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Utilizacdo da analise de coliformes como indicativo de sanidade
dos mexilnbes Perna perna (Linnaeus, 1758) cultivados
na ilha Guaiba, Rio de Janeiro

Coliform enumeration used as a sanitation indicative factor from Perna
perna (Linnaeus, 1758) mussels cultivated in Guaiba Island,
Rio de Janeiro
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Resumo

O mexilh8o Perna perna é a espécie de molusco bivalve predominante nas fazendas marinhas de todo o Brasil. O
monitoramento bacteriolégico de moluscos comercializados deve ser realizado frequentemente devido aos bivalves serem
capazes de bioacumular patégenos presentes na coluna d’agua onde crescem. Os mexilh6es sdao animais filtradores
utilizados para alimentacdo humana. Portanto, a contaminagdo ambiental afeta tanto a sanidade do animal quando a Saude
Coletiva. Os niveis de coliformes totais e termotolerantes presentes nos moluscos foram determinados através da técnica
do Numero Mais Provavel (NMP) de abril de 2007 a margo de 2008. Os niveis de coliformes totais nos tecidos dos mexilhdes
variaram de 0,27 a 160,94 NMP.g?, enquanto os termotolerantes estiveram entre < 0,18 e 35,73 NMP.g™. E possivel que os
coliformes presentes em tais concentracdes sejam capazes de tornar os moluscos mais susceptiveis a fatores de estresse
durante sua comercializacdo. Analises especificas para cada organismo patogénico e substancias tdxicas precisam ser
desenvolvidas.
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Abstract

The most predominant species of bivalve mollusc cultivated in Brazil's marine farms is the brown mussel Perna perna.
Bacteriological monitoring of commercialized shellfish has to be carried out frequently due to their ability to concentrate
pathogens from the water column where they grow up. Mussels are filter-feeding animals used in human diet. Therefore,
environmental contamination not only does affect their own sanitation, but also the public health. Total and fecal coliform
levels present in shellfish were determined by the Most Probable Number (MPN) technique from April 2007 to March 2008.
Total and thermotolerant coliform mean concentrations varied from 0,27 to 160,94 NMP.g*and < 0,18 to 35,73 NMP.g?,
respectively. There is a probability that such coliform concentrations are likely to turn mussels more susceptible to stress
factors during their commercialization. Specific analyses for each pathogen and toxic substances are still to be carried out.

Keywords: mollusc culture, total and fecal coliforms, animal sanitation, Public Health.

Introdugéo se tornar o segundo maior produtor em volume de producéo
da aquicultura latino-americana, sendo superado apenas pelo
Desde os primdrdios da maricultura no Rio de Janeiro, o  Chile (FAO, 2006; FAO, 2008; Ibama, 2008; Ferreira, 2009).
mexilhdo Perna perna vem sendo uma das trés espécies de
moluscos bivalves mais cultivadas no estado. A produgédo
nacional de mexilhdes saltou de 190 para 11.760 toneladas
entre os anos de 1990 e 2000, o que contribuiu para o Brasil

O municipio de Mangaratiba € um dos polos mais promis-
sores para o desenvolvimento da mitilicultura fluminense
(BRASIL, 2007), principalmente devido a grande disponibili-
dade de nutrientes presentes em suas aguas para o cres-
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cimento dos animais. Moluscos bivalves sdo animais que
se alimentam por filtracdo, motivo pelo qual bioacumulam
patégenos em niveis muito mais elevados do que aqueles
presentes nas aguas em que sao criados (Leal; Franco,
2008). Sendo assim, a contaminagdo bacteriolégica de seus
tecidos esta intrinsecamente relacionada com as condicdes
do ambiente no qual o animal se desenvolveu durante o seu
ciclo vital (Lee; Morgan, 2003; Pereira, 2008).

Os moluscos séo sensiveis a contaminantes e seu sistema
imunolégico funciona como agente de alerta a estresses
ambientais, alterando o seu estado de bem-estar (Canesi et
al., 2001; Akaishi, 2007). A colimetria dos moluscos marinhos
vem sendo tradicionalmente utilizada como principal
indicador de caracteristicas de qualidade bi6tica das areas
de cultivo e da sanidade desses animais (Silva-Souza, 2006;
Vieira et al. 2007). Porém, os efeitos da contaminacgéo bacte-
riolégica sobre os moluscos ainda sdo pouco conhecidos e
difundidos, além de serem especificos para cada espécie
de molusco e regido de producgdo. Logo, precisam ser
analisados dentro da realidade local de cada ponto de cultivo
(Lee; Morgan, 2003). O conhecimento sobre os organismos
patogénicos, seu modo de contaminagdo e agdo sobre os
moluscos e a disseminagdo de informag8es para a prética
de controle e prevencgdo de enfermidades ira se refletir na
gqualidade destes como alimento quando comercializados
(Silva-Souza, 2006; Suplicy, 2007; Ferreira, 2009).

Paises do hemisfério norte tém produzido muito conhecimen-
to cientifico sobre o assunto nos ultimos 40 anos; entretanto,
€ necessario se ter cautela ao utilizar estes dados para a
realidade brasileira: as condi¢cdes bidticas e abioticas de
nosso litoral sdo distintas, além de se cultivar espécies
diferentes daquelas encontradas na Europa e nos Estados
Unidos, como é o caso das espécies nativas, a vieira
Nodipecten nodosus e o mexilhdo Perna perna (Silva-Souza,
2006; Magalhaes et al., 2007; Suplicy, 2007).

Apesar da fazenda marinha localizada na ilha Guaiba
funcionar comercialmente desde o ano de 2005, dados que
indicassem a sanidade dos mexilhdes cultivados no local
eram ainda inexistentes (informacéo verbal).*

Do ponto de vista da sanidade dos bivalves marinhos,
diversos autores relatam surtos de enfermidades ocorridos
como consequéncia da disseminagdo de patégenos. Dentre
as doencas de origem bacteriana, a vibriose parece ser uma
das mais frequentes infeccdes ocorridas em animais
marinhos, contudo, apesar das bactérias do género Vibrio
serem naturais do ambiente marinho, parece haver alguma
correlagdo entre sua ocorréncia e a contaminacao de origem
fecal (Vieira et al., 2007). A frequéncia de parasitismo por
bucefalideos, principal enfermidade que acomete mexilhdes,
também pode estar relacionada com a exposi¢do dos
animais a agua contaminada por esgoto (Moles; Hale, 2003)
e a presenca de coliformes termotolerantes (Galvao et al.,
2006). Henriques et al. (2003, 2006, 2007) discutiram ainda
a possivel influéncia da contaminagdo por coliformes no
tempo de resisténcia do mexilhdo a exposi¢édo ao ar, baixas
salinidades e altas temperaturas.

1 Comunicacéo feita por M. L. SOUZA, presidente da Associacdo de
Maricultores de Mangaratiba em 2007.
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O presente estudo teve como objetivo detectar os niveis de
coliformes totais e termotolerantes presentes nos mexilhdes
cultivados na ilha Guaiba (RJ), discutindo sua relagdo com a
sanidade do animal e a utilizagdo desta ferramenta como
indicativa da qualidade dos moluscos para a Saude Coletiva.

Material e métodos
Area de estudos

A fazenda marinha onde o experimento foi instalado localiza-
se na Ponta da Passagem, em frente a ilha Guaiba, Baia de
Sepetiba, municipio de Mangaratiba, litoral sul do estado do
Rio de Janeiro. As coordenadas geogréficas do cultivo séo:
22°59'49"S e 44°02'14"W.

Instalac&o do cultivo experimental

Nos meses de marco e outubro de 2007, foram
confeccionadas um total de 70 cordas mexilhoneiras, com
100 animais cada uma, pela equipe do Laboratério de
Toxinas Marinhas (ToxMar) da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, com a colaboragcdo da Associacao de
Maricultores (AMAR) e da Prefeitura Municipal de Mangaratiba.
Os mexilhdes foram fornecidos pela AMAR e extraidos dos
cabos da proépria estrutura de cultivo, sendo desta maneira
oriundos do mesmo local onde posteriormente as cordas
foram instaladas em sistema de cultivo suspenso chamado
espinhel ou “long-line” para a engorda dos animais. O
suprimento de alimento, microalgas e material organico
particulado foi fornecido pelo ambiente marinho.

Amostragem

Foram realizadas 10 coletas durante o periodo de abril de
2007 a margo de 2008 e em cada qual foram extraidas duas
amostras a partir de duas cordas de cultivo. Para compor
cada amostra, 12 animais adultos (maiores que 60mm) eram
retirados de uma Unica corda mexilhoneira, ao acaso e ao
longo de toda a corda. Foram processadas 20 amostras,
totalizando 240 espécimes analisados. Para as analises
realizadas entre os meses de abril e setembro de 2007, os
individuos foram coletados a partir das cordas
confeccionadas em marco. Ja para as andlises realizadas
de novembro de 2007 a marco de 2008, as cordas foram
montadas em outubro. Questdes operacionais do cultivo
impossibilitaram que todos os animais analisados durante
o periodo fossem provenientes de uma Unica semeadura.

Coleta e transporte das amostras

Em cada coleta, depois de removidos os epibiontes e
sujidades, os mexilhdes tiveram suas valvas lavadas e
escovadas, utilizando-se a agua do mar do proprio cultivo.
Cada amostra foi acondicionada em bolsa de polietileno
(Ziploc®), seguindo até o Laboratério de Microbiologia de
Alimentos (IT'UFRRJ) em caixa isotérmica refrigerada com
gelo reciclavel. Todas as amostras foram analisadas em até
trés horas a partir da coleta.



Determinacg&o do Nimero Mais Provavel (NMP) de
organismos indicadores

Coliformes totais e termotolerantes foram enumerados
utilizando-se o método do NMP, inoculando-se trés séries
de cinco tubos com 10 e 1mL da diluicdo 10* e 1mL da
diluicdo 10?, conforme recomendagOes estabelecidas pela
Instrugdo Normativa n° 62 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento — MAPA (BRASIL, 2003).

Analise estatistica

A anélise dos dados da colimetria, transformados
previamente em raiz quadrada, foi realizada pela analise de
variancia (ANOVA), complementada pelo teste de Tukey para
comparacdo de médias, ambos ao nivel de 5% de
significancia (Vieira, 2006).

Resultados e discussao

Os valores médios de coliformes totais encontrados nas
amostras de mexilhdes analisadas em duplicatas ficaram
entre 0,27 e 160,94 NMP.g* de massa corpérea do molusco,
com média anual de 24,50 NMP.g* Os valores para os
termotolerantes estiveram entre < 0,18 e 35,73 NMP.g' e a
média foi de 4,63 NMP.g-1 (Tabela 1).

Tabela 1: Médias colimétricas mensais e anuais, expressas
em NMP.g* de duas amostras de mexilhGes
analisadas entre abril de 2007 e mar¢co de 2008

Coliformes (NMP/g)

Més
Totais Termotolerantes
Abril/2007 6,85 <0,18*
Maio 6,85 0,55
Julho 2,31 1,62
Agosto 0,27 <0,18*
Setembro 0,64 <0,18*
Novembro 160,94 35,74
Dezembro 0,95 0,19
Janeiro/2008 7,08 <0,18*
Fevereiro 54,23 7,92
Marco 4,93 0,32
Média 24,50 4,63

(*) = considerado igual a zero para o calculo da média anual.

Observou-se que as médias das concentracdes de
coliformes encontradas nos tecidos dos bivalves nos meses
de novembro de 2007 e fevereiro de 2008 foram
significativamente superiores as obtidas nos demais meses
(P<0,05). Dentre as variaveis ambientais estudadas por Lee
e Morgan (2003), a precipitacdo de chuvas em dias anteriores
a coleta das amostras foi a que apresentou maior influéncia,
mesmo que indiretamente, sobre a contaminacdo dos
moluscos com bactérias de origem fecal. A precipitacédo
pluviométrica também parece ter sido o motivo para o
aumento das médias colimétricas da regido do estudo em
novembro de 2007 e fevereiro de 2008 (Pereira, 2008).
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Acredita-se que a enfermidade que mais acomete 0s
mexilhdes seja o parasitismo por larvas de trematédeos da
familia Bucephalidae. A bucefalose vem sendo a enfermidade
mais estudada, tanto devido a facilidade do diagndstico,
guanto ao nimero de casos de animais acometidos,
inclusive gerando grandes perdas econbmicas. A "doenca
laranja" afeta o ciclo reprodutivo dos animais, podendo
reduzir ou inviabilizar sua gametogénese. Tal fato tem
consequéncias para o setor produtivo devido a reducéo do
namero de sementes para um préximo periodo de cultivo
(Galvéo et al., 2006; Silva-Souza, 2006).

A frequéncia de parasitismo por bucefalideos em mexilhdes
Perna perna pode estar relacionada com a contaminacdo
bacteriolégica por coliformes termotolerantes, o que é
explicado devido a maior incidéncia dos trematédeos em
mexilhdes provenientes de areas mais abrigadas e com
menor acao hidrodindmica de ondas (Galvao et al., 2006),
geralmente com maior grau de contaminagao de origem fecal.

No ambiente marinho, as bactérias que ficam retidas nos
tecidos dos moluscos bivalves sdo provenientes de
diferentes origens. Espécies autéctones sdo naturalmente
residentes no ambiente aquatico, como as pertencentes ao
género Vibrio. Ja as espécies aléctones estdo presentes
neste ambiente como resultado de contaminagdo externa,
como aporte de efluentes domésticos com coliformes. Em
uma primeira analise, a ocorréncia simultanea destes dois
grupos bacterianos no mar parece ndo ter correlacdo direta,
principalmente devido as suas diferentes origens. Porém,
alguns pesquisadores vém salientando que a reproducao
dos vibrios pode ser favorecida pela poluicdo organica de
natureza fecal (Vieira et al., 2007), cuja presenca pode ser
constatada através das analises de coliformes termotole-
rantes.

E importante ressaltar a possibilidade de correlagéo entre a
ocorréncia de protozoarios dos géneros Cryptosporidium e
Giardia com coliformes termotolerantes, visto que possuem
a mesma origem de contaminagdo no ambiente marinho.
Muitos autores, no entanto, questionam esta associacéo,
uma vez que o monitoramento de bactérias indicadoras ndo
é suficiente para garantir a sanidade do animal quanto a
presenca de protozoérios (Leal; Franco, 2008).

Como ainda ndo € conhecido o grau de contaminag&o por
coliformes que seria indicativo da ocorréncia tanto de
parasitismo quanto de infec¢des, € mais indicado proceder
anélises especificas para cada um dos organismos
patogénicos, como Bucephalus, Vibrio, Cryptosporidium e
Giardia. Apesar da relacdo existente entre as bactérias de
origem fecal e diversos grupos de patdégenos, a auséncia de
coliformes num determinado ambiente n&o significa que nao
possam existir os outros organismos patogénicos na mesma
regiao.

Em pesquisa desenvolvida por Henriques et al. (2003), estes
autores propdem que a contaminagao bacteriolégica afetaria
o tempo de resisténcia do mexilhdo Perna perna a exposic¢éo
ao ar, mesmo que esta contaminacdo estivesse abaixo dos
limites maximos permitidos para o consumo. Em se
confirmando tal relacdo, este fato teria implicagBes diretas
sobre a comercializacdo do produto que, em geral, é feita
com o0s animais ainda vivos e expostos ao ar atmosférico.
Além disso, mexilhGes provenientes de regides mais
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contaminadas por coliformes totais e fecais seriam menos
resistentes a altas temperaturas (Henriques et al., 2007), a
baixas salinidades (Henriques et al., 2006) e a exposi¢do ao
ar (Henriques et al., 2003), o que acarretaria maior indice de
mortalidade durante seu transporte até o consumidor final.
Animais que estiveram em contato com esgoto ndo tratado
durante um prolongado periodo de tempo também secretam
menos bisso, atrapalhando sua adesdo aos costdes
rochosos (Moles; Hale, 2003).

A média anual de coliformes totais encontrada no presente
estudo foi inferior a detectada nas pesquisas de Henriques et
al. (2003; 2006; 2007). Contudo, a média de coliformes
termotolerantes é ainda uma ordem de grandeza superior as
relatadas por estes autores, podendo indicar maior sus-
ceptibilidade dos animais da ilha Guaiba a situagfes de
estresse. Todavia, outros autores demonstram que os bivalves
possuem em sua hemolinfa células responsaveis por
inimeros mecanismos de defesa do animal. Os hemdcitos
sdo responsaveis principalmente pelos processos de fagoci-
tose, producdo de espécies reativas de oxigénio e liberagao
de enzimas lisossomais. Sendo assim, sua hemolinfa possui
atividade microbicida capaz de eliminar células bacterianas,
influenciando diretamente sobre a capacidade de depuragéo
desses moluscos. Tal atividade antibactericida da hemolinfa
depende tanto da variedade bacteriana que entra em contato
com os hemdcitos quanto da integridade do sistema
imunolégico dos bivalves (Canesi et al., 2001; Akaishi, 2007).

Canesi et al. (2001) estudaram a interacéo entre a superficie
celular de Escherichia coli e os hemdécitos presentes na
hemolinfa do mexilhdo Mytilus galloprovincialis e concluiram
que células de E. coli que possuem fimbrias do tipo 1 sdo
mais facilmente removidas da circulacdo dos animais do
que cepas que ndo possuem este apéndice. Os hemécitos
parecem expressar receptores de superficie que se ligam
as fimbrias, aproximando seu ataque as bactérias. Além
disso, a presenca da fracdo sérica da hemolinfa (soro) pode
potencializar a interacdo entre as células bacterianas e os
hemadcitos como consequéncia da agéo de fatores humorais
de aglutinagdo (aglutininas).

Além dos mecanismos supracitados, as células podem ainda
produzir compostos que possuem acao bactericida, como é
o caso do peroxidonitrito. Entretanto, a resposta imunolégica
de organismos aquaticos pode ser alterada quando sao
expostos a esgoto sem tratamento, bloqueando sua
capacidade de eliminar bactérias patogénicas presentes em
seus tecidos. Experimentos demonstraram haver uma taxa
de mortalidade de 100% em mexilhdes da espécie M. edulis
infectados com a bactéria Listonella anguillarium que haviam
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sido expostos a esgoto doméstico in natura. A exposi¢do ao
esgoto por prolongado periodo de tempo apresenta uma
tendéncia de inibir a atividade fagocitica dos hemécitos do
mexilhdo. Também foi verificada uma maior incidéncia de
alterac6es morfofisiologicas em 6érgdos e tecidos,
principalmente nas branquias e glandula digestiva, em
animais submetidos a este tratamento. Tais alteracdes séo
evidenciadas com exposi¢do aguda aos contaminantes, ja
respostas hormonais e reprodutivas sdo detectadas apenas
ap6s exposicdes cronicas (Akaishi, 2007).

A ilha Guaiba situa-se a aproximadamente 1,6 km do
continente. Esta também é a distancia das moradias mais
préoximas e que poderiam influenciar a contaminacéo
microbiolégica das aguas que a rodeiam. Porém, diante do
exposto na Tabela 1, pode-se inferir que a poluicédo
bacteriolégica das aguas ao redor da ilha Guaiba é leve e
intermitente, ocorrendo em maiores indices apenas nos
periodos posteriores a fortes chuvas.

O Brasil ndo possui padrbes regulamentares de coliformes
em moluscos bivalves in natura ndo consumidos crus, mas
encontra-se em processo de elaboragdo o Programa
Nacional de Controle Higiénico-Sanitario de Moluscos
Bivalves, coordenado pela Secretaria Especial de Aquicultura
e Pesca, que visa assegurar a sanidade dos animais e
inocuidade do alimento, a partir do monitoramento
bacteriolégico, de ficotoxinas, metais toxicos e pesticidas,
além de implementar um sistema de rastreabilidade para
0s moluscos produzidos (Suplicy, 2007; Leal; Franco, 2008).

Conclusdes

Os valores médios de coliformes totais e fecais presentes
nos mexilhdes da ilha Guaiba séo baixos ao longo de todo o
ano, elevando-se apds periodos chuvosos. E possivel que
mesmo em indices baixos, os coliformes presentes sejam
capazes de tornar os moluscos mais susceptiveis a fatores
de estresse durante sua comercializagdo, dependendo da
competéncia do sistema imune dos animais em atuar sobre
as bactérias. Apesar da utilizacdo de analises colimétricas
em moluscos bivalves ndo ser uma ferramenta completa
para classifica-los como saudaveis, pode indicar o potencial
de ocorréncia de grupos nocivos ao animal e a Salde
Coletiva em seus tecidos. Para um maior conhecimento
sobre a qualidade do alimento é necessario ampliar esforgos
em estudos especificos para outros organismos e
substancias patogénicas, como bactérias dos géneros
Salmonella, Staphylococcus e Vibrio, além de virus entéricos,
protozoarios, biotoxinas e metais toxicos.
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