5°C por até 216 horas ou nove dias. Os mexilhdes
apresentaram alta tolerancia a temperaturas de 29,5 ¢ 31,0°C.

Um dos mais importantes fatores ambientais que controlam a taxa de filtragdo dos
moluscos bivalves ¢ a temperatura (HENRIQUES et al., 2007). Dentro de uma determinada faixa,
a taxa de filtragdo aumenta conforme a temperatura sobe. A temperatura ideal a maior taxa de
filtragdo depende da espécie de molusco em questdo. Mexilhdes do mediterraneo possuem seu
pico de filtragdo entre 15 e 25°C, ja os do Mar Baltico filtram bem quando a temperatura esta por
volta dos 17°C e ndo ultrapassa os 20°C (SOLIC et al., 1999). Para a espécie Perna perna as
temperaturas ideais a sua maior taxa de filtragdo giram em torno de 15 a 30°C (RESGALLA JR.
et al., 2007).

2.4.3 Profundidade Secchi

Como ja exposto no capitulo I, varios sdo os fatores que podem interferir na maior ou
menor penetracdo de luz na coluna d’dgua. Um deles ¢ a concentracdo de particulas em
suspensao, constituidas tanto por matéria organica particulada quanto por microalgas que servem
de alimento para os bivalves. O aumento na quantidade de fitoplancton disponivel na agua
intensifica as taxas de clareamento dos bivalves at¢ um valor maximo, quando, entdo, passa a
decrescer. (RESGALLA JR.; BRASIL, 2007). Sendo assim, a turbidez da dgua também
desempenha importante papel sobre as taxas de concentracdo dos moluscos (GALVAO, J. et al.,
20006).

2.5 Microrganismos Veiculados por Animais Aquaticos Utilizados para Alimentacio
Humana: Questio de Vigilancia Sanitaria

Embora todo peixe ndo submetido a processos de conservacao possa estar contaminado, é
improvavel que o nivel de contaminagdo natural seja suficiente para causar doencas caso ndo haja
proliferacdo microbioldgica. J4 em moluscos bivalves, como o mexilhdo, o mesmo fato ndo pode
ser confirmado devido ao processo de aciimulo de células patogénicas realizado durante a
filtracao (HUSS et al., 2003).

O conhecimento sobre os microrganismos presentes em animais aquaticos € que
apresentam potencial de causar doencas de origem alimentar ¢ indispensavel para dar subsidios as
acOes de vigilancia sanitaria com objetivo de prevenir o surgimento de novos casos clinicos. Os
microrganismos mais freqlientemente envolvidos nas enfermidades veiculadas por pescado,



segundo a Organizagdo Panamericana de Saude, s3o Salmonella spp., Vibrio spp. e
Staphylococcus aureus.

A familia Enterobacteriaceae inclui numerosos géneros, porém os mais relevantes para o
consumo de pescado sdo Escherichia, Salmonella e Shigella. O género Salmonella esta entre os
microrganismos mais freqlientemente envolvidos nas enfermidades veiculadas por pescado,
sendo S. Typhi o patégeno mais implicado nos surtos ocasionados por moluscos nos EUA.
Bactérias entéricas patogénicas, como alguns sorotipos de Escherichia coli e Salmonella spp.,
podem ser encontradas na biota marinha se o ambiente for submetido ao aporte de efluentes
domésticos (BARARDI et al., 2006; VIEIRA, 2004). A contaminagdo do pescado por coliformes
termotolerantes tem sido freqlientemente associada a poluicdo das dguas de ambientes aquaticos
com esgoto ou ao transporte, manuseio ¢ manuten¢do do pescado em condi¢des nao higiénicas
(HUSS, 1997; BARROS et al., 2005). Os resultados das analises colimétricas em ostras
comercializadas na Praia do Futuro, Ceara, chamam a atenc¢do para o risco potencial inerente ao
consumo de moluscos bivalves sem o conhecimento sobre sua qualidade microbiologica e
procedéncia. Das 60 amostras analisadas, aproximadamente 70% estavam fora dos padrdes
exigidos para o consumo humano (BARROS et al., 2005).

Diversos autores tém relatado a presencga de coliformes totais, termotolerantes ou E. coli
em moluscos bivalves, como Henriques et al. (2000; 2003), Barros et al. (2005), Vieira et al.
(2007b) no Brasil e Brock et al. (1985), Solic et al. (1999) no exterior.

O comportamento de bactérias no trato intestinal e tecidos dos moluscos ainda ¢ pouco
conhecido, entretanto elas podem sobreviver neste ambiente por mais tempo do que na agua do
mar e também conseguem reproduzir. A quantidade de coliformes fecais encontrada nos bivalves
reflete o resultado da interagdo de diversos processos fisioldgicos dos animais, como taxa de
filtragdo, retencdo e producdo de pseudo-fezes, contudo tais processos sdo fortemente
influenciados por uma série de fatores ambientais (SOLIC et al., 1999).

A concentrac¢do de Salmonella no tecido dos bivalves pode ser até 50 vezes maior do que
na agua do cultivo (OMS, 1988 apud SOLIC et al., 1999).

Ultimamente tem sido exigida uma maior especificidade na analise de bactérias
patogénicas em pescado. A propria legislacdo brasileira preconiza atualmente a analise
Staphylococcus coagulase positiva e de Salmonella nos moluscos bivalves antes de comercializa-
los (BRASIL, 2001).

2.6 Descontaminaciao dos Moluscos

Um dos processos utilizados para a eliminacdo de contaminantes em moluscos ¢ a
depuracdo. Este processo consiste em filtracdo natural de dgua limpa realizada pelo animal em
tanques ou em ambiente natural que possua agua com qualidade comprovadamente adequada.
Findo o periodo de depuracdo, os moluscos devem passar por andlises bacteriologicas a fim de
comprovar a redu¢do da carga bacteriana até os niveis legais permitidos (LENOCH, 2003).

Ao proceder andlises bacteriologicas mensais na regido da Baixada Santista — SP,
Henriques et al. (2000) observaram haver depuracdo natural dos mexilhdes Perna perna que
cresciam sobre os costdes. E importante ressaltar que além da diferente intensidade de agdo da
fonte contaminante de um més para outro, os mexilhdes possuem mecanismos ativos de seu
sistema imunologico contra a presenga de bactérias em seus tecidos favorecendo a depuracdo
(CANESI et al., 2001).

Em experimento realizado na Italia, comprovou-se que mexilhdes da espécie Mytilus
galloprovincialis levam apenas cinco horas para reduzir a contaminacao de E. coli em até 95,8%



da concentragdo inicial presente em seus tecidos. Entretanto, a utilizagdo de E. coli como
indicador de sanidade microbiologica ¢ discutivel, principalmente porque a eficacia da depuracao
para os grupos bacterianos em questdo ¢ muito diferente (CROCI et al., 2002).

Lourengo et al. (2007) verificaram evidéncia de depuracdo natural da toxina &cido
ocadaico em mexilhdes da espécie Perna perna. Esta toxina € a responsavel por desencadear o
Envenenamento Diarréico por Moluscos em humanos que consomem animais contaminados com
concentragcdes bem maiores do que as verificadas nos animais cultivados na baia de IlTha Grande,
Angra dos Reis, RIJ.

A obrigatoriedade dos moluscos serem submetidos ao processo de depuragdo quando
apresentam qualidade microbiologica insatisfatoria depende da legislagdo especifica adotada em
cada pais (BARROS et al., 2005). Pinheiro Jr. et al. (2002) indicam que os pontos Piratininga e
Rio Branco, ambos na Baia de Guanabara, RJ, apresentariam condi¢des bacterioldgicas de serem
utilizados como area de depuragdo natural de moluscos cultivados em adguas contaminadas.

2.7 Legislacao

A legislacdo que estabelece os microrganismos utilizados como indicadores da sanidade
dos moluscos a serem comercializados e, consequentemente da sua seguranga como alimento, ¢
a Resolugdo RDC n°. 12 de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA. Sendo assim, somente ¢
permitida a comercializacdo dos moluscos bivalves in natura, resfriados ou congelados, ndo
consumidos crus que apresentarem auséncia de Salmonella spp. e que os indices de estafilococos
coagulase positivos nio ultrapassem o valor de 10° UFC por grama da amostra representativa.
Cabe ressaltar que atualmente o Brasil ndo apresenta em sua legislacdo especifica pardmetros
para coliformes em moluscos bivalves in natura ndo consumidos crus, caracteristicas dos animais
utilizados no presente estudo (BRASIL, 2001).

Os padroes microbiologicos estabelecidos anteriormente no Brasil para os moluscos
bivalves eram definidos pelo Ministério da Satde através da Secretaria de Vigilancia Sanitaria.
No ano de 1987, os limites bacteriologicos que entraram em vigor através da portaria n°. 01 de 28
de janeiro de 1987 definiam um limite maximo de 100 coliformes de origem fecal por grama de
tecido mole e auséncia de Salmonella spp. em 25g da amostra (HENRIQUES et al., 2007). Tal
legislacao foi revogada por uma outra, a portaria n°. 451, de 19 de setembro de 1997, também do
Ministério da Satde. Esta continuou a adotar os mesmos limites da portaria anterior para
coliformes fecais e Salmonella e ainda Staphylococcus aureus, que poderia ser encontrado até o
nimero maximo de 10°NMP/g na amostra, e Vibrio parahaemolyticus, cujo limite era de
5x10°NMP/g. Esta tGltima, por sua vez, foi revogada pela RDC n°. 12 de 2001 que retira os
limites de coliformes para moluscos in natura nao consumidos crus e Vibrio para todos os tipos
de pescado (BRASIL, 1997; BRASIL, 2001; VIEIRA, 2004; GALVAO, 2004; VIEIRA et al.,
2007b).

Muitos pesquisadores vém questionando o fato da pesquisa por espécies patogénicas de
Vibrio ndo ser uma exigéncia da legislacdo brasileira para pescado. Esta bactéria ¢ um dos
principais patégenos associado a este tipo de alimento, especialmente em moluscos filtradores
(VIEIRA, 2004; RODRIGUES, 2005; VIEIRA et al., 2007b). Pereira et al. (2007a, b) alertam
para o fato de que o bindmio tempo x temperatura de pré-cozimento de moluscos bivalves deve
ser respeitado para a pratica ser eficiente contra os vibrios. Além disso, as ostras s3o comumente
consumidas cruas, potencializando o risco de transmissdo do patégeno (SOUZA et al., 2004).

O desenvolvimento do monitoramento bacteriolégico o mais amplo possivel dos proprios
moluscos cultivados antes de sua comercializacdo ¢ fundamental, uma vez que eles refletem com



mais clareza sua seguranga como alimento (BARROS et al., 2005; VIEIRA et al., 2007b;
PEREIRA et al., 2008a).

A metodologia recomendada nacionalmente para proceder as analises bacteriologicas em
alimentos e agua encontra-se compilada na Instru¢do Normativa n°. 62, de 26 de agosto de 2003
(BRASIL, 2003).

Além de analises de bactérias indicadoras, a Unido Européia recomenda também a
verificagdo de virus patogénicos, Vibrio parahaemolyticus e biotoxinas. Destaca ainda a
importancia de se estabelecer critérios para tais microrganismos, condizentes com a garantia de
seguranc¢a alimentar do consumidor (CCE, 1991). Além dos parametros supracitados, o Codex
Alimentarius enumera a necessidade de anélise de metais toxicos.

Na Nova Zelandia, Brock et al. (1985) relatam que naquele pais, além da analise
bacteriologica da agua, a legislacio adota também limites bacterioldgicos para os proprios
moluscos que s6 podem ser comercializados se 0 NMP de coliformes fecais nao ultrapassar 230
por 100g de carne, com excecdo de 2 a cada 5 amostras que pode ter niveis entre 230 e
2300NMP/100g.



3 MATERIAL E METODOS
3.1. Area de Estudos

A fazenda marinha na qual o experimento foi instalado localiza-se na Ponta da
Passagem, Ilha Guaiba, Mangaratiba, estado do Rio de Janeiro. A éarea de estudos foi previamente
descrita no Capitulo I da presente dissertagao.

3.2 Instalacio do Cultivo Experimental

Nos meses de marco e outubro de 2007, foram confeccionadas um total de 81 cordas
mexilhoneiras, com 100 animais jovens da espécie Perna perna em cada uma, pela equipe do
Laboratorio de Toxinas Marinhas (ToxMar) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
com colaboracdo da Associacdo de Maricultura de Mangaratiba (AMAR) e da Prefeitura
Municipal de Mangaratiba. Os mexilhdes foram fornecidos pela Associacdo de Maricultores de
Mangaratiba e extraidos dos cabos da propria estrutura de cultivo, sendo desta maneira oriundos
do mesmo local onde posteriormente as cordas foram instaladas.

De cada lote de 100 animais foram amostrados ao acaso 10 espécimes para afericao do
comprimento das valvas realizada com auxilio de paquimetro. Os animais apresentavam, em
média, tamanho de 5,86+0,76.

As cordas, dispostas em uma estrutura suspensa de cultivo chamada espinhel ou “long-
line”, foram amarradas no cabo-mestre com espagamento de meio metro entre cada uma delas, de
forma a assegurar uma boa circulagdo de 4gua com alimento entre as mesmas. O suprimento de
alimento para os animais (microalgas e material organico particulado) foi fornecido pelo proprio
ambiente marinho. A confec¢do das cordas utilizou baixa densidade de organismos para
assegurar acesso ao alimento para todos os animais. Cordas confeccionadas com alta densidade
dificultam a alimentagdo dos animais que permanecem em seu interior (METRI et al., 2002). As
cordas foram confeccionadas segundo o utilizado por Marenzi e Branco (2005).

Os mexilhdes contidos nas 81 cordas mexilhoneiras confeccionadas neste periodo foram
também utilizados para outras analises realizadas pelo ToxMar.

3.3 Amostragem

Os mexilhoes foram coletados durante os meses de abril de 2007 a margco de 2008. Em
cada uma das 10 coletas foram extraidas 2 amostras, cada qual composta por 12 mexilhdes
adultos (BRASIL, 2003). Sendo assim, foram analisados um total de 240 espécimes. Nos meses
de junho e outubro de 2007 ndo foram realizadas coletas devido a impossibilidades técnicas.

Para as analises realizadas entre abril e setembro de 2007, os individuos foram coletados a
partir das cordas mexilhoneiras confeccionadas no més de margo de 2007. Ja nas analises
realizadas de novembro de 2007 a marco de 2008, os mexilhdes foram provenientes das cordas
confeccionadas no més de outubro de 2007. Durante 0 més de setembro de 2007, a estrutura de
cultivo sofreu afundamento por quebra dos galdes utilizados como flutuadores. Diante disso,
mesmo havendo animais que resistiram ao afundamento, os mesmos poderiam ter-se
contaminado com uma carga microbiana maior por terem tido contato com o sedimento. Fato que
impossibilitou que os animais fossem utilizados no presente estudo e fazendo com que houvesse



a necessidade de se proceder uma nova semeadura para as coletas posteriores a setembro de
2007. A idade dos mexilhdes Perna perna, determinada por seu tamanho, parece nao influenciar
os teores de contaminantes bacteriologicos em seus tecidos (HENRIQUES et al., 2000). Estudos
fisioldgicos em diferentes classes de tamanho demonstraram que a eficiéncia de absor¢do em
Perna perna apresentou independéncia com relagdo ao peso do animal (RESGALLA JR. et al.,
2006). Além disso, s6 foram utilizados para as andlises microbiologicas mexilhdes adultos,
maiores que 60mm (AVELAR, 1998).

3.4 Coleta e Transporte das Amostras

A partir de cada uma das cordas mexilhoneiras, 12 animais eram retirados ao acaso e ao
longo de toda a corda para compor cada amostra. Depois de removidos os epibiontes, os
mexilhdes tiveram suas valvas lavadas e escovadas utilizando-se a agua do mar do préprio
cultivo para retirada de sujidades. Cada amostra foi acondicionada em bolsa de polietileno
(Ziploc®), seguindo até o Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, Instituto de Tecnologia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, em caixa isotérmica refrigerada com gelo
reciclavel. Todas as amostras foram processadas em até 3 horas a partir da coleta.

3.5 Preparo das Amostras

Para o preparo das amostras foram seguidas as recomendagdes do Ministério da
Agricultura, publicadas na Instru¢do Normativa N° 62 de 26 de agosto de 2003. As amostras
foram preparadas adotando-se igual procedimento para cada uma delas.

Com a utiliza¢do de luvas estéreis, os animais eram retirados das bolsas de polietileno,
colocados em bandejas previamente limpas com alcool 70°GL, no interior das quais se realizava
outra lavagem dos mesmos com agua do mar estéril. A partir deste ponto, os mexilhdes tiveram
suas valvas abertas assepticamente com auxilio de faca previamente esterilizada em autoclave. O
bisso era cortado com tesoura também esterilizada. A massa e o liquido intravalvar dos animais
foram recolhidos diretamente pelos copos estéreis de liquidificador, no interior dos quais a
amostra era homogeneizada por um periodo total de 60 segundos, com intervalos a cada 15
segundos.

3.6 Analises Bacterioldgicas
3.6.1 Coliformes totais e coliformes termotolerantes

Foi adicionado 25g da amostra a 225ml de Agua Peptonada 0,1% (Himedia®), obtendo-se
assim a dilui¢do 10™". A partir da diluigdo inicial (10") foram inoculados volumes de 10mL e 1
mL em série de cinco tubos contendo Caldo Lauril Sulfato — CLS (Himedia®) em concentra¢do
dupla e simples, respectivamente. Também a partir dessa dilui¢do inicial (10™) foi preparada a
diluigdo 102, a partir da qual foi transferido 1ml para outra séries de cinco tubos contendo CLS
em concentragdo simples. Incubaram-se os tubos a 36 + 1°C de 24 a 48 horas. Foram
consideradas positivas as amostras que obtiveram formagdo de gés no interior dos tubos de
Durhan.

Cada tubo considerado positivo na etapa anterior foi repicado para tubos contendo Caldo
Verde Brilhante Bile 2% Lactose (Ox0id®) e Caldo E.C. (Ox0id®), os quais foram incubados por
até 48 horas a 36 = 1°C e 45 + 0,2°C, respectivamente.



De acordo com o niimero de tubos positivos confirmados, calculou-se o NMP utilizando-
se a tabela do “software” Excel disponibilizada pelo FDA (BLODGETT, 2001). A técnica do
Numero Mais Provavel ndo gera o valor zero quando a série de 5 tubos apresenta resultado
negativo, mas sim < 0,18. Para fins de andlises estatisticas foi utilizado o valor 0,18, uma vez que
o valor zero ndo pode ser utilizado para fins de calculo de médias geométricas.

3.6.2 Salmonella spp.

Foi pesada uma aliquota de 25g da amostra previamente preparada, a qual foi adicionada
de 225ml de Agua Peptonada 1% Tamponada (Himedia®), obtendo-se assim a diluigio 10"'. Esta
solugdo de pré-enriquecimento foi incubada a 36 £ 1°C por 16 a 20 horas. Para a etapa de
enriquecimento seletivo, foram utilizados os Caldos Rappaport Vassiliadis (Merck®) e Selenito
Cistina (Merck®), incubando-os a 36 + 1°C por 24 a 30 horas. A partir desses caldos, procedeu-se
a semeadura em estrias em placas contendo Agar Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose
Sacarose (Himedia®) e Agar Salmonella-Shigella (Merck®), as quais foram incubadas por 36 =+
1°C por 18 a 24 horas. Quando do desenvolvimento de coldnias tipicas de Salmonella, estas
foram semeadas em Agar Ferro Trés Agucares (Merck®™), Agar Lisina Ferro (Merck®) e Agar
Uréia (Merck®)e conseqiiente reagdo soroldgica frente ao anti-soro polivalente O (Probac®).

3.6.3 Staphylococcus coagulase positiva

A partir da diluigdo 10" preparada conforme descrito no item 3.6.1, foi semeado por
esgotamento 0,25mL em cada uma das 4 placas de Petri contendo Agar Baird Parker (Himedia®)
preparado previamente com emulsdo de gema de ovo (Himedia®) e telurito de potéssio 3,5%. As
colonias tipicas foram semeadas em Caldo Cérebro-Coracdo -BHI (Ox0id®) e incubadas a 36 +
1°C por 24 horas. Foram realizadas as provas de catalase e coagulase (BRASIL, 2003).

3.7 Analise Estatistica

A andlise dos dados das colimetrias, transformados previamente em raiz quadrada, foi
realizada pela andlise de varidncia (ANOVA), complementada pelo teste de Tukey para
comparagdo de médias, ambos ao nivel de 5% de significdncia (VIEIRA, 2006).

O estudo do nivel de associagdo entre as variaveis abioticas e as colimetrias foi realizado
através do coeficiente de correlagdo linear de Pearson ao nivel de 5% de significancia (VIEIRA,
20006).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Temperatura, Salinidade e os Mexilhdes

Como ja apresentados no Capitulo I da presente dissertagdo, os valores de temperatura
superficial da agua variaram entre 20 ¢ 26°C com média anual de 23,1°C. Em verificagdes
mensais de temperatura no litoral paulista, Henriques et al. (2007) registraram uma faixa que
oscilou de 22,5 a 27,0°C no periodo de um ano, bem proximos dos resultados obtidos no presente
estudo. Galvao et al. (2004) apresentaram uma amplitude de variacdo térmica da 4dgua de 25 a
30°C em diferentes pontos de coleta no litoral de Ubatuba (SP). Tais temperaturas verificadas
nestes dois trabalhos coincidiram com a coleta de amostras de mexilhdes P. perna.

Embora a temperatura tenha sido verificada pontualmente no momento das coletas para a
presente dissertagdo, todos os valores situaram-se dentro do intervalo de tolerancia relatado para
a espécie Perna perna (HENRIQUES et al., 2007; RESGALLA JR. et al., 2007).

Os valores mensais de salinidade, medidos no momento das coletas, foram anteriormente
apresentados no capitulo I. Variacdes de salinidades entre 33 e 36,5%, estariam dentro da faixa
confortavel para a espécie P. perna (HENRIQUES et al., 2006; RESGALLA JR. et al., 2007).

Nestas condi¢des de temperatura e salinidade, os mexilhdes mantém seu metabolismo
normal, com as taxas de filtragdo, absor¢ao, respiracao e excrecao normais para a espécie.

4.2 Coliformes Totais e Termotolerantes

Apesar do Brasil ndo apresentar padrdes maximos para coliformes em moluscos bivalves
in natura nao consumidos crus, sua contagem fora realizada a fim de confirmar a condicao
higiénico-sanitaria destes, uma vez que tal grupo de microrganismos vem sendo largamente
utilizado como indicador da qualidade microbioldgica em alimentos e da qualidade sanitéria e
ambiental da d4gua do mar onde os mexilhdes sdo cultivados, apesar do fato de sua presenca nao
indicar necessariamente que patdgenos estejam também presentes (SILVA-SOUZA, 2006;
BARROS et al., 2005; GALVAO, 2004; VIEIRA, 2004).

Os valores de coliformes totais (Ct) presentes nos mexilhdes variaram de <1,8 x 10" a
1,61 x 10 NMP.g"! (tabela 2.1), enquanto que para os termotolerantes (CT) os valores estiveram
entre <1,8 x 10" ¢ 3,57 x 10 NMP.g"' (tabela 2.2). Observou-se que as médias de concentragdes
de coliformes encontradas nos tecidos dos bivalves nos meses de novembro de 2007 e fevereiro
de 2008 foram significativamente superiores as obtidas nos demais meses (P<0,05).

Para os célculos de médias, os valores de <0,18 obtidos por caracteristicas proprias da
metodologia de andlise utilizada foram considerados iguais a 0,18, e para melhor comparacao
com a legislagdo internacional, os valores em NMP g' foram adequados e expostos nas tabelas
abaixo na unidade de NMP.100g™". O calculo da média expressa em niimeros logaritmicos fora
realizado para proceder-se comparagdo dos resultados obtidos para a dgua e os mexilhdes.



Tabela 2.1 — Numero Mais Provavel de coliformes totais em duas amostras
de mexilhGes cultivados na Ilha Guaiba e suas médias em
NMP.100g™', abr. 2007 — mar. 2008.

MeésAmostra 1Amostra 2MédiaL.ogaritmo da
MédiaAbr.4,27 x 10%9,43 x 10°6,85 x 10°2,84Mai.9,43 x
10°4,27 x 10%6,85 x 10°2,84Jul.2,31 x 10°2,31 x 10°2,31 x

10°2,36Ag0.3,60 x 10< 1,8 x 102,70 x101,43Set.3,60 x 10 9,20
x 106,40 x 101,81Nov.1,61 x 10*1,61 x 10*1,61 x
10%4,21Dez.2,00 x 101,69 x 10°9,45 x 101,97Jan.3,29 x 10°1,09
x 10°7,07 x 10°2,85Fev.5,42 x 10°5,42 x 10°5,42 x
10°3,73Mar.4,93 x 104,93 x 10°4,93 x 10°2,69Média
Geométrica Total4,71 x 10

Tabela 2.2 — Numero Mais Provavel de coliformes termotolerantes em duas
amostras de mexilhGes cultivados na Ilha Guaiba e suas
médias em NMP.100g™, abr. 2007 — mar. 2008.

MésAmostra 1Amostra 2MédiaL.ogaritmo da MédiaAbr.<
1,80 x 10*< 1,80 x 10*1,80 x 101,25Mai.9,20 x 10*< 1,80 x
10*5,50 x 101,74Jul.9,20 x 10*2,31 x 10**1,61 x 10°2,21Ago.<
1,80 x 10*< 1,80 x 10*1,80 x 101,25Set.< 1,80 x 10*< 1,80 x
10*1,80 x 101,25Nov.5,42 x 10%*1,72 x 10°®3,57 x 10°3,55Dez.<
1,80 x 10*2,0 x 10*1,90 x 101,28Jan.< 1,80 x 10*< 1,80 x
10*1,80 x 101,25Fev.7,92 x 10°*7,92 x 10*7,92 x
10°2,9Mar.4,5x 10°< 1,80 x 10*3,15 x 101,5Média
Geométrica TOtal6,6O X IOA—abaixo de 300 NMP.100g-1 B — entre 300 e 6000

NMP.100g-1

No Brasil, a analise de coliformes na carne dos moluscos in natura ndo é determinante
para a liberagdo do produto para comércio e consumo. Entretanto, 0 mesmo nao ocorre nos paises
membros da Comunidade Européia (CE), onde somente os bivalves que possuirem um nimero de
coliformes termotolerantes de até 300NMP.100g' de molusco podem ser diretamente
comercializados — classe A (tabela 2.2). Os moluscos que apresentarem indices de 300 a 6.000
NMP.100g™! estariam dentro da classe B e necessitariam passar por processo de depuragdo. Tem-
se ainda as classes C, para um indice entre 6.000 ¢ 60.000 NMP.100g™, e D na qual os moluscos



teriam sua comercializa¢do proibida quando apresentassem valores acima de 60.000 NMP.100g™
(RICHARDS, 2003).

Ao realizar andlise de ostras nativas in natura cultivadas no Ceard, Vieira et al. (2007b)
encontraram as seguintes variagcdes nos indices de Ct e CT: <I1,8 a 9200 NMP/g e <1,8 a
430NMP/g, respectivamente. Das 15 amostras de Crassostrea rhizophorae analisadas, 73,3%
estariam enquadradas na classe A, 13,3% na classe B e 13,3% na classe C indicadas pela CE. Em
ostras da mesma espécie comercializadas cozidas na praia do Futuro, também no Ceard, o
nimero de coliformes a 45°C encontrado variou de 4 a 930NMP/g. Das 60 amostras analisadas,
43 delas, ou aproximadamente 70%, encontravam-se fora dos padroes estabelecidos pela
ANVISA para este tipo de alimento cujo limite de coliformes termotolerantes ¢ de até
5x10NMP/g.

Se compararmos os dados obtidos aos padrdes europeus, das 20 amostras analisadas no
presente estudo, 80% estariam aptas a serem comercializadas diretamente para a CE (classe A).
As demais, coletadas nos meses de novembro e fevereiro, estariam na classe B e precisariam de
depuragdo. Segundo Pereira et al. (2008b), se os mexilhdes desta regido forem pescados logo
apos periodos chuvosos aumenta-se a probabilidade de eles apresentarem maiores indices de
coliformes termotolerantes. Tal fato instiga o alerta de que os mexilhdes nao devem ser coletados
para o consumo humano logo apos a ocorréncia de chuvas. Cardonha et al. (2004) confirmam a
correlacdo existente entre a maior presenca de bactérias de origem fecal na dgua do mar e a
ocorréncia de precipitagdo pluviométrica em dias imediatamente precedentes a coleta das
amostras. Dentre as varidveis ambientais estudadas por Lee e Morgan (2003), a precipitagdo de
chuvas em dias anteriores a coleta das amostras foi a que apresentou maior influéncia, mesmo
que indiretamente, sobre a contaminac¢ao dos moluscos com bactérias de origem fecal.

Em local onde a poluicdo ¢ leve ou intermitente, como nas aguas que rodeiam a ilha
Guaiba, a colheita deve ser restringida nos periodos em que os moluscos possuirem maior
probabilidade de estarem contaminados. A situacdo ideal seria se possivel fosse medir o nivel de
contaminagdo bacterioldgica no cultivo e obter resultados instantaneos que revelassem quando os
moluscos poderiam ser coletados e comercializados de maneira segura para o consumidor
(BROCK et al., 1985; HENRIQUES et al., 2000). Contudo, os métodos usualmente
recomendados no Brasil para anélise de bactérias sdo laboriosos e seus resultados somente sao
conhecidos depois de, no minimo, 96 horas (PINHEIRO JR. et al., 2002; BRASIL, 2003).

Nos Estados Unidos, o manejo nas areas de cultivo classificadas como condicionalmente
aprovadas ¢ organizado em funcdo de fatores abidticos, principalmente baseado na ocorréncia de
chuvas. Nestas areas, os moluscos ndo devem ser coletados apos periodos de fortes precipitagdes
(BROCK et al., 1985).

Mediante a forte correlagdo evidenciada entre a presenca de coliformes termotolerantes
nos mexilhdes e a precipitagdo de chuvas na regido do cultivo (r = 0,97, tabela 2.4)), torna-se
possivel inferir que o acompanhamento da previsdo dos indices pluviométricos pode indicar com
maior praticidade ao maricultor quando a colheita dos moluscos pode ser realizada sem restri¢des
ou quando pode ocasionar perigo a saude de seus consumidores.



Tabela 2.3 — Coeficiente de correlagdo linear de Pearson entre os fatores abidticos (radiagdo global em W/m? e
precipitagdo em mm) e os resultados colimétricos nos mexilhdes, de temperatura e de salinidade da
agua do cultivo, abr. 2007 — mar. 2008.

Col.totaisCol. termot.SalinidadeTemperaturaRadia¢do globalPrecipiacdo. Radiagdo global -
0,23-0,200,190,511Precipitacao0,94*%0,97*-0,86%0,19-0,061%  Correlacio linear de Pearson
significativa (P<0,05)

Ap6s analise da correlagdo entre 0 NMP de Ct e CT e a salinidade (tabela 2.4), verificou-
se que ha correlagdo negativa entre os parametros (r = -0,81 para Ct e -0,84 para CT),
confirmando a contamina¢do do ambiente aquatico e, conseqiientemente dos mexilhdes, por
fortes chuvas que aconteceram as vésperas da coleta do més de novembro, fazendo com que o
valor da salinidade da 4gua do mar neste més decaisse. No més de fevereiro, houve também a
incidéncia de chuva no mesmo dia em que a coleta fora realizada. Na impossibilidade de se ter
acesso aos dados de pluviosidade da regido, a salinidade mostrou ser mais um dos fatores
abidticos que pode ser utilizado para indicar ao maricultor a provavel presenga de um maior
numero de bactérias de origem fecal. E importante ressaltar que a salinidade pode ser aferida de
maneira pratica, in situ ¢ no momento do manejo, com auxilio de um refratometro portatil como o
utilizado no presente estudo.

Tabela 2.4 — Coeficiente de correlagdo linear de Pearson entre a colimetria da dgua ¢ dos mexilhdes e os
fatores abidticos de salinidade e temperatura, abr. 2007 — mar. 2008.

Col.tot.mexCol. term.mexCol.tot.agCol. term.agSalinidadeTemperaturaCol.tot.mex.1Col.
term.mex.0,97*1Col.tot.ag.0,82*%0,72*1Col. term.ag.0,96%0,99*0,71*1Salinidade -0,81*-0,84*-
0,63*-0,83*1 Temperatura0,080,010,100,070,271* Correlagio linear de Pearson significativa (P<0,05)

Do ponto de vista da sanidade do animal, os niveis de coliformes presentes em seus
tecidos também podem ser utilizados como indicativo de que o animal se encontra em estado
saudavel. Segundo Galvao, M. et al. (2006), freqiiéncia de parasitismo por bucefalideos, principal
patologia de mexilhdes Perna perna, parece estar relacionada a contaminacdo bacterioldgica por
coliformes termotolerantes, o que pode ser explicado devido a maior incidéncia dos trematodeos
em mexilhdes provenientes de areas mais abrigadas e com menor agdo hidrodinamica de ondas,
geralmente com maior grau de contaminacao de origem fecal.

Mexilhdes podem contaminar-se com parasitos causadores de zoonoses, como o0s
pertencentes ao género Cryptosporidium quando o ambiente encontra-se contaminado por seus
oocistos (GOMEZ-COUSO et al., 2003). Por possuirem a mesma origem das bactérias fecais,
torna-se comum a associagdo entre a presenga de coliformes termotolerantes.

No ambiente marinho, as bactérias que ficam retidas nos tecidos dos moluscos bivalves
podem ser provenientes de origem autdctone, como as pertencentes ao género Vibrio, ou
aléctones como os coliformes. Em uma primeira andlise, a ocorréncia simultanea destes dois



grupos bacterianos no mar parece nao ter correlagdo direta, principalmente devido as suas
diferentes origens. Porém, alguns pesquisadores vém salientando que a reprodugdo dos vibrios
poderia ser favorecida pela poluigdo organica de natureza fecal, cuja presenga pode ser
constatada através das analises de coliformes termotolerantes (VIEIRA et al, 2007a). Ainda
segundo estes autores (2007b), coliformes termotolerantes e Vibrio na dgua do estudrio do Rio
Jaguaribe, Ceard, apresentam correlacao (r = 0,5247).

Mexilhdes provenientes de regides mais contaminadas por coliformes totais e fecais
seriam menos resistentes a altas temperaturas (HENRIQUES et al., 2007), a baixas salinidades
(HENRIQUES et al., 2006) e a exposi¢ao ao ar (HENRIQUES et al., 2003; MOLES ¢ HALE,
2003), o que acarretaria maior indice de mortalidade durante a sua comercializagdo. As médias
anuais de coliformes totais encontradas no presente estudo sdo inferiores as detectadas nas
pesquisas de Henriques et al. (2003; 2006 e 2007), contudo as médias de coliformes
termotolerantes sao maiores, podendo indicar alguma susceptibilidade dos animais da ilha Guaiba
a situagdes de estresse como exposicao ao ar, baixas salinidades e altas temperaturas. Porém,
outros autores demonstram que os bivalves possuem mecanismos naturais de defesa do animal.
Um exemplo sdo os hemocitos, células da hemolinfa responsaveis por eliminar bactérias,
influenciando diretamente sobre a capacidade de depuragdo desses moluscos. A competéncia
destes mecanismos tem relacdo com a variedade bacteriana presente e com a integridade do
sistema imunologico do animal (CANESI et al., 2001; AKAISHI, 2007).

4.3 Salmonella spp.

Todas as amostras de mexilhdo analisadas apresentaram auséncia de Salmonella spp.,
concordando com as pesquisas realizadas com a mesma espécie por Galvao (2004) e Henriques et
al. (2007) também na regido sudeste do Brasil e com os parametros estabelecidos nacionalmente
para alimentos de origem animal. Na Nova Zelandia, Brock et al. (1985) também ndo isolaram
Salmonella das amostras de moluscos testadas, assim como Miller et al. (2006) nos EUA.

Das 59 amostras analisadas por Henriques et al. (2000), apenas uma apresentou a
presenca salmonelas na carne do molusco.

4.4 Staphylococcus Coagulase Positiva

Apesar de terem sido isoladas coldnias tipicas de S. aureus das amostras, nenhuma delas
foi capaz de produzir a enzima coagulase. Todas as amostras de mexilhdes analisadas
apresentaram-se dentro dos limites estabelecidos pelo regulamento técnico Resolugdo RDC n°. 12
da ANVISA (BRASIL, 2001).

Os resultados obtidos foram semelhantes aos de Galvao, J. et al. (2006) em mexilhdes
provenientes de Ubatuba, SP, analisados no periodo de novembro de 2002 a marco de 2003.
Henriques et al. (2000) também ndo registraram a de S. aureus nas amostras de mexilhdes
provenientes de bancos naturais do litoral da Baixada Santista, SP.

4.5 Agua do Cultivo x Mexilhées

Embora exista correlagdo entre o niimero de coliformes das amostras de 4gua e de
mexilhdo (tabela 2.4), os valores obtidos nos mexilhdes sdo maiores (Figura 2.2), concordando
com Brock et al. (1985), Solic et al. (1999), Galvao (2004) e Vieira et al. (2007b). As analises de
variancia foram realizadas por ANOVA, observando-se que as médias do NMP de coliformes



totais e termotolerantes para o mexilhdo foram significativamente superiores (p<0,05) as obtidas
para a dgua de cultivo (Anexo B).

Coliformes Termotolerantes
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aumenta e apresenta indices bem maiores do que na 4agua em que eles sdo cultivados,
demonstrando seu poder concentrador.

Diversos fatores contribuem para uma maior detec¢do de bactérias na carne dos moluscos.
Apesar do comportamento bacteriano nos animais ser ainda pouco conhecido, sabe-se que o
interior do corpo dos bivalves representa maiores possibilidades de manutengdo de células
cultivaveis do que na dgua. Além de ser este um ambiente mais propicio para haver a reproducao
bacteriana, a radiagdo solar seria um fator de redu¢do no nimero de E. coli detectaveis na agua do
mar pelos métodos de cultura. A luz solar contribui para a permanéncia das células no estado
Vidvel Mas Nao-Cultivavel na agua (POMMEPUY, 1996; VIEIRA, 2004; CASTRO et al.,
20006).

A taxa de filtragdo ¢ um outro fator que influencia no acumulo de bactérias pelos
moluscos e este processo ¢ regulado decisivamente pela temperatura ambiental (SOLIC et al.,
1999). A taxa de filtracdo da espécie Perna perna aumenta com a temperatura até o limite de
aproximadamente 25°C, quando esta taxa passa a reduzir-se com o aumento da temperatura
(RESGALLA JR. et al., 2007).

Apesar disso, nao foi verificada correlacdo significativa entre os dados de NMP de
coliformes e a temperatura da 4gua do cultivo (Tabela 2.4). Tais resultados apontam que a
temperatura da 4gua nao ¢ um dos fatores mais atuantes sobre as taxas de acimulo de coliformes
nos bivalves desta regido. Provavelmente, a pouca amplitude de varia¢do térmica verificada neste
experimento, de 21 a 26°C, nao foi suficiente para atuar modificando significativamente a taxa de
filtragio dos moluscos (GALVAO, 2004; HENRIQUES et al., 2007).



Em estudo conduzido por um periodo de dois anos na Croacia, Solic et al. (1999)
verificaram que as maiores médias de CT tanto nos moluscos quanto na agua ocorreram durante o
verdo e as menores no periodo de inverno. Porém, quando os indices de coliformes presentes na
agua sdo os mesmos em estagdes frias e quentes, mexilhdes podem bioacumular mais CT durante
o inverno do que no verdo. Provavelmente, as temperaturas observadas no verdo deste pais sdo
superiores ao limiar de filtracdo méxima. Tais autores demonstram ainda que quando as
concentragdes bacterianas nos moluscos sdo pequenas, o acumulo aumenta conforme aumenta a
temperatura. Entretanto, depois de determinada concentracdo de bactérias presentes em seus
tecidos, taxa de clareamento e a temperatura tornam-se variaveis inversamente proporcionais. O
fator de concentracdo de coliformes fecais nos mexilhdes parece ter maior influéncia das
concentragcdes bacterianas presentes na agua do que propriamente da temperatura. Este fato
também pdde ser verificado na presente dissertagdo através das andlises entre as varidveis CT nos
mexilhdes e CT na agua cuja correlacdo foi bem maior (r = 0,99, Tabela 2.4) que CT nos
mexilhdes e temperatura da 4gua (r = 0,01, Tabela 2.4).

A Comunidade Européia baseia-se principalmente na analise microbioldgica dos proprios
moluscos para avaliar sua sanidade e qualidade como alimento. No Brasil, além da anélise de no
minimo 15 amostras anuais da agua do cultivo, a legislagdo também apresenta os limites
microbiologicos para os proprios moluscos, porém nao estipula qual deve ser a amostragem e
tampouco a periodicidade destas andlises. O Instituto Francés de Estudos sobre o Mar —
IFREMER - defende a utilizacdo dos proprios moluscos devido a grande probabilidade de
flutuacdo de resultados obtidos a partir de amostras de agua, influenciadas por marés, correntes,
ventos, chuvas e outros fatores relacionados a intensa dinamica das zonas costeiras e estuarinas.



5 CONCLUSOES

O presente estudo possibilitou-nos uma posicao qualitativa quanto a critérios sanitarios:
considerando os padrdes microbioldgicos estabelecidos nacional e internacionalmente para as
bactérias em questdo, os mexilhdes cultivados na Ilha Guaiba encontram-se dentro dos padrdes
estabelecidos pela legislagdao vigente, sugerindo estarem aptos a comercializagdo e consumo
humano durante o periodo estudado.

Os mexilhoes da espécie Perna perna apresentam mais coliformes em seus tecidos do que
os presentes na agua do cultivo quando esta se encontra contaminada, principalmente devido a
caracteristica de bioacumulagao inerente aos moluscos bivalves filtradores.

O fator abidtico que apresenta maior correlagdio com a contaminagdo dos moluscos por
coliformes ¢ a precipitagdo pluviométrica seguido pela salinidade da dgua. Estas duas variaveis
abidticas podem ser utilizadas pelos maricultores desta regido como indicativas de periodos nos
quais a contaminagdo bacteriologica dos animais pode ocorrer mais intensamente, nao sendo
indicada a colheita durante estes periodos.

Para garantir uma ampla seguranca comercial dos moluscos cultivados na regido seriam
necessarias analises freqiientes, nos proprios mexilhdes, ndo s6 das bactérias avaliadas no
presente estudo, como também das do género Vibrio e de biotoxinas, virus entéricos,
protozoarios, dentre outros possiveis contaminantes como metais toxicos.



CONCLUSOES FINAIS

Tanto a d4gua do mar quanto os mexilhdes cultivados na Ilha Guaiba apresentam-se dentro
dos padrdes estabelecidos para as bactérias do grupo dos coliformes, Salmonella e
Staphylococcus coagulase positiva.

Do ponto de vista bacteriologico, o cultivo instalado na I1ha Guaiba encontra-se adequado
a criacao de moluscos bivalves.

Os moluscos apresentam maiores indices de coliformes do que os presentes na agua do
cultivo.

O fator abidtico que apresenta maior correlagdo com a contaminagdo colimétrica ¢ a
precipitacdo de chuvas, seguida pela salinidade. Estes dois fatores abioticos podem ser utilizados
pelos maricultores como indicativos de épocas mais propensas a maior contaminagao
bacteriologica de origem fecal nos moluscos e, consequentemente, periodos menos indicados a
pesca dos animais para consumo.
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