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1 — Introducéo

O filo Mollusca, o segundo maior em numero de espécies, apresenta um
inequiparavel grau de disparidade morfolégica e representantes em quase todos 0s
ambientes. Participam do cotidiano do homem desde a pré-historia, principalmente
como alimento, mas também como adorno, vetores de doencas, itens de colecao,
produtores de pérolas, etc. Os representantes deste filo ocorrem desde as fossas
abissais até as montanhas; das geleiras da Antartica até desertos torridos. Existem
moluscos predadores (até mesmo de vertebrados), herbivoros, ecto e endoparasitas,
filtradores, comensais, sésseis, vageis, pelagicos e neustdnicos. Em certos ambientes
representam grande biomassa e podem ser importantes na reciclagem de nutrientes
(SIMONE, 1999).

Estimativas do numero de espécies de moluscos no mundo variam entre 80.000
e 120.000, sendo que, destas, aproximadamente 1.600 ocorrem na costa do Brasil. No
litoral do estado de Séo Paulo em particular, foi registrada a ocorréncia de 578
espécies. Embora mesmo no supra e nediolitoral, tanto em praias quanto em costdes
rochosos, ainda existam muitas espécies por descobrir ou conhecer melhor, a maior
caréncia de dados nos moluscos marinhos esta em aguas mais profundas, pois apenas
recentemente este ambiente comecou a ser explorado. Os manguezais, apesar de sua
grande importancia econémica como fonte de varias espécies comestiveis, tem sido
muito pouco estudados quanto a malacofauna economicamente tdo interessante.
Mesmo espécies de bivalves de grande interesse econdémico, carecem ainda de estudo
sistematico profundo (SIMONE, 1999; BEIRAO, 2002).

Fazendo parte desta estimativa, temos o molusco bivalve Tivela mactroides
(BORN, 1778), da familia Veneridae. Este molusco que vive em fundos arenosos
(enterrado ou sob ele) desde Santa Catarina até o Ceara, sendo freqiiente e comum. E
considerado uma importante fonte de alimentacéo e renda para a populacao ribeirinha.

As mais sérias ameacas a biodiversidade malacol6gica marinha certamente séo
os diversos tipos de degradacédo ambiental. A constru¢do de portos, com consequientes
derramamentos de dejetos, petrdleo, residuos industriais, produtos de limpeza, afetam

a fauna marinha, podem acarretar declinio da diversidade local e exclusdo de espécies



menos resistentes (MIGOTTO et al, 1993). O ambiente marinho vem sendo
considerado como muito resistente as agressdées do homem (VERMEIJ,1986), porém
se tem notado que as populagdes das espécies que ali vivem, moluscos em particular,
tem sofrido drasticas modificacbes, equiparaveis as que ocorrem em outros
ecossistemas (CARLTON et al., 1991).

Os problemas sanitarios que afetam os produtos da pesca in natura foram
analisados pela FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations)/OMS
(Organizacdo Mundial de Saude) na Tailandia em julho de 1997 e associados com a
contaminagdo biol6gica e quimica destes produtos. O grupo identificou, avaliou e
quantificou os perigos potenciais para a populacdo e, a partir destes resultados, como
controlar, na préatica, com programas aplicados no ambito nacional e internacional estes
problemas (LUPIN, 1999). As toxinfeccbes alimentares provocadas por parasitas,
bactérias patogénicas, residuos de agrotoxicos, medicamentos veterinarios e metais
pesados, foram os principais perigos identificados. As razfes para a preocupacao sao
diversas. Entre elas temos a poluicdo ambiental e os habitos culturais tradicionais de
preparacdo e consumo destes alimentos (BEIRAO et al., 2002).

Odores e sabores podem indicar problemas de qualidade, sejam eles
provenientes da contaminagéo do pescado (gasolina, diesel, detergentes, desinfetante,
etc.) ou mesmo de propria deterioracio (azedo, amonia, putrido) (BEIRAO et al., 2002).
A manipulacdo de moluscos bivalves marinhos e do seu consumo in natura pode
possibilitar o risco de contaminagéo cruzada. Os exames microbiolégicos de moluscos
bivalves, segundo GELLI et al. (1979), sdo indicativos da microbiota do ambiente
marinho e da presenca de contaminantes, inclusive patogénicos. Assim os resultados
microbiolégicos sdo como sentinelas para a saude publica, no que tange ao controle de
infeccdes alimentares (DIAS et al., 2003; CUNHA NETO et al., 2002).

Coliformes séo indicadores de higiene no processamento de alimentos, dentre
eles, a bactéria Escherichia coli € indice de contaminacao fecal, podendo ser resistente
a concentracdes suaves de sal em alimentos (MURATORI, 1991). De um modo geral as
E.. coli podem multiplicar-se em alimentos e sdo necessarias de 10° a 10’ UFC/g para
causar infeccdo (SILVA et al., 2001). Moluscos bivalves séo considerados de qualidade
satisfatoria no momento da venda quando o niumero mais provavel (NMP) de coliformes



fecais ndo exceder a 230/100g e a contagem total de aerdbios viaveis em placa a 35° C
ndo for superior a 5x10°%g de amostra. Em nivel de controle de qualidade, o marisco é
considerado de boa qualidade quando o nimero de Escherichia coli estiver abaixo de 5
bactérias/g de carne e sdo esterilizados apés dois minutos e meio em agua fervendo
(BEIRAO et al., 2002).

Este trabalho teve como objetivo comparar diferentes métodos de conservacao
(in vivo, resfriado e congelado), assim como o tempo de conservacdo do molusco
bivalve Tivela mactroides, em relacdo a presenca de coliformes totais e coliformes
fecais. Foram utilizados os coliformes como parametro de mntaminacdo do molusco

devido a sua facil identificacdo e ao baixo custo de analise.



2 - Resumo

A contaminacdo de alimentos tem aumentado a cada ano, e atualmente
representa um risco potencial para a saude humana. Coliformes Totais e Fecais foram
isolados do molusco de areia Tivela mactroides e quantificados usando o Numero Mais
Provavel (NMP) por grama de carne do molusco. O trabalho foi dividido em trés
experimentos. O primeiro com coletas em 04/07/2004, resfriamento do material a 4°C e
analises de 9 amostras a cada 24 horas durante trés dias. O segundo experimento teve
as coletas realizadas em 12/07/2004, congelamento do material a 0°C e analises
idénticas as do primeiro experimento. O Ultimo experimento teve as coletas realizadas
no dia 18/7/2004 e caracterizouse pela analise de amostras in vivo, resfriadas e
congeladas, todas apds 24 horas da coleta. Observou-se que o NMP para coliformes
totais era bem maior que o NMP de coliformes fecais. A contaminacdo do Berbig&do
(nome popular do Tivela mactroides) se da por despejo de esgoto no mar. Conclui-se
gue este alimento representa risco a saude humana se nao forem observadas praticas
adequadas de preparacdo do alimento e que o melhor método de conservacao da
carne deste animal para analise de coliformes totais e fecais € o congelamento, pois
neste caso mantevesse o NMP/g, em média, estavel durante os trés dias de
conservagao.



3 — Reviséo Bibliografica

3.1 — O mercado do pescado e sua utilizacdo como alimento

O pescado pode ser comercializado nas fomas in natura ou
industrializado. A forma in natura, entende-se como o pescado recém-capturado,
submetido ou n&o a refrigeracéo e adquirido pelo consumidor ainda em estado cru. A
refrigeracdo do pescado inteiro compreende apenas a manutencdo do mesmo em
condicbes de resfriamento (por exemplo, em gelo) ou congelamento (em temperaturas
abaixo de —18°C). A industrializaacao, por sua vez, compreende o pescado que, de
alguma forma, sofre um processo mais elaborado de manuseio e preservacgao, tais
como: preparacao de filé, seguida de congelamento e estocagem por longos periodos
até posterior comercializacdo; pescado salgado; pescado defumado; embutido de
pescado; pasta de pescado; pescado enlatado; pescado fermentado; farinha de
pescado; o0leo de pescado. Outros produtos e sub-produtos também s&o aproveitados
do pescado. Entre eles temos: barbatana de tubardo, cartilagem de pescado, algas
como alimento, fertilizante, uso farmacéutico e industrial, pele e couro de pescado,
bexiga natatéria usada na fabricagdo de gelatina, cola e clarificacdo de vinhos,
carapaca de crustaceos usada como fonte de fibra, extracdo de quitina, quitosana e D-
glucosamina (OGAWA e MAIA, 1999).

Atualmente, tanto os peixes como 0s moluscos estdo sendo comercializados no
mercado interno. No caso dos camardes marinhos, cerca de 30 % da producdo é
destinada ao mercado interno, enquanto 70 % é exportada para os Estados Unidos,
Franca, Espanha, Itdlia e Holanda (http://masrv56.agricultura.gov.br/seap/index.htm).

A globalizacdo e o Mercosul tém permitido a abertura comercial para varios
produtos de pescado, sendo ultimamente, facilmente encontrados nos supermercados e
lojas brasileiras, produtos nacionais e internacionais, tais como o0 “Kani-Kama”
congelado da Argentina (OGAWA e MAIA, 1999). Segundo o documento “Estado
Mundial da Pesca e Aquicultura em 2002” publicado pela FAO (Food and Agriculture of
Organization of the United Nations) em 2003, a partir de 1970, a aquicultura mundial



vem apresentando indices médios anuais de crescimento de 9,2%, comparados com
apenas 1,4% na pesca extrativa e 2,8% na producdo de animais terrestres. A China
permanece como o maior produtor mundial, com 71% do volume e cerca de 50% em
termos de valor. O potencial do Brasil para o desenvolvimento da aquicultura é imenso,
uma vez que € constituido por 8.400 km de costa maritima, 5.500.000 hectares de
reservatérios de aguas doces (aproximadamente 12% da agua doce disponivel no
planeta), clima extremamente favoravel para o crescimento dos organismos cultivados,
terras disponiveis e ainda relativamente baratas na maior parte do pais, mao-de-obra
abundante e crescente demanda por pescado no mercado interno

(http://masrv56.agricultura.gov.br/seap/index.htm).

Embora as pesquisas voltadas para o cultivo de organismos aquéticos tenham se
iniciado na década de 30 do século passado, as mesmas sO foram intensificadas a
partir de 1970. A aquicultura comercial brasileira se firmou como uma atividade
econdmica no cenario nacional da producdo de alimentos a partir de 1990, época em
que a producédo de pescado cultivado girava em torno de 25.000 toneladas/ano. A
producdo de pescado no Brasil, na ultima década, tem-se mantido em torno de 750 mil
toneladas anuais, constituida principalmente de peixes marinhos (BEIRAO et al, 2002).

Aliada a pequena producdo nacional, a falta de medidas que priorizem a
qualidade do pescado por parte de pescadores e empresarios tem contribuido para
aumentar o desinteresse internacional por produtos de pescado brasileiro, incluindo o
produto in natura. Para reverter tal tendéncia, é fundamental o desenvolvimento de
acOes para a melhoria da qualidade do pescado, avanc¢os na tecnologia de utilizacéo e
processamento destes e aproveitamento de recursos nao-utilizados, como a fauna
associada (OGAWA e MAIA, 1999).



3.2 - HACCP e a pesca nhos paises em desenvolvimento

Um resumo histérico sobre a aplicacdo do sistema HACCP (Harzard
Analysis and Critical Control Point System) na aquicultura indica que a primeira
experiéncia ocorreu em 1989-1990, quando a NFI (National Fisheries Institute) em
cooperagdo com o NMSF (National Marine Fisheries Service), organizaram seminarios
envolvendo a aplicacdo deste sistema de controle de qualidade na area de cultivos ded
camardao. O primeiro modelo regulamentar de HACCP aplicavel na aquicultura foi
publicado e distribuido pelo préprio NMSF em 1991. Em 1992 foi divulgada uma série
de informacdes para aplicacdo e processamento do bagre (Ictalurus spp.), incluindo as
operacdes de cultivo. Este ponto de partida influenciou muitos paises, que, decidiram
aplicar o sistema HACCP na aquicultura, empregando o enfoque integrado sanidade-
qualidade-integridade econémica, preconizado pelo NMSF (BEIRAO et al., 2002).

Quando se desenvolve um programa do tipo HACCP, que se trata de um
conjunto de normas para se obter um rigido controle da qualidade do produto
alimenticio, e uma andlise dos riscos relacionada a maneira como se utiliza os produtos
da aquicultura, é possivel concluir que os produtos da aquicultura nao apresentam
maiores riscos que os produtos da pesca tradicional, excecdo daqueles que séo
consumidos crus, em especial os moluscos bivalves e algumas espécies de pescado de
agua doce ou salobra. No entanto, os produtos da aquicultura podem apresentar riscos
particulares, como a contaminagdo por antibioticos, medicamentos veterinarios e
herbicidas (BEIRAO et al., 2002).

A Comissdo do Condex Alimentarius dispée de uma revisdo do Cddigo de
Praticas para Produtos Pesqueiros que inclui os produtos da aquicultura. O texto
recomenda uma atencéo especial ao controle de agentes patogénicos biolégicos, como
as bactérias e parasitas, contaminantes quimicos e residuos de medicamentos
veterinarios (www.condexalimentarius.com.br).

Segundo SANTOS (1999) um dos sistemas de producédo alimentar que mais
rapidamente se desenvolveu no mundo é a aquicultura, chegando a atingir uma taxa de
crescimento equivalente a 9,6% ao ano na ultima década. Isto € importante pois este

aumento estd diretamente relacionado a contribuicdo que o sistema oferece para



diminuir a diferenga entre as demandas e a oferta de produtos pesqueiros. A
aquicultura comercial tem contribuido de maneira significativa para a economia dos
principais paises produtores e, em grande parte para com O0s paises em
desenvolvimento, nos quais as espécies de maior valor comercial se tornaram uma
importante fonte de renda. O continente asiatico, possuidor de uma das maiores
tradicdes na area da aquicultura é capaz de produzir mais de 90% do volume total da
producdo mundial, seguido pela Europa (5,1%), América do Norte (2,2%) e Ameérica do
Sul (1,4%).

Com relacao aos paises em desenvolvimento, a aplicacao do sistema HACCP na
aquicultura sofre uma influéncia relacionada a necessidade de se cumprir 0s requisitos
sanitarios impostos pelos principais paises importadores destes produtos. Restricbes de
organismos oficiais, que regulam o consumo e estdo envolvidos com o controle
sanitario de alimentos no Japéo, devido a uma importagédo de crustaceos contaminados
com residuos de pesticidas, forcaram o governo da Tailandia, Indonésia e Filipinas, a
aplicarem um novo sistema de controle de qualidade. As mesmas restricdes foram
impostas pela Europa e Estados Unidos, acelerando o processo (BEIRAO et al., 2002).

Para muitos paises em desenvolvimento, a aplicacdo do sistema HACCP na
indastria pesqueira tem sido conseguida através das atividades de capacitacdo e
treinamento de pessoal desenvolvido pela FAO (OGAWA e MAIA, 1999). Produtores de
salmdo no Chile e camardo no Equador, Guatemala, Honduras e Panama foram os
primeiros grupos a aplicarem este sistema de controle de qualidade. A iniciativa foi
seguida por cultivadores de truta, camarao e tilapia na Coldmbia, Cuba, Brasil e Peru.
Na Asia, o sistema esta praticamente limitado a paises como a Indonésia, Malasia,
Filipinas, Singapura, Tailandia e Vietna. Estes paises tem recebido assisténcia técnica
consideravel através de projetos canadenses envolvendo a tecnologia pesqueira. Os
esforcos desenvolvidos pela Tailandia merecem consideracdo especial, ja que neste
pais, o Departamento de Pesca, conjuntamente com aquicultores e induastrias de
processamentos, desenvolveram o Programa Nacional de Geréncia de Qualidade,
especialmente dirigido para o controle da contaminacdo do camar&do por pesticidas,
medicamentos veterinarios e microorganismos patogénicos. No Vietnd, a possibilidade
de utilizar o conceito e os principios do HACCP para o controle de zoonoses



transmitidas pelo pescado € objeto de pesquisa por parte da FAO e a Organizacéo
Mundial da Satde (OMS) desde 1994 (BEIRAO et al., 2002).

Na Africa, a utilizacdo do sistema HACCP na agqiiicultura praticamente se
concentra no cultivo de bivalves nos paises situados ao norte do continente, como
Marrocos e todos os programas tem influéncia européia, principalmente da Franca e
Espanha (SANTOS, 1999).

A planificacdo e a aplicagdo do sistema HACCP devem ser consideradas com
muito cuidado, tendo como base uma avaliacdo de viabilidade pratica de sua execucao
em cada setor especifico da pesca, nos riscos associados aos componentes e
procedimentos do sistema de cultivo através da identificacdo apropriada dos pontos
criticos de controle. O Brasil ja regulamentou a exigéncia do HACCP para o pescado
através do Ministério da Saude — Portaria 1428 e Ministério da Agricultura — Portarias
11, 13 e 23/93. E importante mencionar que o HACCP pode se tornar uma barreira ndo

tarifaria, caso as empresas exportadoras ndo o tenham implantado (ABIA, 1998).



3.2.1 — Moluscos de interesse comercial

O comércio de moluscos tem crescido muito na Ultima década. Isso devido ao
fato do grande uso dos mesmos na culinaria e como matéria-prima para artesanato
(BEIRAO et al, 2002). Entre os principais moluscos comercializados no Brasil temos as
ostras. Pertencentes a familia Ostreidae, medem de 7 a 10 cm, sédo desprovidas de pés
e ligam-se a seu suporte com um cimento segregado pelo manto. Uma ostra produa
milhd&es de ovos por ano e estes demoram de quatro a cinco anos para atingirem a
maturidade (BARNES, 1980).

Conhecido popularmente como mexilhdo, marisco ou ostra-de-pobre, o bivalve
da familia Mytilidaemais comercializado no Brasil € o Perna perna (Linnaeus,1758).
Esta espécie € encontrada em toda costa brasileira com excecdo das areas de mangue.
Habita a regido entre marés, sendo encontrado fixo a rochas ou qualquer estrutura dura
imersa (http;//www.gep.cttmar.univali.br).

Pertencente a familia Veneridae, sub -familia Meretricinae, temos o
molusco de areia Tivela mactroides, que tem sua ocorréncia registrada em grande
abundancia na Venezuela, tendo apenas um estudo com comunidades
macrobentdnicas, registrando sua alta densidade no Brasil. S&o muito usados para
artesanato, mas sua principal utilizacdo € na culinaria, tendo, portanto,grande valor
comercial. Vivem na regido entre marés, sob a areia ou enterrados (MCLACHALAN et
al, 1996).



3.2.2 - Bioecologia de moluscos marinhos

A classe Bivalvia, também chamada Pelecypoda ou ainda Lamellibrachia, é
formada por moluscos conhecidos por bivalves, tais como mexilhdes e ostras, os quais
tem o corpo lateralmente achatado e possuem uma concha com duas valvas
dorsalmente articuladas.

Os bivalves alimentam-se de plancton, microorganismos e matéria organica em
suspensao presentes na agua, através de filtracao pelas branquias, as quais ndo
possuem nenhuma capacidade seletiva, e sendo a ingestao dessas particulas limitada
apenas pelo tamanho da boca (BARNES, 1990).

A composicao da parte comestivel de peixes, crustaceos e moluscos varia entre
70 a 85% de agua, 20 a 25% de proteinas, 1 a 10% de gordura, 0,1 a 1% de agucar e 1
a 1,5% de minerais. Essa composicdo € altamente variavel de espécie para espécie,
mas € comum a muitas espécies de peixes, crustaceos e moluscos o baixo contetdo de
gordura e a elevada quantidade proteinas (OGAWA e MAIA, 1999; BEIRAO et al.,
2002). Quando comparados a outros tipos de pescado, 0s moluscos apresentam em
sua carne um alto teor de carboidratos e menores concentracdes de nitrogénio.
Consequentemente, a deterioragdo de moluscos é essencialmente fermentativa.

A sazonalidade promove varia¢des substanciais na composicdo das espécies
pelagicas. A quantidade de gordura na carne de produtos marinho varia de acordo com
as espeécies, idade, parte do corpo, pré ou pos-desova e as condi¢cdes nutricionais. De
um modo geral, ha uma correlacdo inversa entre os conteludos de gordura e agua nas
mesmas espécies. A gordura dos produtos marinhos é altamente insaturada. Em estado
inalterado constitui excelente fonte calérica e ndo acarreta elevacdo dos niveis de
colesterol sanguineo. Entretanto, o elevado indice de insaturacdo a deixa suscetivel a
oxidacao, podendo se tornar rapidamente rancosa, especialmente quando se elaboram
produtos salgados ou secos. Isso ndo apenas diminui a qualidade do produto mas
também acarreta riscos, devido ao teor de peroxidos resultante da deterioracdo dos
lipidios (OGAWA e MAIA, 1999; BEIRAO et al., 2002).



3.2.3 - Microbiologia de moluscos

7

No molusco vivo, o musculo abaixo da superficie da carne é considerado
bacteriologicamente estéril. A maior concentragdo de microorganismos encontra-se no
intestino, branquias e muco superficial. O numero e tipo de microorganismos
encontrados no molusco recém capturado é influenciado por diversos fatores, tais
como: localizagdo geografica da captura (lugares mais populosos geram maior
contaminac&o), estacéo do ano e método de captura (BEIRAO et al, 2002)

Em razdo de seu habito alimentar filtrador e por freqlientemente serem
consumidos crus ou levemente cozidos, 0os moluscos passa a ser um problema
particular de saude publica. Os mariscos, pelos quais passam grande quantidade de
agua durante o processo de filtracédo, recolhem desta maneira os microorganismos que
tem origem no solo e na agua, incluindo os patogénicos presentes. As maiorias dos
moluscos sdo capturadas em aguas estuarinas e assim ha a possibilidade de
contaminagcdo com patdgenos do esgoto, bem como pelo ambiente. Ostras e vieiras
sdo raspadas ou puxadas do fundo, enquanto que o berbigdo é usualme nte retirado da
areia na maré baixa por coleta manual, o que pode agregar carga microbiana ao
pescado.

Devido a forma de consumo, 0os moluscos séo vistos como alimento de alto risco e
estdo largamente associados a envenenamento alimentar, provavelmente como
consequéncia do aumento da poluicdo ambiental. Moluscos sdo os maiores veiculos do
virus da hepatite A (BROOKS, 1998).

Desta forma, o monitoramento da qualidade da agua, considerando o indice de
coliformes totais e fecais, presenca de metais pesados e fitotoxinas, e ainda os exames
quimicos, microbiolégicos e sensoriais da prépria carne do pescado, fornecendo

informacdes necessarias a saude do consumidor (OGAWA e MAIA,1999).



3.3 — Problemas de saude publica devido a contaminacao por

pescado

Estatisticas publicadas pela Organizacdo Mundial de Saude (O.M.S.) constatam que
as infeccbes bacterianas constituem a maioria das doencas transmissiveis pelo
pescado. Elas podem ser devidas a contaminagdo direta do produto com agua
contaminada ou a contaminacdo secundaria através de descarga, processamento,
estocagem, distribuicdo e preparo para o consumo. A contaminacgao direta do pescado
com agua contaminada € de particular importancia, quando os produtos sao
consumidos crus ou apdés tratamento térmico brando. A contaminacdo secundaria tem,
em geral, maior importancia nas regibes em que imperam condi¢cdes sanitarias
deficientes (BROOKS, 1998).

As aguas mundiais estao sujeitas a diversos contaminantes de origem antropica.
O foésforo e o nitrogénio provenientes geralmente da agricultura provocam, entre outras
causas, a eutrofizacdo de rios, lagos, estuarios e das costas oceéanicas (CARPENTER
etal, 1998).

A construcdo de portos, com consequientes derramamentos de dejetos, petréleo,
residuos industriais, produtos de limpeza, afetam a fauna marinha e provocam diversos
casos de toxinfeccao alimentar, principalmente em populagdes ribeirinhas (MIGOTTO et
al., 1993).

Entre as principais doencas transmitidas pela agua e pelo pescado estdo:
infeccbes bacterianas causada por enterbactérias, como Shigella e Salmonella;
gastrointerites causadas pela Escherichia coli; salmoneloses; febre tiféide (causada por
Salmonella typhi); shigelose; cdlera; brucelose; botulismo; hepatites; amebiase entre
outras (PELCZAR etal., 1981 e 1996).

Dos 1586 surtos de doencas de origem alimentar relatados no Brasil entre 1977 —
1984, os alimentos marinhos foram responsaveis por 24,8%. O pescado (peixes e
moluscos) foi responsavel por 59% do total dos alimentos marinhos, sendo que o0s
bivalves foram resporsaveis por 1/3 destes casos (OGAWA e MAIA, 1999).

Alimentos marinhos sdo suscetiveis a todos o0s organismos comuns de

toxifencgdo alimentar, bem como aqueles que sao exclusivos de ambientes marinhos



como Clostridium botulinum tipo E, Vibrio spp, Proteus spp, € o virus Norwlk.
Organismos relacionados a saude publica, comuns a todos os alimentos, incluem
Salmonella, S.aureus e C.perfringens (BROOKS, 1998).

Recentemente, grande interesse tem se dado para a presenca de
microorganismos tais como: Yersinia enterocolitica, E.coli, V.cholerae, V. vulnifucus,
Aeromonas hydrophila, Plesiomonas shigelloides e Listeria monocytogenes (BEIRAO et
al., 2002).

3.3.1 — Historico de analises

Desde o final do século passado e inicio deste, os cientistas e autoridades em
salde publica tém recomendado a procura e 0 encontro de uma espécie de bactéria
isolada de material fecal humano como parametro de avaliacdo do grau bacterioldgico
de uma poluicdo e/ou contaminacdo da agua. Inicialmente nomeado como Bacterium
coli, foi posteriormente renomeado como Bacillum coli e ainda, mais tarde, Escherichia
coli (WAITE, 1997). O critério cultural proposto para deteccdo e identificacdo desse
"bacilo Gram negativo, ndo esporulado, aerébio/anaerdbio” era somente baseado em
sua capacidade de "fermentar a lactose com producao de acido e gas em até 48 horas
a 35 °C". Desde entéo, esse microorganismo tem sido recomendado como a variavel
bacteriologica e parametro indicativo da situacdo ou controle da qualidade pelos
servi¢os de abastecimento d’agua no mundo todo (ROZEN e BELKIN, 2001).

Com o desenvolvimento da microbiologia sanitaria, varios estudos tém mostrado
que esse critério permite a detec¢do de uma série de microorganismos tanto de origem
fecal como ambiental. Ao longo dos anos, varios géneros da familia
Enterobacteriaceae, como Enterobacter, Klebsiella e Citrobacter foram isolados de
amostras de agua a partir do mesmo critério anteriormente atribuido apenas a
Escherichia coli (GELDREICH, 1997). Em amostras de aguas nédo poluidas por fezes o
coliforme mais comumente isolado tem sido o Enterobacter aerogenes, enquanto a

Escherichia coli tem sido mais isolada de amostras de aguas poluidas por fezes. Dessa



forma essas variaveis foram apontadas como parametro artificialmente classificado
como grupo “coliformes”.

Considerando, que apenas os microorganismos de origem fecal deviam ser
utilizados como indicadores da qualidade da agua, varios testes foram propostos para a
diferenciacdo entre os coliformes de origem fecal e aqueles de outras origens. Dentre
esses testes, a quantidade de gases formados (H2 e CO»), a utilizacdo de varios
acucares e liberacdo de produtos do catabolismo como indol e a acetoina, foram
propostos como critérios de separacdo entre 0s sub-grupos fecais e ndo fecais
(HELCIAS, 2004).

Entretanto com a dificuldade em se utilizar esses diferentes testes nos exames
de rotina adotou-se um que era apenas baseado na suposta capacidade dos coliformes
de origem fecal fermentarem a lactose a temperatura de 44,5°C. Esse teste,
denominado “temperatura elevada” foi sendo utilizado como critério suficiente para a
deteccéo de coliformes fecais. No entanto, estudos mais avancados tém revelado ser
esse critério insuficiente para essa finalidade (DUNCAN,1988). Outros estudos
mostraram que variacdes minimas dessa temperatura podem ser suficientes para
invalidacéo do teste. Ainda, algumas linhagens de Escherichia coli sdo incapazes de
produzir gas em lactose tanto a 35 como em 44,5 °C, o que determina resultados falso-
negativos (DUFOR, 1977). Estima-se em 12% o percentual de coliformes que nao
produzem gas nos testes de fermentacdo da lactose e entre 15 e 20% a faixa
percentual de coliformes que ndo desenvolvem col6nias com o brilho metalico tipico
nos meios tipo Endo (EVANS et al, 1981).

RAMTEKE et al (1992) avaliando aguas naturais em diferentes regides da india,
encontraram que 96 a 99% dos coliformes termotolerantes, ou seja, tolerantes a
temperatura, eram E. coli em &guas superficiais enquanto que em aguas subterraneas
esse percentual descia para 54 a 61%. Observaram, também, que uma grande
diversidade na microbiota das regides tropicais contribui para a reducéo da eficiéncia do
teste para coliformes termotolerantes. NIEMI et al (1997) verificaram que em despejos
industriais, altas concentracbes de espécies coliformes termotolerantes ndo fecais
interferiram seriamente na deteccdo de E. coli, recomendando o uso dessa espécie
como a variavel e parametro para avaliagdo da contaminacao de 4guas naturais.



Coliformes termotolerantes dos géneros Klebsiella e Enterobacter tém sido isolados
de aguas e de despejos de fabricas de papel. (BAGLEY et al.,, 1978). Espécies do
género Klebsiella tém sido isoladas de ambientes aquaticos sem qualquer perturbacao
sanitaria e, principalmente, das superficies internas de canalizacdo de agua potavel,
formando biofilmes que as mantém persistentes nesses ambientes por varios meses,
inclusive proporcionando condi¢des de proliferacdo. (MCFETERS et al, 1984; PARKER
et al, 1997).



3.4 — Coliformes

Os coliformes, pertencentes a familia Enterobacteriacea, representam a maior e
mais heterogénea colecéo de bacilos Gram-negativos de importancia clinica. Apesar da
complexidade desta familia, mais de 95% dos microorganismos isolados clinicamente
importantes pertencem a apenas 10 géneros e incluem menos de 25 espécies
(PELCZAR et al., 1996; BROOKS et al.,1998; MURRAY et al., 2000).

As Enterobacteriaceae sdo microorganismos ubiquos encontrados em todo
mundo no solo, na agua, na vegetacdo e fazem parte da flora intestinal normal da
maioria dos animais, incluindo os seres humanos. Estas bactérias produzem uma
variedade de doencas humanas, incluindo 30 a 35% de todos os casos de septicemia,
mais de 70% das infec¢des das vias urinarias e muitas infecgdes intestinais (MURRAY
et al., 2000).

Os Coliformes Totais, sem duavida alguma, ndo sdao e nem devem ser,
definitivamente, usados como parametro Unico ou essencial de avaliagdo das condicdes
sanitarias de ambientes aquaticos, embora, devido a sua simplicidade de
processamento e larga documentacdo de uso essa variavel devera ainda continuar
sendo aplicada, indicando parametros em avaliagdes dos processos de tratamento e da
integridade das unidades de distribuicdo dos sistemas de abastecimento.

Dessa forma recomenda-se a utilizacdo do grupo de Coliformes para avaliacdo de
processo de tratamento e da E. coli como pardmetro quando da simples avaliacdo
bacteriolégica da agua na fonte. Porém, é aconselhavel a inclusdo de parametros
microbiolégicos auxiliares como Clostridios sulfito - redutores e Colifagos para otimizar
o controle da qualidade da dgua dos sistemas de abastecimento (HELCIAS, 2004).

A contagem dos chamados coliformes totais corresponde ao total de
microrganismos "gram negativos" encontrados em uma amostra. Ja a contagem dos
coliformes fecais, indica a quantidade dos microrganismos oriundos de excretas
humanos, portanto com risco de serem possivelmente patogénicos. Ao nivel de saude

publica e/ou quanto a comercializacdo de produtos destinados ao consumo humano



(organismos aquaticos), é obrigatério a implantacdo de monitoramento desses
coliformes.

Os Coliformes Termotolerantes, anteriormente assumidos como C. fecais, néo é
tido como variavel e parametro sensivel para uma avaliagdo criteriosa da exposicéo de
ambientes aquaticos a poluicdo fecal, humana e animal. Nesse sentido, uma vasta
documentacao técnico-cientifica sustenta a utilizacdo da espécie Escherichia coli,
(CERQUEIRA et al, 1998).

A variavel definida como o parametro que melhor avalia o nivel de poluicéo fecal
dos ambientes de simples processamento e que se encontra ja padronizado e
devidamente documentado é a Escherichia coli. Pode-se complementar esse parametro
e melhorar os laudos microbiolégicos no sentido de definir tanto a polui¢do fecal quanto
a possibilidade de sua origem utiliza ndo-se outra variavel, o parametro “Enterococcus”
(CHARRIERE et al, 1994), ou seja, 0 encontro e a quantidade desses microorganismos
na amostra.

Estdo sendo padronizadas e simplificadas as técnicas de deteccdo e
identificagcdo de outras variaveis microbiolégicos para fungdes similares a que eram
atribuidas aos "coliformes fecais® como o Clostridium perfringens. Esse
microorganismo, por ser esporulado informa sobre poluicbes fecais mais remotas,
comparadas com aquelas indicadas pela presenca de E. coli assim como pode
assegurar auséncias de microorganismos patogénicos de maior persisténcia que essa
mesma espeécie.

Outra varidvel a ser assimilada € o encontro dos Colifagos, que séo virus
bacteriéfagos de E. coli e podem informar sobre a eficiéncia do tratamento da agua na
remogao dos Enterovirus e outros virus como o da hepatite de veiculacao hidrica.

A Microbiologia Ambiental e Sanitaria tem evoluido, e nesses ultimos dez anos
experimentou grande progresso em funcédo das tecnologias emergentes. A deteccéo e
identificac@o simples e rapida da E. coli para fins de monitoramento de mananciais tem
sido possivel nesses ultimos 5 anos através dos testes cromo-fluorogénicos baseados
em expressdes enzimaticas dessa, e de outras, bactérias.

AvaliacOes da sensibilidade e confiabilidade desses testes tém sido feitas em
todo o mundo e, principalmente em climas tropicais e subtropicais onde os perfis de



ocorréncia de “Coliformes Termotolerantes e de E. coli” apresentam contornos
caracteristicos mostrando, cada vez mais, a qualidade do uso dessa espécie, (E.coli),
como parametro de definicdo de impactos fecais, pois ja passa o tempo de acertos nos
conceitos e terminologias que melhor representem 0s objetivos sanitarios e ambientais
de medicOes da contribuicéo fecal (HELCIAS, 2004).

Os 6rgaos ambientais, em areas balnearias, utilizam-se da Escherichia coli como
indicador para diagnosticar também as condi¢cdes para o banho de mar e em agua
doce. Esse servico informa a populacdo a adequabilidade ou ndo de banho junto as
aguas de balneéarios diversos, classificando-as com “excelente, muito boa, satisfatéria e
impropria” e é denominado de “condi¢des de balneabilidade”.

Atualmente, devido aos sistemas e testes de substratos cromogénicos,
especificos para algumas espécies utilizadas como parametros indicadores, a deteccao
de E. coli tornouse mais simples que a de coliformes termotolerantes (ex-fecais). Por
dispensar o uso de temperatura elevada (44,5 £ 0,2 °C) que exige controle rigido de sua
variacdo, agora o teste para E. coli utiliza meios aos quais sédo incorporados substratos
que possam ser hidrolizados por enzimas especificas da espécie (ALLEN, 1997).

Comumente sado empregados substratos como b- D-glucoronida ao qual sé&o
incorporados radicais cromogénicos como o 5-bromo-4 cloro-3 indolil ou 4-
metilumbeliferil . Existem, atualmente, varias formas de apresentacdo comercial desses
substratos, pulverizados ou desidratados. Comumente aqueles pulverizados
apresentam maior facilidade de uso enquanto sdo mais caros que aqueles desidratados
que exigem etapas de pesagem, hidratacdo, esterilizacdo e estocagem refrigerada para
uso. (THOMAS et al, 1997).

Essas deteccdes podem ser no formato Presenca-Auséncia ou no formato de
Quantificacdo, tanto através do Numero Mais Provavel quanto por Filtracdo Por
Membrana. A precisdo e limite de deteccdo sao superiores nos testes de substratos
cromogénicos por serem esses processos dependentes de enzimas constitutivas da
espécie.(APHA, 1995).

Em fezes humanas a contribuicdo da E. coli é praticamente de 100%, (96,8%),
guando comparada com outros microorganismos ai presentes. Esse percentual foi

obtido em estudo sobre o Perfil de Coliformes Termotolerantes e de Escherichia coli em



diferentes amostras de dgua (CERQUEIRA et al, 1998). As espécies fecais Nao E. coli
como algumas dos géneros Klebsiella e Enterobacter sdo de ocorréncia variavel e ndo
apresentam caracteristicas fisiolégicas ainda disponiveis que possam ser identificadas
em sistemas "in vitro" de deteccdo. Os percentuais de ocorréncia desses géneros em

fezes humanas e animais tém sido avaliados em varios estudos (HELCIAS, 2004).

3.4.1 — Escherichia coli

O género Escherichia consiste em cinco espécies, e aE.coli € a mais comum e
clinicamente importante. Este microorganismo estd associado a uma variedade de
doencas, incluindo meningite, gastrointerite, infeccdo das vias urinarias e sepse.
Conforme esperado, a profusdo de cepas capazes de provocar doenca reflete -se na
diversidade antigénica das bactérias (TRABULSI et al., 1999; MURRAY et al, 2000).

A Escherichia coli faz parte da microbiota intestinal normal do homem, estando
sempre presente nas fezes sem causar nenhum sinal ou sintoma no hospedeiro, a ndo
ser em criangas pequenas ou pessoas debilitadas. Embora apareca apenas em animais
de sangue quente, a sua presenca varia, ao menos, em quantidades diferentes, porém
sempre predominante, assim esta presente em 100% de gatos e cavalos, 99,9% nos
bovinos, 96,8% no homem e 83,5% no porco, comparada aos outros possiveis
coliformes fecais (SUWANSONTHICHAI e RENGPIPAT, 2003).

A linhagem E. coli enteropatogénica, causadora de infec¢des intestinais,
corresponde a menos de 1% da populacdo dessa espécie em agua poluida (WANI et
al., 2003).

Em hidrobiologia sanitaria deve-se considerar a bactéria “termotolerante

Escherichia coli” por ser de origem fecal humana e animal recente, quando em



percentuais confiaveis para sua utilizacdo, como “parametro de definicdo da poluicdo
fecal” e para “uso de fontes” de agua (HELCIAS, 2004).

Segundo a Portaria/MS n°1469-29/12/00, - Norma de qualidade da agua para
consumo humano -; ‘“Escherichia coli: - bactéria do grupo coliforme que fermenta a
lactose e o manitol com producéo de &cido e gés a 44,5 + 0,2 °C em 24 horas, produz
indol a partir do triptofano, oxidase negativa, ndo hidroliza a uréia e apresenta atividade
das enzimas b-galactosidase e b-glucoronidase é considerada o mais especifico
indicador de contaminacédo fecal recente e de eventual presenca de organismos
patogénicos.

Algumas espécies de bactérias do grupo coliforme podem sobreviver e, ainda,
proliferar em ambientes aquaticos tropicais, insistindo entdo em definir a variavel
microbioldgica Escherichia coli como parametro de escolha na avaliagdo bacteriol6gica
de fontes de abastecimento, em geral (HELCIAS, 2004).

O artigo "Regulamento para Agua de Consumo, - Uma Perspectiva Européia”,
WAITE (1997) aponta por razdes mais pragmaticas que cientificas, a pratica de se
monitorar através do parametro coliformes fecais ou termotolerantes em lugar da
denominacédo de espécie fecal Escherichia coli tem ganho larga adocéo.

A Portaria/MS n°1469-29/12/00 orienta que amostras com resultados positivos para
coliformes totais devem ser analisadas para E. coli e, ou, “coliformes termotolerantes”,
devendo, neste caso, ser efetuada a verificacdo e confirmacéo dos resultados positivos.
Em &gua para consumo humano em toda e qualquer situacdo, incluindo fontes
individuais como poc¢os, minas, nascentes, dentre outras a deteccédo de E. coli deve ser
preferencialmente adotada, como também em &agua tratada ro sistema de distribuicao,
como em reservatorios e rede (HELCIAS, 2004).

Além de controlar a qualidade da agua, a E.coli € um bom indicador da qualidade do
pescado, sendo sua analise essencial no ponto de vista de controle de qualidade, para

a exportacao para alguns paises (DUPONT et al., 2004).



3.4.1.1- Morfologia e identificacéo

Existem centenas de géneros e milhares de espécies de bactérias,
representando uma ampla variedade de propriedades morfologicas e fisioldgicas.
Quanto a morfologia, muitas bactérias sdo simples, mas algumas possuem formas e
arranjos incomuns. Algumas sdo capazes de viver em ambientes extremos devido a
capacidade metabdlica Unica que apresentam, mostrando que as bactérias sdo ubiquas
e diversificadas, desenvolvendo-se em quase todos os lugares da Terra (PELCZAR et
al., 1996).

As Enterobacteriaceae sdo bastonetes Gram-negativos curtos, que podem formar
cadeia e sua morfologia tipica € observada durante o crescimento em meios solidos in
vitro, porém é altamente variavel em amostras clinicas (BROOKS et al., 1998). Sao
bacilos anaerébios facultativos e quando crescem em meio anaerdbio obtém sua
energia da fermentacao (PELCZAR et al., 1996).

A E.coli forma colonias lisas, circulares e convexas com bordas bem definidas e
algumas cepas produzem hemdélise em meio de cultura agar-sangue.Tipicamente E.coli
produz reacgdes positivas para indol, lisina-descarboxilase e fermentacdo de manitol,
além de gas a partir da glicose. Os microorganismos isolados podem ser rapidamente
identificados como E.coli pela sua hemdlise em agar-sangue, pela morfologia tipica das
colénias com brilho iridescentes em meios diferenciais como o agar EMB (Fig. 1), e pela
positividade da prova do indol. Mais de 90% das amostras de E.coli sdo positivas para
b-glicuronidase quando se utiliza o substrato 4-metilumbeliferil-b-glucuronideo (MUG).
(BROOKS et al, 1998). Escherichia coli pode crescer muito bem em meios contendo um
Gnico composto organico, tal como um acgucar mais ions inorganicos, de forma rapida
(2448 horas para crescimento) e economia que a inoculacdo em placas traz em
relacdo a testes sorologicos (PELCZAR et al., 1996).



Figura 1 - Placas de EMB com crescimento de E.coli.

3.4.1.2 - Estrutura antigénica

As Enterobacteriaceae sao classificadas por mais de 150 antigenos somaticos O
termoestaveis diferentes, por mais de 100 antigenos K termoldbeis e por mais de 50
antigenos H. A Escherichia coli é atualmente encarada como um género possuidor de
uma sO espécie, na qual existem varias centenas de diferentes tipos antigénicos. Os
tipos sdo caracterizados por diversas combinacdes de antigenos O (antigenos
lipopolissacarideos somaticos), K (antigenos polissacaridicos capsulares) e H
(antigenos proteicos flagelares), dando origem a varios milhares de sorotipos
(PELCZAR et al., 1981).

Os antigenos O constituem a parte mais externa do lipolissacarideo da parede
celular e sdo constituidos em unidades repetidas de polissacarideos. Os anticorpos
dirigidos contra os antigenos O s&o predominantemente IgM. E.coli partilha um ou mais
antigenos O com Shigelas e pode exibir reagdo cruzada com algumas espécies de
Providencia, Klebsiela e Samonella. Em certas ocasides, os antignos O especificos de
E.coli podem estar associados a doencas humanas especificas, como diarréias e em
infeccdes das vias urinarias. Os antigenos K podem interfirir na aglutinagdo por anti-
soros O, podendo estar associados a viruléncia. Cepas de E.coli produtoras de
antigeno K1 sdo mais proeminentes na meningite neonatal, e os antigenos K de E.coli
promovem ligacdo de bactérias do trato gastrointestinal ou urinario. Os antigenos H
localizam-se nos flagelos e sdo desnaturados ou removidos pelo calor ou pelo alcool.



Os antigenos H aglutinam-se com anticorpos anti-H, sobretudo 1gG. Os antigenos H da
superficie bacteriana podem prejudicar na aglutinacdo por anticorpo anti-O (BROOKS
et al, 1998).

3.4.1.3 - Patogenia e manifestacdes clinicas

E.coli constitui a causa mais importante de infeccdo do trato urinario, sendo
responsavel por cerca de 90% das primeiras infeccbes das vias urinarias em mulheres
jovens. Os sinais e sintomas incluem frequéncia urinaria, disuria, hematuria e pidria. A
dor no flanco esta associada a infec¢do das vias urinérias superiores. Nenhum desses
sinais ou sintomas é especifico de infeccdo por E.coli . A infeccdo do trato urinario
pode resultar em bacteriemia com sinais clinicos de sepse.

Tipicamente, E.coli nefropatogénica produz hemolisina. A maioria das infec¢cbes
€ provocada por alguns sorotipos de E.coli. O antigeno K parece ser importante na
patogenia da infeccdo do trato superior.

A E.coli que provoca diarréia é extremamente comum no mundo inteiro, sendo
entdo classificadas pelas suas propriedades de viruléncia, e cada grupo provoca
diarréia através de um mecanismo diferente. As propriedades de aderéncia as células
epiteliais do intestino delgado ou do intestino grosso sédo codificadas por genes
plasmidiais. De modo semelhante, as toxinas sdo quase sempre mediadas por
plasmidios ou por fagos.

E.coli enteropatogénica (EPEC) constitui uma importante causa de diarréia em
lactentes, sobretudo nos paises em desenvolvimento (BROOKS et al., 1998). Embora
os sorotipos O especificos tenham sido associados a surtos de diarréia por EPEC em
bercarios, a sorotipagem de E.coli isolada ao, acaso ou na doenca endémica €
desencorajada, exceto em pesquisas epidemiolégicas. Ocorre doenca devido a
aderéncia do microorganismo a membrana plasmatica do enterécito, causando



destruicdo das microvilosidades adjacentes. Por conseguinte, estas cepas sao
denominadas E.coli enteroaderentes. A diarréia provavelmente resulta da perda das
propriedades absortivas das células infectadas. Nao foi encontrada nenhuma toxina
(MURRAY et al., 2000).

A E.coli enterotoxigénica (ETEC) representa uma causa comum de “diarréia do
viajante” e uma causa importante de diarréia em lactentes de paises em
desenvolvimento (BROOKS et al, 1998; HELCIAS, 2004).

A “diarréia do viajante” ataca cerca de 100 milhdes de pessoas, entre os 250
milnbes que realizam viagens internacionais por ano. Destes viajantes, 30% ficam
confinados a cama, e outros 40% sao for¢cados a diminuir suas atividades. As causas
mais comuns desta moléstia sdo as cepas patogénicas de Escherichia coli, que sao
responsaveis por 40 a 70% de todos os casos e 0s sintomas variam de moderados a
graves e incluem nauseas, vomitos, diarréia, inchaco, mal-estar e dor abdominal. Um
caso tipico causa de 4 a 5 defecacbes por dia durante 3 ou 4 dias. A perda de liquido é
maior em cepas invasivas do que em cepas toxigénicas. A doenca é especialmente
perigosa em criangas, que estdo sujeitas a uma grave desidratacdo. Criancas que se
alimentam com mamadeiras sdo muito mais suceptiveis de se tornar infectadas do que
aguelas que mamam no peito. Antes que sua microbiota normal esteja suficientemente
estabelecida para competir com os patdégenos, os recém-nascidos apresentam maior
chance de patogénicas de profissionais da area da saude.Os viajantes algumas vezes
se automedicam com antibiéticos antes e durante sua estadia no estrangeiro, 0 que nao
€ recomendado, pois os antibidticos geralmente ndo sdo eficazes contribuindo, desta
forma, com o desenvolvimento de cepas mais resistentes. Um melhor procedimento é a
manipulacdo de medicamentos antidiarréicos e utiliza-los somente depois do
aparecimento dos sintomas. A diarréia do viajante pode persistir por meses ou anos
como uma sindrome intestinal pos-infecciosa. Pode também causar intolerancia a
lactose pelos danos as células do revestimento intestinal que normalmente produzem a
enzima lactase, que digere a lactose (BROOKS et al., 1998; BLACK, 2002).

A aderéncia de ETEC as células epiteliais do intestino delgado é promovida por
fatores de colonizacdo especificos para seres humanos. Os individuos que residem em

regides em que esses microorganismos sdo altamente prevalentes sdo menos



suceptiveis a desenvolver diarréia por ocasido de nova exposicao a E.coli produtora de
LT (exotoxina termolabel). Algumas cepas de ETEC produzem a enterotoxina
termoestavel (ST), assim como muitas cepas de ST positivas produzem LT, sendo que
ambas as toxinas provocam diarréia mais grave (MURRAY et al., 2000).

Os plasmidios que transportam os genes das enterotoxinas (ST,LT) também
transportam genes dos fatores de colonizagdo que facilitam a aderéncia das amostras
de E.coli ao epitélio intestinal. Os fatores de colonizacdo reconhecidos ocorrem com
especial freqliéncia em alguns sorotipos. E possivel que qualquer E.coli possa adquirir
um plasmidio que codifica enterotoxinas. Nao existe nenhuma associacdo definida da
ETEC com as cepas de EPEC que provocam diarréia em criancas. De forma
semelhante, ndo had nenhuma associacdo entre cepas enterotoxigénicas e cepas
capazes de invadir as células epiteliais intestinais (MURRAY et al., 2000).

A E.coli enteroemorragica (EHEC) produz verotoxina, assim denominada em
virtude de seu efeito citotoxico sobre as células Vero, uma linhagem de células renais
de um macaco verde africano. Existem pelo menos duas formas antigénicas da toxina.
EHEC tem sido associada a colite hemorragica e a sindrome uro-hemolitica, uma
doenca que resulta em insuficiéncia renal aguda, anemia hemolitica microangiopatica e
trombocitopenia. Ao contrario da maioria das outras E.coli, esta nao utiliza o sorbitol e
ndo se desenvolve em meio MacConkey e também sdo negativas em testes MUG.
Muitos casos de colite hemorragica podem ser evitados pelo cozimento completo do
alimento (PELCZAR et al., 1981; BROOKS et al,1998; MURRAY et al., 2000).

A E.coli enteroagregativa (EAEC) provoca diarréia aguda e cronica em individuos
gue se encontram em paises em desenvolvimento. Caracteriza-se pelo seu padréao
tipico de aderéncia as células humanas. Pouco se sabe a respeito dos fatores de
viruléncia da EAEC e da epidemiologia da doenca (PELCZAR et al., 1981;BROOKS et
al,1998; MURRAY et al., 2000).

A E.coli enteroinvasiva (EIEC) produz uma doenca muito parecida com a
shigelose. A doenca afeta mais comumente criancas em paises em desenvolvimento e
pessoas que viajam para esses paises. A exemplo da Shigella, as cepas de EIEC nao

fermentam a lactose ou sdo fermentadores tardios e ndo sdo moveis. EIEC produz



doenca ao invadir as células epiteliais da mucosa intestinal (PELCZAR et al., 1981,
BROOKS et al,1998; MURRAY et al., 2000).

Sepse — Quando as defesas normais do hospedeiro nao estdo adequadas, E.coli
pode atingir a corrente sanguinea e provocar sepse. Os recém-nascidos sdo altamente
suceptiveis a sepse, uma vez que carecem de anticorpos IgM. Pode ocorrer sepse

secundaria em consequéncia de infec¢do das vias urinarias.

Meningite — E.coli e os estreptococos do grupo B constituem as principais
causas de meningites em lactentes. Cerca de 75% de destes casos apresentam o
antigeno K1. Este antigeno exibe reacdo cruzada com o polissacarideo capsular do
grupo B de N.meningitidis. O mecanismo de viruléncia associado ao antigeno K1 nao
esté elucidado (PELCZAR et al., 1981;BROOKS et al,1998; MURRAY et al., 2000).

A importancia da Escherichia coli vai muito além da sua capacidade em causar
diarréia. Ela € um importante organismo indicador, porque esta sempre presente na
agua contaminada por material fecal. E comumente mais numerosa que oOutros
microrganismos e € mais facil de ser isolada. A constatagédo de E.coli na agua indica
qgue outros patdgenos encontrados nas fezes devem também estar presentes (BLACK,
2002).



4 - Materiais e métodos

4.1 - Area de Coleta do Material

A Enseada de Caraguatatuba, formada por varias praias, margeia grande parte
da orla litoranea do municipio de Caraguatatuba, estendendo-se até a regido norte do
municipio de Sdo Sebastido. Sua extensao total € da ordem de 16 Km, ao longo dos
quais apresenta diferentes constituicbes sedimentares. Constitui uma regido perturbada
pela alta urbanizacéo e por receber poluentes trazidos por dois rios, o Juqueriqueré e o
Santo Antbnio, que juntos despejam todo o esgoto colhido no municipio de
Caraguatatuba. A parte sul desta enseada caracteriza-se por um estuario formado pela
desembocadura do Rio Juqueriqueré, onde ha formagdo de um manguezal e de um
embaiamento, onde se constituiu uma extensa planicie de marés (Mapa da regidao —
figura 2).

A regido da Enseada de Caraguatatuba possui uma alta urbanizacdo e um
grande complexo turistico, com colbnias de férias, restaurantes e hotéis, bares e
quiosques na orla. Esta urbanizacdo e turismo favorecem a exploracdo de organismos

marinhos de interesse gastronémico, como o venerideo Tivela mactroides (Figura 3).
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Figura 2 — Mapa da regido de Caraguatatuba (fonte: Alexander Turra).

Figura 3 — Foto area de Caraguatatuba (fonte: Alexander Turra).



4.2 — Coleta das amostras de Tivela mactroides

O trabalho foi dividido em trés experimentos com coletas nos dias 04/7 (1°), 12/7 (2°)
e 18/7 (3°) com captura de 75 individuos em cada uma delas, sem padrao de tamanhoe

0S mesmos eram armazenados em sacos plasticos:

1°) Resfriamento imediato do material a 4°C . No total, nove amostras foram
processadas a partir deste método de conservacgdo, sendo trés amostras 24h, trés
amostras 48h e trés amostras 72h apds o horério de coleta.

2°) Congelamento imediato do material a 0°C. As nove amostras congeladas foram
processadas em 24h,48h e 72h apdés a coleta (trés amostras em cada dia para cada um
dos tempos de processamento).

3°) Os individuos foram divididos em trés amostras. Uma foi mantida in vivo em aquaério,
uma amostras foi resfriada a 4°C e a terceira amostra foi congelada a 0°C. Estas trés
amostras foram processadas 24h apds a coleta do material

Para a analise em laborat6rio e contagem de coliformes totais e coliformes fecais
(Escheria coli) foi utilizado o método do nimero mais provavel (NMP), segundo o
Manual de Métodos de Analise Microbioldgica de Alimentos (2001).

Primeiramente foram preparadas as amostras e diluicbes seriadas, onde, por
amostra, foram diluidos durante 40s em liquidificador, 25g da carne do molusco em
225ml de agua peptonada a 0,1%. No caldo de enriquecimento foi desenvolvida a
diluicdo seriada e a inoculagéao nos tubos de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST),
chamado de teste presuntivo. Para a primeira diluig&o foi utilizado um tubo com 9ml de
agua peptonada para onde foi transferido 1ml do caldo de enriquecimento com a
amostra. Logo apos, foi realizada a transferéncia do mesmo caldo para trés tubos com
6ml de LST com tubos de D urhan. O volume de caldo transferido foi de 1ml para cada
tubo. Estes quatro tubos foram considerados de diluicdo 10°1. Do tubo de agua

peptonada diluicd0107?, transferiu-se 1ml para cada um dos trés tubos, com 6ml de LST,



diluicdo —2 e 1ml para o tubo com 9ml de 4gua peptonada e deste tubo era passado
1ml para os trés ultimos tubos de LST, sendo estes de diluicdo —3.

Os tubos de LST, diluicdo 10, 102 e 10" foram colocados em estufa incubadora
a 35°C, durante 24h. Apos este periodo era observado em quais tubos houve
crescimento bacteriano com producéo de gas nos tubos de Durhan. Em caso positivo
(crescimento e producéo de gas), era transferida uma alcada bem carregada de cada
cultura para os tubos de Caldo Verde Brilhante Bile (VB), para contagem de coliformes
totais e, uma algada bem carregada de cada cultura para tubos de Caldo Escheria Coli
(EC), para contagem de coliformes fecais. Os tubos com resultado negativo
(crescimento e/ou producéo de gas) eram reincubados por mais 24 horas, sendo a
leitura repetida com procedimento dos passos acima citados em caso positivo de
crescimento.

Para o teste confirmativo de coliformes totais, além da inoculacdo nos tubos de
VB, os mesmos eram incubados em estufa a 35°C por 24-48h. Depois deste periodo foi
observado e anotado em quantos tubos houve crescimento com produc¢éo de gas.

No teste confirmativo de coliformes fecais, os tubos de EC inoculados foram
incubados em banho-maria a 44,5°C por 24-48h. Depois deste periodo foi observado e
anotado em quantos houve crescimento e producao de gas. De cada tubo de EC com
producdo de gas foi estriada uma algcada em placas de Agar Eosina Azul de Metileno
(EMB). Estas foram incubadas em estufa a 35°C por 24-48h, e apds este periodo foi
observado se houve ou nédo o desenvolvimento de col6nias tipicas de E. coli,

caracterizadas por apresentarem nucleos com centro preto, com ou sem brilho metalico.
Esquema de analise:

1-) Em cada coleta foram capturados em média 75 individuos de Tivela mactroides,
sendo todos retirados de uma mesma area. Dos 75 coletados na primeira semana eque
foram mantidos resfriados, 24 eram processados em cada dia, com o procedimento
ocorrendo em triplicatas (8 individuos por analise) (Fig. 4).

O mesmo procedimento foi realizado com os individuos congelados, na segunda

semana de andlise (Fig. 5).



Amostra
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lal 1a2 1a3 1cl 1c2 1c3
24h 48h 72h

Figura 4 — Esquema de andlise do material resfriado.

Amostra
(75 individuos)

2al 2a2 2a3 2b1 2b2 2b3 2cl 2c2 2c3
24h 48h 72h

Figura 5 — Esquema de andlise do material congelado.

2-) Na ultima semana de analise foram processadas trés triplicatas de cada um dos
métodos propostos, seguindo 0 mesmo esquema, com a diferenca de que todas as
amostras foram processadas apoés 24 horas (Fig. 6). As amostrasin vivo serviram como
comparacao para os outros métodos (em NMP/g).



Amostra
(75 individuos)

3al 3a2 3a3 3cl 3c2 3c3

in vivo Resfriado Congelado

Figura 6 — Esquema de andlise das amostrasin vivo, resfriadas e
congeladas.



Para analise dos resultados foi utilizado a EBEIE



5 — Resultados
As andlises realizadas com as amostras mantidas resfriadas mostraram que a

tendéncia do NMP/g de coliformes totais do molusco bivalve Tivela mactroides tem uma
correlagdo com o tempo mantido conservado resfriado, ou seja, quanto mais tempo de

resfriamento menor o NMP/g para coliformes totais (grafico 1).

Coliformes Totais em amostras resfriadas - coleta
04/7

NMP/g

1lcl 1c2 1c3

1bl 1b2 1b3

lal 1l1la2 1la3

Resfriado 24h Resfriado 48h Resfriado 72h

Gréfico 1: NMP/g de coliformes totais em amostras resfriadas por 24,

48 e 72 horas.

O mesmo nao se confirmou, em relacao aos coliformes totais, nas amostras
congeladas, pois houve declinio do NMP/g em 24 horas e aumento em 72, o que indica

que ocorreu crescimento bacteriano nessas 24 horas (gréfico 2).
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Grafico 2: NMP/g de coliformes totais em amostras congeladas 24, 48 e 72 horas.

O método de congelamento se mostrou mais eficaz em relacéo a morte dos
coliformes totais, pois quando comparado com o controle (in vivo) e com o resfriado, o
seu NMP/g foi o mais baixo nas trés amostras da triplicata (grafico 3).

Coliformes Totais em amostras in vivo, resfriadas e
congeladas - coleta 18/7
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Resfriado 24h Congelado 24h

in vivo 24h

Gréfico 3: NMP/g de coliformes totais em amostras in vivo, resfriadas e congeladas por

24 horas.



Quando analisado o NMP/g de coliformes fecais (Escherichia coli) obteve-se um
namero mais constante e relativamente baixo, além de ter-se observado um declinio do
NMP/g quanto mais tempo as amostras eram mantidas no método (graficos 4,5 e 6). O
método que mostrou maior NMP/g foram as amostras resfriadas, que obtiveram NMP/g

maior que o das amostrasin vivo (grafico 4).

Coliformes Fecais em amostras resfriadas - coleta
04/7

NMP/g

{r— Y !
lal 1a2 1la3 1bl 1b2 1b3 1cl  1c2 1c3
Resfriado 48h Resfriado 72h

Resfriado 24h

Gréfico 4: NMP/g de coliformes fecais em amostras resfriadas 24, 48 e 72 horas.
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Gréfico 5: NMP/g de coliformes fecais de amostras congeladas 24, 48 e 72 horas.

NMP/g

Coliformes Fecais em amostras in vivo, resfriadas e
congeladas - coleta 18/7
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Grafico 6: NMP/g de coliformes fecais em amostras in vivo, resfriadas e congeladas por
24 horas.



6 — Discussao e Conclusao

Com os resultados obtidos pode-se perceber que a tendéncia dos coliformes
totais, provenientes do marisco analisado, é diminuir com temperaturas mais baixas e
com maior tempo de resfriamento. Esta andlise se diferenciou quando foi utilizado o
método de congelamento durante trés dias, que ao contrario dos outros métodos,
mostrou queda do NMP/g depois de 48 horas e crescimento mesmo apos 72 horas.
Este fato pode ter ocorrido devido a substancias inibitérias envolvendo as bactérias
Gram-negativas, da familia Enterobacteriaceae, que podem ter sido degradadas apos
48 horas de congelamento. Outro fator que pode ter afetado a proliferacdo dos
coliformes totais € uma possivel interacdo com outros microorganismos, gerando uma
competicdo por nutrientes ou outros fatores, presentes no intestino do molusco,
necessarios para o desenvolvimento dos coliformes totais.

O método que se mostrou mais eficaz para diminuicdo do NMP/g de coliformes
totais foi o resfriado, tanto em 24, 48 ou 72 horas de conservacao, pois houve declinio
da quantidade de coliformes totais encontrados nestas amostras.

O NMP/g de coliformes totais foi, em média, bem maior do que o de coliformes
fecais, pois o primeiro engloba o total de microorganismos Gram-negativos encontrados
por amostra. JA o segundo indica a quantidade de microorganismos provenientes de
fezes humanas Escherichia coli), que sdo despejadas no mar juntamente com o
esgoto.

Em relacdo aos coliformes fecais a tendéncia também foi uma diminuicdo com
temperaturas menores e maior tempo de exposicdo aos métodos de conservacao,
porém o resultado ndo foi 0 mesmo quanto ao metodo mais eficaz, pois neste caso foi 0
método de congelamento que manteve estavel e baixo o valor de NMP/g durante as 72
horas de conservacdo. Isto indica que Escherichia coli € menos resistente a baixas
temperaturas, com morte bacteriana ja nas primeiras 24 horas.

Em muitas das analises a temperatura ndo agiu s6 como agente microbiostatico,
ou seja, que provoca diminuicdo do metabolismo das bactérias fazendo com que nao
haja crescimento bacteriano, agiu nestes casos como microbiocida, causando morte

das células bacterianas, pois o NMP/g foi menor quanto maior o tempo de conservacao.



As amostras coletadas no dia 18/07 apresentaram menor NMP/g nos trés
métodos comparados (n vivo, resfriado e congelado), tanto para coliformes totais ou
fecais, indicando diminuicdo da carga poluente (esgoto) despejada no mar.

Foi importante ter sido realizadas triplicadas nas amostras analisadas, pois assim
h& como se confirmar os resultados obtidos em cada uma dessas amostras. Como
exemplo temos as amostras in vivo de coliformes fecais nas quais apenas uma delas
teve NMP/g alto, o que pode ter ocorrido por ter sido pegos individuos mais
contaminados para realizar esta amostra. Esta metodologia diminui a margem de erro
da pesquisa, tornando-se estamais confiavel.

Apesar da bactéria Escherichia coli ser um bom indicador de qualidade de
alimento e 4gua, analisar outros microorganismos patdégenos, como Salmonella sp. e
Vibrio sp., se faz necesséario para que haja uma melhor descricdo do nivel de
contaminagdo do molusco e com estes resultados podermos demonstrar, através de
projetos de Educacdo Ambiental, a populacdo que se alimenta ou vive da pesca do
Tivela mactroides, os perigos decorrentes da ingestdo de individuos contaminados,
além disso seria possivel darmos alternativas para minimizar essa contaminacao, o que
foi o objetivo deste trabalho.

Pode-se concluir que o alimento analisado esta prOprio para consumo, pois
todos eles apresentaram indices de coliformes fecais abaixo de 230 NMP/g de
alimento, mesmo os resultados tendo sido positivos em todas as amostras. O Unico
método inteiramente confidvel para esterilizacdo do molusco em relacao aos coliformes
€ 0 cozimento, pois 0s analisados neste trabalho ndo mostraram tdo grande eficacia,

pois sO diminuiram o NMP/g das amostras analisadas.
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