REVISTA

O MUNDO DA
SAUDE

Determinacao de bactérias do grupo dos coliformes no tecido
mole de Mytella guyanensis extraidas em Cananéia/SP, Brasil

Fatima Alessandra Deanna Buono Campos*
Larissa Yoshida Roselli* *
Edison Barbieri*

Resumo

Esta pesquisa teve por objetivo avaliar a qualidade microbiolégica de amostras da agua e do tecido de Mytella
guyanensis (Mollusca: Bivalva) espécie de relevante interesse comercial e que faz parte direta da renda e alimentacao
das comunidades tradicionais em regides litoraneas. Este estudo foi realizado em duas comunidades do Estuario de
Cananeia conhecidos como Retiro e Itanhoapina. Durante o periodo de 2017, onde a espécie é coletada para consumo
humano, as amostras de agua e do bivalve foram coletadas nas localidades a fim de determinar as concentragoes de
coliformes totais e termotolerantes. As Amostras de agua e de M. guyanensis foram analisadas para determinar o Niimero
Mais Provavel de Coliformes (NMP), baseado na Técnica de Tubo Miiltiplo. Os resultados das analises, demonstraram
baixas concentragdes de coliformes nas amostras de agua, tendo ocorrido resultado semelhante para as amostras de
tecidos dos individuos coletados. A analise da d4gua apresentou média geométrica de 34,81 coliformes totais e 20,70
MPN 100 mL" de coliformes termotolerantes. As médias de coliformes nos tecidos moles de M. guyanensis foram de
190 MPN g para coliformes totais e 174 MPN g para coliformes termotolerantes. As concentragcdes de coliformes
no tecido dos espécimes coletados, apresentaram correlagdo positiva com a temperatura e negativa com a salinidade.
Houve diferencas significativas entre a sazonalidade em relacdo a concentragdo de coliformes totais e termotolerantes
no tecido. O verdo periodo de chuvas, apresentou a maior média sazonal de coliformes em M. guyanensis. Todas os
valores obtidos para NMP de coliformes estiveram abaixo do limite estabelecido pela legislacao.
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INTRODUCAO

O municipio de Cananéia integrao Complexo  guyanensis sao organismos filtradores, ou seja,
Estuarino-Lagunar  de  Iguape-Cananeia-llha  pioacumuladores de poluentes, possuindo,
Comprida-Paranagua, uma regido rica em portanto a capacidade de absorver toxinas,
moluscos, principalmente o molusco bivalve  poluentes quimicos e biolégicos, inclusive
Mytellaguyanensis (Lamarck, 1819) conhecido  metais pesados e microrganismos presentes na
como, bico de ouro cujos bancos naturais situam-  4gua, filtrando de 19 a 50 litros de agua por hora,
se desde a por¢ao norte da llha de Cananéia,  com pouca ou nenhuma capacidade seletiva +3¢.
estendendo-se em direcao sul, acompanhando Moluscos bivalves apresentam, relevante
a linha costeira da Baia de Trapandé e Canal jnteresse comercial e faz parte da dieta
de Ararapira, adentrando a regido contigua galimentar de muitas comunidades, sendo
de Paranagud, no Estado do Parana'*’ Mytella  retirada nos bancos naturais pelos Marisqueiros
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e comercializada na regiao proxima de onde
ocorrem. A espécie é explorada comercialmente,
sendo retirada em bancos naturais de modo
desordenado e sem nenhum controle sanitéario
pelas autoridades locais.

Essa espécie tem sido bem estudada
com relagdo aos aspectos de sua dinamica
populacional, caracterizacdo do habitat’,
reproducao®, aspectos fisiologicos relacionados
com diferentes variaveis ambientais,
principalmente temperatura® e salinidade' .
Entretanto, com relacdo ao seu aspecto sanitario
ainda sao bem escassos os trabalhos referentes
a concentracao de coliformes em seus tecidos,
principalmente no estuario de Cananeia. Esta
espécie de molusco é um organismo filtrador
que quando em areas que recebem efluentes
poluidos de esgoto doméstico ndo tratado,
podem acumular microrganismos contaminantes
em seu interior, em quantidades muito superiores
aos indices encontrados na agua ondem vivem'=.
Por este motivo existe urgéncia em se monitorar
as concentracoes de Coliformes nesse molusco,
para se evitar problemas de satde publica.

Diversas populagoes de bactérias patogénicas
podem ser encontradas na agua'*'* e por
vezes, concentradas em moluscos bivalves
filtradores em locais contaminados com esgoto
doméstico''3. Desta forma, altas concentracoes
de bactérias patogénicas em bivalves podem levar
a sérios problemas de satide puablica'. InGmeras
patologias podem ocorrer através da ingestao
de moluscos oriundos de dguas contaminadas,
como por exemplo, a gastroenterite'*, geralmente
causadas pela infeccao por Vibrio cholerae,
Shiggella sp., Salmonella typhi e Escherichia
coli®. No caso da Mytella guyanensis, na
maioria das vezes consumidas in natura, pode
causar doengas, caso estejam contaminadas por
bactérias e/ou pela presenca de toxinas'’.

Os padroes microbioldgicos da qualidade de
alimentos inclusive de origem marinha, tais como
peixes, moluscos e crustaceos sao regulamentados
pela Resolucdo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria, Resolugdao ANVISA RDC
n® 12/01, baseando-se nas concentracoes de

Coliformes a 45°C, Staphylococcus coagulase
postiva e Salmonella sp."®. A qualidade de aguas
destinadas a criacdo de organismos aquaticos,
incluindo salobras e salgadas, é avaliada por
meio da Resolucao do Conselho Nacional do
Meio Ambiente, Resolucago CONAMA n° 357/05,
que considera como parametros os coliformes
termotolerantes e Escherichia coli.

Nos Estados Unidos da América, Asia, Europa
e Australia houve vérios registros de doencas
associadas ao consumo de moluscos bivalves
por causa de microorganismos ou biotoxinas'.
No Brasil, ainda ndo existe casuistica que
mostre correlagdo que aponte estatisticamente
a problemética a este respeito®. Pelos motivos
expostos, urge a necessidade de se monitorar as
regides e os organismos bivalves em relagcdo as
bactérias. Assim sendo, o objetivo deste trabalho
foi avaliar microbiologicamente a qualidade
higiénico-sanitaria da  Mytella  guyanensis
comercializados por duas comunidades do
municipio de Cananéia.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e método de coleta:

As amostragens de Mytella guyanensis e de
aguas estuarinas, foram coletadas em duas
localidades chamadas de Retiro e Itanhoapina
(25°06°48°S - 48° 02703 W), situadas no
municipio de Cananéia (SP), no periodo de
2017, onde se desenvolve a extragao de Mytella
guyanensis em baixios lodosos. Os locais das
coletadas foram georeferenciados com o auxilio
do aparelho GPS (Global System Position),
escolhidos por caracterizar a estacdo amostral
e devido a area de coleta dos marisqueiros
(figura 1). As andlises das variaveis ambientais
temperatura (°C), pH, salinidade e oxigénio
dissolvido (mg/L) foram obtidos na prépria area
da coleta com o auxilio do equipamento de
medi¢dao Multiparametro YSI-63.
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Figura 1 - Localidades onde foram coletadas as amostras de agua para analise microbiolégica em
Cananéia, SP.

Coletou-se semanalmente um total de
30 amostras com auxilio de garrava de
Van Dorf, em profundidade de 1 metro
durante o periodo de um ano para se
estudar a relacao da salinidade/temperatura
e a concentracao de coliformes nos tecidos
moles de M. guyanensis nas duas localidades
mencionadas. Apés a coleta as amostras
foram colocadas em frascos de vidro neutro de
borossilicato autoclavados, armazenadas em
caixa isotérmica refrigerada para transporte
e analisadas dentro de um periodo maximo
de 6 horas a partir da primeira amostragem
em campo. Para se estudar a concentragao
de coliformes no tecido do referido molusco,
em relacdo a sazonalidade, coletou-se 16
espécimes por estacao do ano totalizando 64
individuos analisados.

Analise Microbiologica

A analise da agua e do tecido mole foram
realizadas no laboratério do Instituto de
Pesca-Cananéia. As amostras de agua e
da Mytella guyanensis foram submetidas a
duas etapas para determinacdo colimétrica,
tendo sidas submetidas a analises para a
determinacao do NMP de Coliformes Totais
e Termotolerantes, seguindo a metodologia
descrita pelo Standard Methods For The
Examination Of Water And Wasterwater*'.

As amostras de agua foram analisadas
sem diluicao e diluida em agua tamponada
de proporcdao 1:9, obtendo diluicdes
decimais seriadas de 10" a 107 (realizada
em duplicadas). O tecido mole da Mytella
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guyanensis foi recolhido em condicoes
assépticas e, em um recipiente estéril,
mensurado 20 g, homogeneizado em 180
mL de agua tamponada e retirado aliquotas
necessarias para cada analise, iniciando a
diluicao em 10" em séries de 3 tubos.

Oteste presuntivo forneceu uma estimativa
preliminar da concentragdo do grupo
bacteriano baseada no enriquecimento em
meio minimamente restritivo. As amostras
foram diluidas conforme APHA (2005),
com 5 réplicas para cada diluigdo além dos
tubos controle, visando identificar possiveis
resultados falso-positivos. Na sequéncia, foi
feita a inoculacdo de 10 mL das amostras
em Caldo Lactosado Sulfato de s6dio em
concentragdo dupla, 1T mL e 0,1 mL em
concentragdo simples e incubou-se a 35°C
por 24 — 48 h. Os tubos que apresentaram
producdao de gis no tubo de Durham e
acidificagao foram considerados positivos e
as culturas foram utilizadas para a realizagdo
do teste confirmativo'?.

Os tubos considerados positivos no teste
anterior foram inoculados em tubos de
meio seletivo e inibidor, para determinar os
coliformes totais e para diferenciacdo dos
coliformes termotolerantes. Para coliformes
totais, as amostras foram inoculadas em
Caldo Verde Bile Brilhante (a 2% lactose),
incubados a 35°C por 48 h. Para coliformes
termotolerantes, as  amostras  foram
inoculadas em Caldo EC (meio especifico a
Escherichia coli ) utilizado como indicador
de bactéria entérica patogénica por 24 h a
44,5°C. devido a presenca de gés no tubo de
Durham indicando positividade no teste'*22.

Métodos Estatisticos

Acorrelagao Linearde Pearsonfoiutilizada
para verificar a existéncia de correlacao
entre os coliformes na agua e no tecido da
ostra com a salinidade, temperatura. Para a
sazonalidade as andlises estatisticas, foram

feitas andlises de Kruskal-Wallis para teste
de normalidade e Levene para se verificar a
homocedasticidade. Ap6s esse procedimento
utilizou-se ANOVA (p<0,05) para as analises
da variancia, para analisar se houve diferenca
entre o NMP de coliformes e a sazonalidade.

RESULTADOS

Os resultados das analises da agua do
estuario, apresentaram média geométrica de
64,81 Coliformes totaise 50,70 MPN.100mL"
de Coliformes termotolerantes. As médias de
coliformes nos tecidos moles de M. guyanensis
foram de 90 MPN.g' para coliformes totais e
74 MPN.g" para coliformes termotolerantes.

Observou-se uma correlacdo negativa
entre o aumento da salinidade e os valores
de Coliformes Termotolerantes (Person’s r=
-0,91, p<0,001) presentes no tecido mole das
M. guyanensis (figura 2). A mesma tendéncia
de correlagdo negativa foi observada entre
os valores de Coliformes Totais (Person’s r=
-0,85, p<0,001) presentes no tecido mole dos
bivalves em relagdo a salinidade (figura 3).
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Figura 2 - Correlacido entre o MNP de coliformes
termotolerantes presentes no tecido mole de Mytella
guyanensis e a variagao da salinidade (n=30, r=-0,91).
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Figura 3 - Correlacdo entre o MNP de coliformes
totais presentes no tecido mole de Mytella guyanensis
e a variacdo da salinidade (n=30, r=-0,85).

A analise da relacado de Coliformes
Termotolerantes e temperatura, demostrou
que o NMP de Coliformes Termotolerantes
presentes no tecido mole de Mytella guyanensis
apresentou  correlagdo  positiva com a
temperatura (Person’s r= 0,48, p<0,001), assim
como os resultados obtidos para o NMP de
Coliformes Totais presentes no tecido mole
das Mytellas guyanensis (Pearson’s r=0,47,
p<0,001) (figuras 4 e 5).
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Figura 4 - Correlacao entre o NMP de coliformes
termotolerantes presentes no tecido mole de Mytella
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Figura 5 - Correlacido entre o NMP de coliformes
termotolerantes presentes no tecido mole de Mytella
guyanensis e a variagdo da temperatura (n=30, r=
0,47).

Em relagdo a sazonalidade, os tecidos moles
analisados das Mytella guyanensis apresentaram
niveis de Coliformes Termotolerantes mais
elevados no verdo (174 NMP/100mL), em
comparagdo com as demais estagdes. O verdo
diferiu estatisticamente das outras estacoes
estudadas tanto para Coliformes termotolerantes,
quanto para Coliformes totais (figuras 6 e 7).
Quanto aos Coliformes Totais, os tecidos moles de
Mytella guyanensis, apresentaram niveis elevados
também no verdo (190 NMP/100mL), ao serem
comparados com as demais estagdes, houve
diferencas estatisticas entre elas (figura 7).
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Figura 6 - Variacdo médias do NMP de coliformes
termotolerantes presentes no tecido mole de Mytella
guyanensis em relacao a sazonalidade. As barras sdo
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Figura 7 - Variacdo das médias do NMP de
coliformes totais presentes no tecido mole de Mytella
guyanensis em relacdo a sazonalidade. As barras sao
os respectivos desvios padroes (n=16).

DISCUSSAD

As concentracoes de coliformes encontradas
na M. guyanensis foram maiores que as
encontradas na 4agua, diferentemente dos
resultados dos estudos de Farias et al.**, Kolm &
Absher* , que indicaram maior contaminagao
na agua do que nos moluscos. Resultados
observados nos estudos de Moreira et al?*
realizado em Paraty (RJ), demostrou que a
concentracao de bactérias fecais foi maior nos
moluscos que na agua. Semelhantes achados
foram observados por Kolm & Absher”, em
estudo realizado no complexo estuarino de
Paranagua (PR), onde observaram que no verao
a concentracao de coliformes no tecido de ostras
era maior que na agua. Corroborando com os
resultados encontrados no presente estudo.

Farias et al** verificaram que os valores de
NMP nas amostras de agua e nos organismos,
foram maiores principalmente na estagao chuvosa
(verdo), resultados semelhantes ao do presente
estudo. A concentragdo de microrganismos na
M. guyanensis indica o nivel de contaminacao
no momento da coleta, mas isso pode variar de
um animal para outro e também depende das
condigdes ambientais e meteoroldgicas, bem
como se o organismo estava filtrando ou em

repouso na hora da coleta?’.

Verificou-se que todas as concentragdes
de coliformes termotolerantes  detectados
durante este estudo estavam dentro dos limites
estabelecidos pelo Programa de Garantia de
Qualidade da Uniao Européia — EUSQAP?, o
Codex Alimentarius®’, a Comissdo Internacional
de  Especificagdes  Microbiolégicas  para
Alimentos®™ e por fim Programa Nacional de
Controle  Higiénico-Sanitario de Moluscos
Bivalves (PNCMB). Embora tenha sido registrado
que em alguns periodos do ano os niveis dessas
bactérias foram mais elevados, os valores obtidos
nunca ultrapassaram os limites estabelecidos
pelo PNCMB.

A amplitude da variacdo da salinidade em
estuarios é sempre muito alta, sendo possivel
encontrar neste ecossistema bactérias que
possuem adaptacoes para tolerar elevadas
salinidades, bem como aquelas que vivem em
aguas com baixo teor de sal’'. No presente estudo
verificou-se que houve uma correlagdo negativa
entre a salinidade e o NMP de coliformes totais
e termotolerantes, semelhante ao observado
por Ramos et al.*, na regido estuarina da Lagoa
dos Patos, onde a concentracio bacteriana
apresentou-se menor em aguas onde ocorreram
salinidades elevadas. Em contrapartida, Silva
et al*’, estudando as bactérias fecais no
estuario do Rio Coc6, CE, constataram que
nao houve correlacdo entre a salinidade e as
concentracoes de coliformes. Estudo de Kolm e
Andretta®" demonstrou que em estuarios onde as
variagdes de salinidade sao muito grandes, ha
uma tendéncia de diminuicao dos coliformes a
medida que a salinidade aumenta, ja que estes
organismos nao sao muito resistentes as altas
concentracoes de sal.

Outros fatores podem contribuir para as
flutuacdes das concentracdes de coliformes na
agua, entre eles o aumento da temperatura, pois
simultaneamente h&a o aumento do metabolismo
dessas bactérias, acelerando sua reprodugédo e
elevando a concentragdo bacteriana nas aguas
em que se encontram. Os estuarios podem
apresentar variagdes de temperaturas muito
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altas**, condicionando concentracbes maiores
de coliformes onde os valores térmicos sdao mais
elevados, o que pode explicar a correlagdo
positiva observada neste trabalho entre os
coliformes e a temperatura da agua, a qual
concorda com os resultados obtidos por Doi et
al.* e Ristori et al.*®.

Quanto a sazonalidade, verificou-se que
houve uma tendéncia de maior concentracdo
de coliformes no verao — periodo de chuvas, em
comparagdo as outras estagdes, com diferenca

CONCLUSAO

As variagdes do NMP de coliformes totais
e termotolerantes apresentaram correlacao
positiva com a temperatura e negativa
com a salinidade, as variacdes sazonais
observadas estiveram associadas as diferentes
temperaturas, sendo que no verdao houve a
maior concentracao de coliformes nos tecidos
das ostras. Apesar desse aumento, todas as
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