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RESUMO

No periodo de setembro de 1996 a fevereiro de 1997, foram realizadas andlises microbioldgicas para identificagdo de bactérias
do grupo coliformes de origem fecal, de Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus e Salmonella sp. no tecido mole
do bivalve Perna perna no litoral da Baixada Santista. Dentre as dreas estudadas, somente os locais Praia do Guarati em
Peruibe, Praia do Sonho em Itanhaém e Ponta Selada em Bertioga mostraram-se proprios em todos 0s meses para o consurmo
de bivalves.
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ABSTRACT

From September, 1996 to February, 1997 microbiological analyses were performed to identify bacteria of the fecal coliforms
group, Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus and Salmonella sp., in the soft tissue of the bivalve Perna perna
collected from natural banks in the following cities in the Sdo Paulo State shore: Bertioga, Guarujd, Santos, Sdo Vicente, Praia
Grande, Mongagud, Itanhaém and Peruibe. Results showed that this bivalve may be considered within the acceptable
consumption pattern in only three sites: Guarati Beach - Peruibe, Sonho Beach - Itanhaém and Ponta Selada — Bertioga
throughout the study period.
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INTRODUCAO

A extragdo de moluscos bivalves, entre os quais
se incluem os mexilhdes, de bancos naturais no litoral
do Estado de Sdo Paulo tem sido motivo de estudo de
vérias institui¢des de pesquisa, universidades e 6r-
gdos ambientais, nas tltimas décadas, uma vez que a
grande maioria dos bivalves comercializados no Brasil
provém dessa atividade. A producao através do culti-
voainda éincipiente, quando comparada a da extragédo
(FIPER] & IP-SP, 1989; Pereira et al., 1991).

O termo mexilhdo é usualmente utilizado na
denominagdo de diversas espécies demoluscosbivalves
da familia Mytilidae, sendomais aplicado aquelas que,
peloseusabor e contetido de carne, sdo consumidas em
larga escala na alimentagdo humana, representando
fonte de proteina animal barata e de alto valor nutri-
cional (Vakily, 1989), tanto pela populagdo de menor
poder aquisitivo devido a facilidade de captura, quan-
to por turistas que os apreciam como iguaria da cozi-
nha caicara.

Nos bancos naturais do litoral do Estado de Sdo
Paulo os mitilideos mais abundantes sdo Perna perna
que ocorre em costdes rochosos e Mytella falcata e M.
guyanensis, em estudrios.

Osmexilhdessdoanimaiseuritérmicoseeurialinos,
que podem filtrar entre 0,5 e 4,0 L de dgua por hora,
dependendo do seu tamanho, e, sdo capazes de colonizar
ambientes severamente poluidos (Andreu, 1976).

Esses bivalves tém por habitat zonas de preamar
que, na regido estudada, recebem normalmente uma
elevada carga de esgoto domiciliar e industrial. Ao
filtrar essa dgua através das branquias para extracdo
do oxigénio e nutrientes, os moluscos podem acumu-
lar, em seus tecidos, bactérias patogénicas e metais
pesados presentes nessa dgua. Assim, dentre os ani-
mais marinhos que vivem em ambientes contamina-
dos por microrganismos como as bactérias do grupo
coliformes de origem fecal e outros patogénicos como
Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus e Sal-
monella sp, os moluscos bivalves sdo os que oferecem
maior risco a satide publica, por serem filtradores e
bioacumuladores desses microrganismos.

Por essarazao, mexilhdes e ostras sdo utilizados
mundialmente como indicadores de poluicdo mari-
nha. Pillai (1980) determinou o contetddo bacteriolégi-
co dos mexilhdes Perna indicus cultivados e dos extra-
idos de bancos naturais da India e, com esses dados,
estimou a poluigdo do local. Widdows (1995) utilizou
comsucesso o mexilhdo Pernaviridis comobioindicador
de poluicdo em dois locais da Taildndia. Lewis et al.
(1996) estudaram a contaminac¢do de moluscos por
virus e bactérias humanas, provenientes de cargas de
esgotos,na Nova Zelandia. Por outrolado, Ni & Huang
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(1985) analisaram, em Hong Kong, a contaminagdo de
coliformes de origem fecal na 4gua e correlacionaram
esse dado com a contaminagdo do mexilhdo Perna
viridis, habitante desse meio.

Brock et al. (1985) analisaram a influéncia da
pluviosidade, do fluxo de rio e da salinidade na
contaminagdo de Perna canaliculus por coliformes de
origem fecal, na Nova Zelandia.

Matte et al. (1994) analisaram a contaminagao
por vibrios em mexilhdes Perna perna, na costa brasileira
e demonstraram os riscos potenciais de intoxicacdo
gastrointestinal associados ao consumo de mariscos
crus ou mal cozidos.

Em 1994, a CETESB divulgou os resultados de
um estudo de monitoramento da qualidade da 4guaem
praias da Baixada Santista, no litoral paulista, realizado
ao longo de dez anos, revelando que todos os locais
estudados nesse trabalho apresentaram médias anuais
de coliformes de origem fecal superiores ao permitido
pela resolucédo 20/86 do CONAMA, referente 4 quali-
dade da dgua usada na criagdo natural e/ou intensiva
de espécies destinadas a alimenta¢do humana, que se-
rdo ingeridas cruas, quer seja, valores superiores a
14/100 ml (CETESB, 1994), o que tornou suspeita a
qualidade dos moluscos bivalves dos bancos naturais
destaregido. Segundo Pereira et al. (1991), amaioria dos
restaurantes, bares e peixarias de Guaruja, Santos e Sao
Vicente é abastecida com os mexilhdes provenientes do
litoral da Baixada Santista, de modo que os consumido-
res desses produtos correm o risco de ingerir bivalves
que poderdo comprometer a sua satde.

José (1996) estudou a relagéo entre os bivalves e
aseguranga do consumidor, constatando que nédo exis-
tem mecanismos legais ou praticos que permitam o
conhecimento da area de origem dos bivalves comer-
cializados para consumo humano no Estado de Sdo
Paulo, com excegdo daqueles oriundos de cultivo.

Os estuarios e baias da Baixada Santista, no
passado, foram afetados intensivamente pela poluigao
quimica e bacteriolégica mas, mesmo assim, as pesca-
rias de crustdceos, peixes e extragdo de moluscos
bivalves destinados ao consumo humano, sempre ocor-
reram, o que tem sido motivo de preocupagdo quanto
ao aspecto da satde publica. Além disso, esses locais
sdo considerados bercério e produtor dos organismos
acima citados e abrigam vérias comunidades de pesca-
dores que dependem da extracdo desses produtos.

Diante desses fatos, houve necessidade e inte-
resse de verificar o grau de contaminagdo bacte-
riolégica do mexilh&o P. perna nos bancos naturais da
Baixada Santista.

Dessa forma, realizou-se este trabalho com obje-
tivo de: verificar a presenca de bactérias do grupo
coliformes de origem fecal, além dos patégenos Vibrio



parahaemolyticus, Staphyloccocus aureus e Salmonella sp
através da andlise microbioldgica do tecido mole de
mexilhdes provenientes debancos naturais da Baixada
Santista; identificar os riscos potenciais a Satide Puibli-
ca, assim como, indicar as areas apropriadas para a
extracdo desses bivalves destinados ao consumo hu-
mano. Tais informag¢des poderdo ser destinadas as
autoridades sanitarias para normatizar a extracdo des-
ses bivalves.

MATERIAL E METODOS

Num periodo de 6 meses, de setembro de 1996
a fevereiro de 1997, foram feitas 59 amostragens de
mexilhdes, em dez bancos naturais encontrados nos
municipios de Bertioga, Guarujd, Santos, Sao Vicente,
Praia Grande, Mongagud, Itanhaém e Peruibe, que
estdo identificados numericamente na Figura 1. Os
pontos de coleta foram acessados com o auxilio de uma
embarcagdomotorizada e umaequipe de mergulhado-
res, com exce¢do dos localizados nos municipios de
Mongagud, Itanhaém e Peruibe cujo acesso foi via
terrestre. Houve o cuidado de coletar amostras desses
bivalves nos mesmos locais de onde, rotineiramente,
sdo retirados para a comercializacao.

Coletou-se de cada banco natural uma amostra
mensal de cerca de 6 kg de bivalve mariscado tota-
lizando, em todo periodo, seis amostras por local. Os
mexilhdes foram removidos dos costdes rochosos, em
mar aberto, com o auxilio de uma raspadeira de metal.
O material coletado foi depositado dentro de um puga
flutuante, lavado com dgua do mar no seu local de
origemelevadoatéaembarcagdo em caixasisotérmicas
sendo, a seguir, transportados para o laboratério do
Instituto de Pesca em Santos, onde se efetuaram a
retirada de todos os organismos incrustantes e as
mensurag¢des biométricas das espécies citadas. Nomes-
mo dia, as amostras foram enviadas ao laboratério de
Microbiologia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz em
Santos, para a realiza¢do da analise microbioldgica.

Os métodos analiticos foram realizados confor-
me as recomendagdes do Compendium of Methods for
the Microbiological Examination of Foods (Vanderzant
& Splittstocsser, 1992) e Bacteriological Analytical Ma-
nual (FDA, 1992). Para o preparo da amostra, as con-
chas foram abertas utilizando-se uma espatula estéril,
sendo retiradas duas porg¢des de 25 g de tecido mole
que foram homogeneizados em 125 ml de Agua
Peptonada Tamponada (APT) e 125 ml de Solugdo
Salina Peptonada (SSP).
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Figura 1 - Locais de coleta do mexilhdo Perna perna no litoral da Baixada Santista, numerados de acordo com os respectivos
municipios: 1 - Guarat; 2 - Prainha; 3 - Plataforma de Pesca; 4 - Forte; 5 - Parnapua; 6 - Urubuquecaba; 7 - Palmas; 8 - Pompeva;

9 - Guaitiba; 10 - Ponta Selada.
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Seguiram-se entdo, os métodos analiticos especi-
ficos para Salmonella sp, descrito a seguir: o homo-
geneizado em APT foi mantido a temperatura ambiente
por aproximadamente 6 horas para restabelecer as pos-
siveis células bacterianas injuriadas e, em seguida incu-
bado a 35°C durante 24 horas, ap6s o que, 1 ml do meio
foi inoculado em 10 ml de caldo Selenito com
novobiocina, outra por¢do de 1 ml foi transferida para
10ml de caldo Tetrationato, e uma terceira por¢ao de 0,1
ml, para o caldo Rappaport and Vassiliadis. Os tubos
com os caldos inoculados foram incubados a 42°C du-
rante48 horassendo em seguida semeadosem placasde
Petri com meios de agar SS e Verde Brilhante. Apods a
incubagdo de 24 horas a 35°C, as colonias suspeitas de
salmonelas foram inoculadas em tubos com meio de
cultura. As coldnias que apresentaram comportamento
tipico de salmonelas, neste tiltimo meio, foram subme-
tidas a identificagdo bioquimica e sorolégica. Foram
selecionadas aleatoriamente cinco cepas identificadas
para serotipagem, realizada na Secdo de Bacteriologia
do Instituto Adolfo Lutz Central.

Determinacao do NMP de bactérias do grupo
coliforme de origem fecal

Foi utilizada a técnica dos tubos mltiplos com
trés séries de trés tubos de cada dilui¢éo (1:10, 1:100 e
1:1.000). O meio para o teste presuntivo foi o caldo
Lauryl Sulfato com tubos de Durham invertidos. A
incubagédo ocorreu a 35° C durante 24/ 48 horas e para
o teste confirmativo foi utilizado o caldo E.C, com
incubacdoa45,5°Cpor24horas. A partir dos tubos que
apresentaram gas ap6s a incubagdo, foram semeados
por esgotamento em placas de Eosina Azul de Metileno
(EMBagar). As colonias que apresentaram crescimento
tipico de coliformes fecais foram confirmadas bio-
quimicamente. A determinacdo do NMP foi realizada
empregando-se a tabela de Hoskins.

Determinacao do NMP de V. parahaemolyticus

Foi empregada a técnica do tubos multiplos des-
crita acima, com dilui¢des progressivas até 1:10.000. O
meio de cultura utilizado foi o caldo APA com 3% de
cloreto de sodio e a incubagéo a 35°C por 24 horas. Os
tubos que apresentaram turbidez foram semeados em
placas de Petri com agar TCSB. Apds aincubagao a 35°C
durante 24 horas, as colonias tipicas (mucdides e sacarose
negativa) de Vibrio parahaemolyticus foram confirmadas
bioquimicamente. Cinco cepas confirmadas foram en-
tao selecionadas aleatoriamente para a realizacdo do
teste de Kanagawa (teste de viruléncia), efetuado na
Secéo de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz Central.
Adeterminacdo doNMPde V. parahaemolyticus também
foi obtida com o auxilio da tabela de Hoskins.
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Determinac¢ao do NMP de S. aureus

Foi empregada a técnica de tubos mdiltiplos
acima citada, sendo que o caldo utilizado foi o de
Triptic Soy Broth com 10% de cloreto de sédio. Apds a
incubagdo a 35°C durante 48 horas, a partir dos tubos
que apresentaram turvacdo foram semeados em pla-
cas de Petri com dgar sangue. As colonias que apresen-
taram morfologia tipica de estafilococo eram iden-
tificadas através do teste de plasmacoagulase e bio-
quimicamente.

A classificacdo dos niveis de contaminagéo per-
missiveis sdo especificadas pela Portaria 01 - Dinal, de
21/1/82, do Ministério da Satdde que, para esta classe
de produtos, exige: auséncia de salmonelas em 25 g de
carne; o maximo de 10°/g do NMP de S. aureus; o
maximo de 10°/g do NMP de V. parahaemolyticus; e o
maximo 10*/g do NMP debactérias do grupo coliforme
de origem fecal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Constatou-se que o bivalve mais abundante na
regido é o mexilhdo Perna perna. Os bancos naturais
desses mexilhdes dos municipios de Peruibe (1),
Itanhaém (2), Mongagua (3) e Santos (6) sdo pequenos
(inferiores a 900 m de extensdo) e de facil acesso,
enquanto que os bancos naturais de outros municipios
possuem alguns quilometros de extensdo e sdo de
dificil acesso. Os mexilhdes apresentaram comprimento
médio diferenciado entre os bancos, observando-se
que nos bancos menores os mexilhdes apresentaram
menor tamanho (tabela I), provavelmente porque so-
frem extragdo continua.

Os resultados da anélise microbiolégica revela-
ram que das 59 amostras, 9 amostras/(15,25%) apre-

Tabela I - Comprimento médio mensal do mexilhdo Perna perna
coletado nos bancos naturais dos Municipios da Baixada Santista no
periodo de 01/9/96 a 28/02/97.

Meses Comprimento total (mm)
1 (2|3 |4 |5 |67 |8]9]10
Setembro  (40,1|39,5|39,6|42,6|53,1|49,1|51,8| - |58,0(53,9

Outubro [42,9|31,9 (43,5|55,7 |57,1|46,4 |50,1|55,6 | 58,4 |44,6
Novembro |40,1|37,6(39,0|51,4|54,7|32,6|45,2|59,5|53,3|60,5
Dezembro |40,7|35,5(41,9|53,4|52,8|34,9|56,9|66,7|65,0|55,8
Janeiro 41,3(39,1(47,1149,9(60,6 |36,4|54,8|60,1|57,9|41,9
Fevereiro |44,7|43,0|60,8|46,3|56,3|37,8|56,0|59,1|64,9|47,4

Média 41,6|37,8145,3|49,9|55,8|39,6|52,5|60,2|59,6|50,7




sentaram o NMP de bactérias do grupo coliforme de
origem fecal acima do limite tolerado pela legislagdo
vigente;1amostra/(1,69%)com presencade salmonelas
em 25 g de carne; 5 amostras/(8,47%) apresentavam V.
parahaemolyticus porém, em niveis permitidos. Néo
houve registro para S. aureus.

Entre os 10 locais de coleta, verificou-se que nas
areasn®.1,2e10ndohouveregistrodeindices fora dos
padrdes de consumo. Nos demais locais foram regis-
tradas pelo menos uma amostra com a presenga de
bactérias do grupo coliformes de origem fecal acima
dos limites tolerados, e a presenca de Salmonella sp.
apenas no local 3 (tabela II).

Pelos dados acima mencionados, verifica-se que
quanto mais distante das baias de Santos e de Sao
Vicente menor é a carga poluidora. Isto porque o
estudrio de Santos por ser um sistema mais fechado,

funciona como calha onde se acumulam sedimentos e
por isso retém maiores quantidades de poluentes, en-
quanto que as demais dreas situam-se em ambiente
aberto onde a renovagdo da 4gua oceanica é constante,
a concentragdo humana é menor e por isso apresentam
menor poluigéo.

A distribui¢do dos comprimentos médios en-
contrados representa o tamanho de mexilhdes P. perna
coletado rotineiramente nos bancos naturais por
marisqueiros e destinados ao consumo humano (ta-
bela I). Os individuos apresentaram comprimento
médio diferenciado entre os bancos, mas os teores de
contaminantes bacteriolégicos ndo sofreram grandes
variagoes. Os indices ndo recomendéveis de contami-
nagdo foram registrados esporadicamente, indicando
que, provavelmente, ha fontes poluidoras que atuam
intermitentemente (tabela II). Seguindo os critérios da

Tabela II - Resultados das andlises microbioldgicas do mexilhdo Perna perna recém-capturados nos bancos naturais dos Municipios

da Baixada Santista - 1/9/96 a 28/2/97.

MUNICIPIO PERUIBE | ITANHAEM [ MONAGUA | PGRANDE [ S.VICENTE SANTO'S GUARUJA | GUARUJA | GUARUJA | BERTIOGA
LOCAIS 1 2 3 4 6 7 8 9 10
SET CF=9,30/g | CF=430/g | CF=46,00/g | CF=7,50/g | CF=640/g | CF>110,00/g | CF>110,00/g | -~ CF=150/g | CF=1,40/g

Vp=6,00/g
ouT CF=091/g | CF=036/g | CF=430/g | CF=2,10/g | CF=930/g | CF=160/g | CF=9,30/g | CF=280/g | CF=1,60/g | CF=24,00/g
Vp=12,00/g
Nov CF=0,36/ CF=0,00/ CF=2,50/ CF>110,00/g | CF>110,00/g | CF=24,00/g | CF=110,00/g | CF>110,00/g | CF=24,00/ CF=24,00/
g g g g g g g g g g
Vp=11,00/g Vp=7,20/g
DEZ CF=0,00/g | CF=150/g | CF=230/g | CF=1500/g | CF=150/g | CF=2400/g | CF=430/g | CF=280/g | CF=24,00/g | CF=9,30/g
SALM.+

JAN CF=0,00/g | CF=16,00/g | CF>110,00/g | CF=29,00/g | CF=29,00/g | CF=9,30/g | CF=350/g | CF>110,00/g | CF>110,00/g | CF=3,60/g
Vp=7,30/g
FEV CF=270/g | CF=210/g | CF=036/g | CF=930/g | CF=270/g | CF=072/¢ | CF=t440/g | cP=150/g | CF=230/g | CP=1,60/g

TOTAL/ C 06/- 06/- 06/01C 06/01C 06/01C 06/01C 06/01C 05/02C 06/01C 06/-
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Satide Publica vigente, a ocorréncia de um caso conde-
nado seria suficiente para classificar o lote ou o local
como impréprio para consumo ou exploracdo. Tal
afirmacao seria temerdria e, talvez precipitada, consi-
derando-se na maioria dos locais houve apenas um
registro de indice fora do padréo, causado, talvez,
conforme Brock et al. (1985) por um dos inimeros
fatores que podem influir em mudangas stibitas na
contaminagdo. Além disso, verificou-se que um més
ap0s oregistro de um indice impréprio, o produtoja se
apresentava com qualidade aprovada, mostrando que
houve uma depuracéo natural do produto, atestando
que a dgua do mesmo local ja ndo contaminava na
mesma intensidade.

As normas utilizadas pela Comunidade Euro-
péia, para a avaliagdo da qualidade dos moluscos,
baseiam-se na analise dos moluscos, enquanto que os
demais paises, incluindo o Brasil, preconizam as suas
normas a partir de analises realizadas na d4gua de onde
sdo extraidos esses produtos. O Instituto Francés de
Estudo sobre o Mar (IFREMER) sugere a opgdo euro-
péia devido a grande flutuabilidade dos resultados
obtidos a partir das andlises de dgua, em funcdo da
dindmica intensa das zonas costeiras e estuarinas, in-
fluenciadas por marés, correntes, ventos, chuvas e
outros fatores abiéticos, que exigiriam, para uma defi-
nigdo confidvel sobre a qualidade da 4gua, monitora-
mento prolongado e amostragem intensa nas dreas de
interesse. Raveendran et al. (1990), por exemplo, com-
provaram que, estudando a distribui¢do de Escherichia
coli, Salmonella sp., Vibrio cholerae e estreptococos de
origem fecal em mexilhdes ao longo da costa sudoeste
daIndia, o tempo de residéncia desses microrganismos
no ambiente marinho era muito alto.

Diante do exposto, sugere-se modificagdo na
legislagdo brasileira sobre os critérios de avaliagdo da
qualidade de bivalves, recomendando que, tanto para
a exploragdo como consumo, essa avaliacdo seja base-
ada em anélises de contaminagdo bacterioldgica no
tecido mole desses bivalves. Além disso, como foi
observado que a ocorréncia de amostras contaminadas
é esporadica, seria oportuno definir um critério sobre
porcentagem de ocorréncia de amostras contaminadas
num total de amostras, que determinaria a condenagéo
oundo de um local ou produto, como é feito na Franca
(Alzieu, 1989 in Munday et al., 1992). Esses dados,
quando coletados periodicamente e sistematicamente,
sobretudo dos lotes antes de serem extraidos, poderao
servir para monitorar oambiente e oferecer sempre um
produto de qualidade atestada ao consumidor.

Esta pesquisa mostra, assim, aimportanciade se
realizar um monitoramento constante em bivalves de
locais onde ha consumo ou exploragdo intensa, para
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avaliaradequadamente a qualidade do produto, assim
como dos locais onde vivem os bivalves e, detectar as
possiveis causas da contaminacéo.

CONCLUSOES

Conclui-se que o mexilhdo Perna perna proveni-
ente dos bancos naturais dos Municipios de Peruibe,
Itanhaém e Bertioga encontravam-se em condi¢des
adequadas para o consumo humano em todo o periodo
estudado, pois todas as amostras analisadas apresen-
taram niveis de contaminacéo inferiores ao maximo
permitido para consumo pela legislagdo brasileira em
vigor. Nas demais dreas, uma vez que o produto apre-
sentou, mesmo que esporadicamente, indice inade-
quado para consumo, é recomendével que se realize
uma avalia¢do do mexilhdo antes da colheita, embora
seja prematuro considera-lasimproprias paraexplora-
¢do desse recurso. Os resultados merecem atengao
especial por parte dos érgdos de Satide Publica pois
refletem a qualidade dos bivalves coletados na regiao,
em um determinado periodo. A implantagdo de pro-
gramas de monitoramento para indicar a situacdo da
salubridade dos bivalves extraidos no litoral paulista
destinados ao consumo humano, assim como, a
deteccdo das fontes ou causas da polui¢do, mesmo que
esporddica, é necesséria e recomendével.
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