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RESUMO

A presente pesquisa objetivou estudar a espécie Tagelus plebeius, no estudrio do Rio Ceard, em
Fortaleza - CE, considerando suas condi¢bes microbioldgicas. As amostragens foram feitas na
estagdo seca (novembro e dezembro/2006) e na estagdo chuvosa (margo e abril/2007). A
quantidade de coliformes termotolerantes (CT) na dgua e no molusco foi analisada através da
técnica dos Tubos Mudltiplos, pela estimativa do Numero Mais Provavel (NMP). No msculo e
liquido perivisceral do animal foi analisada a presenca de Salmonella spp. e de Staphylococcus
coagulase positiva, além dos CT. As amostras de dgua e dos animais apresentaram valores elevados
de NMP para CT/100 mL, principalmente na estagdo chuvosa. Foram isoladas 22 cepas suspeitas
de Salmonella spp., das quais 11 foram confirmadas, e pertenciam a trés sorovares (S. Bredeney, S.
London e S. Muenchen), e uma (1) cepa foi classificada até subespécie: S. enterica subesp. enterica. A
presenca de Staphylococcus coagulase positiva nao foi detectada em nenhuma amostra analisada. Os
animais e dgua do estudrio do Rio Ceard estdo contaminados com detritos fecais, principalmente na
estagdo chuvosa, comprometendo assim, a satide dos consumidores da carne do molusco.
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MICROBIOLOGICAL CONDITIONS OF Tagelus plebeius (LIGHTFOOT, 1786)
(MOLLUSCA: BIVALVIA: SOLECURTIDAE) AND THE WATER IN THE
CEARA RIVER ESTUARY IN FORTALEZA - CE

ABSTRACT

The aim of the present research was to study the species Tagelus plebeius, at the Ceara River estuary
in Fortaleza-Ceara State, considering aspects of its microbiological conditions. Sampling for
microbiological analysis was conducted in the dry season (November and December, 2006) and in
the rainy season (March and April, 2007). The amount of thermotolerant coliforms (TC) (45°C) in
the water and in the clam muscle was analyzed through Multiple Tube Techniques by Most
Probable Number (MPN) estimate. In the muscle and perivisceral liquid the presence of Salmonella
spp., Staphylococcus coagulase-positive and TC (45°C) was analyzed. Water samples and animal
samples presented high values of MPN for TC/100 mL, mainly in the rainy season. Twenty two
possible Salmonella spp. strains were isolated, 11 of which were confirmed through serology test
with a polivalent O:H antiserum, there being identified three serovars (S. Bredeney, S. London e S.
Muenchen) and one (1) strain classified down being to subspecies level: S. enterica subsp. enterica.
The presence of Staphylococcus coagulase-positive was not detected in any analyzed sample. The
water and the animals are contaminated with fecal material, mainly in the rainy season, implying
health hazards to bivalves consumers.
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INTRODUCAO

A extracdo dos recursos marinhos tem sido
uma atividade rotineira para as comunidades
costeiras (FAGUNDES et al., 2004) uma vez que,
esses organismos constituem uma importante fonte
de alimento e matéria-prima (LOGULLO, 2005).

Devido a caracteristica de animais filtradores,
os bivalves podem acumular diversos patégenos
presentes em aguas contaminadas por efluentes.
Os virus, bactérias e protozodarios entéricos tém
sido detectados em surtos relacionados ao
consumo de &dgua ou alimentos contaminados
(BARARDI et al., 2006).

Ainda nesse sentido, COSTA et al. (2009)
destacam que a microbiota do pescado recém-
capturado pode ser influenciada pela qualidade
da 4gua do local de captura. Desse modo, a
presenca de
Enterobacteriaceae em pescado pode decorrer da
contaminacao fecal nos reservatoérios.

bactérias da familia

De acordo com VIEIRA (2004), h4 um grande
perigo na ingestdo frequente de moluscos in
natura, sem nenhum cozimento prévio. Nesse
caso, o risco de toxinfeccdo aumenta por nao se
saber quais patdgenos entéricos, e em quais niveis
quantitativos, estes estariam presentes no animal.

Embora Tagelus plebeius ndo seja consumido
cru, a contaminagao pode se dar pés- cozimento,
caso nao sejam observadas préticas adequadas de
higiene no seu manuseio e armazenamento.

Considerando a importincia de pesquisas
sobre os bivalves comumente encontrados no
litoral brasileiro, e consumidos como alimento, a
presente pesquisa teve como objetivo estudar a
espécie Tagelus plebeius, oriunda do estuario do
Rio Ceard, em Fortaleza — CE. Foram considerados
aspectos microbiolégicos relativos a contaminacao
por coliformes termotolerantes (45°C) e
Staphylococcus coagulase positiva e a presencga de
Salmonella spp. no musculo e liquido perivisceral
do molusco. Também foram analisadas amostras
da 4gua onde os moluscos foram capturados.

MATERIAL E METODOS
Amostragem

Foram coletadas quatro amostras de dgua e
quatro de moluscos, Tagelus plebeius, no estudrio

do Rio Ceard, Fortaleza - CE (03°42'09.8”S;
38°35'49.0”W) (Figura 1), no periodo de novembro
a dezembro de 2006 (estagdo seca), e de margo a
abril de 2007 (estagdo chuvosa). Cada amostra de
molusco foi constituida por um pool de 25
animais, totalizado cem exemplares analisados.
Para cada amostra de 4gua, foi coletado um
volume correspondente a 1 L em garrafa dmbar
esterilizada. As amostragens foram realizadas
em marés diurnas de sizigia, de acordo com as
Tébuas de Marés divulgadas pelo Departamento
de Hidrologia e Navegacao da Marinha (DNH)
para o Porto do Mucuripe (BRASIL, 2006; 2007).
As amostras de agua e os moluscos bivalves
foram acondicionados em bolsas plésticas
herméticas para alimentos. Todas as amostras
(dgua e molusco) foram transportadas em
recipiente isotérmico para o Laboratério de
Microbiologia Ambiental e do Pescado do
Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR), onde
foram processadas as analises bacteriolégicas.

Preparacio das amostras

As amostras de agua foram diluidas em
solugao salina a 0,85% na proporcao 1:9,
obtendo-se dilui¢des decimais seriadas de 10! a
104 Para realizacdo da quantificagdo de
coliformes e Staphylococcus coagulase positiva,
foram pesados, assepticamente, 12,5 g de T.
plebeius (parte mole e liquido perivisceral do
animal) e homogeneizados em 1125 mL de
solugdo salina 0,85%. Esse homogenato constituiu
a diluicao de 10, a partir da qual seguiram-se as
demais dilui¢des de 102103 e 10,

Quantificacio de coliformes termotolerantes (CT)

A determinag¢do do Numero Mais Provavel
(NMP) de CT foi feita a partir da técnica de
fermentacdo em tubos mdultiplos (FENG et al.;
2002), utilizando-se o Caldo Lauril Sulfato
(35°C/48 h), para a prova presuntiva, e o Caldo
EC (45°C/48 h), para a prova de CT. O célculo do
NMP foi feito consultando-se a tabela de Hoskins,
citada por BLODGETT (2006), e expresso em
NMP/100 mL, para amostras de agua e NMP g
para as de molusco.

Quantificacio de Staphylococcus coagulase positiva

A estimativa de Staphylococcus foi feita
pela técnica de Contagem Padrdo em Placas
(CPP), em meio Baird-Paker enriquecido com
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emulsao de gema de ovo e telurito de potéssio
a 1%. As colénias com caracteristicas
morfolégicas compativeis com estafilococos
(negras e com halo) foram submetidas a prova
de coagulase (BENNETT e LANCETTE, 2001).

O célculo de CPP foi feito a partir da
multiplicacdlo do ndmero de colodnias
(coagulase positivas) pela diluicio média, e
expresso em Unidades Formadoras de Colonia
por grama (UFC g).
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Figura 1. Imagem de satélite do estuario do Rio Ceard, em Fortaleza - CE, com destaque da area de estudo

Deteccio de Salmonella

A determinacdo de presenga/auséncia de
Salmonella foi feita de acordo com as
recomenda¢bes de ANDREWS e HAMMACK
(2007), wutilizando-se 12,5 g (parte mole e
liquido perivisceral do animal) para cada
amostra de bivalve. As colénias com
caracteristicas de Salmonella foram submetidas a
triagem bioquimica em agar triplice a¢ticar ferro
(TSI), agar lisina ferro (LIA) e 4gar CV (Costa
Vernin), além das provas de utilizagao citrato,
producado de indol, fermentagdo de malonato e
producao de acetoina em Voges-Proskauer (VP).
As cepas com perfil bioquimico do género
Salmonella foram selecionadas para a prova de
sorologia com o anti-soro somaético polivalente
(poli O:H). A caracterizagdo ao nivel de
sorovar foi realizada no Laboratério de
Enterobactérias do Instituto Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), no Rio de Janeiro.

Determinacio das varidveis ambientais

Foi utilizado um termometro digital, tipo
espeto, da marca “Incoterm”, para observagdo da
temperatura do ar, da agua e do sedimento na
area onde os bivalves foram coletados. Para as
medidas de salinidade, foi wutilizado um
refratdbmetro manual portatil, modelo RTS - 101
ATC, da marca “Instrutherm”. Dados de
precipitacdo pluviométrica do municipio de
Fortaleza foram obtidos por meio da Fundagdo
Cearense de Meteorologia e Recursos Hidricos
(FUNCEME).

Andlise Estatistica

As correlacbes entre as varidveis ambientais
(salinidade, temperatura, precipitacdo e teor de
matéria orgénica) e o NMP de CT/100 mL, ou
NMP g, foram obtidas por meio da analise de
correlagdo ndo paramétrica de Spearman,
examinando o grau de associacdo existente entre
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duas varidveis independentes, utilizando-se o
programa STATISTICA ® versao 6.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes termotolerantes (45°C) nas amostras de
dgua variou de 320 a 4.800 NMP/100 mlL,
enquanto no animal variou de 230 a 1.700 NMP g1
(Figura 2).
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Figura 2. Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes termotolerantes/100 mL de dgua e g
de T. plebeius, coletados no estuario do Rio Ceard
durante os meses de novembro e dezembro/2006
e margo e abril /2007

A Resolugdo n° 357, de 17 de margo de 2005,
do Conselho Nacional do Meio Ambiente -
CONAMA (BRASIL, 2005) determina que a média
geométrica da densidade de
termotolerantes da 4gua salobra, utilizada no
cultivo de bivalves destinados a alimentagdo
humana, ndo deve exceder a 43/100 mL, de um
minimo de 15 amostras coletadas no mesmo local
(Segao 1V, art. 21, item 1, alinea i). Por outro lado,
a RDC 12, da Agéncia de Vigilancia Sanitéria,
ANVISA, (BRASIL, 2001) item 7, alinea a, ndo
limita coliformes termotolerantes para moluscos
bivalvos ndo consumidos crus, apenas auséncia de
Salmonella sp./25 g e estafilococos coagulase
positiva. No presente estudo, o numero de

coliformes

amostras de dgua foi menor que a recomendada
pela legislagdo (duas em cada Estagdo: chuvosa e
de estio), entretanto, é valida a comparagdo com a
legislacdo vigente, a fim de se conhecer a
qualidade da dgua de cultivo dos moluscos.

Os valores obtidos para o Numero Mais
Provavel (NMP) de coliformes termotolerantes
(CT) (45°C)/100 mL, na agua, principalmente na

estacdo chuvosa, indicaram contaminacdo com
esgotos. Essa quantidade de CT pode estar
relacionada a temperatura da dgua. Os valores
médios para esse pardmetro foram de 29°C, nos
meses de novembro/2006 e marco/2007, e de
28°C nos meses de dezembro/2006 e abril/2007
favorecendo os CT, bactérias reconhecidamente
mesofilicas (TORRES, 2004). Os niveis de
salinidade foram elevados durante as duas
primeiras amostragens (periodo de estio),
decrescendo nas duas ultimas coletas (periodo
chuvoso) (5 a 40).

Segundo a Resolucdo n° 274 do CONAMA
(BRASIL, 2000), de acordo com os valores de
salinidade encontrados no presente estudo, a 4gua
do estudrio do Rio Ceara estaria classificada como
salobra (0,5 a 30) e salina (> 30) em alguns meses
do ano. Como a salinidade é um fator relevante
em &reas estuarinas, variando diariamente com as
marés, mudangas drasticas podem ocorrer
durante as estagdes do ano (ESCOUTO, 1996).
Valores maiores para salinidade coincidiram com
os menores indices pluviométricos (periodo de
estio), e 0s menores aconteceram na estacdo de
alta precipitacdo (periodo chuvoso).

A precipitacdo mensal observada durante o
periodo de estudo, no municipio de Fortaleza -
CE, foi de 2,7 mm (novembro/2006) e de 335,5
mm (margo/2007) (FUNCEME).

A analise estatistica revelou uma correlacdo
nado significativa entre o NMP de coliformes
termotolerantes da &dgua e o do molusco.
Segundo MENDES (2001), a 4agua fornece
resultados da massa d’dgua no momento da
coleta, enquanto que, a amostra dos moluscos
corresponde a integracao total ou parcial desses
organismos as caracteristicas microbiolédgicas e
ambientais de massas d’dgua que se sucederam
antes da coleta.

Os elevados valores de NMP de CT/100 mL
obtidos para as
principalmente na estacdo chuvosa, sugerem que
a contaminacdo bacterioldgica, relacionada aos
fatores abiéticos da area de estudo (precipitacao
pluviométrica, marés, salinidade e temperatura),
podem influenciar diferentemente nos niveis de
bactérias entéricas no ambiente aquatico, uma

amostras de agua,

vez que, o aumento das chuvas influencia na
diminuicdo da salinidade que, por sua vez,
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resulta diretamente na dispersdo de particulas.
No periodo chuvoso, as precipita¢cdes mensais na
drea de estudo (3355 e 2260 mm),
possivelmente, influenciaram na contaminagdo.
Esse fendmeno ja foi constatado por MENDES
(2001) quando, avaliando os parametros fisicos,
quimicos e microbiolégicos de amostras de agua
provenientes do Canal de Santa
Cruz/lItapissuma - PE, verificou que a
sazonalidade influenciou no NMP de vibrios e de
coliformes totais e termotolerantes.

Da mesma maneira, ATAYDE (2007),
avaliando a qualidade microbiolégica da dgua do
cultivo de ostras e dos bivalves no estuério do Rio
Pacoti - CE, em relagdo aos coliformes totais e CT,
constatou que o maior valor encontrado de
coliformes na dgua do cultivo coincidiu com o dia
em que ocorreu precipitagdo. Em periodos de
chuvas intensas, o fluxo de efluentes despejados
na dgua é maior, resultando em um maior aporte
de agua doce no rio, com uma consequente
diminui¢do da salinidade, associada a uma maior
contaminacdo bacterioldgica.

A correlacdo entre a salinidade e as amostras
analisadas estd relacionada, inversamente, aos
valores de precipitagdo pluviométrica observados,
corroborando com os resultados encontrados por
GALVAO (2004), em pesquisa com a agua de
cultivo do bivalve Perna perna, no municipio de
Ubatuba - SP, quando o indice pluviométrico
interferiu no aumento da contagem microbiana na
agua. Segundo LOGULLO (2005), a contaminacao
por coliformes termotolerantes pode crescer
consideravelmente apds chuvas intensas. Em
locais onde a renovacdo das dguas é lenta, devido
a baixa intensidade da corrente marinha, o risco
de contaminacao aumenta.

Vale ressaltar que, a
bacteriolégica do ambiente
principalmente em regides de alta densidade
demogréfica, além de colocar em risco a satde
humana, pode causar danos as espécies presentes
no habitat, interferindo na resisténcia dos bivalves
a fatores abidticos (exposi¢do ao ar e variagdo da
temperatura e salinidade), ou a fatores biéticos
(predisposicdo ao parasitismo) (HENRIQUES et
al., 2003).

contaminacao
estuarino,

O baixo niimero de amostragem pode ter sido
uma das causas influenciadoras das baixas

significAncias nas  correlagdes  estatisticas.
Contudo, embora essas correlagdes ndo tenham
mostrado um bom nivel de significancia (p <0,05),
observou-se uma tendéncia positiva para as
relacdes entre o NMP/100 mL ou g das amostras
de agua, as de Tagelus plebeius e as variaveis
ambientais atuantes no local de estudo. Outro
fator que pode ter influenciado na deteccao de
correlagdo ndo significativa foi a diferenca
amostral entre o volume de dgua e a quantidade

de carne analisados.

Nao foi detectada a presenca de
Staphylococcus coagulase positiva nas amostras
de Tagelus plebeius analisadas. Embora a atual
legislagdo para alimentos (BRASIL, 2001) abranja
somente  Staphylococcus coagulase positiva,
existem cepas de S. coagulase negativa (ECN)
também patogénicas ao homem (PEREIRA e

PEREIRA, 2005).

Para EVANGELISTA-BARRETO e VIEIRA
(2003), na contaminacdo de alimentos por
Staphylococcus, o manipulador, aparentemente
sadio, muitas vezes é o veiculo implicado.
Outrossim, GALVAO et al. (2006) destacam que a
presenca de estafilococos em mexilhdes, mesmo
em quantidade aquém da prevista pela
legislagdo, pode representar risco potencial de
toxinfeccdo. Os mesmos autores destacam que a
manipulagdo dos bivalves e seu posterior
armazenamento e processamento sdo fatores
determinantes para veiculagdo da intoxicacdo
estafilocdcica.

Das 22 cepas suspeitas de Salmonella nas
amostras de Tagelus plebeius, 11 cepas (50%)
foram confirmadas por meio do teste de
sorologia com o anti-soro polivalente O:H. A
presenca de Salmonella foi confirmada em todas
as amostras, durante as duas esta¢des estudadas.
No periodo seco (novembro e dezembro/2006),
das quatorze cepas suspeitas, oito (57,1%) foram
confirmadas pertencer ao género Salmonella e no
periodo chuvoso (marco e abril/2007), de oito
suspeitas, quatro (50%) também = foram
confirmadas.

Dentre as cepas de Salmonella isoladas de T.
plebeius, foram identificados trés sorovares (S.
Bredeney, S. London e S. Muenchen) e uma (1)
cepa foi classificada até subespécie: S. enterica
subesp. enterica (Figura 3).
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A vpresenca de Salmonella em 50% das
amostras de T. plebeius é preocupante, ja que a
legislacdo vigente impde auséncia total dessa
bactéria para qualquer amostra aleatéria de 25 g
(BRASIL, 2001). Nesse caso, o molusco estudado
ndo estaria apto para o consumo, a ndo ser com
um efetivo controle sobre o cozimento.
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Figura 3. Sorovares de Salmonella, isolados das
amostras de T. plebeius, coletadas no estuario do
Rio Ceard, durante os meses de novembro e
dezembro/2006 e margo e abril /2007

Resultados semelhantes foram encontrados
por SILVA et al. (2003), ao investigarem a presenca
de Salmonella em ostras Crassostrea rhizophorae
originarias de um criadouro natural no estuério
do Rio Coc6, em Fortaleza - CE.

E provavel que exista uma relagao direta entre
os niveis de coliformes termotolerantes e
Salmonella na carne de bivalves. GALVAO (2004)
confirmou esta relacdo quando, pesquisando a
microbiologia de mexilhGes cultivados em
Ubatuba - SP, detectou Salmonella no més em que
foi detectado o maior indice de coliformes
termotolerantes dos animais. Segundo
CARVALHO et al. (2009), a detecgdo de Salmonella
no ambiente significa que o mesmo recebe um
aporte fecal constante que pode ser atribuida a
populagdo ribeirinha ou a presenga de animais
(aves, bovinos e suinos).

Apesar do presente trabalho se tratar apenas
de uma prospeccao das condicdes microbiolégicas
de Tagelus plebeius e da agua onde a espécie vive e
é capturada, os resultados apontaram a presenca
de patbégenos nas amostras comprometendo a
qualidade higiénico-sanitdrias do ambiente e dos
moluscos que ali vivem. E necessario, pois,
cuidados no armazenamento e na forma de

consumo dos Tagelus plebeius precariamente
cozido. Conclui-se que os animais e dgua do
estudrio do Rio Ceard estdo contaminados com
detritos fecais comprometendo assim a satide dos
consumidores da carne do molusco.
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