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Determination of coliforms in the water and soft tissue
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RESUMO
Este estudo objetivou avaliar a qualidade microbioldgica da agua de varias
localidades em que sdo produzidas ostras Crassostrea sp. no estuario de
Cananéia, tanto como nos bivalves, por meio dos valores de coliformes
baseados na Técnica dos Tubos Miltiplos. Foram realizadas coletas de
agua em dez localidades durante os anos de 2005 a 2011. A analise da
agua apresentou media geomeétrica de coliformes termotolerantes de
2467 NMP 100 mL" e, nos tecidos das ostras, de 1553 NMP g'. Verificou-
se uma diferenca significativa entre as localidades analisadas quanto a
densidade de coliformes totais e termotolerantes na agua. Analisaram-
se as variacoes das contagens bacterianas em relacao a sazonalidade,
verificando-se que 0 outono apresentou a maior média de coliformes
nas ostras, sendo os maiores dados coletados em abril. Houve correlacao

positiva entre coliformes na agua e na ostra.

Palavras-chave: coliformes totais e termotolerantes; estuario; contaminacao
microbioldgica; extracdo de bivalves.

ABSTRACT
This study sought to evaluate the microbiological quality of water from
the various locations where specimens of the oysters Crassostrea sp. were
harvested in Cananéia estuary, as well as of the bivalve itself, through values
of coliforms based on the Multiple Tube Technigue. During the period from
2005 to 2011, samples of water were collected at ten points. The water
analysis presented a geometric mean of thermotolerant coliforms of
2467 MPN 100 mL'and, in the soft tissues of the oysters, of 1553 MPN g'.
There was a significant difference between the locations analyzed as to
the density of total and thermotolerant coliforms in water. After analysis of
the variations of bacterial counting with regard to seasonal mean, autumn
presented the highest mean numbers of coliforms in oysters, and most
data were collected in April. There was a positive correlation between the

coliforms found in water and those in the oyster.

Keywords: total and thermotolerant coliforms; estuary; microbiology
contamination; shellfish harvesting.
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INTRODUCAO

Os ambientes estuarinos estao sujeitos a diferentes tipos de contamina-
a0, como por veiculagio microbioldgica pelo langamento de efluentes
domésticos langados in natura no ambiente, que podem causar riscos a
saude humana e as espécies presentes no habitat, interferindo na resis-
téncia dos bivalves (HENRIQUES et al., 2003; BARBIERI & DOI, 2011;
BARROS & BARBIERI, 2012; DOI et al., 2012). O estuario de Cananéia
é considerado uma das dreas imidas mais importantes da costa brasi-
leira em termos de biodiversidade e produtividade natural, reconhe-

cido nacional e internacionalmente como o terceiro ecossistema mais

produtivo do Atlantico Sul, em func¢do de suas caracteristicas bem pre-
servadas (UNESCO, 2005). Possui condi¢des propicias para a formagao
de bancos naturais e para a implantagdo de engorda e extragdo da ostra
Crassostrea sp., sendo esta regido responsavel pela maior produgao de ostras
do Estado de Sio Paulo (PEREIRA et al., 2003; RISTORI et al., 2007).
Os moluscos bivalves sdo organismos filtradores que se alimentam
das particulas e microalgas que se encontram na dgua e acumulam,
em seus tecidos, grandes quantidades de substincias orgéanicas, inor-
gnicas, além dos micro-organismos presentes no ambiente, atuando
como bioindicador da insalubridade da agua (PEREIRA et al., 2006;
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ZANETTE et al., 2006). Nesse sentido, a qualidade microbioldgica da
dgua foi monitorada pelos niveis de bactérias indicadoras de contami-
nagdo fecal, tais como os coliformes. Este bioindicador se relaciona com
o risco potencial de contrair doengas infecciosas por meio de sua utili-
zagdo para recreacdo e nos alimentos contaminados (TOURON et al.,
2007). O hébito de consumir ostras cruas ou levemente cozidas pode
contribuir para o surgimento de diversos casos de doengas transmiti-
das por alimentos (POTASMAN et al., 2002; MENDES et al., 2004).
Assim sendo, é necessario avaliar os contaminantes microbioldgicos
tanto para a 4gua como para os moluscos frescos.

O grupo dos coliformes é caracteristico dos organismos que
crescem no trato gastrintestinal de animais de sangue quente, por-
tanto sua presen¢a no ambiente e nos organismos cultivados indica
contaminagdo fecal (SILVA et al., 2006; CODEX, 2008). O coliforme
termotolerante ¢ um dos patégenos amplamente utilizados no moni-
toramento da qualidade microbiolégica da d4gua em que se deseja
constatar contaminacdo fecal recente ou de condigdes sanitarias insa-
tisfatorias (SILVA et al., 2006).

Em paises como os EUA, Chile e Brasil, o cultivo e a extragao dos
bivalves sdo controlados pela analise de qualidade da dgua (SILVA et al.,
2006). Entretanto, o nivel dos coliformes pode ser afetado por fatores
como as correntes, os ventos e a chuva que ocorre na vizinhanga do
estudrio (MIQUELANTE & KOLM, 2011; DOI et al., 2014).

Na tentativa de minimizar os problemas relacionados a quali-

dade sanitdria dos moluscos bivalves, alguns programas, tais como o

Programa Nacional de Controle Higiénico Sanitario de Moluscos Bivalves
(PNCMB, 2011) e Codex Alimentarius (CODEX, 2008), estabelecem
limites permissiveis de contaminagdo de origem fecal para os moluscos.

Diante da importancia da qualidade da dgua nas dreas de extra-
¢do da ostra Crassostrea sp. e da contaminagao por micro-organismos
fecais, este trabalho teve como objetivo comparar a densidade dos coli-
formes nas dguas das dreas de extragdo com aqueles do tecido mole
de tais moluscos bivalves no municipio de Cananéia, em Sao Paulo.
Os resultados foram avaliados conforme a legislagdo vigente. A hip6-
tese deste trabalho foi que a densidade de coliformes no tecido da ostra

relacione-se diretamente com a contaminagao dos coliformes na dgua.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas amostras de dguas estuarinas em dez localidades situa-
das no municipio de Cananéia (Sao Paulo), no periodo de 2005 a 2011,
em que se desenvolve a engorda e extracdo de ostras (Crassostrea sp.), em
tabuleiros fixos. As 4guas foram coletadas mensalmente nas comunidades
Agrossolar, Cooperostra, ITha da Casca, Itapitangui, Mandira, Mosquiteiro,
Pedrinhas, Pier, Retiro e Taquari, referenciados por meio do aparelho GPS
(global system position). Estes locais foram escolhidos por caracterizarem a
estagao amostral e pela proximidade dos tabuleiros de engorda (Figura 1).
As andlises das varidveis ambientais, temperatura (°C), pH, salinidade e
oxigénio dissolvido (mg L"), foram obtidas na prépria érea da coleta, com

o auxilio do equipamento de medi¢do ‘Multipardmetro YSI-63’
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Figura1- Localidades em que foram coletadas as dguas para analise microbiolégica em Cananéia, Sdo Paulo (dez pontos de coleta).
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As amostras de agua foram coletadas manualmente, em contracor-
rente na profundidade de 15 a 30 cm, utilizando-se frascos de vidro
neutro de borossilicato. Em seguida, elas foram armazenadas em caixa
isotérmica refrigerada para transporte e analisadas dentro de um periodo
maximo de seis horas a partir da amostragem em campo.

Nos mesmos periodos das coletas de aguas, as ostras foram adqui-
ridas antes de passarem pelo processo de depuragéo, na Cooperativa
dos Produtores de Ostras de Cananéia (Cooperostra), que consiste em
uma cooperativa comunitdria possibilitando a organiza¢do da comer-
cializagao das ostras da regiao (BARBIERI et al., 2012; MIGNANI
etal., 2013)

A avaliagdo da agua e do tecido mole da ostra foi realizada no
laboratério do Nucleo Regional de Registro — Consatde, situado a
50 km de Cananéia. No laboratdrio, as amostras foram submetidas
a andlise para a determinag¢do do nimero mais provavel (NMP)
de coliformes totais (Ct) e termotolerantes (CT), baseando-se na
Técnica dos Tubos Multiplos e seguindo a metodologia descrita
pelo “Standard Methods for the examination of water and wastewa-
ter” (APHA, 2005).

A dgua foi diluida em 4gua tamponada de proporgio 1:9, obtendo
dilui¢oes decimais seriadas de 10" a 107 (realizadas em duplicatas).
Um total de 20 g do tecido mole da ostra foi recolhido em condi-
¢Oes assépticas em recipiente estéril e homogeneizado em 180 mL
de dgua tamponada. As amostras foram diluidas conforme APHA
(2005), contendo Caldo Lauryl sulfato de sédio. Os tubos com amos-
tra da 4gua como da ostra foram incubados em estufa a 35°C por 24
a 48 horas. Ja aqueles que apresentaram produgdo de gas nos tubos
de Durham e/ou acidificados (colora¢ao amarelada) foram consi-
derados positivos.

Para confirmacio dos coliformes totais, os tubos com resultados
positivos no teste anterior foram repicados em caldo verde bile bri-
lhante (2%), incubados a 35+1°C por 48 horas. Para os coliformes ter-
motolerantes, as amostras foram repicadas e incubadas em EC - meio
especifico para Escherichia coli, utilizado como indicador de bactéria
entérica patogénica — por um intervalo de 18 a 24 horas a 44,50,2°C.
Ap0s este periodo, foram considerados positivos os tubos que apre-
sentaram produgao de gés. O resultado das densidades dos coliformes
totais e termotolerantes nas dguas foi expresso em NMP 100 mL' e
NMP g para o tecido da ostra.

Realizou-se o teste estatistico Shapiro-Wilk, em que se observou
que a distribui¢ao dos dados nao se ajustou a normalidade. Quando
a distribui¢ao nao foi normal, utilizou-se o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis para comparar o nivel de contaminagao nos diferentes
pontos de coleta e para os dados do tecido da ostra analisados, tanto
mensalmente quanto sazonalmente. O teste de correlagdo linear de
Spearman verificou a existéncia de correlagdo entre os coliformes na

dgua e no tecido da ostra (ZAR, 1999).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura da 4gua mensurada neste trabalho variou de 17 a 29°C
(média de 22,85°C), caracteristica de regides subtropicais. A salini-
dade variou entre 0,5 e 27,8; o pH entre 5,89 e 8,26 (média 7,23) e o
oxigénio dissolvido (OD) teve média de 5,82 mg.L'. A média geomé-
trica geral dos coliformes totais foi de 54,48 e a de termotolerantes de
24,67 NMP 100 mL"

As 4dguas da regiao de Cananéia sdo classificadas como salobra,
segundo a resolu¢ao do Ministério do Meio Ambiente — Conama n° 357
(CONAMA, 2005), por apresentarem salinidade de 0,5 a 30. Essa reso-
lucdo normatiza, para o cultivo de moluscos bivalves destinados a ali-
mentacdo humana, pH entre 6,5 e 8,5, OD maior que 5 mg.L’1 e média
geométrica da densidade dos coliformes termotolerantes que nao devera
exceder 43 por 100 mL, além do percentil de 90% néo poder ultrapas-
sar 88 coliformes termotolerantes por 100 mL. Os dados ambientais
coletados neste trabalho apresentaram valores dentro dos pardmetros
definidos por esta resolugdo para dguas salobras de classe 1, destinadas
a conservagdo ambiental e aquicultura.

Os NMP de coliformes totais e termotolerantes da dgua variaram
de2a1.600 NMP 100 mL™" nas diferentes dreas de engorda e extrago.
Mosquiteiro, Pier, Itapitangui e Taquari foram as dreas que apresenta-
ram as maiores médias geométricas de coliformes totais, mas somente
Mosquiteiro e Pier mostraram médias elevadas nos termotolerantes
(Tabela 1). Apesar de Pier ndo ser uma area em que se extraiam ostras,
utilizou-se como referéncia (controle) de localidade com contamina-
¢do0 microbiologica.

Valores elevados de coliformes encontrados nestas areas podem
estar sofrendo influéncia da proximidade da cidade com despejo de

efluentes, o que é considerado a principal causa de contaminagéo das

Tabela 1 - Média geométrica em NMP 100 mL" dos coliformes totais e
termotolerantes das localidades analisadas, desvio padrao geométrico
e porcentagem abaixo de 88 NMP 100 mL".

Locais de DP DP

coleta et (geom.) e el (geom.) e
Cooperostra | 4726 482 6429 | 2528 460 74,07
Mosquiteiro | 186,08 398 1429 | 1684* 566 3333
ltapitangui | 15595 | 451 2727 | 3820 476 8000
Mandira 1792 | 288 8333 934 332 9091**
Pedrinhas 154 | 259 | 10000 517 243 | 10000**
Agrossolar 3872 553 7857 | 1937 703 8462
Pier 33154 an 1667 | 12518* 555 5294
Taquari 10013 4,26 5455 | 2678 490 7857
Retiro 23,27 3n 8333 n.36 301 10000**
. Casca 1749 | 260 9231 150 230 | 10000**

Ct: coliformes totais; CT: coliformes termotolerantes; DP (geom.): desvio padrao
geometrico; médias acima dos limites permitidos pela legislacao do CONAMA
357/2005; **porcentual dentro do limite da legislagao vigente
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aguas. A média geométrica geral dos termotolerantes apresentou-se
dentro do limite estabelecido, mas somente 78,10% estavam abaixo do
critério estipulado em relagdo ao percentil, indicando que a 4gua estava
com contaminag¢do microbioldgica acima da permitida.

As dreas com menores médias colimétricas foram Ilha da Casca,
Mandira, Retiro e Pedrinhas, que apresentaram valores de colifor-
mes entre 2 e 130 NMP 100 mL" de coliformes totais e de termotoleran-
tes entre 2 e 170 NMP 100 mL", com pouca variagao na amplitude entre
os dados coletados nas localidades. Verificou-se diferenca estatistica
significativa nas localidades analisadas entre os valores de coliformes
totais (Kruskal-Wallis=48,65 e p<0,0001) e os termotolerantes (Kruskal-
Wallis=38,68 e p<0,0001). Observou-se diferenga estatistica entre o
nivel de contaminagdo da area mais contaminada (Pier, Mosquiteiro,
Itapitangui e Taquari) com aquela que teve menor média de coliformes
(Pedrinhas e Ilha da Casca).

Ramos et al. (2010) analisaram amostras de dgua e ostras quanto
a quantidade de coliformes em alguns pontos da Baia Sul da Ilha de
Santa Catarina, constatando que houve diferenga significativa entre os
pontos de coleta, com valores mais elevados em uma regido que nao
permite uma circulagdo eficiente das dguas, o que dificulta a dilui¢ao
dos dejetos (quando ocorrem os despejos).

A contagem de coliformes totais no tecido da ostra variou de
0,43 a 240 NMP g e dos termotolerantes de 0,24 a 240 NMP g,
sendo os valores médios de 18,78 e 15,53 NMP g, respectivamente.
A resolugao vigente da Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria
(Anvisa), RDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001, especifica somente
estafilococos coagulantes positivos e de Salmonella sp, mas nao
oferece critérios para as densidades de coliformes em moluscos in
natura (ANVISA, 2001).

O Programa Nacional de Controle Higiénico Sanitario de Moluscos
Bivalves (PNCMB, 2011) determinou requisitos minimos necessarios
para garantir a inocuidade e qualidade dos moluscos bivalves produzi-
dos no Brasil destinados ao consumo humano, por meio da estimativa
da densidade média dos coliformes termotolerantes (em NMP 100 g).
O critério utilizado considera os seguintes valores de coliformes termo-
tolerantes: liberada para consumo <300 NMP 100 g; liberada sob con-
digao (submeter ao processo de depuragao) =300 e <6.000 NMP 100 g;
e suspensa quando verificada >6.000 NMP 100 g''. Baseado nos cri-
térios de tal programa, as ostras analisadas apresentam-se “liberadas
sob condi¢ao’, sendo necessario passar pelo processo de depuragio a
fim de retirar as impurezas em seu interior, antes de serem liberadas
para o consumo.

Existem padrdes internacionais para determinar os limites de con-
taminagdes microbioldgicas por meio dos valores de coliformes ter-
motolerantes em tecidos moles das ostras cruas. A “European Union
Shellfish Quality Assurance Programme” - EUSQAP (RODGERS,
2001) estabeleceu que estes valores ndo excedam 6.000 NMP 100 g,
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enquanto que a Codex Alimentarius (CODEX, 2008) determinou como
limite 230 NMP g de Escherichia coli, e a “International Commission
on Microbiological Specifications for Foods” (ICMSE, 1986) limitou em
16 NMP g de coliformes termotolerantes nos bivalves frescos e con-
gelados. Comparando os dados coletados neste trabalho com as nor-
mas internacionais, verificou-se que os coliformes nas ostras estavam
inferiores aos recomendados, apresentando-se em condi¢des micro-
bioldgicas satisfatdrias.

Dados coletados em abril tiveram variagdes entre 2,6 e 240 NMP g,
ocasionando um alto desvio padrao. Apesar do citado més ter apresen-
tado elevados valores de coliformes nas ostras (média de 88,8 NMP g™'),
nao foram observadas diferencas significativas entre as médias de coli-
formes totais (Kruskal-Wallis=11,90 e p=0,37) e de termotolerantes
(Kruskal-Wallis=14,60 e p=0,20) em relagio a andlise mensal. O més
de novembro foi o que apresentou a menor média colimétrica, tanto
para totais (1,5 NMP g') como aos termotolerantes (1,23 NMP g'),
como observa-se na Figura 2.

Verificou-se que as densidades dos coliformes termotolerantes
detectados neste trabalho estavam dentro do limite estabelecido
pelas instituigdes citadas, porém constatou-se que, em alguns perio-
dos do ano, os niveis dessas bactérias foram bem elevados. A densi-
dade de micro-organismos nos bivalves filtradores indica o nivel de
contaminag¢do do momento da coleta, variando de um animal para
outro e também depende de condigdes ambientais, meteoroldgicas
e da atividade geral do organismo (KOLM & ANDRETTA, 2003;
MILL et al., 2006).

As densidades de coliformes encontradas nas ostras foram

menores em relagao aquelas encontradas na dgua, corroborando
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Figura 2 - Médias dos coliformes totais e termotolerantes nos tecidos
das ostras (NMP g"), analisados mensalmente. As barras apresentam os
seus respectivos desvios padroes.
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com o estudo de Vieira et al. (2007) e de Sande et al. (2010), os quais
indicaram uma maior contaminagdo na agua do que no molusco.
Diferentes resultados foram observados no trabalho de Moreira
et al. (2011), realizado em Paraty (Rio de Janeiro), no qual foi des-
crito que a densidade das bactérias fecais foi mais alta nos molus-
cos do que na dgua.

As dguas analisadas apresentaram niveis de coliformes eleva-
dos no verao (Ct=213,55 e CT=57,83 NMP 100 mL), divergindo
da densidade no tecido das ostras, no qual verificaram-se elevados
niveis no outono (Ct=41,70 e CT=34,08 NMP g') em relagao ao
verdo (Ct=13,07 e CT=15,12 NMP g'), como visto na Figura 3. Nao
foi observada diferenca estatistica nas médias de contaminac¢ido no
tecido da ostra relacionado a sazonalidade (Kruskal-Wallis de Ct=3,90
e p=0,27, CT=4,49 e p=0,21).

As ostras sao consideradas organismos euritérmicos, apresen-
tando faixa de conforto térmico entre 22 a 29°C (GALVAO et al.,
2000; CHRISTO, 2006), salinidade recomendada entre o intervalo
de 15 a 25 (WAKAMATSU, 1973; PEREIRA et al., 1988; PEREIRA &
CHAGAS SOARES, 1996) e cultivo na zona entremarés é o mais indi-
cado (PEREIRA et al., 2001).

Segundo Imai (1977), esses fatores podem influir direta ou indire-
tamente no crescimento das ostras, como o pH abaixo de 6,75, podem
reduzir a taxa de filtragao de C. virginica e, consequentemente, diminuir
a captacgdo de alimento. Salinidades inferiores préximas aos niveis de
tolerancia fazem cessar a alimentagdo, e a alta concentragio de algas
pode fazer decrescer ou inibir o estimulo a filtragao.

Como as ostras sao filtradores e possuem caracteristicas bioacumula-

dores, as particulas microbioldgicas encontradas na dgua ficardo retidas
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Figura 3 - Valores médios dos coliformes totais e termotolerantes no
tecido da ostra (NMP g") por estacdo do ano. As barras apresentam os
seus respectivos desvios padroes.
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dentro do organismo, elevando o nivel de contaminagao. Resultados
semelhantes foram observados por Kolm e Absher (2008), que reali-
zaram o estudo em um complexo estuarino de Paranagud (Parand),
no qual verificaram que no veréao a densidade de coliformes no tecido
das ostras foi elevada em relagdo a dgua. Farias et al. (2010) e Ramos
et al. (2010) notaram que os valores de NMP nas amostras de agua e
organismo foram mais elevados, principalmente na estagdo chuvosa.
De acordo com Absher (1989), estes organismos se reproduzem no
verdo, por isso é provavel que, para acumular reservas a reprodugao,
as ostras filtram mais 4gua no verao do que no inverno, retendo mais

coliformes em tal época do ano.
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Figura 4 - Regressao linear entre os NMP de coliformes totais e
termotolerantes na dgua e no tecido da ostra (n=24).
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Neste trabalho, constatou-se correlagdo positiva entre os valores
de coliformes totais (Spearman r=0,89, p<0,001) e termotolerantes
(Spearman r=0,93, p<0,001) nas dguas em relagao as ostras (Figura 4).
O monitoramento continuo da qualidade microbioldgica da dgua em
que estes organismos sdo cultivados é necessdrio, pois representam as
condigdes higiénico-sanitarias daqueles que habitam a regido. Resultados
divergentes foram descritos por Vieira ef al. (2008), os quais verifica-
ram que a contaminag¢do na dgua no estudrio do Rio Pacoti (Cear4) foi
maior do que nos bivalves, porém nao observaram correlagio entre eles.

Os pardmetros de seguranga estabelecidos pelas legislagdes para a
produgdo de bivalves baseiam-se apenas na determinacdo de colifor-
mes na agua, no sendo suficientes para garantir a qualidade microbio-
légica dos organismos. Além dos coliformes, andlise de contaminagao
por estreptococos estd sendo utilizada como um indicador adicional
de avaliagdo da contaminagéo fecal das dguas, por ter caracteristica
mais resistente as dguas-marinhas (MARTINEZ & OLIVEIRA, 2010).
Quando a andlise deste organismo é combinada com os coliformes, o

resultado apresenta maior confiabilidade em relagao a contaminagao fecal.

CONCLUSOES

Apesar do valor médio geral de termotolerantes estar dentro do crité-

rio da legislagdo vigente, algumas localidades apresentaram elevadas

densidades de coliformes. Entre os dados coletados, somente 78,10%
estavam abaixo do estabelecido, indicando que a 4gua estava fora do
limite citado pelo Conama.

Andlises do tecido das ostras apresentaram valores médios infe-
riores as resolugdes nacionais e internacionais, mas em algumas épo-
cas do ano, detectaram-se elevados dados de termotolerantes, sendo
necessario passar pelo processo de depuragio.

As maiores médias de coliformes foram constatadas no verdo
na agua, diferentemente no tecido da ostra, que foi no outono, cau-
sado pela caracteristica filtradora e bioacumuladora de particulas
em seu organismo.

Houve uma forte correlagio das densidades de coliformes entre a
dgua e o tecido da ostra, concluindo-se que a qualidade bacterioldgica
dos moluscos bivalves refletiu aquela da 4gua analisada, resultado que

comprovou nossa hipédtese.
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