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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a qualidade microbioldgica de dguas e ostras de
bancos naturais e ostreiculturas localizados na ilha de S&o Luis (MA), 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 proprietdrios de cultivos nos municipios da ilha de
Sdo Luis. Para a determinacdo de coliformes totais e Escherichia coli nas
amostras de agua, foi utilizado o método rapido Colilert®. A contagem de
coliformes totais e termotolerantes em ostras foi realizada pelo método do
numero mais provavel (NMP) e de E. coli por testes bioguimicos (Indol, VM,
VP, Citrato). A enumeracao de Staphylococcus coagulase positiva ocorreu
pelo meio Baird Parker para isolamento e identificacao, assim como por
testes bioquimicos. A média geométrica do resultado da contagem de E. coli
nas amostras de dgua variou entre 6043 e 1130,8 NMP/100 mL, indicando
qualidade microbioldgica insatisfatoria. Quanto as amostras de ostras, oito
(26,7%) das 30 amostras estavam improprias para consumo, sendo quatro
(133%) contaminadas por Sa/monella sp. e E. coli, respectivamente. Segundo
a Resolucéo da Diretoria Colegiada n® 331/19 e a Instrucao Normativa n® 60
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria, os resultados sdo preocupantes
para a saude publica, e recomendam-se acbes mitigadoras, como o
monitoramento regular da qualidade microbioldgica da agua.
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ABSTRACT

In order to evaluate the microbiological quality of water and oysters
from natural banks and oyster farms located on the Island of Sao Luis,
Maranhao (MA), 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 owners of oyster farms in
the municipalities of the Island of Sao Luis, MA. For the determination
of total coliforms and Escherichia coli in the water samples the Colilert®
rapid method was used. For the enumeration of total and thermotolerant
coliforms in oysters the Most Probable Number (MPN) method was used
and £. coli by biochemical tests (Indol, MV, VP, Citrate). The enumeration
of coagulase positive Staphylococcus was performed using Baird
Parker medium for isolation and identification, as well as biochemical
tests. The geometric mean result of E. coli counts in the water samples
ranged from 6043 to 11308 MPN/100mL, indicating unsatisfactory
microbiological quality. As for the oyster samples, 8 (26.7%) out of 30
samples were unfit for consumption, and 4 (13.3%) were contaminated
by Salmonella sp. and E. coli, respectively. According to RDC No. 331/19
and IN No. 60 of ANVISA, the results are worrisome for public health and
mitigating actions are recommended, such as regular monitoring of the
microbiological quality of the water.
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INTRODUCAO

O crescimento desenfreado de aglomeragdes urbanas, bem como as limitagoes
dos sistemas de planejamento e saneamento bdsico, vem originando sérios efeitos
sobre os ambientes costeiros ao redor do mundo (MENEZES et al., 2019). Um

dos principais impactos é o crescimento populacional nas cidades litoraneas,

m)

.|

que nem sempre ¢ assistido pela infraestrutura de saneamento bésico e produz
efluentes domésticos que sdo despejados diretamente ao mar, sem nenhum tra-
tamento prévio (BALLESTEROS et al., 2016).

Os estuarios sao caracterizados como ecossistemas de grande importéancia

por causa dos servigos ecoldgicos que fornecem, de modo que seus recursos lhes
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conferem a funcéo de bergario para muitas espécies de peixes e invertebrados,
porém os ambientes estuarinos apresentam suscetibilidade a pressdo antrdpica,
resultando na destrui¢do e perda imediata de héabitats (SCHNACK et al., 2018).

Os estados brasileiros, de forma geral, apresentam estrutura insatisfato-
ria de saneamento. Em referéncia ao estado do Maranhdo, apesar da grande
riqueza de recursos hidricos, nos tltimos anos, constatou-se o surgimento de
diversos problemas ambientais nos corpos de dgua das suas principais bacias
hidrograficas. O indicador de poluigdo dos rios e estudrios mais recorrente
¢ o despejo de efluentes domésticos, apontado por 36 municipios do estado
(PIMENTA et al., 2020).

A qualidade higiénico-sanitaria, tanto da 4gua do mar quanto dos orga-
nismos utilizados como fonte de alimento, é de extrema relevéncia, porquanto
a ingestdo de alimentos e/ou 4gua contaminados por microrganismos pato-
génicos causa ao consumidor varios problemas, como as doengas diarreicas
(GOMES et al., 2017). Entre os anos de 2009 e 2018, pescados, frutos do mar e
processados corresponderam a 2,1% dos alimentos envolvidos nos 4.499 sur-
tos notificados (BRASIL, 2019b).

Os moluscos bivalves, tais como as ostras, as vieiras e os mexilhdes, sao
organismos filtradores dindmicos de dgua para a obtengao de oxigénio e nutrien-
tes, reconhecidos como 6timos bioindicadores de poluentes marinhos costei-
ros (SALLES; MACEDOQ; FIGUEIREDO, 2017; ARAUJO; RAMALHO; MELO,
2020). Quaisquer contaminantes presentes na d4gua, podendo ser de origem bio-
légica (como virus, bactérias, toxinas e parasitas) e de origem quimica (como
antibioticos, residuos de pesticidas e até metais pesados), sio filtrados e per-
manecem acumulados em seus tecidos (ARAUJO et al., 2016).

Diversas pesquisas relatam a contaminagio por microrganismos patogéni-
cos 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. (AUDEMARD; KATOR;
REECE, 2018; SHEN et al., 2019), evidenciando o risco a satide puiblica. Os dados
de Oliveira et al. (2020), Ribeiro et al. (2020) e Silva et al. (2020) demonstram
a qualidade microbiolégica insatisfatéria de ostras em estudrios amazonicos
extraidas de bancos naturais ou ostreiculturas, contudo a presente pesquisa
leva em considera¢ao ambas as vertentes.

O extrativismo de moluscos bivalves é uma pratica de importancia econo-
mica em diversas comunidades costeiras no nordeste brasileiro, dado que cerca
de 50 mil 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 estuarios (PEREIRA et al., 2017).

A maricultura apareceu como alternativa que contribui para a minimiza-
¢ao das desigualdades sociais, criagao de postos de trabalho e, por conseguinte,
geragio de renda para essas comunidades. A aquicultura, por intermédio da
maricultura sustentavel, pode favorecer a diminui¢do da fome e da pobreza nas
regioes litoraneas, tornando-se importante fonte de renda (SILVA et al., 2021).
Ressalta-se que as regides de produgdo de moluscos estdo frequentemente loca-
lizadas em 4guas costeiras e aguas rasas de sistemas estuarinos, as quais sofrem
influéncia de diversos fatores ambientais e antropicos que apresentam variabi-
lidade espacial e temporal (FREITAS et al., 2017).

Os padroes microbioldgicos da qualidade de alimentos, incluindo os de
origem marinha, tais como peixes, moluscos e crusticeos, sio regulamenta-

dos pela Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) da Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitdria n° 331/19 (BRASIL, 2019c¢) e pela Instrugdo Normativa n°
60/19 (BRASIL, 2019a), baseando-se nas densidades de Escherichia coli e na
presenga/auséncia de Salmonella sp. A qualidade de aguas destinadas a cria-
¢do de moluscos bivalves voltados a consumagdo humana, incluindo salobras
e salgadas, ¢ avaliada por meio da Resolugdo do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) n° 357/05, que considera como parametros os colifor-
mes termotolerantes e a Escherichia coli (CONAMA, 2005).

Diante do exposto, esta pesquisa objetivou avaliar a qualidade microbio-
légica de dguas e ostras coletadas em bancos naturais e cultivos localizados em
areas de manguezais na ilha de Sao Luis. Buscou também correlacionar para-
metros ambientais com a contaminagio da agua dos estuarios por fatores antro-
picos, considerando a grande importancia ecoldgica das regides de mangue e o

desenvolvimento socioecondmico das comunidades costeiras.

METODOLOGIA

Caracterizacdo da area de estudo
A ilha de Sao Luis (Figura 1) esta localizada entre as coordenadas 02°24°09”S-
-02°46’13”S e 44°01°20”W-44°29’47"W, tendo como limites, a oeste, a bafa de

Sao Marcos; a leste, a bafa de Sao José; ao sul, o Estreito dos Mosquitos; e, ao
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Figura1- Localizacdo da ilha de Sao Luis do Maranhao.
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norte, o Oceano Atlantico. A divisdo politico-administrativa atual define a com-
posicao territorial da ilha de Sao Luis em quatro municipios: Pago do Lumiar,
Sdo José de Ribamar, Sdo Luis e Raposa (RIBEIRO; CASTRO, 2016).

A pesquisa foi realizada durante os meses de setembro de 2020 a margo de
2021. Foram feitas visitas (via transporte terrestre e via embarcagdo a motor)
aos municipios da ilha de Sdo Luis, para reconhecimento da drea em estudo,
localizagdo das comunidades que cultivam ostras, assim como identificagao
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 Pago do Lumiar; e Aragagy 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 ITha das Ostras (2°25°40”S e 40°05°44”W), do municipio da Raposa, e
ambos os pontos utilizam a técnica de cultivo em balsas nos respectivos estudrios.

Apos as visitas aos cinco pontos de extragio e cultivo das ostras, ocorre-
ram seis expedi¢des, em intervalos mensais, em cada local para a coleta das
amostras de agua e de ostras, totalizando 30 amostras de ostras e 30 de agua.
Cada amostra de agua foi composta de 100 mL, acondicionada em frascos de
vidro estéril de 500 mL graduados. A amostra de ostra foi composta de 12 uni-
dades de organismos maduros prontos para consumagao, acondicionada em
saco Ziplock para alimentos, de acordo com Kaysner e Depaola Junior (1998).
Em seguida, as amostras de dgua e ostras foram armazenadas separadamente
em caixas isotérmicas, sob refrigeragio, e transportadas para o Laboratdrio
de Pesquisa em Controle de Qualidade de Alimentos e Agua da Universidade

Estadual do Maranhao, para imediata realizagdo das analises microbioldgicas.

Analises microbioldgicas da agua de extracao e
cultivo das ostras
Para a determinagio de coliformes totais e Escherichia coli nas amostras de dgua
coletadas dos locais de extragao e cultivo de ostra, 10 mL de cada amostra foi diluido
em 90 mL de agua 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®, conforme as instruges do fabricante.
Para a medigdo de pH das amostras de 4gua, foi utilizado o pHmetro mPA210
da marca MS Tecnopon®. Os dados de temperatura e pluviometria referentes
aos meses de setembro, outubro, novembro e dezembro de 2020 e janeiro e
fevereiro de 2021 foram cedidos pelo Nucleo Geoambiental da Universidade

Estadual do Maranhao.

Analises microbiolégicas das amostras de ostras

Os exemplares coletados foram higienizados sob dgua corrente para a remogao
de organismos incrustantes e sedimentos aderidos na regido externa. Apds a
lavagem, as ostras foram abertas com auxilio de espatula estéril e acondicio-

nadas em béqueres esterilizados para pesagem da carne e liquido intravalvar.

Enumeracdao de coliformes totais, termotolerantes e
Escherichia coli
Para cada amostra, foi pesado 25 g de tecido e adicionada 225 mL de agua pepto-

nada para homogenizagao por alguns minutos em velocidade reduzida (diluigao
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10), e diluigbes decimais da dilui¢do 10! em diante foram preparadas em tubos
contendo 9 mL de dgua peptonada. Aliquotas de 1 mL de cada dilui¢do foram
transferidas para séries de trés tubos contendo caldo lauril sulfato de s6dio com
tubos de Durham invertidos. Os tubos foram incubados a 35 + 1°C por 24 e 48
horas, e uma algada de cada tubo apresentando crescimento e produgio de gas
foi semeada em tubos contendo 10 mL de caldo verde bile brilhante 2% e caldo
Escherichia coli, com tubos de Durham invertidos (APHA, 2012).

Os tubos contendo caldo VB foram incubados a 35°C por 24 e 48 horas,
enquanto tubos de E.C. foram incubados por 24 e 48 horas a 45°C em banho-
-maria. A formagao de gas nos tubos de caldo VB indicou a presenga de coli-
formes totais, sendo o resultado expresso em niimero mais provavel (NMP) de
coliformes totais por grama de ostras. Para a contagem de E. coli, os tubos de
E.C. com gés foram repicados para placas contendo agar eosina azul de meti-
leno-EMB e incubadas a 35°C. Apés 24 horas, colonias negras com ou sem
brilho metalico, sugestivas de E. coli, foram identificadas por testes bioqui-
micos (Indol, VM, VP, citrato), conforme a técnica descrita por Vanderzant e

Splittstoesser (1992).

Contagem de Staphylococcus coagulase positiva

Com as diluigdes decimais (107, 102, 107), aliquotas de 0,1 mL de cada dilui-
¢ao foram semeadas sobre a superficie de placas contendo 4gar Baird-Parker.
Telurito de potéssio e gema de ovo foram adicionados e distribuidos em toda a
placa com auxilio de al¢a de Drigalski e incubados em estufa bacterioldgica a
35°C por 48 horas. Apds esse periodo, foi realizada a contagem do numero de
coldnias tipicas do género (circulares, pretas ou cinza escuras, com 2-3 mm de
diametro, lisas convexas, com bordas perfeitas e esbranquigadas, rodeadas por
uma zona opaca e, frequentemente, por um halo transparente estendendo-se
para além da zona opaca). As coldnias tipicas do género Staphylococcus foram
submetidas & prova de catalase. As colonias catalase positivas foram transferidas
para caldo cérebro-coragao 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., foi pesada 25 g de cada uma das amostras
de ostras e adicionada a um volume de 225 mL 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 incubagao, fez-se o plaqueamento em meios seletivos (agar Salmonella-
Shigella e agar xilose lisina desoxicolato). As placas foram incubadas a 36°C.
Ap6s o periodo de incubagio, foram feitos os testes bioquimicos utilizando os
meios triplice agucar ferro (TSI) e 4gar lisina de ferro (LIA), segundo a meto-

dologia preconizada pela APHA (2012).

Pesquisa de Aeromonas sp.

Foi pesada e adicionada 25 gramas da amostra em 225 mL do caldo tripticase
soja (TSA), em ampicilina (30 mg/L). Os frascos foram incubados a 28°C por
24 horas. Ap6s esse periodo, foram semeadas aliquotas do crescimento bacte-
riano em placas contendo dgar vermelho de fenol-amido-ampicilina (MAJEED;
EGAN; MACRAE, 1990; PALUMBO et al., 1992) e dgar dextrina-ampicilina,
segundo Havelaar e Vonk (1988), adicionadas de ampicilina (10 mg/L).
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Para identificagdo presuntiva do género pelo isolamento, foram seleciona-
das até trés colonias tipicas (colorado amarelada com halo transparente em vir-
tude da hidrélise do amido ou da dextrina), em cada um dos meios utilizados
que foram inoculados em TSA. Apés incubagao, foi realizada a coloragio pelo
método de gram, e as colonias tipicas foram repicadas em dgar triplice agticar
ferro (TSI) (SAAD; IARIA; FURLANETTO, 1995), sendo consideradas posi-
tivas no TSI as culturas que apresentaram reagio acida, tanto na base como no
bisel, com ou sem a formagédo de gas e sem produgio de sulfeto de hidrogénio
(HL,S). As culturas positivas foram submetidas a prova de oxidase e catalase.

As cepas positivas nesses dois testes foram consideradas como pertencen-
tes ao género Aeromonas, sem a realizagdo dos testes complementares de moti-
lidade e de resisténcia ao agente vibriostatico O/129, adaptado de Silva et al.
(2010). Em seguida, tais cepas foram submetidas as provas bioquimicas para a
identificagdo das espécies (Aeromonas schubertii, A. caviae, A. trota, A. hydro-
phila, A. jandaei, A. veronii biovar veronii), segundo a chave de identificagao
Aerokey IT (CARNAHAN; BEHRAM; JOSEPH, 1991).

Pesquisa de Vibrio sp.

Para a pesquisa de Vibrio sp., foram utilizados métodos adaptados do Bacteriological
Analytical Manual Online (ELLIOT et al., 2001), com modificagdes segundo a ISO/
TS-21872-1, em relagdo a temperatura. Realizaram-se os enriquecimentos homoge-
neizando-se 25 g de amostras de ostras em 225 mL de 4gua peptonada salina alcalina
(APWA 3% NaCl). Os fracos foram incubados em estufa bacteriologica a 42°C por
18-24 horas. Com o crescimento bacteriano em APWA, coletou-se uma algada do
cultivo, a qual foi semeada em placas contendo agar tiossulfato citrato bile sacarose.
Estas foram incubadas a 45°C por 18-24 horas. Apds o crescimento, foram selecio-
nadas trés ou quatro col6nias ndo fermentadoras de sacarose (caracterizadas por

colonias verdes), as quais foram submetidas aos testes bioquimicos para confirmago.

Analise estatistica

Todos os dados coletados foram compilados e analisados em planilhas do pro-
grama Microsoft Excel® 2019. Além disso, foram feitas anélises de estatistica
basica descritiva e correlagao de Pearson, entre as variaveis ambientais e bacte-

rioldgicas da 4gua e ostras, utilizando-se os softwares Bioestat 5.3 e Statistica 10.

RESULTADOS

Verificou-se que a média geométrica de coliformes totais na d4gua oscilou de 1.587,75
a2.302 NMP/100 mL, enquanto o seu percentil 90% se manteve constante em
2.420 NMP/100 mL. Para a contagem de E. coli nas amostras de agua, os valores
encontrados foram de 604,29 a 1.130,79 NMP/100 mL. J4 o seu percentil variou
entre 1.729 e 2.420 NMP/100 mL, conforme apresentado na Tabela 1 e Figura 2.

O pH foi aparentemente constante, evidenciando que a 4gua de cultivo e de
extragdo de ostras na drea de estudo é neutra, variando de 6,8 a 7,6 (Figura 3).
Verificou-se também neste estudo o nivel de correlagio existente entre os para-
metros ambientais e bacteriologicos da agua. Os testes de correlagdo demons-
traram que a temperatura foi o parametro que apresentou correlagio moderada
com os valores de pH, baixa correlagio com a concentragao de coliformes totais,
com excegdo do ponto Aragagy velho, que apresentou forte correlagdo negativa,
e baixa correlagdo com a concentragéo de E. coli. Ressalta-se que as correlagdes
com valores negativos sdo um indicativo de que, quanto maior a temperatura,
menor tende a ser o NMP de coliformes totais (Tabela 2).

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, menor o pH tende
a ser. Apresentou também fraca correlagdo entre concentragdes de coliformes

totais e E. coli nas amostras de 4gua analisadas, conforme indica a Tabela 3.

10: llha das ostras; ERC: Estuario do Rio Cururuca; PT: Porto do Timbuba; PC: Porto
do Cumbique; AV: Aracagy Velho; NMP: nimero mais provavel.

Figura 2 - Determinag¢ao do niumero mais provavel de Escherichia coliem amostras
de agua destinadas ao extrativismo e cultivo de ostras na ilha de Sao Luis (MA).

Figura 3 - Valores da média geométrica de pH em amostras de dgua destinadas ao
extrativismo e cultivo de ostras na ilha de S&o Luis (MA).

Tabela1- Contagem do niimero mais provavel de coliformes totais e Escherichia coli em amostras de dgua destinadas ao extrativismo e cultivo de ostras nailha de Sao Luis (MA).

Local de coleta Coliformes totais NMP/100 mL Percentil 90% E. coliNMP/100 mL Percentil 90%

19908 + 6818 2420 11308 £10295 2420
PT 15877 £ 9092 2420 9620 £8289 22275
pC 23020+ 2560 2420 7880 +6978 17290
ERC 22604 +£3319 2420 8210 £10570 24198
AV 22303+3825 2420 6043 +£12149 2420

10: llha das ostras; ERC: Estuario do Rio Cururuca; PT: Porto do Timbuba; PC: Porto do Cumbique; AV: Aragagy Velho; NMP: nimero mais provavel.
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Tabela 2 - Valores de correlacdo de Pearson existentes entre temperatura, pH e perfil microbiolégico das amostras de agua destinadas ao extrativismo e cultivo de ostras

na ilha de S&o Luis (MA).

Local da coleta “ Coliformes totais NMP/100 mL Escherichia coli NMP/100 mL
01085

04605 -04487
PT 05614 01085 -00819
PC Temperatura 06062 01085 -02704
ERC 06325 01085 -0.2225
AV 06333 -08677 -03145

|O: llha das ostras; ERC: Estuario do Rio Cururuca; PT: Porto do Timbuba; PC: Porto do Cumbique; AV: Aragagy Velho; NMP: nimero mais provavel.

Tabela 3 - Valores de correlacdo de Pearson existentes entre pluviometria, pH e perfil microbiolégico das amostras de dgua destinadas ao extrativismo e cultivo de ostras

na ilha de Sao Luis (MA).

Local da coleta “ Coliformes totais NMP/100 mL | Escherichia coli NMP/100 mL

0239 00448 02205
PT -04872 00448 03584
PC Pluviometria -09394 -00448 00409
ERC -08327 -00448 -0,3995
AV -05577 02831 02901

10: llha das ostras; ERC: Estudrio do Rio Cururuca; PT: Porto do Timbuba; PC: Porto do Cumbique; AV: Aragagy Velho; NMP: nimero mais provavel.

A correlagdo entre as varidveis temperatura e precipitagdo acumulada
indica que elas sdo inversamente proporcionais. Isto é, quando uma das varia-
veis aumenta, a outra, em média, diminui, sendo inversamente relacionadas
(Figura 4).

Os resultados de coliformes totais e termotolerantes encontrados nas
amostras de ostras variaram entre 5,9 e 71,9 NMP/g e 2,7 e 12,4 NMP/g, res-
pectivamente. A contagem de E. coli ocorreu em apenas uma das amostras de
cada ponto de coleta, com exce¢do do Estuario do Rio Cururuca, em que ndo
houve o isolamento do microrganismo. Além disso, nenhum dos isolados de
Staphylococcus mostrou atividade para a enzima coagulase. Os dados da con-
tagem de E. coli em tecidos de ostras estdo expressos na Figura 5.

Para a pesquisa de Vibrio sp., nenhum dos isolados apresentou caracteris-
ticas pertencentes ao género. Para a pesquisa de Salmonella sp., quatro (13,3%)
dos isolados apresentaram caracteristicas sugestivas do género. Para a pesquisa
de Aeromonas sp., foram isoladas e identificadas trés espécies: Aeromonas hydro-
phila (56,7%), Aeromonas caviae (36,7%) e Aeromonas trota (3,3%), conforme

mostra a Tabela 4.

DISCUSSAO

Conforme a Resolugdo Conama n° 357/2005, alterada pela Resolugdo n° 410/2009
e pela Resolugdo n° 430/2011, as amostras de 4gua dos cinco pontos de coleta
deste estudo estdo em desacordo com a legislagdo, pois apresentaram quali-
dade microbiolégica insatisfatoria quando comparados os valores da média
geométrica e de percentil 90% de E. coli (Tabela 1) com os valores limites (< 43
NMP/100 mL e < 88 NMP/100 mL, respectivamente) da legislagdo vigente para
aguas salinas de cultivo de moluscos bivalves destinados ao consumo humano.

Entre as amostras de 4gua analisadas referentes ao més de fevereiro, os
pontos Porto do Timbuba, Estudrio do Rio Cururuca e Aragagy Velho apre-
sentaram o NMP de E. coli satisfatorio, conforme o permitido pela legisla-

¢do. Esse dado indica uma possivel relagdo entre a colimetria da dgua dos
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Figura 4 - Scatterplot da distribuicio da temperatura (°C) vs. precipitacdo
acumulada 24 h (mm).

estudrios e o periodo chuvoso caracteristico do clima regional, uma vez
que o més de fevereiro alcangou o maior indice de chuva em comparagio
com o0s outros meses.

No Brasil, ao realizar o monitoramento das aguas de cultivo e de extrati-
vismo de ostras, os resultados sdo similares, principalmente quanto a alta den-
sidade de coliformes encontrados na d4gua, como descrito por Figueiredo et al.
(2015), que avaliaram a concentragdo de coliformes totais e termotolerantes
em 4guas de cultivo de ostras do mangue (Crassostrea rhizophorae) em regido
estuarina no municipio de Salindpolis (PA) e encontraram valores elevados de
coliformes totais em que a média variou de 4,5 x 10" a 2,5 x 10° NMP/100 mL

e de 1,7 a 7,1 NMP/100 mL para termotolerantes. Também, Ballesteros et al.
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10: llha das ostras; ERC: Estuario do Rio Cururuca; PT: Porto do Timbuba; PC:
Porto do Cumbique; AV: Aracagy Velho.

Figura 5 - Box-Plot da enumeracdo de Escherichia coli em tecidos de ostras
provenientes de bancos naturais/cultivos da ilha de Sao Luis (MA).

(2016), em sua pesquisa com ostras Crassostrea sp. em Cananeia (SP), encon-
traram densidade de coliformes termotolerantes de até 458 NMP/100 mL para
agua de extragao.

Nesse cendrio, para a ilha de Sdo Luis, ndo foram encontrados dados micro-
bioldgicos oficiais sobre a qualidade da d4gua dos estuarios que abastecem a regiao.
Os dados de monitoramento da qualidade da 4gua disponibilizados por 6rgios
competentes abordam somente pardmetros fisico-quimicos, contudo os resultados
desta pesquisa corroboram os de Pereira et al. (2017), os quais verificaram que as
aguas de estudrios destinados & extragao de mariscos nos municipios de Sao José
de Ribamar, Raposa e Pago do Lumiar (Sdo Luis) apresentaram qualidade micro-
bioldgica insatisfatoria por causa da alta concentrago de E. coli presente na dgua.

A elevada contaminagio da dgua dos estudrios por coliformes fecais, bem
como a presenga de E. coli, indica que a possivel origem da contaminagio seja
a falta de saneamento basico das comunidades ribeirinhas, onde ocorre o des-
pejo irregular de esgoto doméstico diretamente nos estuarios.

Em relagdo ao pardmetro pH, as médias variaram entre 6,8 e 7,6, estando
em conformidade com a legislagdo Conama n° 357 (CONAMA, 2005) para as
aguas salobras e salgadas (pH = 6,5 a 8,5), como indica a Figura 2. Esses resul-
tados sdo semelhantes aos encontrados por Silva et al. (2020), em que o pH
das amostras de 4gua de cultivo de ostras no estuario amazonico do estado do
Pard variou entre 6,7 e 7,2.

Quanto a temperatura, a baixa correlacdo entre essa varidvel e dados de
contaminagio da dgua por coliformes totais e E. coli (Tabela 2) corrobora os
achados de Silva et al. (2003), ao verificarem baixo coeficiente da correlagao
de Pearson entre os dados de temperatura e a concentragdo de coliformes
totais e termotolerantes em tecidos moles de ostras do estuario do Rio Coco,
em Fortaleza (CE). Portanto, a variagdo de temperatura aparenta nao ter efeito
direto sobre a colimetria presente na coluna de agua, tampouco os coliformes
acumulados nos tecidos de ostras.

Sobre o parAmetro pluviométrico, a baixa correlago entre esse fator ambiental
e os dados colimétricos das amostras de agua (Tabela 3) se contrapde aos de outros

estudos realizados no Brasil que demonstram a relagio direta entre a concentragdo

Tabela 4 - Pesquisa de Vibrio sp., Aeromonas sp. e Salmonella sp. em amostras de
ostras provenientes de bancos naturais/cultivos da llha de Sao Luis (MA).

101 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
102 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
103 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
104 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
105 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
106 Auséncia Presenca Aeromonas hydrophila
PT1 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
PT 2 Auséncia Presenca Aeromonas hydrophila
PT3 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
PT 4 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
PT5 Auséncia Auséncia Aeromonas trota
PT6 Auséncia Presenca Aeromonas hydrophila
PC1 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
pPC2 Auséncia Auséncia Auséncia

PC3 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
PC4 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
PC5 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
PC6 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
ERC1 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
ERC2 Auséncia Presenca Aeromonas caviae
ERC3 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
ERC4 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
ERCS Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
ERC6E Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
AV1 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
AV 2 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila
AV 3 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
AV 4 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
AV 5 Auséncia Auséncia Aeromonas caviae
AV 6 Auséncia Auséncia Aeromonas hydrophila

10: llha das ostras; ERC: Estudrio do Rio Cururuca; PT: Porto do Timbuba; PC: Porto do
Cumbique; AV: Aracagy Velho.

de coliformes em dguas e os niveis pluviométricos. Farias et al. (2010), Doi, Barbieri
e Marques (2014) e Barbieri et al. (2017) verificaram que os valores em NMP de
coliformes tanto na dgua de cultivo ou extragdo como nos tecidos moles de molus-
cos bivalves foram mais elevados principalmente na estagio chuvosa.

A obtengdo de alimento dos moluscos bivalves por filtracio da dgua, além
de acumular o fitoplancton que representa sua principal fonte nutricional, tam-
bém acumula substancias como metais pesados, pesticidas, biotoxinas e ente-
robactérias como Salmonella e E. coli, as quais sao frequentemente associadas
a surtos alimentares (GRISE et al., 2020).

Em ostras, a contagem de Staphylococcus coagulase positiva foi nula. Esse
dado é animador para a satide publica, visto que hd espécies desse género de bac-
térias com capacidade de produzir a enzima coagulase, responsavel por causar

intoxicagdes alimentares. Os resultados desta pesquisa corroboram os achados

Eng Sanit Ambient v. 28, 20220051, 2023 =



Perfil microbioldgico de ostras na ilha de Sao Luis, MA

de Trombeta e Normande (2017), os quais nio isolaram Staphylococcus coagu-
lase positiva em amostras de ostras provenientes de quatro areas de cultivo no
litoral de Alagoas.

O grupo dos coliformes estd diretamente relacionado com as condigdes
higiénico-sanitarias insatisfatdrias, e sua presenca sugere provavel contamina-
¢40 por microrganismos patogénicos nos alimentos. A contagem de colifor-
mes em ostras (Tabela 4) estd em consonéncia com a pesquisa realizada por
Doi, Oliveira e Barbieri (2015), ao determinar a concentragdo de coliformes
em tecidos de ostras de cultivo extraidas no municipio de Cananeia. Os resul-
tados apresentaram os valores médios de 18,78 NMP/g para coliformes totais
e 15,53 NMP/g para coliformes termotolerantes.

Para a enumeragéo de E. coli (Tabela 4), quatro (13,3%) amostras apresen-
taram contagem de E. coli acima dos limites estabelecidos pela RDC n° 331 ea
Instrugao Normativa n° 60, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,
2019a), a qual dispde que a cada cinco amostras analisadas quatro devem exi-
bir contagem limite de 2,3 UFC/g e por uma amostra é permitido exceder esse
valor até 7 UFC/g em 25 g de amostra. Para pesquisa de Salmonella sp. (Tabela
4), quatro (13,33%) amostras apresentaram caracteristicas que sugerem a pre-
senga do género. A mesma legislagdo preconiza que moluscos bivalves consu-
midos crus devem apresentar auséncia de Salmonella sp. em 25 g de amostra.

Desse modo, oito das 30 (26,7%) amostras de ostras analisadas estdo impro-
prias para o consumo humano. Todos os cinco pontos de coleta apresentaram
eventualmente alguma amostra de ostras contaminada por E. coli e/ou Salmonella
sp., 0 que inviabiliza o seu consumo e representa risco a saude dos consumido-
res. A presenga de E. coli indica contaminagio de origem fecal, provavelmente
em razdo do despejo irregular de efluentes domésticos nos estudrios préximos
aos pontos de cultivo e extracdo dos moluscos bivalves.

Os resultados para a enumeragao de E. coli e pesquisa de Salmonella sp. em
ostras estdo alinhados com dados descritos por Cabral et al. (2017), ao verifi-
carem a presenca tanto de E. coli como de Salmonella sp. em ostras Crassostrea
rhizophorae extraidas de dreas de mangue na ilha do Lameirdo (ES). Por outro
lado, divergem dos achados por Santos et al. (2015), os quais observaram somente
apresenca de E. coli e a auséncia de Salmonella sp. em ostras Crassostrea rhizo-
phorae cultivadas em estuarios de Taperod (BA).

Em relagdo a pesquisa de Vibrio sp., a auséncia das principais espécies de
Vibrios patogénicos nas amostras (Tabela 5) ¢ um achado relevante, entretanto
vale ressaltar a importéancia da realizacdo de todos os testes bioquimicos des-
critos na metodologia, ja que houve adaptagao desta. Sugere-se também a utili-
zagdo de kits rapidos de provas bioquimicas, assim como métodos moleculares
complementares para confirmagio dos resultados.

Sobre a pesquisa de Aeromonas sp., o elevado percentual de contaminagao

(96,7%) desse microrganismo nas amostras de ostras (Tabela 5) pode estar

relacionado ao seu hébitat aquatico, o qual pode ser isolado tanto de dgua
doce como de d4gua marinha ou salobra. Assim, a disponibilidade de maté-
ria orgénica na agua pode favorecer sua proliferagao e, consequentemente,
a contaminagao dos moluscos bivalves por filtragdo. A presenga desse patd-
geno é preocupante, visto que este é responsavel por surtos de gastroenteri-
tes veiculados por alimentos (ZHANG et al., 2012; LOPES et al., 2015). Os
resultados desta pesquisa estiao de acordo com os de Ribeiro et al. (2020),
que verificaram por cultura e provas bioquimicas a presenga de A. hydro-
phila em amostras de ostras coletadas em quatro portos da ilha de Sao Luis.

Dessa forma, as areas de estudo desta pesquisa estdo préximas aos ambientes
urbanos que impactam os ecossistemas aquéticos e, consequentemente, a qualidade
microbioldgica das ostras. Além disso, falhas na cadeia produtiva do molusco,
nas etapas de acondicionamento, transporte e beneficiamento do produto, tam-
bém contribuem para esse cendrio. Portanto, uma das alternativas que pode ser
adotada ¢ a utilizagao de tratamentos térmicos dos moluscos bivalves antes da
comercializagio, assim como recomendado pelo Programa Nacional de Controle

Higiénico-Sanitério de Moluscos Bivalves (SOUZA; PETCOV; NOVAES, 2015).

CONCLUSOES

Esta pesquisa consiste em um estudo pontual que serve de base para futuros
trabalhos de monitoramento ambiental e sanitario na regido. Assim, concluiu-
-se que a dgua utilizada no extrativismo e cultivo de ostras na ilha de Sao Luis
apresenta qualidade microbioldgica insatisfatdria para ser utilizada na cadeia
produtiva desse molusco. Adicionalmente, as ostras produzidas na ilha de Sdo
Luis apresentam riscos de veicular microrganismos patogénicos para o consu-
midor, principalmente A. hydrophila, A. caviae, E. coli e Salmonella sp. Dessa,
forma, recomendam-se a implantagao das boas préticas de fabricagdo, o uso de
processos térmicos (depuragdo) na cadeia produtiva das ostras e a adogdo do

monitoramento regular da qualidade microbioldgica da dgua.
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