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"O que sabemos € uma gota, o que ignoramos € um oceano."

(Sir Isaac Newton)



RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica de dguas e ostras de
bancos naturais e ostreiculturas localizadas na Ilha de Sdo Luis, MA. Para isso, foram
analisadas no periodo de setembro de 2020 a fevereiro de 2021, 60 amostras, sendo 30 de
dgua e 30 de ostras (Crassostrea sp.) coletadas diretamente com 0s marisqueiros e
proprietarios de cultivos nos municipios da Ilha de Sao Luis, MA. Para a determinacao de
coliformes totais e E. coli nas amostras de adgua foi utilizada a técnica recomenda pela APHA
(2012) utilizando o método rdpido Colilert®. Para a contagem de coliformes totais e
termotolerantes em ostras foram realizadas pelo método do Nimero Mais Provdvel (NMP) e
E. coli pela técnica descrita por Vanderzant e Splittstoesser (1992). A Enumeragdo de
Staphylococcus coagulase positiva em amostras de ostras foi realizada de acordo com SILVA
et al., (2017). As pesquisas de Salmonella sp., Aeromonas sp. e Vibrio sp. em ostras foram
realizadas segundo as metodologias preconizadas pela APHA (2012), CARNAHAN et al.,
(1991) e Bacteriological Analytical Manual online ELLIOT, KAYSNER; TAMPLIN (2004).
Os resultados em média geométrica contagem de E. coli nas amostras de dgua variaram entre
604,29 a 1130,79 NMP/100ml demonstrando qualidade microbioldgica insatisfatéria. Para as
ostras, 8 (26,66%) das 30 amostras apresentaram estar improprias para consumo, sendo 4
amostras (13,33%) pela presenca de Salmonella sp. e 4 amostras (13,33%) pela contagem de
E. coli acima dos limites da legislacdo vigente. Recomenda-se a implantacdo de Boas Praticas
de Fabricacao, a utilizacdo do processo de depuracido e o monitoramento regular da qualidade
microbioldgica da d4gua na cadeia produtiva das ostras em Sao luis, MA.

Palavras-chave: Ostreicultura; Crassostrea sp.; Saide Puiblica; Micro-organismos.



ABSTRACT

This research aimed to evaluate the microbiological quality of water and oysters from natural
banks and oyster farms located on the Island of Sao Luis, MA. For this, 60 samples were
analyzed from September 2020 to February 2021, 30 of water and 30 of oysters (Crassostrea
sp.) collected directly from shellfish farmers and farm owners in the municipalities of the
Island of Sao Luis, MA. For the determination of total coliforms and E. coli in the water
samples, the technique recommended by APHA (2012) was used using the Colilert® rapid
method. For the enumeration of total and thermotolerant coliforms in oysters were performed
by the Most Probable Number (MPN) method and E. coli by the technique described by
Vanderzant and Splittstoesser (1992). Enumeration of coagulase positive Staphylococcus in
oyster samples was performed according to SILVA et al., (2017). Surveys for Salmonella sp.,
Aeromonas sp. and Vibrio sp. in oysters were performed according to the methodologies
recommended by APHA (2012), CARNAHAN et al., (1991) and Bacteriological Analytical
Manual online ELLIOT, KAYSNER; TAMPLIN (2004). The results in geometric mean count
of E. coli in the water samples ranged from 604.29 to 1130.79 NMP/100ml demonstrating
unsatisfactory microbiological quality. For the oysters, 8 (26.66%) out of 30 samples were
unsuitable for consumption, being 4 samples (13.33%) due to the presence of Salmonella sp.
and 4 samples (13.33%) due to E. coli count above the limits of the current legislation. It is
recommended the implementation of Good Manufacturing Practices, the use of the
purification process and the regular monitoring of the microbiological quality of the water in
the oyster production chain in Sao Luis, MA.

Keywords: Ostreiculture; Crassostrea sp.; Public health; Microorganisms.
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INTRODUCAO

De acordo com Oliveira (2009), a aquicultura € considerada uma atividade
multidisciplinar, relacionada ao cultivo de diversos organismos aquaticos, compreendidos
nesse contexto plantas aqudticas, moluscos, crusticeos e peixes, visto que o manejo do
processo de criagdo € essencial para o aumento da producdo. Em 2018, segundo a FAO
(2020), a producdo mundial de pescado atingiu o nimero de 178,5 milhdes de toneladas, com
82,1 milhdes de toneladas provenientes da aquicultura. No Brasil em 2019, foram produzidas
599,1 mil toneladas de pescado, avaliadas em R$ 4,7 bilhdes, um aumento de 2,6% em
volume e 5% em valor, se comparado ao ano de 2018 (IBGE, 2020).

A maricultura é um ramo especifico da aquicultura que engloba a producao de
uma ampla variedade de organismos aquéticos marinhos e estuarinos, desde vegetais como as
algas, invertebrados como crusticeos e moluscos, até vertebrados como peixes e
répteis (FAO, 2013). Em 2019, a producdo da malacocultura brasileira foi de 15,2 mil
toneladas, com énfase para as criacdes do mexilhdo Perna perna, seguido da ostra do pacifico
Crassostrea gigas, ostra do mangue Crassostrea spp. e a vieira Nodipecten nodosus (IBGE;
MAPA, 2020).

Na costa do Estado do Maranhio, a atividade extrativista e o cultivo de moluscos
bivalves possuem papel fundamental na geracdo de renda extra para os pescadores. Realizada,
frequentemente de forma artesanal, a pritica extrativista envolve a retirada de sarnambi,
sururu, ostra, unha de velho e demais pescados de interesse comercial ou alimenticio para
essas familias (PEREIRA et al., 2017).

Ostras sdo moluscos bivalves pertencentes a familia Ostreidae, que vivem em
aguas costeiras rasas, ocorrendo desde a faixa equatorial até aproximadamente as latitudes
64°N e 44°S na faixa de frio moderado. Os adultos se mantém fixos aderidos em substratos
formando bancos naturais (ERSE; BERNARDES, 2008).

Dentre as espécies de maior interesse econdmico, pode-se destacar as ostras
pertencentes ao género Crassostrea, em virtude do valor alimenticio da ‘“carne” e da
utiliza¢do da concha como matéria prima na producdo de artigos medicinais e industriais. A
ostra é apontada como um organismo altamente nutritivo devido ao teor de minerais (f6sforo,

célcio, ferro e i0do), glicogénio, vitaminas (A, B1, B2, C e D) e proteinas (CHRISTO, 2006).
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A microbiota das ostras estd diretamente associada ao ambiente onde ela se
origina. O consumo desses moluscos representa um grande risco por serem filtradores e
bioacumuladores de micro-organismos, razdo pela qual sd@o muito utilizados como
bioindicadores (SILVA et al., 2003).

Grande parte dos padrdes que regulam a qualidade microbiolégica da dgua de
cultivo, empregam a quantificacdo de coliformes, visto que este grupo de micro-organismos é
indicador de condi¢des higi€nico-sanitarias (MACHADO et al., 2001). Em paises como o
Brasil, EUA e Chile, o cultivo e a extracao de moluscos bivalves sdo fiscalizados por andlises
da qualidade de dgua (SILVA; CAVALLI; OLIVEIRA, 2006). Porém, o nivel dos coliformes
pode ser influenciado por determinantes ambientais como as chuvas, as correntes marinhas e
os ventos que ocorrem nas proximidades do estudrio (KOLM; MIQUELANTE, 2011); DOI;
BARBIERI; MARQUES, 2014).

Segundo Huss (1997), existem dois grupos de bactérias de importincia para a
saide humana que podem contaminar os produtos de origem animal marinho: a) o grupo das
indigenas, as quais estdo naturalmente distribuidas nos ambientes aqudticos (Aeromonas
hydrophila, Clostridium botulinum, Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus e Listeria
monocytogenes); b) o grupo das ndo-indigenas, que podem contaminar o ambiente e/ou
pescado por fatores antrépicos, como descarte incorreto de dejetos humanos (Salmonella sp.,
Shigella sp., e Escherichia coli) e manipulagdo inadequada (Staphylococcus aureus).

A Salmonella sp. € uma bactéria entérica responsdvel por severas intoxicagdes
alimentares, sendo um dos principais agentes envolvidos em surtos relatados em varios paises.
A sua presenca em alimentos é um grave problema de satde publica que ndo deve ser
tolerado, porque os sinais e sintomas podem ser mal diagnosticados, sobrecarregando todo o
sistema de saide (SHINOHARA et al., 2008).

A E. coli € uma bactéria que coloniza naturalmente o intestino de humanos e
mamiferos em geral. A maioria das cepas de E. coli sdo inofensivas, porém, algumas podem
causar graves doencgas transmitidas por alimentos. A via de transmissdo ao homem pode
ocorrer pela ingestdo de alimentos contaminados, principalmente em produtos de origem
animal crus ou mal cozidos (ROSA; BARROS; SANTOS, 2016).

Diante do exposto, justifica-se a necessidade de monitoramento da qualidade dos
recursos hidricos maranhenses, associado ao elevado consumo de moluscos bivalves nas

regides litoraneas e considerando que o consumo in natura desse alimento pode trazer risco a
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satude dos consumidores. Portanto, esta pesquisa teve por objetivo avaliar a qualidade

microbioldgica de dguas e ostras obtidas em bancos naturais e cultivos da Ilha de Sdo Luis,

MA.

2 OBJETIVOS

Geral

Avaliar a qualidade higi€nico-sanitdria de amostras de ostras e dguas extraidas

de ostreiculturas e bancos naturais na ilha de Sdo Luis, MA

Especificos

Correlacionar parametros ambientais (pH, Pluviometria e Temperatura) com a

qualidade microbioldgica da dgua;

Determinar o Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e E. coli em

amostras de dgua e de ostras extraidas de bancos naturais e de ostreiculturas;

Enumerar Escherichia coli e Staphylococcus coagulase positiva em amostras

de ostras extraidas de bancos naturais e de ostreiculturas;

Pesquisar Vibrio sp., Salmonella sp., e Aeromonas sp. em amostras de ostras

extraidas de bancos naturais e de ostreiculturas.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1. Biologia e ecologia da Crassostrea sp.

As ostras sdo animais invertebrados, pertencentes a classe Bivalvia,
exclusivamente aqudticos, sendo considerados moluscos filtradores, por apresentarem
estruturas morfoldgicas adaptadas, possibilitando a alimentagdo e trocas gasosas através das
branquias por processo de filtracio (ROSARIO, 2019).

As populagdes de ostras mantém intima relacdo com as condi¢des especificas de
seu habitat. Uma vez que cada estudrio possui suas proprias peculiaridades, as variantes
ambientais influenciam no metabolismo do animal, alterando processos relacionados ao
crescimento, maturacio e reproducio das espécies (PAIXAO, 2012).

As ostras de maior importincia econdmica pertencem ao género Crassostrea, as
quais sdo dioicas, ndo apresentam dimorfismo sexual, e sua reproducdo € sexuada com
fecundag¢do externa. As gonadas apresentam aspecto esbranquicado e difuso e, quando
atingem a maturacdo sexual envolvem totalmente a glandula digestiva, sendo necessdria a
utilizacdo de técnicas histoldgicas para diferenciar entre machos e fémeas (CHRISTO;
ABSHER, 2008).

A fecundacdo e o desenvolvimento larval ocorrem na dgua, ocorrendo a liberagao
de 30 a 50 milhdes de ovos. Cada ovo sofre clivagem e em 24h origina a larva “D”, e no 14°
dia perde este formato e denomina-se véliger. No estigio pé-de-véliger, quando o pé se
encontra bem desenvolvido as ostras procuram um substrato propicio, costdes rochosos ou
raizes de mangue, para fixacdo e continuar o processo de metamorfose. Este ciclo possui
duracdo de 21 dias (LIMA, 2015).

Assim como os demais moluscos, as ostras sdo organismos filtradores que
bombeiam entre 0,5 a 4,0 litros de d4gua por hora. Devido a esta caracteristica, sdo capazes de
reter contaminantes quimicos e micro-organismos. Os micro-organismos sobrevivem no
estdbmago das ostras por certo periodo de tempo, mantendo seu poder infectante, antes de
serem atacados e digeridos por fagocitose. Este comportamento fisiolégico causa uma
concentragdo de micro-organismos patogénicos na parte comestivel do bivalve (CARROZZO,

1994; BEIRAO; TEIXEIRA; MEINERT, 2000).
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No litoral brasileiro, existem pelo menos trés espécies do género Crassostrea, as
espécies nativas que habitam regides estuarinas de baixa salinidade: C. rhizophorae e C.
brasiliana (sinonimia para C. gasar); e a terceira espécie € encontrada em dreas altamente
salinas, C. gigas, espécie exdtica introduzida na década de 1970 (CAVALEIRO, 2013).

Segundo Dué et al. (2010), C. rhizophorae coloniza as regides do Caribe ao
Uruguai e seus principais habitats sdo as raizes aéreas do Rhizophorae mangle e os substratos
rigidos, como rochas no médio litoral, na regido entre marés. A ostra-do-mangue Crassostrea
gasar € naturalmente encontrada aderida em raizes aéreas de mangue ou fixas em rochas,
tendo como habitat ambientes estuarinos (VARELA et al., 2007). Esta espécie € amplamente
distribuida, com relatos de ocorréncia na costa ocidental da Africa, de Senegal até Angola
(AFINOWI, 1984) e na América do Sul, da Guiana Francesa até o sul do Brasil (LAPEGUE
etal., 2002).

A espécie Crassostrea gasar ocorre no infralitoral das regides estuarinas e possui
crescimento acentuado enquanto que Crassostrea rhizophorae ocorre predominantemente na
regido interma real e apresenta menores taxas de crescimento quando comparada com C.
gasar. Os adultos de ambas as espécies sdo sésseis, caracterizados por apresentarem grande
plasticidade na morfologia da concha, dependendo do substrato onde estdo fixadas

(CHRISTO et al., 2015).

3.2. Atividade extrativista e cultivo de ostras

O extrativismo de moluscos bivalves é baseado no conhecimento tradicional
transferido por geracdes de familiares, grupos de vizinhos ou associacdes de pescadores.
Sendo importante para geracao de renda total ou complementar e contribui na alimentacao das
familias ribeirinhas, devido ao seu alto valor nutricional. Estas comunidades praticam a
catacdo a partir dos conhecimentos culturais e costumes estabelecidos por geracdes sobre os
ciclos naturais das espécies exploradas, visando manter o seu modo de vida, mas sem
considerar o manejo sustentdvel ou a conservacdo dos recursos naturais (DIEGUES, 1983;
SCHAEFFER-NOVELLLI, 1999).

Os impactos da pesca predatdria e a degradacdo ambiental em dreas costeiras
acarretam na diminuicdo de renda dos pescadores artesanais e ameacam fortemente a

atividade produtiva dependente do extrativismo. A auséncia de empregos nas regides
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litoraneas atrai cada vez mais pessoas sem experiéncia ou qualificacdo para exercer atividades
extrativas, aumentando a pressdo sobre os recursos naturais (PEREIRA et al., 2017).

Segundo Ribeiro et al. (2016), as condi¢des higi€nico-sanitarias adotadas pelos
marisqueiros de ostras da Ilha de Sao Luis, MA, na atividade de extracdo até a
comercializacdo sdo insatisfatorias, indicando falta de boas priticas em todas as etapas ao
longo do processo de producdo, o que pode representar riscos a saide da populacio
apreciadora do consumo in natura desse bivalve.

Garcia e Bernat (2019) também destacam as baixas condi¢des higi€nico-sanitérias
relacionadas a atividade extrativista de ostras exercida na comunidade tradicional da regido de
Carnaubeiras, MA, onde, € realizado de forma rudimentar, sem nenhum tipo de infraestrutura
adequada para o armazenamento e conservagdo, ou mesmo para o beneficiamento do produto.

A ostreicultura € a pratica em que se cultivam ostras para o consumo humano. Por
se tratar de uma atividade que demanda baixo custo inicial e reduz os impactos da
superexploracdo sobre os estoques naturais, o cultivo de ostras mostra-se como uma
alternativa de renda e fonte de proteina animal para agricultores familiares e pescadores
artesanais, os quais podem conciliar as atividades rotineiras com a manuten¢do do cultivo
(MACEDQO et al., 2016).

Segundo Gradvohl (2014), a ostreicultura se aproxima de um modelo de
aquicultura ecoldgica sustentdvel, uma vez que diminui a pressao sobre 0s estoques naturais.
Além disso, o cultivo de ostra tem se destacado como uma alternativa de emprego e renda, a
medida que o alimento ganha espaco no mercado, semelhante ao que vem acontecendo nas
regides sul e sudeste do Brasil (EVANGELISTA-BARRETO; SOUSA; VIEIRA, 2008).

A ostreicultura no estado do Maranhao encontra-se em estdgio inicial, ndo tendo
se difundido de forma expressiva no litoral maranhense. A falta de cultivos em larga escala e
a baixa produtividade, devem-se a falta de uma linha de financiamento e de um programa
eficiente de difusdo tecnoldgica para as comunidades tradicionais, dentre outros fatores
(GOMES; ROGERIO; MAXIMIANO, 2008; FUNO, 2016). Assim, apesar de existir um
grande potencial para a ostreicultura no Estado do Maranhdo, apenas 24 toneladas de ostras,
vieiras e mexilhoes foram cultivados no ano de 2018, de acordo com os dados estatisticos da

aquicultura fornecidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (SAGRIMA, 2019).
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3.3. Caracteristicas nutricionais das ostras

O valor nutricional da ostra sofre influéncia de diversos fatores ambientais, como:
qualidade e quantidade de fitoplancton, temperatura, presenga de poluentes, fase do ciclo
reprodutivo e da distribuicao das reservas metabdlicas nas diferentes etapas de crescimento e
reproducgdo, assim os valores nutricionais variam sazonalmente (DESLOUS-PAOLLI; HERAL,
1988; REN et al., 2003; ORBAN et al., 2004). A 4gua é o principal composto da ostra,
representando cerca de 82% do seu corpo. A quantidade de dgua presente na ostra depende do
ciclo reprodutivo, aumentando sua concentracao na época de desova (ZIMANN, 2017).

As ostras fornecem proteinas de alto valor bioldgico, possuindo quantidades
significativas de aminodcidos, como a glicina (KIMURA; OHMINAMI; OKUDA, 1998).
Entretanto, apresentam contetido proteico inferior, quando comparadas a outros moluscos
bivalves, o qual varia em pequena escala ao longo do ano (MARTIN, 1990). O contetudo de
dgua geralmente aumenta e o de proteina diminui, a medida que o periodo de desova se
aproxima (ANTUNES; ITO, 1968; MORALIS et al., 1978).

Os lipideos, também demonstram maiores concentracdes no final da primavera,
uma vez que se encontram acumulados nas gonadas. No verdo quando a temperatura da dgua
aumenta ocorrendo a desova, os teores de lipideos diminuem, em funcido do elevado gasto
energético dos gametas (DESLOUS-PAOLI, HERAL, 1988; DRIDI; ROMDHANE;
ELCAFSI, 2007).

Os carboidratos nas ostras sdo encontrados basicamente sob a forma de
glicogénio. Segundo Portella (2005), a concentragdo de glicogénio influéncia a qualidade da
ostra, ou seja, quanto maior o teor de glicogénio, maior a aceitabilidade pelo consumidor. A
variacdo sazonal do carboidrato estd diretamente relacionada com o ciclo reprodutivo. Como
o glicogénio é o material de reserva das ostras, 0 aumento do seu teor coincide com a época
do ano em que as células sexuais atingem a maturagao.

De acordo com o United States Department of Agriculture (2019), ostras cruas
possuem em 100 g: 51 kcal, 5,71 g de proteinas, 1,71 g de lipidios, dos quais, 0,474 g sdo
saturados, 0,253 g sdo monoinsaturados, 0,528 g sdo poli-insaturados e 40 mg colesterol.
Possuem também 2,72 g de carboidratos, 59 mg de célcio (Ca), 4,61 mg de ferro (Fe), 18 mg
de magnésio (Mg), 97 mg de fosforo (P), 156 mg de potassio (K), 85 mg de sddio (Na) e 39,3

mg de zinco (Zn). Das vitaminas em 100 g possuem: 0,018 mg de tiamina; 0,09 mg de
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riboflavina; 0,925 mg de niacina; 0,031 mg de vitamina B6; 8,75 ug de vitamina B12, 13 ug

de vitamina A, 0,85 mg de vitamina E el pg de vitamina K.

3.4. Qualidade microbioldgica da agua de extracio e cultivo de ostras

A qualidade microbioldgica da dgua € monitorada pela concentragdo de bactérias
indicadoras de contaminacio fecal, tais como a Escherichia coli. Este bioindicador estd
relacionado com o risco potencial de contrair doengas infecciosas pelo contato direto no uso
para recreacdo e na ingestdo de alimentos contaminados (TOURON et al., 2007). O hébito de
consumir ostras cruas ou levemente cozidas pode favorecer o aparecimento de diversos casos
de doencas transmitidas por alimentos (POTASMAN; PAZ; ODEH, 2002; MENDES et al.,
2004). Logo, € essencial avaliar os contaminantes microbioldgicos tanto para a 4gua como
para os moluscos frescos.

Entre as bactérias encontradas no ambiente, o grupo dos coliformes vem sendo
amplamente utilizado como um indicador da qualidade da &4gua. Entre os coliformes
termotolerantes, a contagem de E. coli é destacada como uma das melhores técnicas para
avaliar o grau de poluicao fecal (YANEZ; VALOR; CATALAN, 20006).

A contagem de coliformes totais em amostras de dgua (cultivo ou extragdo) é
utilizada como indicador das condi¢des higiénico sanitdrias do ambiente onde foi produzido o
alimento. A presenga de E. coli em moluscos bivalves indica que houve contato direto ou
indireto com material fecal (SALES et al., 2015).

O grupo dos coliformes foi definido pelo Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater como todos micro-organismos aerdbicos ou anaerdbicos
facultativos, Gram-negativos, ndo esporulados, em forma de bastonete, os quais fermentam a
glicose com producdo de gds em 48h a 35 °C. Esse grupo inclui micro-organismos que
diferem em caracteristicas bioquimicas, soroldgicas e de habitat, como o0s géneros
Escherichia, Aerobacter, Citrobacter, Klebsiela e o género que raramente é encontrado em
fezes, como Serratia (BARBIERI, 2012).

Embora grande parte das cepas de E. coli seja comensal, em individuos
debilitados ou imunossuprimidos, ou ainda, quando as barreiras gastrointestinais sao

penetradas, cepas ndo patogénicas de E. coli podem causar infec¢do. Ademais, na populacio
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de E. coli ha diferentes linhagens que diversificam seu potencial patogé€nico e perfil de
resisténcia aos antibidticos, o que proporciona potencial risco a satide publica (SILVA, 2015).

Pesquisas realizadas em territério nacional com o objetivo de avaliar a qualidade
microbioldgica da dgua de extracdo e cultivo de ostras, relatam contaminacao por coliformes
totais e termotolerantes. No entanto, quando comparadas as médias da densidade colimétrica
com a legislacdo vigente, a maioria das areas de estudo estdo dentro dos limites permitidos
(VIEIRA et al., 2007; DOI; BARBIERI; MARQUES, 2014; FIGUEIREDO et al., 2015;
FREITAS et al., 2017).

Ainda que exista o marco legal, o Brasil ¢ um pais com poucos sistemas de
monitoramento de qualidade da 4gua, particularmente em relagdo as suas dimensodes
continentais, diferencas geogréficas regionais e amplitude dos problemas de poluigdo,

carecendo de dados sobre a qualidade de seus recursos aquaticos (VASCO et al., 2010).

3.5. Qualidade microbioldgica de ostras

A microbiota de pescados e da maioria dos moluscos bivalves € bastante diversa,
podendo incluir: virus, como o da Hepatite A (COELHO et al., 2003), rotavirus (KITTIGUL
et al., 2010), bactérias, como Pseudomonas sp., Moraxella sp., Acinetobacter sp., Serratia sp.,
Proteus sp., Clostridium sp., Bacillus sp., Salmonella sp., Escherichia coli, Staphylococcus
aureus ¢ Vibrio sp., principalmente V. chloleare, V. parahaemolyticus e V. vulnificus
(VIEIRA, 2004; BONNIN-JUSSERAND et al., 2019). A maioria destes patdégenos sao
veiculados do ambiente ao ser humano pela ingestdo de moluscos bivalves contaminados
(CRUZ-ROMERO; KERRY; KELLY, 2008).

Dentre o0s micro-organismos indicadores de qualidade higi€nico-sanitaria
frequentemente utilizados destacam-se o grupo dos coliformes termotolerantes e a
Escherichia coli. Esses micro-organismos fazem parte da microbiota do trato digestivo dos
humanos e dos animais homeotérmicos e sdo excretados em suas fezes. Por esta razdo, a
presenca deles no ambiente sinaliza contaminac¢ido de origem fecal e risco da presenca de
micro-organismos patégenos (PITTA, 2002).

As variacdes de intensidade de contaminagdo por E. coli comumente encontradas
nas ostras de cultivo apontam o nivel de contamina¢do no momento da coleta e podem ser

influenciadas por variacdes ambientais como marés, ventos, chuvas, posicionamento do
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cultivo e até o posicionamento dos individuos dentro das balsas (YOUNGER; LEE; LEES,
2003).

A conexdo entre a presenca de bactérias indicadoras e de diversos agentes
patogénicos na dgua e nos moluscos bivalves vem sendo bastante levantada. A concentra¢ao
de micro-organismos nos moluscos filtradores varia de um individuo para outro e também
sofre influéncia de condi¢cdes meteoroldgicas, da temperatura e da atividade geral do molusco
(HUSS; REILLY; EMBAREK, 2000).

O género Salmonella sp. estd amplamente difundido na natureza, dentre os
possiveis reservatorios destas bactérias destacam-se, o trato intestinal do homem e de animais
de sangue quente e frio, com excecdo dos moluscos, peixes e crusticeos, que podem
contaminar-se ap0s a pesca, extragdo ou cultivo (COSTA et al., 2007). Lee e Younger (2003)
analisaram 3200 amostras de ostras do litoral do Reino Unido e notaram que a presencga de
Salmonella sp. era fortemente influenciada pelo local de coleta. A influéncia mudava de
acordo com a descarga de efluentes e o tipo de agricultura exercida na regido. Esses fatores
interferiram diretamente na quantidade de bactérias presente no ambiente marinho e
consequentemente nas ostras. Rampersad et al. (1999) descreveram que o consumo de ostras
em Trinidade e Tobago representa um sério risco a sadde publica, sendo responsavel pela
ocorréncia de casos de salmoneloses e colibaciloses na populagio.

Os Staphylococcus coagulase positiva encontram-se amplamente distribuidos no
meio ambiente e t€m como principal habitat a pele, membranas mucosas € o trato intestinal de
animais e do ser humano. Elevados indices de contaminagdo por Staphylococcus aureus em
pescados estdo frequentemente associados a participagdo de manipuladores portadores desse
micro-organismo que contribuem para a contaminacdo cruzada do alimento (KOMATSU et
al., 2010).

O S. aureus é um patégeno humano, conhecido por ser o causador de um amplo
espectro de doencas que variam de infeccdes cutaneas superficiais até doengas sist€micas
letais (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000). Este patégeno coloniza comumente as aberturas
nasais, boca, pele e cabelos, a partir das quais ocorre contaminacao das maos e as superficies
de contato (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Os Staphylococcus sdo capazes de crescer
em meio com até 20% de cloreto de soédio (VIEIRA, 2004), sendo caracterizados como
resistentes aos estresses ambientais, fator que potencializa sua patogenicidade e propicia sua

sobrevivéncia.
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Cerca de 20 a 60% da populagdo mundial € potencial portadora da bactéria de
forma assintomadtica. O periodo de incubac¢do médio da intoxicagdo estafilococica € de duas a
quatro horas (trinta minutos a oito horas). Os sintomas sao geralmente agudos e sdo descritos
por nduseas, vomitos, cdlicas abdominais e diarreia (GERMANO; GERMANO, 2001).

O género Vibrio abrange mais de 30 espécies, sendo pelo menos 12 sdo
patogénicas para o homem, tendo sido relacionadas a doencas transmitidas por alimentos.
Dentre estas espécies, Vibrio cholerae, sorogrupos O1 e 0139, s@o os mais relevantes, uma
vez que sdo associados a surtos epidémicos de diarreia (PRUZZO et al., 2005; DALMASSO;
CIVERA; BOTTERO, 2009). Contudo, outras espécies de vibrios também sdo capazes de
ocasionar doencas diarreicas em humanos, € vém sendo reconhecidos na ultima década.
Podem ser citadas, Vibrio parahaemolyticus, o principal agente patogé€nico de surtos de
doencas transmitidas por alimentos no Japao e na Coréia (LEE et al., 2001), Vibrio vulnificus,
Vibrio alginolyticus, Vibrio fluvialis, Vibrio furnissii, Vibrio metschnikovii e Vibrio mimicus
(HOI et al., 1997; ALTEKRUSE et al., 2000).

O Vibrio parahaemolyticus € um agente patogénico humano que habita
naturalmente os ambientes marinhos. E constantemente isolado a partir de peixes, polvos,
camardes, caranguejos, lagostas, ostras e vieiras, sendo uma das principais espécies do género
Vibrio e tem sido reconhecida como patégeno importante distribuido nas regides litoraneas de
clima temperado e tropical ao redor do globo. A presenca deste patdgeno nem sempre estd
associada a ocorréncia de micro-organismos indicadores, mas estd diretamente relacionada
com as alteragdes fisico-quimicas do ambiente, como pH, salinidade e temperatura
(RODRIGUES; CARVALHO FILHO, 2011).

O Vibrio vulnificus simboliza um risco significativo para a saude publica,
principalmente para pessoas imunodeprimidas, em especial o grupo de pessoas que
consomem alimentos de origem animal marinha, crus ou mal cozidos, ou aquelas que
contraem infeccdes de pele quando praticam atividades em dguas estudrias ou costeiras. E
responsavel por causar trés diferentes tipos de infeccdes humanas, sendo a gastroenterite e a
septicemia primdria geralmente consequéncia da ingestdo de moluscos crus ou mal cozidos.
Infec¢des de pele também podem ser causadas pelo contato direto com moluscos bivalves e
dguas marinhas em que o patégeno estd presente (STROM; PARANJPYE, 2000; OLIVER,
2005).
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O Vibrio cholerae é excretado em maior quantidade nas fezes de pacientes com
cOlera e convalescentes. A doenca € disseminada principalmente pela via fecal-oral, ou de
forma indireta por meio de 4gua contaminada. Em vérios paises os surtos de cdlera ocorrem
em razdao do consumo de produtos de origem animal marinho crus, mal cozidos,
contaminados, ou contaminados pds-processamento. Evidéncias revelam que o sorogrupo Ol
€ um constituinte da microbiota autoctone de dguas salinas e estudrios, em zonas costeiras
temperadas, o que pode configurar um perigo constante para a saide publica (KAYSNER;
DEPAOLA JUNIOR, 2004).

O género Aeromonas pertencente a familia Aeromonadaceae, é constituido por
bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, na sua maioria méveis e capazes de se
multiplicar em temperaturas de refrigeracdo (IGBINOSA et al., 2012). Apresenta distribuicao
mundial, sendo isolado nos mais diversos nichos, como ambiente aquético, peixes, alimentos,
animais domésticos, invertebrados, passaros, e insetos, além do solo (JANDA; ABBOTT,
2010).

A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), em 2002, e a Agéncia de Protecdo
Ambiental (EPA) dos Estados Unidos, em 2006, caracterizaram o género Aeromonas como
micro-organismos patogénicos emergentes. Atualmente, esse género vem recebendo bastante
notoriedade, por estar associado as vdrias doencas em animais € humanos, especialmente,
devido a sua potencialidade de patégeno oportunista em individuos imunossuprimidos
(MARTINS et al., 2009).

As bactérias do género Aeromonas estdo amplamente difundidas no meio
ambiente, podendo ser encontradas em meios aquaticos, colonizando animais e alimentos. Seu
isolamento em produtos de origem animal foi relatado na literatura (HIRSCH et al., 2006;
LANZARIN et al., 2011; SUAREZ; HERRERA, 2012), sendo que a grande maioria das
espécies estdo diretamente relacionadas ao pescado, dentre os quais destacam-se as ostras.
Como patdgenos oportunistas, Aeromonas tém sido consideradas como potenciais causadoras
de gastrenterites e infec¢des extra intestinais, abrangendo as infec¢des de feridas, pneumonia,
sindrome urémica hemolitica, peritonites, sepses biliares e septicemias (SILVA et al., 2014).

Pesquisas tém validado que Aeromonas sp. pode atuar como organismo infeccioso
ou enterotoxigénico, resultando em sérios problemas para o ser humano, sendo apontado
como agente emergente de origem alimentar (ISONHOOD; DRAKE, 2002; MARTINELI e
al., 2010; IGBINOSA et al., 2012). O género tem sido classificado como causador de
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diferentes infegOes, sendo as gastroenterites as mais comuns. A. hydrophila, A. caviae e A.
veronii biovar sobria sdo as espécies mais regularmente encontradas (PARKER; SHAW,
2011). Além de provocar patologias em seres humanos e animais, também € um considerdvel
deteriorante que favorece a diminuicdao da vida de prateleira de diversos alimentos (carne,

leite, ovos, pescados e alimentos cozidos) mesmo quando acondicionados sob refrigeracao

(KIROV, 1993).

3.6. Legislacao vigente

As andlises microbioldgicas da dgua sdo preconizadas pela Resolucdo n°® 357 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005), que determina que para o cultivo
de moluscos bivalves destinados a alimentacdo humana, a média geométrica da densidade de
coliformes termotolerantes de um minimo de 15 amostras coletadas no mesmo local, nio
deverd exceder 43 NMP por 100 ml, e o percentil 90% nao deverd ultrapassar 88 NMP
coliformes termotolerantes por 100 ml. Esses indices deverdao ser mantidos em monitoramento
anual com um minimo de 5 amostras. A E. coli poderd ser utilizada em substitui¢cdo ao
parametro coliformes termotolerantes de acordo com limites estabelecidos pelo o6rgao
ambiental competente.

Em relacdo as ostras, a Resolucdo n° 331 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (BRASIL, 2019A), dispde sobre os padrdes microbiologicos de alimentos e sua
aplicacdo e a Instrucdo Normativa n° 60 (BRASIL, 2019B) estabelece as listas de padrdes
microbioldgicos para alimentos. Assim, € preconizado que 25 g de ostras devem apresentar
auséncia de Salmonella sp. enquanto, a cada cinco amostras analisadas, quatro devem
apresentar valores maximos de 2,3 UFC de E. coli/g e uma amostra pode apresentar valores

entre 2,3 e 7 UFC de E. colilg.
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Qualidade microbioldogica de ostras e de aguas em manguezais de

macromaré da costa amazonica (Ilha de Sao Luis, MA), Brasil

Abstract: This research aimed to evaluate the microbiological quality of water and
oysters from natural banks and oyster farms located on the Island of Sao Luis, MA. For this,
60 samples were analyzed from September 2020 to February 2021, 30 of water and 30 of
oysters (Crassostrea sp.) collected directly from shellfish farmers and farm owners in the
municipalities of the Island of Sdo Luis, MA. For the determination of total coliforms and E.
coli in the water samples, the technique recommended by APHA (2012) was used using the
Colilert® rapid method. For the enumeration of total and thermotolerant coliforms in oysters
were performed by the Most Probable Number (MPN) method and E. coli by the technique
described by Vanderzant and Splittstoesser (1992). Enumeration of coagulase positive
Staphylococcus in oyster samples was performed according to SILVA et al., (2017). Surveys
for Salmonella sp., Aeromonas sp. and Vibrio sp. in oysters were performed according to the
methodologies recommended by APHA (2012), CARNAHAN et al, (1991) and
Bacteriological Analytical Manual online ELLIOT, KAYSNER; TAMPLIN (2004). The
results in geometric mean count of E. coli in the water samples ranged from 604.29 to
1130.79 NMP/100ml demonstrating unsatisfactory microbiological quality. For the oysters, 8
(26.66%) out of 30 samples were unsuitable for consumption, 4 samples (13.33%) due to the
presence of Salmonella sp. and 4 samples (13.33%) due to E. coli counts above the limits of
the current legislation.

Key-words: Oyster farming; Crassostrea sp.; Public health; Microorganisms.

Resumo: Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica de
aguas e ostras de bancos naturais e ostreiculturas localizadas na Ilha de Sao Luis, MA. Para
isso, foram analisadas no periodo de setembro de 2020 a fevereiro de 2021, 60 amostras,
sendo 30 de dgua e 30 de ostras (Crassostrea sp.) coletadas diretamente com os marisqueiros
e proprietarios de cultivos nos municipios da Ilha de Sdo Luis, MA. Para a determinacdo de
coliformes totais e E. coli nas amostras de dgua foi utilizada a técnica recomenda pela APHA
(2012) utilizando o método rdpido Colilert®. Para a contagem de coliformes totais e
termotolerantes em ostras foram realizadas pelo método do Nimero Mais Provdvel (NMP) e
E. coli pela técnica descrita por Vanderzant e Splittstoesser (1992). A Enumeragdo de
Staphylococcus coagulase positiva em amostras de ostras foi realizada de acordo com SILVA
et al., (2017). As pesquisas de Salmonella sp., Aeromonas sp. € Vibrio sp. em ostras foram
realizadas segundo as metodologias preconizadas pela APHA (2012), CARNAHAN et al.,
(1991) e Bacteriological Analytical Manual online ELLIOT, KAYSNER; TAMPLIN (2004).
Os resultados em média geométrica contagem de E. coli nas amostras de dgua variaram entre
604,29 a 1130,79 NMP/100ml demonstrando qualidade microbioldgica insatisfatoria. Para as
ostras, 8 (26,66%) das 30 amostras apresentaram estar improprias para consumo, sendo 4
amostras (13,33%) pela presenca de Salmonella sp. e 4 amostras (13,33%) pela contagem de
E. coli acima dos limites da legislacdo vigente.

Palavras-chave: Ostreicultura; Crassostrea sp.; Saide Pablica; Micro-organismos.
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INTRODUCAO

O crescimento desenfreado de aglomeragdes urbanas, bem como as limitagdes dos
sistemas de planejamento e saneamento bdsico vém originando sérios efeitos sobre os
ambientes costeiros ao redor do mundo (MENEZES et al., 2019). Um dos principais impactos
€ o crescimento populacional nas cidades litordneas, que nem sempre € assistido da
infraestrutura de saneamento bésico e produz efluentes domésticos que sdao despejados
diretamente ao mar, sem qualquer tratamento prévio (BALLESTEROS et al., 2016).

Os estudrios sdo caracterizados como ecossistemas de grande importancia devido
aos servicos ecoldgicos que fornecem, de modo que seus recursos lhes confere a funcdo de
bercario para muitas espécies de peixes e invertebrados. Porém, os ambientes estuarinos
apresentam suscetibilidade a pressao antrdpica, resultando na destrui¢do e perda imediata de
habitats (SCHNACK et al., 2018).

Os estados brasileiros, de forma geral, apresentam estrutura insatisfatéria de
saneamento. Em referéncia ao estado do Maranhdo, apesar da grande riqueza de recursos
hidricos, nos dltimos anos, constataram-se o surgimento de diversos problemas ambientais
nos corpos d’agua das suas principais bacias hidrograficas. E, o principal indicador das
alteragdes € o despejo de efluentes domésticos, que € relatado por 36 municipios, com
quantidade significativa para ser apontado como fator de poluicdo dos rios e estudrios
(PIMENTA et al., 2020).

A qualidade higi€nico-sanitdria, tanto da dgua do mar quanto dos organismos
utilizados como fonte de alimento, é de extrema relevancia, porquanto a ingestdo de alimentos
e/ou 4dgua contaminados por micro-organismos patogénicos causa ao consumidor diversos
problemas, como as doengas diarreicas (GOMES et al., 2017). Entre os anos de 2009 e 2018,
pescados, frutos do mar e processados corresponderam por 2,1% dos alimentos incriminados
envolvidos nos 4.499 surtos notificados (BRASIL, 2019A).

Os moluscos bivalves, tais como as ostras, as vieiras e os mexilhdes, sdo
organismos filtradores dindmicos de 4gua para a obten¢do de oxigénio e nutrientes,
reconhecidos como 6timos bioindicadores de poluentes marinhos costeiros (SALLES et al.,

2017; ARAUJO et al., 2020). Quaisquer contaminantes presentes na agua, podendo ser de

origem bioldgica (como virus, bactérias, toxinas e parasitas) e de origem quimica (como
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antibioticos, residuos de pesticidas e até metais pesados), sdo filtrados e permanecem
acumulados em seus tecidos (ARAUJ Oetal., 2016).

Diversas pesquisas relatam a contaminagao por micro-organismos patogénicos em
tecidos moles de ostras, como: Aeromonas sp. (FIGUERAS et al., 2017; RIBEIRO et al.,
2020), Escherichia coli (MIOTTO et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2020), Staphylococcus
coagulase positiva (SILVA et al., 2020), Salmonella sp. (FANG et al., 2015; CABRAL et al.,
2017) e Vibrio sp. (SHEN et al., 2019; AUDEMARD et al., 2018), evidenciando o risco a
saude publica.

O extrativismo de moluscos bivalves é uma pratica de importancia econdmica em
diversas comunidades costeiras no Nordeste brasileiro, dado que aproximadamente 50.000
pessoas vivem exclusivamente da retirada de moluscos como a ostra (Crassostrea gasar), o
sarnambi (Anomalocardia brasiliana) e o sururu (Mytella falcata e Mytella guyanensis) em
manguezais e estudrios. (PEREIRA et al., 2017).

A maricultura apareceu como alternativa que contribui para a minimizagdo das
desigualdades sociais, criagdo de novos postos de trabalhos e, consequentemente, geracdo de
renda para essas comunidades. A aquicultura, por intermédio da maricultura sustentavel, pode
favorecer a diminuicdo da fome e a pobreza nas regides litoraneas, tornando-se importante
fonte de renda (SILVA et al., 2021). Ressalta-se que as regides de producdo de moluscos
estdo frequentemente localizadas em aguas costeiras e dguas rasas de sistemas estuarinos, as
quais sofrem influéncia de diversos fatores ambientais e antrOpicos que apresentam
variabilidade espacial e temporal (FREITAS et al., 2017).

Os padrdoes microbiolégicos da qualidade de alimentos inclusive de origem
marinha, tais como peixes, moluscos e crusticeos sdo regulamentados pela Resolucdo da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitédria, Resolu¢do RDC n°® 331/19 (BRASIL, 2019B) e a
Instru¢do Normativa n° 60/19 (BRASIL, 2019C), baseando-se nas densidades de Escherichia
coli e na presenca/auséncia de Salmonella sp. A qualidade de dguas destinadas a criacdo de
moluscos bivalves voltados a consumacdo humana, incluindo salobras e salgadas, é avaliada
por meio da Resolu¢do do Conselho Nacional do Meio Ambiente, Resolugado CONAMA n°
357/05, que considera como parametros os coliformes termotolerantes e Escherichia coli
(CONAMA, 2005).

Diante do exposto, esta pesquisa objetivou avaliar a qualidade microbioldgica de

aguas e ostras coletadas em bancos naturais e cultivos localizados em areas de manguezais na
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Ilha de Sao Luis, MA. Além de correlacionar pardmetros ambientais com a contaminacio da
agua dos estudrios por fatores antropicos, considerando a grande importincia ecolégica das

regides de mangue e o desenvolvimento socioecondmico das comunidades costeiras.

METODOLOGIA

Caracterizacio da area de estudo

A Ilha de Sao Luis (Figura 1) esté localizada entre as coordenadas de 02°24°09°S-
02°46°13”S e 44°01°20”W- 44°29°47”W, tendo como limites a oeste, a baia de Sdo Marcos; a
leste a bafa de Sao José; ao sul o Estreito dos Mosquitos e ao norte, o Oceano Atlantico. A
divisdo politico-administrativa atual define a composi¢do territorial da Ilha de Sdao Luis em
quatro municipios: Paco do Lumiar, Sdo José de Ribamar, Sdo Luis e Raposa (RIBEIRO;

CASTRO, 2016).

Figura 1 — Localizacdo da ilha de Sao Luis do Maranhao
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Fonte: Nucleo de Geoambiental da Universidade Estadual do Maranhdo - NUGEO (2021)
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A pesquisa foi realizada durante os meses de setembro de 2020 a margo de 2021,
foram realizadas visitas (via transporte terrestre e via embarcacdo a motor) nos municipios da
Ilha de Sao Luis, para reconhecimento da drea em estudo, localizagdo das comunidades que
cultivam ostras, assim como a identificacdo dos bancos naturais para extracdo dos moluscos
bivalves.

Foram determinados cinco pontos de coleta, escolhidos com base em estudos
anteriores e por conveniéncia logistica, sendo trés em bancos naturais e dois em ostreiculturas.
Para bancos naturais, destacam-se os pontos: Porto do Cumbique (2°27.540'S e 44°07.524'W)
e Porto do Timbuba (2°31.164'S e 44°04.165'W) do municipio de Paco do Lumiar; e Aracagy
Velho (2°27.407'S e 44°09.249'W) do municipio de Sao Luis. Enquanto, os pontos de
ostreiculturas foram: Estudrio do Rio Cururuca (2°29°51.06”S e 44°3°14.67”0) do municipio
de Sao José de Ribamar e Ilha das Ostras (2°25'40"S e 40°05'44"W) do municipio da Raposa.

Ap0s as visitas aos cinco pontos de extragdo e cultivo das ostras, foram realizadas
seis expedi¢des, em intervalos mensais em cada local para a coleta das amostras de dgua e de
ostras, totalizando 30 amostras de ostras e 30 de d4gua. Cada amostra de d4gua foi composta por
100 ml acondicionada em fracos de vidros estéreis graduados de 500 ml, enquanto a de ostra
foi composta por 12 unidades de organismos maduros prontos para consumagao,
acondicionada em saco ziplock para alimentos, de acordo com Kaysner e De Paola (2001).
Em seguida, as amostras de dgua e ostras foram armazenadas separadamente em caixas
isotérmicas, sob refrigeracdo e transportadas para o Laboratério de Pesquisa em Controle de
Qualidade de Alimentos e Agua/LAMP da Universidade Estadual do Maranhio - UEMA,

para imediata realizacdo das andlises microbioldgicas.

Analises microbiolégicas da agua de extracao e cultivo das ostras

Para a determinagdo de coliformes totais e E. coli na dgua coletada dos locais de
extragdo e cultivo de ostra, 10 mL de cada amostra foram diluidos em 90 mL de édgua
destilada estéril, perfazendo 100 mL, segundo a metodologia recomendada pela American
Public Health Association - APHA (2012). A anélise foi realizada por meio do método rapido
Colilert®, segundo as instru¢des do fabricante.

Para a medicdo de pH das amostras de dgua, foi utilizado o pHmetro mPA210 da

marca MS TECNOPON®. Os dados de temperatura e pluviometria referentes aos meses (Set,
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Out, Nov, Dez/2020 e Jan, Fev/2021) foram cedidos pelo Nucleo Geoambiental da

Universidade Estadual do Maranhao.

Analises microbioldgicas das amostras de ostras

Os exemplares coletados foram higienizados sob dgua corrente para a remogdo de
organismos incrustantes e sedimentos aderidos na regido externa. Apds a lavagem, as ostras
foram abertas com auxilio de espétula estéril e acondicionadas em Beckers esterilizados para

pesagem da carne e liquido intravalvar.

Enumeracio de coliformes totais, termotolerantes e E. coli

Para cada amostra foram pesados 25 g de tecido e adicionados 225 ml de dgua
peptonada para homogenizacdo (dilui¢io 10™) e dilui¢des decimais a partir da dilui¢io 10!
foram preparadas em tubos contendo 9,0 ml de d4gua peptonada. Aliquotas de 1,0 ml de cada
diluicao foram transferidas para séries de trés tubos contendo Caldo Lauril Sulfato de Sédio
com tubos de Durham invertidos. Os tubos foram incubados a 35+1°C durante 24 € 48 h, e
uma al¢cada de cada tubo apresentando crescimento e producdo de gis foi semeada em tubos
contendo 10 mL de Caldo Verde Bile Brilhante 2% e E.C., com tubos de Durham invertidos
(APHA, 2012).

Os tubos contendo Caldo VB foram incubados a 35°C por 24 e 48 h, enquanto
tubos de E.C. foram incubados por 24 e 48 h a 45°C em banho Maria. A formacdo de gds nos
tubos de Caldo VB indicou a presenca de coliformes totais, sendo o resultado expresso em
NMP de coliformes totais por grama de ostras. Para contagem de E. coli, os tubos de E.C.
com géds foram repicados para placas contendo Agar Eosina Azul de Metileno-EMB e
incubadas a 35°C. Ap6s 24 h, colonias negras com ou sem brilho metélico, suspeitas de E.
coli, foram identificadas bioquimicamente conforme a técnica descrita por Vanderzant e

Splittstoesser (1992).

Contagem de Staphylococcus coagulase positiva
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A partir das diluigdes decimais (101,102,107, aliquotas de 0,1 ml de cada
diluicio foram semeadas sobre a superficie de placas contendo Agar Baird-Parker (BP),
adicionado de telurito de potdssio e gema de ovo e distribuida em toda a placa com auxilio de
alca de Drigalski e incubadas em estufa bacteriologica a 35°C durante 48 horas. Apds este
periodo, foi realizada a contagem do nimero de colOnias tipicas do género (circulares, pretas
ou cinza escuras, com 2-3mm de diametro, lisas convexas, com bordas perfeitas e
esbranquicadas, rodeadas por uma zona opaca e, frequentemente, por um halo transparente se
estendendo para além da zona opaca). As coldnias tipicas do género Staphylococcus foram
submetidas a prova de catalase. As coldnias catalase positivas foram transferidas para caldo
cérebro-coragdo (BHI) e incubadas a 37°C por 24 horas. Posteriormente, foi realizado o teste

de coagulase utilizando o plasma de coelho liofilizado (SILVA et al., 2017).

Pesquisa de Salmonella sp.

Para a pesquisa de Salmonella sp. foram pesados 25 g de cada uma das amostras
de ostras e adicionados a 225mL de 4gua peptonada tamponada (pré-enriquecimento). Os
fracos foram incubados a 36°C por 24 horas e, em seguida, realizou-se o enriquecimento
seletivo utilizando os caldos Rappaport Vassiliadis e selenito cistina que foram incubados a
37°C por 24 horas. Apds o periodo de incubagdo, realizou-se o plaqueamento em meios
seletivos (agar Salmonella-Shigella— SS e agar xilose lisina desoxicolato — XLD). As placas
foram incubadas a 36°C. Apds o periodo de incubacgao, foram realizados os testes bioquimicos

utilizando os meios TSI e LIA, segundo a metodologia preconizada pela APHA, 2012.

Pesquisa de Aeromonas sp.

Foram pesados 25 gramas da amostra e adicionados em 225 ml do caldo tripticase
soja (TSB), adicionados de ampicilina (30 mg/l). Os frascos foram incubados por 28°C por 24
h. Apés este periodo, foram semeadas aliquotas do crescimento bacteriano em placas
contendo dgar vermelho de fenol-amido-ampicilina (MAJEED et al., 1990; PALUMBO et al.,
1991) e dgar dextrina-ampicilina, segundo Havelaar e Vonk (1988), adicionadas de ampicilina

(10mg/1). As placas foram incubadas a 28°C por 24 horas.
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Para identificacdo presuntiva do género a partir do isolamento, foram selecionadas
até trés colOnias tipicas (coloragdo amarelada com halo transparente em virtude da hidrélise
do amido ou da dextrina), em cada um dos meios utilizados que foram inoculadas em
tripticase soja (TSA). Os tubos foram incubados a 28°C por 24 h. Apds incubagdo, foi
realizada a coloragdo pelo método de Gram e foram selecionadas as culturas que se
apresentaram na forma de bastonetes retos e curtos, aos pares, isolados ou em cadeias curtas e
Gram negativas. Estas foram repicadas em 4agar triplice acucar ferro (TSI) (SAAD et al.,
1995) e os mesmos foram incubados a 28°C por 24 h, sendo consideradas positivas no TSI as
culturas que apresentaram reagdo 4cida, tanto na base como no bisel, com ou sem a formacao
de gas e H2S negativas. As culturas positivas foram submetidas a prova de oxidase e catalase.

O teste da oxidase foi realizado conforme as instru¢des do fabricante (NewProv).
A prova de catalase consiste na transferéncia da colonia com a al¢ca de niquel-cromo
previamente flambada, para uma lamina de vidro, sobre a qual adicionou-se uma gota de
peréxido de hidrogénio. A reacdo positiva foi caracterizada pela observacdo do
borbulhamento imediato, como resultado de liberagdo de oxigénio.

As cepas positivas nesses dois testes foram consideradas como pertencentes ao
género Aeromonas, sem a realizacao dos testes complementares de motilidade e de resisténcia
ao agente vibriostatico O/129, adaptado de Silva et al. (2010). Em seguida, foram submetidas
as provas bioquimicas para a identificacdo das espécies (Aeromonas schubertii, A. caviae, A.
trota, A. hydrophila, A. jandaei, A. veronii biova rveronii), segundo a chave de identificacio
Aerokey II (CARNARHAN et al., 1991) composta dos seguintes testes: hidrdlise da esculina,
producdo de indol, producdo de gés a partir de glicose, Voges Proskauer, producdo de 4cido a

partir da arabinose/sacarose e resisténcia a cefalotina (30ug).

Pesquisa de Vibrio sp.

Para a pesquisa de Vibrio sp. foram utilizados métodos adaptados do
Bacteriological Analytical Manual online (Elliot et al., 2004), com modifica¢des segundo a
ISO/TS-21872-1, em relacdo a temperatura, sem a realizacdo dos testes de sensibilidade
(agente O/129 e gelatinase), fermentacao (manose, ONPG e celobiose), descarboxilacdo da
ornitina e hidrélise da arginina. Foram realizados os enriquecimentos homogeneizando-se 25

g de amostras de ostras em 225 ml de dgua peptonada salina alcalina (APWA 3% NacCl). Os
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fracos foram incubados em estufa bacteriologica de 42°C/18-24h. A partir do crescimento
bacteriano em APWA, coletou-se uma alcada do cultivo e a mesmo foi semeada em placas
contendo &gar tiossulfato citrato bile sacarose (TCBS). As mesmas foram incubadas a
45°C/18-24h. Apds o crescimento, foram selecionadas 3 a 4 coldnias ndo fermentadoras de
sacarose (caracterizadas por colonias verdes), as quais foram submetidas aos testes
bioquimicos para confirmacao. Dentre os testes bioquimicos realizados foram: Fermentagdo
do manitol, arabinose e sacarose, motilidade, TSI sal 3%, oxidase, LIA, Voges Proskauer e

urease.

Analise Estatistica

Todos os dados coletados foram compilados e analisados em planilhas do
programa Microsoft Excel® 2019. Além disso, foram feitas andlises de estatistica bdsica
descritiva e correlacdo de Pearson, entre as varidveis ambientais e bacterioldgicas da dgua e

ostras, utilizando-se o software Bioestat 5.3.

RESULTADOS

Verificou-se que a quantidade (média geométrica) de coliformes totais na dgua
oscilou de 1.587,75 até¢ 2.302 NMP/100mL, enquanto o seu percentil 90% manteve-se
constante em 2.420 NMP/100mL. Para a contagem de E. coli nas amostras de dgua, os valores
encontrados foram de 604,29 até 1.130,79 NMP/100ml, j4 para o seu percentil variou entre

1.729 até 2420 NMP/100mL, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Determinagdo do Nimero Mais Provdvel (média geométrica + desvio padrdo e percentil 90%) de
coliformes totais e E. coli em amostras de dgua destinadas ao extrativismo e cultivo de ostras na Ilha de Sao

Luis, MA.
Coliformes totais E. coli NMP/100 mI*  Percentil 90%
Local de coleta NMP/100 ml! Percentil 90 %
Tlha das Ostras  1990.78 + 681,77 2420 1130,79 £ 1029,46 2420
Porto do
Timbuba 158771 909,17 2420 961,99 + 828,90 22275
Porto do
Cumbique 2302.02 +255.97 2420 788,02 + 607,78 1729
Esturio do rio 820,99 + 1056,96 2419.8

cururuca 2260,38 +331,91 2420
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Aracagy Velho 223033 382,53 2420 604,29 £ 1214,85 2420

O pH foi aparentemente constante, evidenciando que a dgua de cultivo e de
extracdo de ostras na drea de estudo € neutra, variando de 6,83 até 7,57 (Figura 2). Verificou-
se também, neste estudo, o nivel de correlacdo existente entre os parametros ambientais e
bacteriologicos da dgua. Os testes de correlacdo evidenciaram que a temperatura foi o
parametro que apresentou correlacdo moderada com os valores de pH, baixa correlacdo com a
concentragdo de coliformes totais, com exce¢ao do ponto Aracagy velho que apresentou forte
correlacdo negativa, e baixa correlacdo com a concentracdo de E. coli. Ressalta-se que as
correlagdes com valores negativos € um indicativo de que quanto é maior a temperatura,

menor tende ser o NMP de coliformes totais (Tabela 2).

Figura 2. Valores da média geométrica de pH em amostras de dgua destinadas ao extrativismo e cultivo de
ostras na Ilha de Sio Luis, MA.
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Tabela 2. Valores de correlacdo de Pearson existentes entre a Temperatura, pH e perfil microbiolégico das
amostras de dgua destinadas ao extrativismo e cultivo de ostras na Ilha de Sao Luis, MA.

Coliformes totais

Local da Coleta Parametro pH NMP/100mL E. coli NMP/100mL
Ilha das Ostras ~ 0.4605 0.1085 -0.4487
Porto do Timbuba E 0.5614 0.1085 -0.0819
Porto do Cumbique g 0.6062 0.1085 -0.2704
flfzﬂil';‘c"ad" o E: 0.6325 0.1085 -0.2225

Aracagy Velho 0.6333 -0.8677 -0.3145
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O parametro pluviometria apresentou alta correlagdo negativa com os valores de
Ph para os pontos Porto do cumbique e Estudrio do rio cururuca, demonstrando que quanto
maior o indice pluviométrico, o pH tende a ser menor. E também, apresentou fraca correlagao
entre concentragdes de coliformes totais e E. coli nas amostras de dgua analisadas, conforme

indica a Tabela 3.

Tabela 3. Valores de correlacdo de Pearson existentes entre a Pluviometria, pH e perfil microbiolégico das
amostras de dgua destinadas ao extrativismo e cultivo de ostras na Ilha de Sdo Luis, MA.

Coliformes totais

Local da Coleta Parametro pH NMP/100mL E. coli NMP/100mL
Ilha das Ostras « -0.239 -0.0448 0.2205
Porto do Timbuba E -0.4872 -0.0448 0.3584
Porto do Cumbique % -0.9394 -0.0448 0.0409
Estudrio do rio 5 10.8327 10.0448 10.3995
cururuca =
Aracagy Velho -0.5577 0.2831 0.2901

Os resultados de coliformes totais e termotolerantes encontrados nas ostras
Crassostrea sp. variaram entre 5,89 até 71,89 NMP/g e 2,74 até 12,39 NMP/g,
respectivamente. A contagem de E. coli ocorreu em apenas uma das amostras de cada ponto
de coleta, com excecdo do Estudrio do rio cururuca onde nao houve o isolamento do micro-
organismo. Além disso, nenhum dos isolados de Staphylococcus mostrou atividade para a
enzima coagulase. Os dados da contagem de coliformes, E. coli e Staphylococcus coagulase

negativa estdo expressos na Tabela 4.

Tabela 4. Contagem (média geométrica e desvio padrio) de coliformes totais, coliformes
termotolerantes, Staphylococcus coagulase negativa e enumeragao de E. coli em ostras provenientes de
bancos naturais/cultivos da Ilha de Sdo Luis, MA.

Local Coleta Ct NMP.g! CT NMP.g"! E. coli UFC.g"! Staphylococcus UFC.g!
Ilha das Ostras 40,51 £52,79 3,89 £ 54,40 100 (dez/20) 74,07 £ 93,57
Porto do
Timbuba 24,34 £ 57,69 12,39 + 46,37 100 (out/20) 89,52 £76,59
Porto do
Cumbique 5,89 + 56,35 3,49 £42 .95 12 (fev/21) 73,60 74,01
Est. do rio

11,84 59,96 2,74 £45,69 77,49 £110,35

cururuca 0
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Aragagy Velho ~ 71,89+43,14 580 %5575 15 (nov/20) 51,98 +40,70

Ct: coliformes totais; CT: coliformes termotolerantes.

Para a pesquisa de Vibrio sp., nenhum dos isolados apresentaram caracteristicas
pertencentes ao género. Para a pesquisa de Salmonella sp., quatro isolados (13,33%) exibiram
caracteristicas sugestivas do género. Para a pesquisa de Aeromonas sp., foram isoladas e
identificadas trés espécies: Aeromonas hydrophila (56,66%), Aeromonas caviae (36,66%) e

Aeromonas trota (3,33%) como indicado na Tabela 5.

Tabela 5. Pesquisa de Vibrio sp.; Aeromonas sp. e Salmonella sp., em amostras de ostras provenientes de
bancos naturais/cultivos da Ilha de Sao Luis, MA.

Amostra Vibrio sp. Salmonella sp. Aeromonas sp.
(A1 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
B)1 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
O1 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
D) 1 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
E)1 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
(A)2 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
B)2 Auséncia Presenca Aeromonas hydrophila
©)2 Auséncia Auséncia Auséncia
(D)2 Auséncia Presenca Aeromonas caviae
(E)2 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
(A3 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
B)3 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
O3 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
D)3 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
E)3 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
(A)4 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
B)4 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
< 4 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
D)4 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
(E)4 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
(A5 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
B)5 Auséncia Auséncia Aeromonas trota
(O] Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
D)5 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
E)S5 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
(A)6 Auséncia Presenca Aeromonas hydrophila
B)6 Auséncia Presenca Aeromonas hydrophila

(O Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
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D)6 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
(E)6 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila

A: Tlha das ostras; B: Porto do Timbuba; C: Porto do Cumbique; D: Estudrio do rio cururuca; E: Aracagy velho;
1: Setembro; 2: Outubro; 3: Novembro; 4: Dezembro; 5: Janeiro; 6: Fevereiro.

DISCUSSAO
Conforme a Resolugdo CONAMA n° 357/2005, alterada pela Resolugdao 410/2009

e pela 430/2011 as amostras de dgua dos cinco pontos de coleta deste estudo apresentaram
qualidade microbiolédgica insatisfatéria quando comparados os valores da média geométrica e
percentil 90% de E. coli (Tabela 1) com os valores limites (<43 NMP/100 mililitros e <88
NMP/100 mililitros, respectivamente) da legislacdo vigente para dguas salinas ou salobras de
cultivo de moluscos bivalves destinados a consumacdo humana.

De acordo com a Resolucio CONAMA n° 357 (2005), as &dguas salobras
apresentam salinidade superior a 0,5 e inferior a 30, enquanto 4dguas salinas possui valor igual
ou superior a 30. Assim, as dguas provenientes da Ilha das ostras, Porto do timbuba, Porto do
cumbique e Aracagy velho, podem ser classificadas como salinas conforme descritas em
pesquisas anteriores de Ribeiro et al., 2016; Funo et al., 2019 e Cardoso et al., 2021.
Enquanto, as dguas do Estudrio do rio cururuca podem ser classificadas como salobras de
acordo com Fontes et al., 2016.

As regides costeiras que realizam o cultivo de moluscos bivalves no mundo estdo
cada vez mais alertas aos niveis microbiolégicos da sua drea de cultivo, assim como dos
pescados ali cultivados, principalmente pelas altas densidades de coliformes termotolerantes
encontrados nos monitoramentos, frequentemente associados a polui¢do de dguas marinhas e
ao despejo de dgua doce com presenca de constituintes fecais (SHAPIRO et al., 2018).

No Brasil, ao realizar o monitoramento das dguas de cultivo e de extrativismo de
ostras, os resultados sdo similares, principalmente quanto a alta densidade de coliformes
encontrados na agua, como descrito por Figueiredo et al. (2015), que ao avaliarem a
concentracdo de coliformes totais e termotolerantes em dguas de cultivo de ostras do mangue
(Crassostrea rhizophorae) em regido estuarina no municipio de Salinépolis — PA, na qual
encontraram valores elevados de coliformes totais em que a média variou de 4,5x10! a
2,5x103 NMP/100ml e de 1,7 a 7,1 NMP/100ml para termotolerantes. Assim como,

Ballesteros et al. (2016), em sua pesquisa com ostras Crassostrea sp. em Cananéia, Sao
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Paulo, encontraram densidade de coliformes termotolerantes de até 458 NMP/100ml para
agua de extragdo.

Em contrapartida, Freitas et al. (2017) citam a qualidade microbiologica
satisfatoria de dguas destinadas ao cultivo de ostras nativas realizada na Reserva Extrativista
Marinha Baia do Iguape, no municipio de Cachoeira, estado da Bahia, em que obtiveram a
densidade média para coliformes totais de 232,26 NMP/100ml e para coliformes
termotolerantes de 36,81 NMP/100 ml. Ao avaliarmos a qualidade microbiolédgica da dgua de
extracdo/cultivo de ostras nas demais localidades do Brasil, verifica-se que a densidade de
coliformes totais e E. coli (coliformes termotolerantes) encontrada nesta pesquisa foi maior,
ao compararmos com os resultados dos trabalhos descritos anteriormente, dessa forma, as
dguas dos estudrios da Bafa de S@o José sofrem influéncia do aporte de matéria organica
provenientes dos rios e também do material originado por acdo antrépica, os quais podem
explicar os resultados encontrados.

Ressalta-se que os locais de producdo de moluscos bivalves sdo muitas vezes
localizados em &dguas costeiras e dguas rasas de sistemas estuarinos, onde sdo influenciados
por diversos fatores ambientais ¢ humanos que apresentam variabilidade espacial e temporal
(FREITAS et al., 2017). Segundo Ramos et al. (2010) e Mignani et al. (2013), a qualidade
microbioldgica da dgua pode ser influenciada por diversos fatores ambientais, como marés,
precipitacdo pluviométrica, salinidade, pH e turbidez. Estes fatores podem impactar na
sobrevivéncia dos micro-organismos no ambiente estuarino, assim como na fisiologia e na
adaptacdo do micro-organismo ao ambiente.

Em relacdo ao parametro pH, as médias variaram entre 6,83 a 7,57 estando em
conformidade com a legislagio CONAMA n° 357 (2005) para as dguas salobras e salobras
(pH: 6,5 a 8,5), como indica a Figura 2. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por
Silva et al. (2020), em que o pH das amostras de dgua de cultivo de ostras no estudrio
amazoOnico do estado do Pard, variou entre 6,7 e 7,2. Assim como, Santos et al. (2015) ao
analisar amostras de 4gua onde ocorre cultivo de ostras em Taperod — BA, verificaram que o
pH oscilou entre 6,6 a 7,8. O pH € um dos indicadores fundamentais para a interpretacao da
condic¢do fisico-quimica da dgua, permitindo a identificacdo de possiveis fontes geradoras de
polui¢do. Valores extremos de pH podem afetar a biota aqudtica, e o pH bdsico pode estar

associado a proliferacao de algas (VASCO et al., 2010).
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Quanto a temperatura, a baixa correlacio entre essa varidvel e dados de
contamina¢do da dgua por coliformes totais e E. coli (Tabela 2) corrobora com os achados de
Silva et al., (2003), ao verificarem baixo coeficiente da correlagcdo de Pearson entre os dados
de temperatura e a concentragdo de coliformes totais e termotolerantes em tecidos moles de
ostras do estudrio do rio Cocé em Fortaleza — CE. Portanto, a variacdo de temperatura
aparenta ndo ter efeito direto sobre a colimetria presente na coluna d’adgua, assim como 0s
coliformes acumulados nos tecidos de ostras.

Sobre o parametro pluviométrico, a baixa correlacdo entre esse fator ambiental
com os dados colimétricos das amostras de 4gua (Tabela 3), contrapde outros estudos
realizados no Brasil que demonstram a relacdo direta entre a concentracido de coliformes em
aguas com os niveis pluviométricos. Farias et al. (2010), Doi et al. (2014) e Barbieri et al.
(2017) verificaram que os valores em NMP de coliformes tanto na d4gua de cultivo ou extracdo
como nos tecidos moles de moluscos bivalves, foram mais elevados principalmente na estacdo
chuvosa. A precipitacdo pluviométrica é o parametro mais frequentemente associado a niveis
elevados de micro-organismos indicadores de contaminac¢do fecal gracas a ressuspensao dos
sedimentos contaminados na coluna de 4gua, prevalecendo a distribui¢do desses micro-
organismos em estudrios rasos, especialmente durante a estacdo chuvosa (CAMPOS;
KERSHAW; LEE, 2013).

Na contagem de Staphylococcus coagulase negativa (Tabela 4), foi observado
valores elevados da média nos tecidos das ostras analisadas, o que pode provocar alteragdes
nas caracteristicas organolépticas e diminuir o tempo de prateleira desse alimento. Feitosa et
al. (2017) citam que o grupo Staphylococcus coagulase positiva inclui S. aureus e outros
estafilococos patogénicos enquanto que os Staphylococcus coagulase-negativa sao
considerados ndo patogénicos (S. xylosusou e S. carnosus). Os resultados desta pesquisa
corroboram com os achados de Trombeta e Normande (2017), em que ndo isolaram
Staphylococcus coagulase positivo em nenhuma das amostras de ostras provenientes de 4
areas de cultivo no litoral de Alagoas. Contudo, ndo concordam com Silva et al. (2020), os
quais descreveram que a contagem de Staphylococcus coagulase positiva variou entre 1,17 x
10 até 3,51 x 10? UFC/g em amostras de ostras cultivadas em duas dreas de estudrio
amazoOnico no estado do Para4.

A presenca de coliformes totais e termotolerantes ndo aponta necessariamente que

exista contaminac¢do de origem fecal, visto que esse grupo também inclui bactérias de origem
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nao fecal (Klebsiella pneumoniae, Pantoea agglomerans, Enterobacter cloacae e Citrobacter
freundii). O grupo dos coliformes estd diretamente relacionado com as condi¢des higi€nico-
sanitdrias insatisfatorias e sua presenga sugere provavel contaminagdo por micro-organismos
patogénicos nos alimentos. A contagem de coliformes (Tabela 4) deste trabalho estd em
consonancia com a pesquisa realizada por Doi et al. (2015), ao determinarem a concentra¢io
de coliformes em tecidos de ostras de cultivo extraidas no municipio de Cananéia — SP, os
resultados apresentaram os valores médios de 18,78 NMP/g para coliformes totais e 15,53
NMP/g para coliformes termotolerantes.

Para a enumeracdo de E. coli (Tabela 4) quatro amostras (13,33%) apresentaram
contagem de E. coli acima dos limites estabelecidos pela RDC n° 331 e a Instru¢do Normativa
n°® 60 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a qual dispde que a cada cinco
amostras analisadas quatro devem exibir contagem limite de 2,3 UFC/g e uma amostra é
permitido exceder esse valor até 7 UFC/g em 25 g de amostra. E para pesquisa de Salmonella
sp. (Tabela 5), quatro amostras (13,33%) apresentaram caracteristicas que sugerem a presenca
do género, a mesma legislacdo preconiza que moluscos bivalves consumidos crus devem
apresentar auséncia de Salmonella sp. em 25 g de amostra.

Deste modo, 8 das 30 amostras (26,66%) de ostras analisadas nesta pesquisa estao
impréprias para o consumo humano. Todos os cinco pontos de coleta apresentaram
eventualmente alguma amostra de ostras contaminadas por E. coli e/ou Salmonella sp. que
inviabilizam o seu consumo e promovem risco a saude dos consumidores. A presenca de E.
coli indica contaminacdo de origem fecal, provavelmente, em razdo do despejo irregular de
efluentes domésticos nos estudrios préximos aos pontos de cultivo e extracdo dos moluscos
bivalves. A E. coli é a tunica representante do grupo coliformes termotolerantes de origem
exclusivamente fecal, encontrada apenas em esgotos, efluentes, dguas naturais e solos que
tenham sofrido contaminagdo de origem fecal (FIGUEIREDO et al., 2015).

Os resultados desta pesquisa para a enumeracdo de E. coli e pesquisa de
Salmonella sp. em ostras estdo alinhados com dados descritos por Cabral er al. (2017), ao
verificarem a presenca tanto de E. coli como de Salmonella sp. em ostras Crassostrea
rhizophorae extraidas de dreas de mangue na Ilha do Lameirdo, ES. Em contramdo, diverge
dos achados por Santos et al. (2015), os quais observaram somente a presenca de E. coli e a
auséncia de Salmonella sp. em ostras Crassostrea rhizophorae cultivadas em estudrios de

Taperod, Bahia.



54

Em relagdo a pesquisa de Vibrio sp., a auséncia das principais espécies de Vibrios
patogénicos nas amostras desta pesquisa (Tabela 5) é um achado relevante, porém, vale
ressaltar a importancia da realizacdo de todos os testes bioquimicos descritos pela
metodologia. Sugere-se também a utilizacdo de kits rdpidos de provas bioquimicas, assim
como métodos moleculares complementares para confirmagdo dos resultados em pesquisas
futuras.

Os resultados da pesquisa de Vibrio sp., contrastam com os resultados
encontrados por Araudjo et al. (2019), os quais verificaram por sequenciamento do gene
ribossomal 16S a presenca predominante do género Vibrio em ostras (Crassostrea gasar)
extraidas de cultivo no estudrio do rio Mamanguape, Paraiba. Bem como, os resultados
descritos por Cardoso et al. (2018) que também observaram por PCR a presenga de Vibrio em
amostras de ostras coletas em dois estudrios do Baixo Sul da Bahia.

Sobre a pesquisa de Aeromonas sp., o alto percentual de presenca (96,66%) desse
micro-organismos nas amostras de ostras (Tabela 5) pode ser estar relacionado ao seu habitat
aqudtico, o qual pode ser isolado tanto de dgua doce, como marinha ou salobra. Assim, a
disponibilidade de matéria orginica na &4gua pode favorecer sua proliferacio e
consequentemente, a contamina¢do dos moluscos bivalves por filtracdo. A presenca desse
patégeno € preocupante, visto que o mesmo ja foi responsdvel por surtos de gastroenterites
veiculados por alimentos (Zhang et al., 2012; Lopes et al., 2015).

Os resultados desta pesquisa estdo em acordo com Silva et al. (2014), ao
caracterizar Aeromonas sp. em tecidos de ostras por métodos microbiolégicos e moleculares
provenientes dos municipios da Raposa e Humberto de Campos — MA, o qual cita a presenca
das espécies A. hydrophila (59,3%) e A. caviae (40%) nas amostras analisadas e confirmacgao
a espécie A. hydrophila por PCR. Assim como, Ribeiro et al. (2020) que verificou por cultura
e provas bioquimicas a presenga de A. hydrophila em amostras de ostras coletadas em quatro
portos da Ilha de Sdo Luis, MA. Ressalta-se que a maior contaminac¢ao por esse patdgeno
ocorreu em periodo chuvoso no Porto 4 (Porto do Cumbique), referente ao mesmo ponto de
coleta dessa pesquisa.

Dessa forma, as dreas de estudo desta pesquisa estdo proximas a ambientes
urbanos que impactam os ecossistemas aqudticos e, consequentemente a qualidade
microbioldgica das ostras. Além disso, falhas na cadeia produtiva do molusco, nas etapas de

acondicionamento, transporte e beneficiamento do produto também contribuem para esse
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cendrio. Portanto, uma das alternativas que pode ser adotada € a utilizacdo da técnica de
depuracdo de moluscos bivalves antes da comercializagdo, assim como é recomendado pelo

Programa Nacional de Controle Higiénico Sanitirio de Moluscos Bivalves (SOUZA;

PETCOV; NOVAES, 2015).
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4. CONCLUSOES

A égua utilizada no extrativismo e cultivo de ostras na Ilha de Sdo Luis apresenta

qualidade microbioldgica insatisfatdria para utilizagdo na cadeia produtiva desse molusco;

As ostras produzidas na Ilha de Sdo Luis apresentam riscos de veicular micro-
organismos patogénicos para o consumidor, principalmente A. hydrophila, A. caviae, E. coli e

Salmonella sp.;

Faz-se necessdrio a implantacdo das Boas Praticas de Fabricacdo, assim como o
uso do processo de depuracdo na cadeia produtiva das ostras na Ilha de Sao Luis. E também, o
monitoramento regular da qualidade microbioldgica da d4gua com o intuito de minimizar os

riscos para a saude pubica.
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Regulamento para apresentacao de contribuicoes

1. Objetivo
O presente regulamento objetiva uniformizar a apresentacdo das contribuicbes a serem encaminhadas para
publicacdo na Revista Engenharia Sanitaria e Ambiental.

2. Formas de contribuicao
2.1. As formas de contribuigédo sao:
* Artigo Técnico
* NotaTécnica
* Revisdo da Literatura
» Discussao de Nota Técnica, Artigo Técnico ou Revisdo da Literatura
2.2. Artigo Técnico é uma exposigdo completa e original, totalmente documentada e interpretada, de um trabalho
de relevancia.
2.3. Nota Técnica é um trabalho sumario podendo corresponder a:
» artigo com resultados ainda parciais
» consideracOes sobre aspectos pouco abrangentes da area
» desenvolvimento de consideragdes técnicas relativas a algum aspecto da Engenharia Sanitaria e Ambiental
» alguma outra abordagem sumaria pertinente, a juizo dos Editores.
2.4. Revisao da Literatura corresponde a um artigo, no qual é levantado o estado da arte de algum tema
relevante e inovador, na area de Engenharia Sanitaria e Ambiental, cuja abordagem deve ser suficientemente
critica e capaz de identificar avancos, lacunas e desafios cientificos, a luz da literatura nacional e internacional.
Trabalhos de revisdo sistematica e meta-analise podem ser incluidos nessa categoria de artigo.
2.5. Discussado é uma avaliacdo critica ou ampliacdo do conteldo de uma Nota Técnica, Artigo Técnico ou
Revisdo da Literatura publicado na Revista. As discussbes serdo publicadas, sempre que possivel,
conjuntamente com a resposta do(s) autor(es). A Revista tem como linha editorial o incentivo a publicacdo de
artigos de discussao.
2.6. Nao serao aceitos relatorios, tradugoes e nem artigos ja publicados ou submetidos a publicacdo em outros
veiculos, ou que impliquem em promogao comercial de determinada marca, produto ou empresa.

3. Encaminhamento das contribuicoes

3.1. A inscricdo das contribuicbes sera feita pelo sistema da SCielo, através do link
http://submission.scielo.br/index.php/esa/index. Nao serdo aceitas inscrigdes de artigos por fax, e-mail ou correio.
3.2. O primeiro passo para o acesso ao sistema € o Cadastro, bastando clicar em “Cadastrar-se” no link no canto
superior direito. A partir dai, clicar em “Engenharia Sanitaria e Ambiental”, que fara a vinculagdo do cadastro junto
a Revista.

3.3. Feito isso, o préprio sistema mostrara, passo a passo, como submeter a sua contribuicao.

1 Engenharia Sanitaria e Ambiental



engenharia

Orgao Oficlal de Informacao Técnica da ABES - Rio de Janeiro

3.4. Realizada a submissao, o autor recebera um e-mail acusando o recebimento da mesma. E a partir do codigo
dado pelo proprio sistema que o autor podera acompanhar o processo de avaliagdo do seu trabalho.

3.5. A Revista Engenharia Sanitaria e Ambiental cobra taxa de submiss&o no valor de: R$ 100,00.

A taxa destina-se a nao socios da ABES. Caso o autor principal seja sécio, enviar e-mail para esa@abes-
dn.org.br informando ndmero de matricula ABES para isentar-se da taxa. Observacao: A taxa de submisséo nao
serd restituida caso o manuscrito seja recusado, e 0 pagamento da taxa ndo garante o aceite do artigo, que
passara normalmente pelo processo de avaliagdo. Associe-se a ABES: http://socio.abes-dn.org.br/

3.6. Qualquer duvida, favor enviar e-mail para esa@abes-dn.org.br.

4. Formato das contribuicoes
4.1. As contribuicées devem ser preparadas pelos autores no formato “.doc” aberto para edi¢ao usando o recurso
de numeracéo de linhas do Microsoft  Word (Arquivo — Configurar pagina — Layout — NUmeros de linha —
Numerar linhas — Continua — OK — OK).
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o

encaminhiadis par publicasdo na Revisy

2 FORMAS DE CONTRIBUICAQ

4.2. As contribuicées devem ser enviadas no formato “.doc” pelo Sistema de Envio de Artigos. Todos os demais
formatos de arquivos, inclusive os compactados, serdo bloqueados.

4.3. Ap6s o processo avaliativo, as contribuicbes aprovadas para publicacdo deverao sofrer corregbes e ser
enviadas em sua versao final para diagramacgao.

4.3. Os trabalhos submetidos devem estar de acordo com as normas da ABNT/NBR 14724:2011- Trabalhos
Académicos

4.4. Poderdo ser incluidos figuras, gréaficos e ilustragcdes, desde que o tamanho do arquivo ndo ultrapasse 10MB.
4.5. O texto integral do artigo ndo podera exceder 20 (vinte) paginas para Artigo Técnico e Revisdo da Literatura
e 8 (oito) paginas para Nota Técnica e Discussao, atendendo ao formato estabelecido nos itens a seguir.

4.6. O Artigo Técnico e a Nota Técnica deverao seguir a seguinte sequéncia de apresentacao:
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+ Titulo do artigo em portugués (até 200 caracteres) e em inglés

* Resumo em portugués e em inglés, de 100 a 250 palavras (conforme NBR 14724).
+ Palavras-chave em portugués e em inglés

+ Titulo resumido do artigo em portugués (até 60 caracteres) para o cabecgalho

» Texto do artigo (sem divisdo em colunas)

+ Referéncias

* Anexos (se houver)

i.  Agradecimentos, se houver, deverdo ser incluidos somente na versao final do artigo aprovado para
publicagao.

ii. O Nome do(s) autor(es), Curriculo resumido(s) do(s) autor(es), enderego para correspondéncia
(profissional) devem constar somente nos metadados do Sistema Scielo, preenchidos no momento de
cadastro. IMPORTANTE: nao colocar estas informagées no envio da contribuicao original.

4.7. O texto devera ser formatado para um tamanho de pagina A-4, margens 3 cm para esquerda e superior, e 2
cm inferior e direita (conforme NBR 14724). As paginas deverdao ser devidamente numeradas. Deve ser
empregada fonte Times New Roman, corpo 12, exceto no titulo que devera ter corpo 16. O espagamento entre
as linhas deverd ser 1,5.

4.8. O corpo do artigo deve ser organizado segundo um encadeamento légico, contendo subtitulos “Introdugéo”,
“Metodologia”, “Resultados”, “Discussao”, (ou “Resultados e Discussao”), “Conclusdes” e “Referéncias”. Na
redacdo ndo deve ser empregada a primeira pessoa € 0 estilo a ser adotado deve ser objetivo e sobrio,
compativel com o recomendavel para um texto cientifico.

4.10. Devera ser evitada a subdivisao do texto em um grande ndmero de subtitulos ou itens, admitindo-se um
maximo de cabecalhos de terceira ordem.

4.11. O conteldo do trabalho deve ser submetido a criteriosa revisao ortografica.

4.12. Termos grafados em italico ou negrito poderao ser utilizados no corpo do artigo.

4.13. As discussOes deverdo ser submetidas no maximo até 6 (seis) meses apdés a publicacdao do Artigo,
NotaTécnica ou Reviséo da Literatura.

4.14. Somente serdo aceitos trabalhos em portugués Brasil.

5. Figuras e ilustracoes
As figuras e ilustracdes devem observar os seguintes critérios:
5.1. Os arquivos das figuras e ilustra¢des, sem bordas ao redor, devem ser inseridas no arquivo do texto, de
maneira que possam ser editados por meio do MS Word for Windows.
5.2. Os textos e legendas ndo devem ficar muito pequenos ou muito grandes em relacao a figura.
5.3. As figuras devem ser intercaladas nos locais apropriados e apresentar um titulo.
5.4. A inclusdo de fotografias ndo é aconselhavel; porém, se os autores julgarem que sdo importantes para
esclarecer aspectos relevantes do artigo, deverdo ser inseridas em resolugao minima de 300 dpi.
5.5. Todos os graficos, desenhos, figuras e fotografias devem ser denominados “Figura”’, e numerados
sequencialmente em algarismos arabicos. Toda figura deve ser mencionada no texto.
5.6 O numero e titulo da Figura devem ser colocados centralizados, imediatamente abaixo da figura. O titulo
deve ser claro e autoexplicativo.
5.7. As péginas internas da Revista sdo impressas em uma so6 cor, ndo sendo permitida, portanto, a adogédo de
cores na diferenciagédo das variaveis nos graficos e diagramas.

6. Quadros e tabelas
Os quadros e tabelas deverdo atender os seguintes critérios:
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6.1. Os quadros e tabelas devem ser claros e objetivos, sem linhas de grade. As unidades correspondentes a
todos os termos usados devem ser claramente identificadas.

6.2. Todos os quadros ou tabelas devem ser denominados “Quadro” ou “Tabela”, numerados sequencialmente
em algarismos arabicos e mencionados no texto.

6.3. Cada quadro e tabela, além da numeragéo, deve possuir um titulo. O numero e o titulo devem ser colocados
centralizados, imediatamente acima do quadro ou tabela. O titulo deve ser claro e autoexplicativo.

6.4. Um quadro e uma tabela ndo poderédo ser maiores do que uma folha A-4.

6.5. Quadros e tabelas devem aparecer, preferencialmente, intercalados nos locais apropriados do texto, a
critério do autor.

6.6. As paginas internas da Revista sdo impressas em uma s6 cor, ndo sendo permitida, portanto, a adogao de
cores na diferenciacéao das variaveis nos quadros e tabelas.

7. Equacoes
As equagdes podem ser editadas pela equipe responsavel pela diagramacgédo. Portanto, os seguintes critérios
devem ser satisfeitos:
7.1. As equaclOes devem ser claras e legiveis, e escritas com a mesma fonte do corpo do texto, sem a utilizacao
de italico ou negrito.
7.2. As equagdes e formulas devem ser denominadas “Equagao” e numeradas sequencialmente em algarismos
arabicos. A numeracdo a direita da equacdo deve ser entre parénteses. Todas as equagbes devem ser
mencionadas no texto.
7.3. Todos os simbolos usados devem ser definidos imediatamente apdés a equagdo (caso ndao tenham sido
definidos anteriormente), incluindo as suas unidades ou dimensoes.

8. Unidades
8.1. Todas as unidades mencionadas no texto, tabelas, quadros e figuras devem ser expressas de acordo com o
Sistema Internacional de Unidades (SI).
8.2. Deve-se evitar o uso da barra de fracdo na expressdo das unidades. Exemplo: Ao invés de mg/L ou m3/s,
deve-se utilizar mg.L' e m3.s" .

9. Referéncias
As referéncias citadas no texto e listadas ao final do artigo deverdo estar de acordo com a norma NBR
6023/2002. A titulo de esclarecimento sdo apresentadas algumas diretrizes:

9.1. As referéncias citadas no texto devem conter o sobrenome do(s) autor(es), em caixa alta, seguidos pelo ano
da publicacéo, observando-se os seguintes critérios:

9.1.1. Quando houver mais de um trabalho, as citacées devem ser em ordem alfabética.

9.1.2. Trabalhos com mais de trés autores devem ser referenciados ao primeiro autor, seguido por “et al” (em
italico e com ponto).

9.1.3. Quando houver mais de uma publicagdo do mesmo autor, no mesmo ano, o ano da publicacao deve ser
seguido dos componentes “a, b, c...”, em ordem alfabética.

Exemplos: ... estudos efetuados por Silva (1994a, 1994b) e por Machado et al. (1995a) revelaram...; ... estudos
recentes (SOUZA,1993; SILVA, WILSON e OLIVEIRA, 1994; MACHADO et al., 1995b) revelaram...

9.2. Ao final do trabalho devera ser apresentada uma lista de todas as referéncias citadas no texto, de acordo
com 0s seguintes critérios, entre outros:

9.2.1. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, de acordo com o sobrenome do primeiro
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autor.

9.2.2. Devem ser referenciados todos os autores (independentemente do nimero de autores) pelo sobrenome
seguido pelas iniciais de cada autor, separados por virgulas.

Exemplo: SMITH, P.J.; WATSON, L.R.M.; GREEN, C.M...

9.2.3. O titulo do periédico referenciado devera ser apresentado em italico. As indicagdes de volume, nimero e
pagina deverao ser identificados pela letra inicial (“v*, “n”ou “p”), seguida de ponto. Nao devem ser utilizadas
aspas antes e depois do titulo do trabalho.

Exemplo: JEWELL, W.J.; NELSON, Y.M.; WILSON, M.S. Methanotrophic bacteria for nutrient removal from
wastewater: attached film systems. Water Environment Research, v. 64, n. 6, 1992, p. 756-65.

9.2.4. O titulo do livro deve ser apresentado em italico. Devem ser incluidos a edigao, o local, a editora, o niumero
de paginas e a data.

Exemplo: FRANCA, J.L.; VASCONCELOS A.C. Manual para Normalizagcado de Publicagdes Técnico-Cientificas. 8
ed. Belo Horizonte: Ed. UFMG, 2007, 255 p.

9.2.5. Em capitulos de livros e trabalhos de congressos, a obra principal (titulo do livro ou denominacao do
congresso) é referenciada em italico e vem precedida da expressao “In”.

Exemplos: Anais - CAIXINHAS, R.D. Avaliagdo do impacto ambiental de empreendimentos hidro-agricolas. In:
Simpdsio Luso-Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental, 5 Anais... Lisboa: APRH, 1992, p. 203-11.
Capitulo de Livro - KUKOR, J.J.; OLSEN, R.H.; IVES, K. Diversity of toluene degradation following exposure to
BTEX in situ. In: KAMELY, D.; CHAKABARTY, A.; OLSEN, R.H. (Eds.) Biotechnology @ and  Biodegradation.
Portfolio Publishing Company, The Woodlands, E.U.A.,1989, p. 405-421.

10. Julgamento
10.1. Apds avaliagdo prévia realizada pelos Editores da Revista, se considerado pertinente, copias da
contribuicdo, sem identificacao dos autores, serdo enviadas a pelo menos dois avaliadores, especialistas da area,
indicados pelos Editores.
10.2. Em qualquer etapa de julgamento do trabalho, serdo levados em consideragao a obediéncia as disposigdes
regulamentares, o relacionamento do tema a Engenharia Sanitaria e Ambiental, adequacéo do titulo, do resumo
e das palavras-chave, existéncia de encadeamento légico, ineditismo e qualidade da contribuicao.
10.3. Na analise dos editores e dos avaliadores a contribuicdo sera classificada segundo uma das seguintes
categorias:
+ Aceito
» Revisdes requeridas
* Rejeitar

11. Comunicacao aos autores
O autor principal serd comunicado do resultado da avaliagdo e no caso de artigos recusados, receberdo as
devidas justificativas.

12. Numero de autores

O numero de autores permitido para cada submissao é de até cinco. Casos excepcionais enviar email para
esa@abes-dn.org.br para consulta.
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13. Responsabilidades e direitos
O contelido dos artigos € de responsabilidade exclusiva do(s) autor(es), que declaram se responsabilizar por
qualquer reclamacéo de terceiros quanto a conflitos envolvendo direitos autorais, assumindo e isentando a
ESA/ABES de qualquer pendéncia envolvendo suas publicagdes. Os autores que encaminharem seus artigos

cedem a ESA/ABES os respectivos direitos de reproducao e/ou publicagdo. Os casos omissos serao resolvidos
pelos editores do periédico.
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