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RESUMO

A microbiota bacteriana encontrada nos peixes vivos esta diretamente relacionada a
microbiota do ambiente, ou seja, 0s microrganismos presentes em sua superficie corporal,
branquias, trato gastrointestinal e musculatura estao relacionados aos mesmos do ambiente em
que esta inserido. Os peixes possuem naturalmente uma vasta gama de bactérias, que também
podem ser comumente encontradas na agua. Porém, as bactérias de origem fecal, como E.coli
e Enterococos, ndo sao habitantes comuns da flora intestinal dos peixes, sendo sua presenca
atrelada a contaminacao por fezes humanas ou de outros animais de sangue quente na agua de
captura. Sendo assim, o monitoramento da qualidade microbioldgica tanto da 4gua, quanto
dos organismos retirados dela para consumo humano, tornam-se necessarios, ja que podem
causar prejuizo a saude do homem, provocando problemas de satde publica. O objetivo deste
estudo foi avaliar a qualidade microbiologica do peixe (Eugerres brasilianus, Curvier 1830) e
das 4aguas do estudrio do Rio Itanhaém, SP (Brasil). Trés bactérias foram utilizadas para
avaliar a qualidade microbioldgica da agua e dos peixes, duas de origem fecal humana,
Escherichia coli e Enterococcus sp. e uma de origem nao fecal, Staphylococcus aureus, todas
obtidas pela técnica da membrana filtrante. Nos peixes foram avaliados suas branquias e
musculo. Os resultados obtidos mostraram que durante todo o periodo do estudo, as aguas do
rio Itanhaém apresentaram-se dentro dos limites estabelecidos pela legislacio CONAMA
357/05, porém o uso de E.coli, demonstrou ser insuficiente para avaliar a qualidade da agua,
visto que a densidade de Enterococcus sp. foi alta durante todo o estudo em todos os pontos
analisados. Na andlise dos peixes, foram encontradas altas concentracdes para as trés bactérias
utilizadas, com as branquias se apresentando com maior nimero em relacdo ao musculo. De
acordo com a legislagdo RDC 12/01, os peixes avaliados durante o estudo estavam improprios
para consumo. Nas proximidades da ETE-Anchieta, localizada a margem esquerda do rio, a
bactéria S.aureus foi mais abundante, ¢ nos demais pontos avaliados, E.coli e Enterococcus
foram mais abundantes, tanto na agua quanto no peixe. Foi possivel concluir que, o uso de
Enterococcus e S.aureus ¢ valido para avaliar ndo somente a agua, como também o peixe, e
suas concentragoes podem ajudar a avaliar de melhor maneira a contaminagdo no ambiente.
Em relagdo a legislagdo, as 4guas do rio Itanhaém se apresentaram dentro dos limites
estabelecidos, porém a analise dos peixes demonstrou que, a longo prazo a contaminagdo no
rio tem causado certo prejuizo ao ambiente.

Palavras-chave: Contaminacdo, Peixe, Escherichia coli, Enterococcus sp., Staphylococcus
aureus.



ABSTRACT

The bacterial microbiota found in live fish is directly related to the microbiota of the
environmente, in the words, the microorganisms present in their body surface, gills,
gastrointestinal tract and muscle are related to the same environment in which it is inserted.
Fish naturally have a wide range of bacteria, which may also be commonly found in the
water. However, the bacteria of fecal origin, such as E.coli and Enterococci, are not common
inhabitants of the intestinal flora of fish, being his presence linked to contamination by human
feces or other warm-blooded animals in the water capture. Thus, the monitoring of the
microbiological quality of the water and the fish caught for human consumption, it is
necessary, since they can cause harm to human health, causing public health problems. The
objective of this study was to evaluate the microbiological quality of fish (Eugerres
brasilianus, Curvier 1830) and waters of the estuary of the River Itanhaém, SP (Brazil). Three
bacteria were used to assess the microbiological quality of water and fish, two of human fecal
origin, Escherichia coli and Enterococci, and a source not fecal, Staphylococcus aureus, all
obtained by membrane filtration. The fish were evaluated for their gills and muscle. The
results showed that during the entire period of the study, the waters of the river Itanhaém
presented within the limits set by legislation CONAMA resolution 357/05, however the use of
E.coli, proved to be insufficient to assess the quality of the water, since the density of
Enterococci was high throughout the study in all points analyzed. The analysis of fish, were
found high concentrations for the three bacteria used, with the gills presenting with greater
number in relation to the muscle. According to the RDC 12/05, the fish were evaluated during
the study were unfit for consumption. In the proximity of the ETE-Anchieta, located to the
left boarder of the river, the bacteria S.aureus was more abundant, in others points assessed,
E.coli and Enterococci were more abundant, both in the water and in fish. It was possible to
conclude that the use of Enterococci and S.aureus is valid to evaluate not only the water, as
well as the fish, and their concentrations can help you evaluate the best possible
contamination in the environment. The waters of the river Itanhaém presented within the
limits laid down, but the fish analysis demonstrated that, in the long term the contamination in
river has caused some harm to the environment.

Keywords: Contamination, Fish, Escherichia coli, Enterococcus sp., Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

Os peixes, assim como os chamados frutos do mar, estdo expostos a diversos tipos de
contaminac¢do desde a sua captura até o seu consumo. Mesmo com a garantia de refrigeracao
no transporte e cuidados de higiene em seu manuseio e preparo, se o peixe for retirado de
locais contaminados por microrganismos patogénicos os riscos a saide do homem ainda estao

presentes (COSTA, 1998; NOVOTNY et al., 2004).

A microbiota bacteriana encontrada nos peixes vivos esta diretamente relacionada a
microbiota do ambiente, ou seja, os microrganismos presentes em sua superficie corporal,
brinquias, musculatura e no trato gastrointestinal, estdo relacionados quali e
quantitativamente as caracteristicas microbiologicas do ambiente. Portanto ndo ¢ suficiente
apenas monitorar a qualidade dos produtos de origem marinha, mas também a agua de onde
provém (PAL E DASGUPTA, 1992; SIPAUBA-TAVARES, 1994; MOLLERKE et al., 2002;
GUZMAN et al., 2004 ).

Para o monitoramento da qualidade microbidlogica tanto da agua, quanto de alimentos
de origem aquética, sdo utilizados o numero de microrganismos indicadores de contaminagao
fecal e ndo-fecal. Dentre as bactérias que podem ser encontradas tanto na 4gua como também
nos peixes estdo aquelas pertencentes a Familia Enterobacteraceae (Enterobactérias) a qual
pertencem as bactérias do grupo coliformes e, segundo Jay (1994), a presenca de coliformes
de origem fecal (Escherichia coli) oferece os maiores riscos a saude do consumidor. Outros
géneros como Staphylococcus sp., também s3o encotrados em agua e em tecidos de

organismos aquaticos (BROWN e DORN, 1977; FELDHUSEN, 2000).

Dentro do genéro Staphylococcus sp., Staphylococcus aureus se destaca por sua
patogenicidade ao homem, sendo responsavel por surtos de intoxicacao alimentar, decorrentes
da formagao de toxinas estafilococicas no alimento (MURATORI et al., 2007). Sua presenga
no peixe esta mais relacionada com o manuseio inadequado e preparo pelo manipulador,
porém também pode ser encontrada no meio ambiente (FRAZIER e WETHOFF, 1988). Por
sua patogenicidade ao homem, a lesgislacdo vigente a utiliza como parametro microbioldgico
de qualidade dos alimentos. Segundo a resolucdio RDC n°l12 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), de 12 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), para o pescado
“in natura” os parametros microbiologicos devem compreender a contagem de

Staphylococcus coagulase positivo, as quais devem ser menores que 10° g”' de pescado ¢
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também a Salmonella sp, que deve estar ausente nestes produtos. A Legislaggo CONAMA
357/05 entretanto, ndo prevé a avaliagdo de Staphylococcus sp. e nem tdo pouco de

Salmonella sp. em corpos hidricos.

O género Escherichia sp., tem a Escherichia coli (E.coli) como a espécie mais
abundante, sendo considerada a bactéria representante do grupo dos coliformes fecais. Esta
relacionada com doengas do trato digestivo e infec¢des urindrias que podem variar, em
gravidade, desde formas extremamente benignas até formas que podem ser mortais,
dependendo de fatores como o tipo de estirpes patogénicas, a susceptibilidade do paciente e o

grau de exposicdo (MURATORI, 2000; BRASIL, 2004).

De acordo com a Resolugdo CONAMA 357/05, secdo IV, sobre as aguas salobras,
artigo 21, Il i, para o cultivo de moluscos bivalves destinados a alimentacdo humana, a média
geométrica da densidade de coliformes termotolerantes, de um minimo de 15 amostras de
agua coletadas no mesmo local, ndo deverd exceder 43 por 100 mililitros, e o percentil 90%
ndo devera ultrapassar 88 coliformes termolerantes por 100 mililitros. Esses indices deverao
ser mantidos em monitoramento anual com um minimo de 5 amostras. Para os demais usos
nao devera ser excedido um limite de 1.000 coliformes termotolerantes por 100 mililitros em
80% ou mais de pelo menos 6 amostras coletadas durante o periodo de um ano, com
freqliéncia bimestral. A E. coli podera ser determinada em substituigdo ao pardmetro
coliformes termotolerantes de acordo com limites estabelecidos pelo orgdo ambiental

competente. (BRASIL, 2005).

A legislagdo Brasileira ndo utiliza a contagem de Enterococcus sp. e E.coli em
alimentos, e por mais que diversos estudos (CABELLI et al., 1982; INGHAM e SCHMIDT,
2000; CUNHA E SILVA, 2006; AMARAL, 2007; GOMES, 2007; MARTINEZ e
OLIVEIRA, 2010) ja tenham comprovado que estes grupos de microrganismos poderiam ser
utilizados como indicadores de contaminagcdo de Alimentos, principalmente em produtos
provenientes de atividade de pesca, nem a RDC 12/01, nem tao pouco a CONAMA 357/05
consideram a avaliacdo deste grupo como parametro, embora seja este o parametro atualmente

mais utilizado para avaliar a qualidade de 4guas recreacionais marinhas.

Estas divergéncias na legislacdo sdo particularmente importantes em areas utilizadas
para criagdo e ou extracdo de alimentos, como ¢ o caso do Estuario do Rio Itanhdem,

localizado no litoral sul do Estado de Sao Paulo. Este estuario pode ser classificado como de
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aguas Salinas e Salobras, sendo considerado de classe 2 (CONAMA n° 357/05) segundo a
Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sao Paulo — CETESB, por ainda nao ter sido

objeto de enquadramento (CETESB, 2013).

Apesar de ser considerado um rio ainda bastante preservado em suas margens, o rio
Itanhaém sofre a pressdo de areas de expansdo urbana desordenada, principalmente a margem
esquerda, por¢ao mais proxima ao mar (CETESB, 20013), estando exposto a varios impactos
potencialmente degrandantes, sendo assim importante o uso destes parametros

microbioldgicos para monitoramento da qualidade da agua deste estuario.

Dentre as atividades impactantes, recorrentes na regido, que podem alterar a qualidade
da 4gua e do pescado, estdo o recebimento de esgoto doméstico sem tratamento e as
influéncias indiretas da disposi¢do de residuos domésticos em lixdes (SERIANI et al., 2006).
Somente 9% do esgoto do Municipio de Itanhém ¢é coletado, e destes, apenas 81% sdo
tratados nas duas estagdes de tratamento de esgoto (ETE) da cidade (CETESB, 2013). Além
disso, por ser um rio navegavel, o rio Itanhaém abriga inumeras marinas, que também

contribuem com a contaminagdo da agua (CETESB, 2013).

Estas atividades impactantes, podem colocar em risco a vida aquatica local,
ameacando também a exploracdo econdmica dos recursos biologicos, trazendo efeitos
negativos para a economia e para a saude humana, j4 que muitas atividades extrativistas
acontencem na regido, sendo a pesca artesanal uma das mais importantes. A pesca artesanal ¢,
em grande parte, praticada por pescadores autonomos que exercem esta atividade
individualmente, ou em parcerias com outros pescadores. Boa parte dos peixes capturados sao
destinados a consumo proprio ou familiar, porém existe uma pequena por¢ao que € destinada
ao comércio (SERIANI, 2008; MACHADO et al., 2010). Das espécies de peixes consumidas
pela populagdo local, a que apresenta maior frequéncia na pesca ¢ a Eugerres brasilianus

(CURVIER, 1830), popularmente conhecida como “Carantiga”.

Embora diversos estudos ecotoxicologicos realizados com sedimento e com a agua
desta regido (ABESSA et al., 2006; CAMARGO e BIUDES, 2006; BIUDES ¢ CAMARGO,
2006; SERIANI et al., 2006; 2008) terem considerado a dgua do estuario de boa qualidade,
poucos sdo os estudos relacionados com a qualidade microbiologica da dgua e do pescado.
Segundo a Cetesb (2013), o rio apresenta qualidade microbiologica sempre dentro dos limites

impostos pela legislacdo, porém seu monitoramento ¢ somente realizado na foz do rio.



15

Diante a esta problematica, e visto que a agua pode ser uma via de contaminagao para
0 peixe, e seu consumo pode acarretar problemas de saude publica, e considerando a escassez
de dados sobre o uso de Enterococcos sp. e E.coli para avaliar ndo somente a agua, mas
também a qualidade microbioldgica do peixe no ambiente natural, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a qualidade microbiologica das dguas e de peixes capturados pela pesca
artesanal no estudrio do rio Itanhaém, utilizando indicadores microbioldgicos de origem fecal

e nado-fecal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estuario do rio Itanhaém

O Estudrio do Rio Itanhaém (24° 16°59”’S, 46°47°20°°W) (Figura 2), situado no
Litoral Sul do estado de Sao Paulo, estd inserido dentro da Bacia Hidrografica do Rio
Itanhaém considerada uma das maiores bacias litordneas do Estado de Sao Paulo
(LAMPARELLI 1999). Com aproximadamente 930 km?, a bacia do Rio Itanhaém pode ser
dividida em 4 regides de acordo com a altitude, declividade e geomorfologia (CAMARGO et
al., 1997).

A porcdo superior estd localizada no entorno da cidade de Sao Paulo e encontra-se
inserida em duas areas de protecdo ambiental: o Parque Estadual da Serra do Mar (PESM) e a
Area de Protegdo Ambiental (APA) “Capivari-Monos”. Logo abaixo desta porgao, entre 700 e
50 metros esta a regido ingrime de Serra, que ainda estd inserida no PESM. A planicie
costeira, regido de baixo relevo composta por depdsitos quartenarios, ¢ formada
principalmente por vegetagdo de restinga e floresta herbaceo-arbustiva que € parcilmente
afetada por pressdes antropogénicas de agricultura (plantagdo de banana) e urbanizagdo. A
porcdo inferior da bacia esta coberta por manguezais em torno de rios e canais, e, ¢ em grande
parte afetada pela urbanizagdo descontrolada e descarga de esgoto (CAMARGO et al., 1997,
NOGUEIRA, 2001; PEREIRA, 2002).

O canal do Rio Itanhaém ¢é formado por quatro rios principais: os Rios Branco,
Mambu, Preto e Aguaped. Os Rios Branco e Mambu possuem origem no planalto,
percorrendo vales e porgdes ingrimes da Serra do Mar até chegar a planicie costeira. As
cabeceiras de Aguapeu originam-se a 400 metros da Serra do Bariri. O Rio Preto tem sua
origem em trés areas diferentes, a maioria das suas cabeceiras estdo acima de 700 metros em
uma regido bem preservada no interior do PESM. Outros riachos de cabeceira originam-se a
400 metros em uma area parcialmente ocupada pela agricultura, conhecida como Serra dos
Itatins (FEREIRA e PETRERE, 2009). Contudo, os rios Branco e Preto, sdo considerados os

canais principais, € em confluéncia formam o Rio Itanhaém (BATRES, 1978).

O Rio itanhaém conta com aproximadamente 7 km de extensao até a foz, apresentando
como afluentes menores os rios Guapurd, Cabugu, Negro Morto, Volta Deixada, Campininha

e do Pogo. Por percorrer area de pequena declividade, o Rio apresenta baixa turbuléncia de
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suas dguas, com o fluxo e catacteristicas hidroldgicas acompanhando varia¢des sazonais da
pluviosidade local (CAMARGO e FLORENTINO, 2000). Sua por¢do estuarina (por¢ao
inferior do rio), apresenta dindmica hidrogeoldgica bastante dindmica e complexa devida a
grande influéncia das marés e das condicdes climdticas e hidrologicas da regido

(LAMPARELLI, 1999).

Sua porcao inferior, que apresenta uma extensa area de manguezal em suas margens, ¢
considerada um grande bergdrio natural para muitas espécies de peixes, que adentram no
estuario em busca de abrigo e alimento (SOUZA-PEREIRA ¢ CAMARGO, 2004). Dentre as
espécies que podem ser encontradas tem-se: pescada  (Cynoscion spp.), corvina
(Micropogonias furnieri), bagre (Genidens spp.), tainha (Mugil liza), parati (Mugil
curema), robalo (Centropomus spp.), cag¢do (Carcharhinus spp.), sororoca
(Scomberomorus  brasiliensis), salteira (Oligoplites), espada (Trichiurus lepturus) e
caratinga (Eugerres brasilianus) (FEREIRA e PETRERE, 2009; MACHADO et al., 2010;
MOTTA, et al., 2014).

Apesar da vegetagdo apresentar condi¢des favoraveis de preservagdo, intervengdes
antropicas recentes, advindas de incrementos da ocupagdo na regido litoranea do municipio,
tem causado crescente alteracdo e degradacdo (CAZZOLI, 1997). Na porcao superior do
estudrio, no rio Branco, a margem direita, estd localizado o sistema de captacio Mambu, que ¢
realizado através de uma barragem de concreto estrutural para elevacdo do nivel d’agua,
apresentando capacidade maxima de captacdo na ordem de 750L/s. Além disso, o rio recebe
desde de 2002 efluentes domésticos da Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) — Anchieta,

localizada a margem esquerda do rio (Figura 1 e 2).

Figura 1. Descarte da ETE-Anchieta na margem esqueda do rio Itanhaém.
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Implantada em 2001, e em funcionamento desde de 2002, a ETE do rio Itanhaém
abrange somente 9% do esgoto produzido pelo municipio, tratando 81% deste esgoto
(PAGANI, 2003). Com o sistema de tratamento do tipo “unitank” (conjunto de tanques de
aeracio e clarificagdo) possui capacidade de 207 L/s ITANHAEM, 2010). De acordo com a
Prefeitura do municipio ITANHAEM, 2010), uma nova ETE esta sendo construida a margem
direita do estudrio, e tera capacidade de tratamento de 574L/s. Segundo a Companhia de
Saneamento Bésico do Estado de Sdo Paulo (SABESP), responsavel pelas obras de expansdo
das ETEs, pretende-se abranger 100% da coleta de esgoto do municipio até 2018.

Além desta conhecida descarga de efluentes domésticos, o estuario de Itanhaém ainda
recebe esgotos provenientes das habitagdes que ndo possuem rede coletora de esgoto, e

inserc¢ao de lixo pela populag@o que reside na regido (NOGUEIRA, 2001).

ESTACAO
DE TRATAMENTO
DE ESGOTO
it

Google earth

Figura 2. Mapa do Estuario do Rio Itanhaém, localizado no litoral sul do Estado de Sao Paulo (2015).

2.2 Eugerres brasilianus — “Caratinga”

A espécie Eugerres brasilianus, pertencente a familia Gerreidae, ¢ comumente
encontrada em todo o litoral brasileiro, principalmente em regides estuarinas, onde sdo
capturadas pela pesca artesanal ou de subsisténcia (MENEZES e FIGUEIREDO, 1980;
BARBOSA, 2012). Segundo Cervigén et al. (1992) e Floeter et al. (2003), o E. brasilianus
distribui-se no Atlantico Ocidental, desde a Carolina do Sul (Estados Unidos) até Santa

Catarina (Brasil).
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Esta espécie de Gerreidae € a que alcanga maior tamanho, com os maiores exemplares
medindo cerca de 40cm. Possui boca pontuda e muito protusivel, capaz de se estender em
forma de tubo durante a alimentacdo (BARBOSA, 2012). Possuem corpo comprimido
lateralmente, coberto por escamas cicloides, com altura variavel, apresentando coloragao
prateada com a parte superior do corpo mais escura, nadadeira dorsal e anal com base
revestidas por escamas e nadadeira caudal bifurcada (MENEZES e FIGUEIREDO, 1980;
BARBOSA, 2012) (Figura 3).

Eugerres brasilianuw \Q

Figura 3. Espécie Eugerres brasilianus (Cuvier, 1830) utilizada durante o estudo.

Segundo Paiva (2009), esta espécie estd associada a ambientes com niveis de
salinidade elevada (20 a 37) e é abundante durante o periodo seco. Possui habitos alimentares
tipicos de espécies demersais e alimenta-se, principalmente, de invertebrados presentes no

substrato, assim como grande parte dos representantes de sua familia (PAIVA et al., 2008).

A ocorréncia de E. Brasilianus foi documentada em diversos trabalhos realizados no
Estuario do Rio Itanhaém (QUINONES, 2000; FEREIRA e PETRERE, 2009; MACHADO et
al., 2010; MOTTA et al., 2014) como componente da Ictiofauna da regido sendo encontrada
em abundancia, apresentando elevada freqiiéncia de captura, com grande representatividade

na pesca artesanal e de subsisténcia, além de boa aceitagdo no mercado local.

2.3 Microrganismos Indicadores

A poluicdo hidrica ¢ um dos grandes problemas ambientais da atualidade, e estd
comumente associada com a descarga de efluentes domésticos, industriais ou agricolas
(MASON, 1996). Microrganismos indicadores de contaminagdo tem sido utilizados ha
décadas para avaliar, monitorar e controlar a qualidade da 4gua, e este monitoramento ¢ um

procedimento importante na prote¢do dos ecossistemas aquaticos.
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A utiliza¢dao de microrganismos indicadores ¢ extremamente util, principalmente para
a avaliacdo de impactos ambientais decorrentes de descargas pontuais dos diferentes tipos de
efluentes, sendo possivel monitorar as estagdes de amostragem a montante, no local do

langamento ¢ a jusante da fonte poluidora (CALLISTO et al., 2003).

A presenca de microrganismos patogénicos na agua, geralmente estd relacionada a
poluicdo dos corpos hidricos por fezes humanas e de animais, provenientes de aguas
residuarias urbanas e rurais. Sendo assim, o uso de indicadores de contaminagao fecal torna-se

o melhor para avaliar a qualidade microbiologica da agua (GONZALEZ et al., 1982).

As bactérias do grupo dos coliformes s3o comumente utilizadas como indicadores
microbiolégicos da presenca de fezes no ambiente, sendo a contagem de coliformes
termotolerantes ou Escherichia coli comumente utilizada para monitorar a qualidade das
aguas recreativas ou potaveis (BRASIL, 2005). Outro grupo de bactérias, como Enterococcus
sp., também ¢ utilizado para avaliar a qualidade das dguas marinhas e salobras, pois a
auséncia de E.coli ndo significa que ndo possam existir outros grupos de patogenos de origem

fecal (CETESB, 2001).

Além destas duas bactérias, a presenga de Staphylococcus aureus no ambiente
aquatico tem sido relacionada ao nimero de banhistas usuarios dos corpos hidricos, pois esta
bactéria ¢ habitante natural da superficie do corpo humano, podendo ser considerada um
indicador de risco para a saude do homem. Sua resisténcia na agua do mar (por até 96 horas),

sugere sua importancia como indicadora de polui¢do antropica (VIEIRA, 2004).

2.4 Escherichia coli (E.coli)

E.coli é uma bactéria gram-negativa da familia Enterobacteriaceae, ndo esporulada,
anaerdbia facultativa, fermentativa, em sua maioria moveis (flagelos peretriqueos) e crescem
em temperaturas de 18 a 44°C. Metaboliza uma ampla variedade de substincias como
carboidratos, proteinas, aminodacidos, lipideos e 4cidos organicos, produzem catalase, e utiliza

glicose, amodnia e nitrogénio como fontes de carbono (BRASIL, 2001).

As coldnias de E. Coli, , quando cultivadas em meios solidos, apresentam cerca de 1 a
3mm de didmetro e, podem apresentar aspecto rugoso, grosseiro € com contornos irregulares,

ou aspecto liso com colonias lisas, convexas, brilhantes e com bordos regulares

(MURATORI, 2000).
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Seu principal habitat ¢ o trato intestinal dos seres humanos e de outros animais
homeotérmicos. A maioria de seus sorogrupos fazem parte da flora comensal do intestino dos
mamiferos, no entanto certos sorotipos sao patogé€nicos para o homem e para outros animais e
ndo sdo considerados como integrantes da flora intestinal normal (PELCZAR et al., 1996).
Sua incidéncia tem sido relacionada com doencgas do tubo digestivo e infec¢des, que podem
variar, desde formas benignas até¢ formas que podem ser mortais, dependendo de fatores como
o tipo de estirpes patogé€nicas, a susceptibilidade do paciente e o grau de exposi¢do

(MURATORI, 2000; BRASIL, 2004).

Considerada a representante do grupo dos coliformes fecais, a contagem de E.coli tem
sido extensivamente utilizada nos monitoramentos de qualidade das aguas. A resolugdo
CONAMA 357/05 afirma que a E.coli pode substituir o pardmetro de coliformes
termotolerantes, ¢ visto que sdo restritas ao trato intestinal de animais homeotérmicos, sdo
consideradas por diversos autores como mais significativas que os coliformes totais para
expressar polui¢do ambiental de origem fecal (FRAZIER e WESTHOFF, 1988;
NASCIMENTO et al., 2001; MASCARENHAS et al., 2002; CONCEICAO, 2011).

A legislagdo ndo indica o uso, nem tao pouco valor limite para E.coli em alimentos,
porém analisar sua presenca ¢ de extrema importancia, ja que esta relacionada a contaminagao

de origem fecal e a qualidade higiénica (AGNESE et al., 2001; LOREZON, 2009).
2.5 Enterococcus sp.

Este género compreende cocos Gram-positivos que ocorrem isolados, aos pares ou em
pequenas cadeias. Sdo anaerdbios facultativos, alguns sdo moveis e a temperatura 6tima de
crescimento ¢ de 35 a 37°C. Caracterizam-se pela alta tolerdncia as condi¢des adversas de
crescimento, como a capacidade de sobreviver na presenca de 6,5% de cloreto de sddio
(halotolerantes), em pH 9,6 e em ampla faixa de temperatura (de 10 a 45°C) (FATTAL et al.,
1987; BRASIL, 2000; BRASIL, 2005).

Atualmente estdo descritas 30 espécies pertencentes ao género Enterococcus, com a
espécie E. faecalis sendo a predominante, além dela E.faecium, E. hirae, E. avium ¢ E.durans
também sdo comumente encontradas. Dentre essas espécies E. faecalis e E.faecium estao

presentes em fezes humanas (ANDRE et al., 2005).
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Devido a alta concentracdo nas fezes e a sua alta capacidade de sobrevivéncia no
ambiente, principalmente os salobros e salinos, o grupo Enterococcus tem sido proposto
como indicador de contamina¢ao fecal complementar aos coliformes fecais (E.coli) (USEPA,
2000; RIBEIRO, 2002; ANDRE et al., 2005). Além disto, cabe salientar que Enterococcus sp.
tém demonstrado um tempo maior de sobrevivéncia na agua, principalmente a marinha, e
apesar de serem menos numerosos do que E.coli em fezes humanas, eles ainda sdo abundantes
o suficiente para serem detectados, mesmo apds diluig¢do significativa (RIBEIRO, 2002). Choi
et al. (2003) verificaram que além de terem sobrevivido por mais tempo, Enterococcus sp. se
apresentaram mais resistentes aos processos de tratamento de efluentes quando comparados a
E.coli, havendo boa correlagdo deste microrganismos com a presenga de microrganismos

patogénicos.

O CONAMA em sua resolugdo 274/00, propde o uso do género Enterococcus para
indicar a presencga de contaminagdo de origem fecal, afim de avaliar a qualidade sanitéria das

aguas para balneabilidade das praias, porém os limites propostos limitam-se a 4guas marinhas.

A presenga de coliformes fecais (E.coli) e do género Enterococcus sio frequentemente
determinadas em amostras de dgua, e apesar de insuficiente a legislacdo sugere o uso destas
como parametro microbiologico para avaliar certos tipos de agua (Enterococcus sp. para agua
marinha e E.coli para as demais). Apesar de diversos estudos ja terem relatado a eficiéncias de
Enterococcus como indicadoras de contaminagdo fecal em alimentos, principalmente nos
frutos do mar (CABELLI et al., 1982; INGHAM ¢ SCHMIDT, 2000; CUNHA E SILVA,
2006; AMARAL, 2007; GOMES, 2007, MARTINEZ e¢ OLIVEIRA, 2010), nenhuma
legislagdao vigente as utiliza para avaliar a qualidade microbiologica dos alimentos, o que €
extremamente preocupante divido ao fato que o consumo de qualquer alimento contendo estes

microrganismos pode acarretar problemas a satde do homem.

2.6 Staphylococcus sp.

Pertencente a familia Micrococcaceae, as bactérias do género Staphylococccus
possuem células esféricas, gram-positivas, podem ser encontradas isoladas, aos pares ou em
agrupamentos irregulares, sao imoveis e ndo esporuladas, anaerdbias facultativas,
quimiorganotroficas com metabolismos fermentativo e respiratorio, € sua temperatura 6tima

de crescimento varia entre 30 ¢ 37°C (HOLT et al., 1994).
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Muitas espécies sdo patogénicas para o ser humano e animais, uma vez que produzem
toxinas extracelulares. Entretando, Staphylococcus aureus ¢ a espécie coagulase positivo de
maior importancia (HOLT et al., 1994; LOREZON, 2009).

O S.aureus ¢ um dos agentes patogénicos mais comuns e, seu habitat ¢ amplo tornando
sua presenca largamente distribuida na natureza, onde sobrevivi muito bem. Entretanto, S.
aureus ¢ também integrante da microbiota da superficie e da mucosa humana (CASTRO et
al., 1984) e por isto sua presenga muitas vezes ¢ relacionada a contaminagdo de alimentos por
manipulagdo humana. Produz uma série de enzimas que podem contribuir para a sua
patogenicidade, tais como a coagulase, catalase, desoxirribonuclease (DNAse), lipase,
termonuclease (TNase) e toxinas hemoliticas, cuja produc¢do estad associada com sua

viruléncia (SCHAECHTER et al., 2002).

Esta bactéria ¢ responsdvel por surtos de intoxicagdo de origem alimentar, devido a
ingestdo de enterotoxinas produzidas e liberadas pela bactéria durante sua multiplicagdo no
alimento, representando um risco para a saude publica, sendo considerado o agente
reponsavel por, aproximadamente, 45% das toxinfec¢des no mundo (CUNHA NETO et al.,
2002).

Por sua contaminagdo estar mais vinculada ao alimento, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio da legislagio RDC 12/01, impds limites aceitaveis

de estafilococos coagulase positivo (S.aureus) nos alimentos.

Entretanto, a presenca de S. aureus nao ¢ apenas importante para avaliar a qualidade
microbiolégica de alimentos pois, estudos relacionados com a qualidade de &guas
recreacionais verificaram a importancia do uso deste microrganismo como indicador de
contaminagdo de origem ndo-fecal na dgua. Varios estudos encontraram S.aureus sendo o
principal agente etiologico de doencas transmitidas por agua contaminada por animais,
pessoas doentes, e portadores assintomaticos (TOOD, 1977; VERHOEF, 1981; HAGLER,
1896; HAGLER, 1990). Hagler (1990), apontou S.aureus como patégeno oportunista, e
relatou sua frequéncia inclusive em aguas de piscinas cloradas e em aguas de praias onde o
indice de coliformes satisfazia o padrdo de balneabilidade. O autor ainda afirmou que
S.aureus pode ser considerada indicador de poluicdo recente, salvo sua curta duracdo em

aguas, principalmente marinhas (96 horas).
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Sendo assim, a contagem de S.aureus pode ser um bom indicador de contaminagdo de
origem ndo-fecal no monitoramento de dguas, para evitar surtos de infec¢des ocasionadas por
seu contato e ingestdo através da agua, o que ¢ muito importante pois, segundo Tortora
(2006), estes microrganismos desenvolvem rapidamente resisténcia a numerosos agentes

antimicrobianos, constituindo problemas terapéuticos dificeis.
2.7 Contaminacio de peixes por microrganismos de origem fecal

A penetracao e estabelecimento de microrganismos nos diferentes tecidos e 6rgdos dos
peixes, tais como tubo digestivo, branquias, musculo, rim, figado e bexiga natatdria estd
diretamente relacionada a microbiota da agua onde ele vive (MOLLERKE et al., 2002).
Assim, peixes capturados em ambientes poluidos por esgotos, dejetos e fezes, podem albergar

microrganismos patdgenicos existentes nestes tipos de poluentes (GUZMAN et al., 2004).

De acordo com Pal e Dasgrupta (1992), a concentracdo bacteriana nos diferentes
orgaos e tecidos dos peixes aumenta com o aumento da carga bacteriana da 4gua, bem como o
grau de contaminagdo bacterioldgica dos alimentos consumidos por eles. No entanto, a
concentracao de bactérias em diferentes tecidos e 6érgaos varia muito em fun¢ao das diferentes

espécies de peixes e a duragio da exposi¢do a 4gua contaminada (GUZMAN et al., 2004).

Contudo, os peixes possuem diferentes mecanismos de protecdo natural, que ajudam a
manté-los livres de inimeros agentes infecciosos presentes na agua. O primeiro mecanismo de
defesa € o tegumento externo, que € coberto por um espessa camada de muco que impede a
fixacdo e crescimento de microrganismos. O segundo mecanismos de defesa € interno,
realizado pelos 6rgdos linfdides, tais como o baco e o rim, que eliminam de forma eficiente
varios tipos de antigenos (LAMERS e DE HAAS, 1985). Além disso, as células integrantes
do sistema imunologico de peixes tais como linfocitos, neutrofilos e macréfagos, atacam e

combatem invasores microbianos (TRUST, 1986).

Estes mecanismos de defesa possuem uma ‘“concentracdo limiar”, que representa o
limite de exposicdo que o peixe pode sofrer sem se contaminar, quando este limite ¢
ultrapassado, a defesa natural ndo ¢ mais eficaz, propiciando a invasdo dos microrganismos
(BURAS et al., 1987). Ao quebrar estas barreiras imunoldgicas, os microrganismos além de
conseguir penetrar nos diferentes tecidos e 6rgdos dos peixes, podem sobreviver e se
acumular nos mesmos (BURRAS et al., 1985; PAL ¢ DASGRUPTA, 1991; FATTAL et al.,
1992).
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A “concentragdo limiar” ¢ variavel de acordo com a espécie do peixe, € o tempo de
exposicdo ao poluente na agua. Diversos estudos com tildpias ja relataram que em
concentracdes de coliformes fecais acima de 10* UFC 100mL™" na 4gua ja ¢ possivel verificar
sua presenca também na musculatura do peixe, em situagdes de exposi¢cdo a esgoto tratado

(BURRAS et al., 1985; FATTAL et al., 1993; EL-SHAFAI et al., 2004).

Nascimento et al. (2001), relacionaram o grau de contamina¢ao do rio Bacanga em
Sao Luis (MA) com a qualidade microbioldgica dos peixes e sururus capturados no local, e
verificaram que os altos valores de coliformes totais e termotolerantes encontrados no estudo
indicaram a presenca de uma fonte poluidora constante no local e o perigo dos peixes

provocarem infecgdes ou intoxicagdes ao consumidor.

Sendo assim, os produtos de pesca oriundos de sistemas poluidos passam a ser
importantes veiculos de grande nimero de microrganismos, entre eles os patogénicos ao ser
humano, sendo necessario o constante monitoramento destas areas, bem como sua

preservagao em padroes aceitaveis de qualidade.
2.8 Legislacdo Brasileira para corpos d’agua e pescado

Manter a qualidade ambiental de um sistema hidrico ¢ dificil e caro, normalmente os
paises estabelecem normas contendo parametros e limites basicos de classificagdo dos corpos
d’agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento. No Brasil, cabe ao Conselho
Nacional de Meio Ambiente — CONAMA estabelecer normas de qualidade ambiental, sendo a
Resolucao 357/2005, a qual dispde sobre a classificacdo dos corpos d’agua, bem como as
diretrizes ambientais para o seu enquadramento, estabelecendo as condi¢des e padrdes de
langamentos de efluentes, ¢ de outras providéncias (BRASIL, 2005; ESCHRIQUE et al.,
2011).

A resolugdo CONAMA 357/2005 para aguas Salobras de Classe 2, propde a avaliagdo
das condi¢des microbioldgicas da agua através da contagem de coliformes termotolerantes ou
E.coli em sua substituigdo, sendo que a concentracdo de termotolerantes nao devera exceder
um limite de 2500 por 100mL em 80% ou mais de pelo menos 6 amostras coletadas durante o
periodo de um ano, com freqiiéncia bimestral. A E.coli podera ser determinada em
substitui¢do ao parametro coliformes termotolerantes de acordo com limites estabelecidos

pelo 6rgao ambiental competente (CONAMA 357/05, Se¢do IV, Artigo n°22, Id).
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O estabelecimento de normas para qualidade de produtos alimentares cabe a Agéncial
Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA, sendo a resolugdo RDC n°12/2001, a qual
dispoe as diretrizes e limites bacteriologicos que os alimentos devem apresentar para estarem

aptos ao consumo humano.

De acordo com a RDC 12/01, o pescado “in natura” deve ser ausente de Salmonella
sp./25g e apresentar valor <10° /g de estafilococos coagulase positiva, que veio em
substitui¢do a Staphylococcus aureus, que quando necessario pode ser identificada a fim de se
obter dados de interesse a saude publica (BRASIL, 2001).

A legislagdo ndo utiliza microrganismos indicadores de contaminagdo fecal na
avaliagdo de qualidade de produtos de pesca, bem como ndo utilizam outros microrganismos
de origem nao fecal, mas que podem causar algum dano a satide do homem, na andlise de
qualidade da agua. Diversos estudos ja relataram inGimeros microrganismos tanto para
alimentos como para a dgua que poderiam ser utilizados para indicar da melhor maneira a
contaminagdo, porém a movimentagdo governamental parece relutante e inexistente na

melhoria de tais pardmetros (GONZALEZ e PARANHOS, 2010).
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3 HIPOTESE

Diante a todas as informagdes tratadas, a hipotese fundamental do trabalho ¢ que as
atividades impactantes recorrentes no estudrio do rio Itanhaém estejam comprometendo a

qualidade microbioldgica das dguas e do pescado que € capturado.

4 OBJETIVOS

O objetivo principal do estudo foi avaliar a qualidade microbioldgica de peixes e das

aguas do estuario do rio Itanhaém, visando:

4.1. Determinar as densidades de Enterococcus sps, E.coli e Staphylococcus aureus
presentes nas aguas e na “Caratinga” capturadas no estudrio;

4.2. Analisar qual das bactérias ou grupo de bactérias indicadoras avaliadas mostram
melhores resultados em relacdo ao grau de contaminagdo do pescado e da dgua do
qual sdo extraidos, propiciando uma maior seguran¢a quanto ao consumo por
humanos;

4.3. Comparar os valores de densidade com os limites estabelecidos pelas legislacdes
vigentes;

4.4. Avaliar a influéncia da contaminagdo da dgua sob os diferentes orgdos e tecidos da
“Caratinga”;

4.5. Relacionar as densidades bacterianas com os fatores abidticos coletados na regido.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta de amostras

As campanhas foram realizadas de maio de 2014 a janeiro de 2015, sendo uma em
cada estacdo do ano: maio/14, julho/14, outubro/14 e janeiro/15 representando,
respectivamente, Outono, Inverno, Primavera e Verao.

As amostras de agua e de peixe foram coletadas em quatro areas distintas, nomeadas
como “pontos” para melhor compreensdo (Tabelal; Figura 4), que foram selecionados de
acordo com informagdes dadas pelos pescadores locais, como areas de intensa atividade de

pesca. Todas as coletas foram realizadas durante a maré vazante.

O ponto 1, esta localizado bem proximo a ETE-Anchieta, o ponto 2 abrange a zona
maxima de turbidez do estuario, o ponto 3 estd localizado proximo as marinas (Garagem de

barcos) e o ponto 4 esta localizado mais préximo a desembocadura do rio (Figura 4).
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Tabela 1. Pontos de coleta, com suas respectivas coordenadas geograficas e registro fotografico dos pontos
amostrados.

Area

Coordenadas Geograficas (°)

Registro Fotografico

Area 1 46°48'08"0, 24°10'17"S
Area 2 46°47'45"0, 24°10'51"S
Area 3 46°47'52"0, 24°11'16"S

Area 4

46°47'43"0, 24°1123"S
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Cubatao Bertio
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24°12'36"S

Figura 4. Mapa do Brasil, com destaque para a costa Sudeste do Estado de Sdo Paulo, na qual se localiza a
area de trabalho com os respectivos pontos de coleta no estuirio do rio Itanhaém, SP (Municipio de
Itanhém, Sao Paulo, Brasil).

Em cada ponto foram coletados uma amostra de agua e trés peixes da espécie
Eugerres brasilianus (Cuvier, 1830) (Figura 5a), popularmente conhecida por “Caratinga”,
que ¢ uma espécie abundante durante todo ano, segundo os pescadores locais, e bastante

consumida pela populacdo da regido, totalizando 48 peixes analisados durante todo o estudo.
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A pesca foi realizada utilizando-se rede do tipo tarrafa manuseada pelos pescadores, que

contribuiram com o estudo (Figura 5b,c).

Figura 5. Em 5a: espécie Eugerres brasilianus, popularmente conhecida como Caratinga, utilizada no
estudo; em Sb: arte de pesca com tarrafa utilizada durante a coleta dos peixes no estuario e 5c: pescadores
locais que ajudaram na coleta dos peixes.

Para coleta de 4gua foram utilizados frascos esterilizados contendo EDTA e
Tiossulfito de Soddio (Neutralizadores de metais pessados e de Cloro na 4gua,
respectivamente), e para os peixes sacos esterilizados. As amostras foram mantidas sob
refrigeragdo até seu processamento no Laboratorio de Microbiologia Marinha (MICROMAR),
localizado na UNESP (Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho) - Campus
Experimental do Litoral Paulista, o qual ndo ultrapassou 24 horas.

No momento das coletas foram medidos também os pardmetros fisico-quimicos da
agua: salinidade, temperatura, oxigénio dissolvido (mg/L) e pH, com auxilio de uma sonda

multiparametro da marca HORIBA série U52-G.

5.2 Analises microbiologicas

a) Amostras de dgua

As densidades de bactérias do género Enterococcus sp., bem como Escherichia coli
(E.coli) e Staphylococcus aureus (S.aureus) foram determinadas com base na Técnica de
Membrana Filtrante (APHA, 2013), que consiste na filtracdo de volumes de 4gua previamente
estipulados através de membranas mistas de ésteres e celulose, com porosidade de 0,45um, as
quais sao transferidas para placas de Petri contendo meio de cultura seletivo e diferencial para

cada microrganismo. ApoOs o periodo de incubagdo, que ¢ especifico para cada
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microrganismo, as coldnias tipicas sdo contadas, e testes complementares sdo realizados para
confirmagdo da eficiéncia de recuperacao do meio.

Para determinagdo do género Enterococcus sp. foi utilizado o meio de cultura Agar
mEnterococcus (Marca Dfico). Foram filtrados volumes de 50 e 25 mL de amostras de agua.
As placas foram incubadas a 37°C por 24/48h, e apds este periodo, as colonias de coloragao
vermelho-marrom (Figura 6a) foram contadas como Enterocuccus sp. Algumas das colonias
contadas como Enterococcus sp. foram selecionadas aleatoriamente e transferidas para tubos
de cultura contendo o meio de confirmacdo Enterococosel caldo (Marca BDL). Apds o
periodo de incubagdo de 24 horas a 36°C, os tubos enegrecidos foram considerados positivos

para esta bactéria (Figura 6b). Apos esta confirmagdo algumas cepas foram isoladas para

confirmagdo bioquimica para determinagao das espécies.

Figura 6. Em 6a: placa de petri contendo colonias do genéro Enterococcus sp.; e em 6b: teste de
confirmacgao utilizando o meio de cultura Enterococcosel caldo, onde os tubos com enegrecimento
apontam como positivo a presenca de Enterococcus.

Para a determinagédo de E.coli foi utilizado o meio de cultura Agar mTEC (Marca BD),
sendo também filtrados volumes de 50 e 25 mL de amostras de 4gua. As placas foram
incubadas por 2 horas em estufa a 35°C para aclimatag¢do das células, posteriormente sendo
transferidas para o banho maria onde permaneceram em torno de 22/48 horas a 44,5°C. As
colonias de coloragdo amarelada foram contadas como sendo E.coli (Figura 7a), sendo
também utilizado um meio de confirmagdo. No caso destas bactérias, a confirmagao foi
realizada através do substrato de uréia. Essa confirmac¢ao consiste em transferir as membranas
para uma placa contendo discos de papel filtro embebidos em substrato de uréia, como as
células de E.coli ndo possuem capacidade de hidrolisar a treia as colonias que se mantiveram

com colora¢do amarelada foram identificadas como pertencentes a essa espécie.



33

Figura 7. Em 7a: placas de Petri contendo coldonias de bactérias, sendo contabilizado como E.coli as
colonias amareladas; e em 7b: teste de confirmacio por uréia, sendo confirmado para E.coli as coldnias
que permanecem amareladas.

Para a determinagdo de Staphylococcus aureus foi utilizado o meio de cultura Agar
Salt Manitol (Marca BD) sendo também filtrados volumes de 50 e 25 mL de amostras de
agua. As placas foram incubadas em estufa na posicdo invertida por 24/48 horas a 37°C.
Foram consideradas S. aureus as colonias pequenas convexas com coloragdo amarela
derivada da producdo de &cido resultante da metabolizagdo do manitol presente no meio
(Figura 8). Apesar deste meio ser considerado altamente seletivo (HAJDENWURCEL, 2004;
LEBOFFE e PIERCE, 2005), as colonias estdo armazenas para posterior realizacdo do teste

de coagulase.

Figura 8. Placa de Petri contendo o meio de cultura Agar Salt Manitol, onde 0 meio com crescimento de
bactérias da espécies S. aureus fica com a coloracio amarela (B), sendo originalmente vermelho (A).
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Apbs a contagem das colonias, os resultados para as trés bactérias analisadas foram

expressos em Unidades Formadoras de Coldnia por 100 mL (UFC 100mL™).

b) Tecido Muscular e Branquias

Antes dos peixes serem dissecados, sua pele foi lavada com alcool 70% para evitar a
contaminagdo de seu interior. Em seguida foram dissecados com o auxilio de um bisturi
previamente esterilizado, tomando o devido cuidado para que ndo ocorresse rompimento do
trato gastroinstestinal. Foram utilizados 25 gramas de musculo de cada peixe aos quais foram
adicionados 225 mL de 4gua destilada esterilizada. Este material foi entdo homogeinizado por
um minuto em liquidificador simples, também previamente esterilizado, obtendo-se assim a
dilui¢ao 10, Ap0s periodo de decantagdo, volumes de 0,1mL, ImL ¢ 3 mL do sobrenadante
foram filtrados, através dos mesmos procedimentos descritos para as amostras de dgua, para

determinag@o das bactérias E. coli e Enterococcus sp., pela técnica de membrana filtrante.

O preparo das amostras de branquias foi semelhante ao da musculatura. Todo o
contetdo das branquias foi retirado do peixe, e adicionado a quantidade de dgua destilada
esterilizada em volume proporcional para obtengdo da diluigdo 10", Sendo posteriormente
homogeinizados em liquidificador simples previamente esterilizado. Apos periodo de
descantagdo, volumes de 0,ImL, ImL e 3 mL do sobrenadante foram utilizados para
determinag¢do das densidades bacterianas (E. coli e Enterococcus sp.) pela técnica de

membrana filtrante.

Para a determinacao de S.aureus foram utilizados volumes de 0,ImL e 1mL. Para o
menor volume de dilui¢do (0,ImL) foi utilizado o método de plaqueamento com semeadura
em superficie com auxilio de uma alga de Drigalsk (Figura 9 a;b). Para o volume de diluigao
de 1mL foi utilizado a técnica da membrana filtrante para as duas partes dos peixes. O

procedimento para incubagdo foram iguais aos descritos para as analises de agua.
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9b

Figura 9. Em 9a: Crescimento bacteriano obtido mediante da técnica de plaqueamendo com semeadura
em superficie utilizado al¢a de Drigalsk; Em 9b: Alca de Drigalsk utilizada para a realizacido da técnica.

Apds a contagem das colonias, os resultados para as trés bactérias de ambas as
estruturas analisadas (musculatura e branquias) foram expressos em Unidades Formadoras de

Colénia por grama (UFC.g™).

c) Identificacdo das Bactérias do Género Enterococcus

Algumas colonias previamente identificadas no Enterococcosel Broth como
Enterococcus, foram selecionadas aleatériamente e transferidas para tubos de ensaio contendo
Agar BHI inclinado (Oxoid), para realiza¢io de testes bioquimicos.

Os teste bioquimicos utilizados foram os descritos por Facklam e Collins (1989). As
colonias foram submetidas a 4 testes bioquimicos: producdo de catalase, crescimento em
NaCl 6,5%, crescimento a 45°C e produgido de pirrolidonil arilamidase (PYR®). Para a
identificacdo das espécies os seguintes testes foram realizados: teste de fermentagdo de
carboidratos (arabinose, rafinose, manitol, xilose e sorbitol), utilizagdo de piruvato 1%,

producdo de pigmento amarelo, motilidade e descarboxilacdo da arginina.

5.3 Tratamento de dados

Primeiramente realizou-se o teste de normalidade dos dados, e posteriormente para
verificar a existéncia de diferencas significativas (p<0,05), entre as estacdes de coleta, entre as
estagdes do ano e entre as estruturas dos peixes, foi aplicado a Anélise de Variancia (Anova) e
a posteriori o teste Tukey (ZAR, 1999). A matriz de Pearson foi utilizada para verificar a
correlagdo entre a concentracdo microbioldgica das diferentes bactérias analisadas nas

diferentes estruturas corporais dos peixes com a agua, € também em relacdo aos parametros
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ambientais analisados. As analises foram realizadas a partir do programa Primer 6 (CLARKE

¢ GORLEY, 2005).
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6 RESULTADOS
6.1 Parametros fisico-quimicos da agua

Os resultados dos parametros fisico-quimicos encontrados em todos os pontos
amostrados durante todo o periodo do estudo estdo apresentados na Tabela 2. Em relacao aos
parametros observados, o unico que apresentou valores abaixo dos limites estabelecidos pelo

CONAMA 357/05 foi o pH durante a estagao de Outono, que variou de 3,1 a 3,5.

Os valores médios de oxigénio dissolvido (mg L") variaram entre 6,5 (Ponto 2 e 4) e
7,1 (Ponto 3) durante todo o periodo analisado. Os maiores valores foram observados durante
as estagdes de Inverno e Primavera, exceto no Ponto 4, no qual as estagdes de Outono e
Inverno apresentaram os maiores valores para oxigénio. Nao houve diferenga significativa
entre os pontos amostrados (ANOVA - p=0,95), porém as estagdes de Inverno e Verdo
apresentaram diferencas significativas (ANOVA - p <0,05) durante o periodo do estudo, com

os maiores valores verificados no verao e os maiores no inverno.

Em relagdo a temperatura, os valores variaram entre 19°C (Outono) e 30,4°C (Verdo),
com os registros mais altos observados durante o Verdo e os menores durante o Outono. A
temperatura apresentou variagdo sazonal comumente encontrada em regides estuarinas
subtropicais, cujas temperaturas mais baixas sdo sempre observadas durante o inverno e as
mais altas durante o verdo. Ndo foi observada diferenca significativa entre os pontos
amostrados (ANOVA - p=0,99), porém as estagdes Outono, Inverno e Primavera

apresentaram diferengas significativas em relagdo a estagdo de Verdo (ANOVA —p<0,01).

A salinidade variou em média de 7,68 (Ponto 1) a 22,2 (Ponto 4), com os maiores
valores observados no Ponto 4, que estd mais proximo a foz, € os menores no Ponto 1, que ¢
mais proéximo a montante do rio. Estes pontos apresentaram diferencas significativas entre si
(ANOVA — p < 0,05), porém ndo em relacdo aos demais pontos. Nao foram encontradas

diferengas significativas (ANOVA — p=0,34) entre as estagdes do ano.

Os valores de pH variaram de 3,1 (Ponto 1) a 7,5 (Ponto 1 e 2), com os maiores
valores sendo observados durante o Verdo e os menores durante o Outono. Ndo foram
observadas diferencas significativas entre os pontos (ANOVA - p=0,98), porém houve
diferencas significativas entre os valores registrados durante o Outono com as demais

estacdes do ano (ANOVA - p<0,01).
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Durante o periodo andlisado (Maio/2014 a Janeiro/2015) foi possivel observar um
perfil sazonal marcante para regido tipico de regides estuarinas, cujo os menores valores de
temperatura, ¢ os maiores valores de salinidade e oxigénio foram registrados durante o
inverno, € as maiores temperaturas, ¢ menores valores de salinidade e oxigénio durante o
verao.

Tabela 2. Resultados dos parametros fisico-quimico da agua encontrados durante todo o estudo (Maio/2014 a
Janeiro/2015) nos quatro pontos amostrados.

‘ CONAMA Estacio
Parametro Agua Salobra Ponto 1 | Ponto 2 | Ponto 3 | Ponto 4
do Ano
Classe 11
Oxigénio Outono/14 5,39 6,07 5,7 8,46
Dissolvido > 4,0 mg/L Il}verno/14 10,35 8,64 8,15 8,61
(mg/L) Primavera/14 7,24 7,28 10,1 4,8
Verao/15 43 4.2 43 4
Outono/14 19 19 19 19
Temperatura - Inverno/14 20,1 20,3 20,3 20,3
°O) Primavera/14 22,8 22,8 22,7 22,7
Verao/15 30,1 30,2 30,4 30,4
Outono/14 3,1 3,5 34 3,5
H 6,5a8,)5 Inverno/14 7,5 7,3 7,2 7,1
P Primavera/14 | 6,8 6,9 7.3 7.2
Verao/15 7,4 7,5 7,32 7,19
Outono/14 2,9 9,3 14,5 16,7
Salinidade Inverno/14 7,7 22,3 24,5 26,9
0,5a30 Primavera/14 7,2 9,5 10,4 28,2
Verao/15 12,9 18,7 17,6 17,02

6.2 Escherichia coli (E.coli)

Os resultados das densidades de E.coli encontrados na agua, na musculatura e nas
branquias dos exemplares de peixes capturados nos diferentes pontos amostrados durante todo

periodo de estudo estdo apresentados na Tabela 3.

As densidades de E.coli obtidas para as branquias dos peixes ndo apresentaram
diferencas significativas, nem entre os pontos (ANOVA - p=0,33), nem entre as estagdes do
ano (ANOVA - p=0,71). Durante a estacio de Outono a bactéria ndo foi detectada nas
branquias de nenhum dos peixes capturados nos pontos amostrados. No ponto 1, mais interno
ao rio, o maior registro foi observado nas branquias dos peixes obtidos na estacao de Inverno
(9,5 x 10* UFC.g'l) e o menor na estagao de Verao (4,1 x 10* UFC.g'l). No ponto 2, o maior
registro foi observado nas branquias dos peixes capturados na Primavera (8,9 x 10° UFC.g") e

o menor no Inverno (5,5 x 10" UFC.g™"). No ponto 3, o maior registro também foi observado
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na Primavera (1,1 x 10° UFC.g'l) e o menor no Verdo (8,7 x 10* UFC.g™"). E no ponto 4, o
maior valor foi obtido nas branquias dos peixes capturados no Inverno (5,6 x 10* UFC.g™) e o

menor na Primavera (4,0 x 10’ UFC.g™).

Em relagdo as densidades de E.coli na musculatura dos peixe, ndo foram observadas
diferencgas significativas entre os pontos amostrados (ANOVA - p=0,73), porém entre as
estagdes do ano, as amostras de musculatura dos peixes capturados no Outono apresentaram
diferencas significativas em relagdo aqueles capturados no Inverno (ANOVA - p<0,05). Nao
foi detectada a presenca de E. coli na musculatura dos peixes capturados no ponto 1, no
outono e na primavera, . Nas demais estagdes, verdo e inverno, o maior valor foi observado

no Inverno (3,5 x 10* UFC.g™") e o menor no Verdo (2,8 x 10° UFC.g™).

No ponto 2, o valor obtido foi na musculatura dos peixes capturados no Inverno (8,8 x
10° UFC.g'l), e o menor naqueles capturados na Primavera (1,2 x 10* UF C.g'l). Ja na
musculatura dos peixes obtidos no ponto 3, em todas as estagdes do ano foi encontrada a
presenca de E.coli, com o maior registro também verificado no Inverno (5,8 x 10* UFC.g") e
o menor no Outono (1,8 x 10° UFC.g'l). J& na musculatura dos peixes capturados no ponto 4,
a maior densidade foi observada no Verdo (8,2 x 10* UFC.g'I) e a menor na Primavera (3,8 x

10° UFC.g™).

Em relacdo as amostras de agua, segundo a legislaggo CONAMA 357/05 (Brasil,
2005) a densidade de E.coli, pode substituir coliformes termotolerantes na avaliagdo da
qualidade microbioldgica de corpos d’dgua, para aguas salobras de classe 2 e o valor de
coliformes termotolerantes e/ou de E. coli ndo deve ultrapassar 1000 UFC.100 mL™". Porém,
segundo a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB, 2013), os valores
de E.coli apresentam diferenga de 1.25 em relagdo a coliformes termotolerantes, e, portanto,

deve ser considerado para E.coli o limite de 800 UFC.100mL".

Levando em consideracdo este limite (800 UFC.lOOmL'l), durante o estudo foram
observados periodos que a agua apresentou densidade de E.coli acima dos limites
estabelecidos. Nas amostras de agua, ndo houve diferenca significativa nas densidades de E.
coli encontradas entre os pontos amostrados (ANOVA - p=0,96), porém entre as estacdes do
ano, o Verdo apresentou diferengas em relagdo as estacdes de Inverno e Primavera (ANOVA -
p<0,05). Entre as amostras de dgua obtidas no ponto 1, a estagdo de Inverno apresentou o

maior valor de densidade e este foi acima do limite estabelecido (>800 UFC.100mL™),
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enquanto que, o menor de densidade de E. coli na agua foi observado no Outono (500

UFC.100mL™).

No ponto 2, a maior densidade de E. coli na agua também foi obtida ,durante o
Inverno, e este foi acima do limite estabelecido pela legislagio vigente (>800 UFC.100mL™),
enquanto que, a menor densidade foi observada na Primavera (296 UFC.100mL™"). As
amostras de agua dos pontos 3 e 4 apresentaram valores semelhantes de densidade de E. coli,
com a estacdo de Verdo apresentando valores acima dos limites estabelecidos pela legislagao

(>800 UFC.100mL™), e o Inverno apresentando as menores densidades (400 UFC.100mL™).

Tabela 3. Densidades de E.coli encontradas nas diferentes partes do peixe (musculo e branquias) e na dgua dos
pontos amostrados nas quatro estagdes do ano.

Amostra Estagao Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4
do Ano
Outono/14 N3ao Detectado N3ao Detectado N&do Detectado Nao Detectado
Branquias Inverno/14 9,5x 10* 55x 10 1,0x 10° 56x10*
(UFC.g) Primavera/14 5,1 x 10 8,9 x 10* 1,1 x 10° 4,0x 10°
Verdo/15 4.1x 10* 6,8 x 10* 8,7x 10" 2,7x 10*
Outono/14 - - 1,8x 10° -
Musculo Inverno/14 3,5x 10* 8,8x 10° 5,8x 10* 4,0x 10*
(UFC.g™) Primavera/14 - 1,2x 10* 9,0 x 10° 3,8x 10°
Verdo/15 2.8x 10* 45x 10* 3,2x 10* 8,2 x10*
Outono/14 500 400 394 580
Agua Inverno/14 >800 >800 400 400
(UFC.100mL™") Primavera/14 - 269 282 400
Verdo/15 580 566 >800 >800

Foi possivel observar que, na maioria das amostras, a densidade de E.coli nas
branquias foi maior do que a encontrada na musculatura (Figura 10). Porém, nos pontos 2 ¢ 4
ndo foram encontradas diferencas significativas (ANOVA - p= 046 e p=0,57,

respectivamente) entre as concentragdes de E.coli do musculo e das branquias.
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Densidade de E.coli
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Figura 10. Densidade de E.coli no musculo e nas branquias de Caratingas capturadas em Itanhém, nos quatro
pontos amostrados durante todas as esta¢des do ano (Outono ao Verdo).

A densidade de E.coli na agua e nas branquias apresentaram-se durante o Outono ¢
Inverno extremamente correlacionadas (coef. 0,99 e 0,82, respectivamente), ja durante a
Primavera e o Verdo as analises de correlagdo apresentaram-se negativas e baixas (Coef. -0,97
e -0,33, respectivamente) (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de correlagdo de pearson entre a densidade de E.coli na agua e nas branquias dos peixes
durante as estagdes do ano.

Bring-Out Bring-Inv Bring-Pri Bring-Ver Agua-Out Agua-Inv Agua-Pri Agua-Ver

Briang-Out

Brang-Inv 0.8262

Brang-Pri -0.9867 -0.9023

Bring-Ver  -0.3606 -0.8129 0.4877

Agua-Out  0.9999 0.8206 -0.9849 -0.3525

Agua - Inv 0.9970 0.8219 -0.9794 -0.3709 0.9974

Agua - Pri 0.9982 0.7947 -0.9781 -0.3061 0.9985 0.9932
Agua-Ver 09994 0.8114 -0.9834 -0.3328 0.9995 0.9947 0.9996

*Branq=Branquias, Out=Outono, Inv=Inverno, Pri=Primavera e Ver=Verdo

A correlagdo entre as densidades de E.coli na dgua ¢ no musculo do peixe, mostrou
que somente durante a estacdo do Outono houve correlagdo entre os dois (coef. 0,85), durante
o Inverno a correlagdo foi baixa (coef. 0,39), e na Primavera e no Verdo apresentou-se baixa e

negativa (coef. -0,05 e -0,65, respectivamente) (Tabela 5).
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Tabela 5. Valores de correlagdo de pearson entre a densidade de E.coli na agua e na muisculatura dos peixes
durante as estagdes do ano.

Mus - Out Mus-Inv Mus-Pri Mus- Ver Agua-Out Agua-Inv Agua-Pri Agua-Ver

Mus - Out

Mus - Inv 0.6219

Mus - Pri 0.3256 0.3349

Mus - Ver -0.8626 -0.9326 -0.3585

Agua-Out 0.8551 0.3559 -0.1943 -0.6280

Agua-Inv 0.8164 0.3960 -0.2789 -0.6368 0.9916

Agua-Pri 0.9045 0.3499 -0.0575 -0.6457 0.9881 0.9613

Agua-Ver 0.8791 0.3812 -0.1470 -0.6550 0.9988 0.9869 0.9930

*Mus=Musculo, Out=Outono, Inv=Inverno, Pri=Primavera € Ver=Verao

6.3 Enterococcus sp.

Os resultados das densidades de Enterococcus sp. encontrados na &agua, na
musculatura e nas branquias dos peixes nos diferentes pontos amostrados durante todo o

periodo de estudo estdo apresentados na Tabela 6.

As densidades de Enterococcus sp. encontradas nas branquias dos peixes nao
apresentaram diferengas significativas entre os pontos amostrados (ANOVA - p=0,92), porém
entre as estacoes do ano, as densidades encontradas no Inverno apresentaram diferengas

estatisticas em relacdo as encontradas na Primavera (ANOVA — p<0,05).

No Outono ndo foi detecatada a presenca de Enterococcus sp. nas branquias de

nenhum dos peixes capturados em todos os pontos amostrados.

Em relagdo as densidades de Enterococcus sp. nas branquias dos peixes capturados
nos pontos 1 e 2, estas apresentaram padrdes de variacdo semelhantes, em relacdo as estagdes
do ano, nas quais os maiores registros foram observados na estagdo de Inverno (2,4 x 10°
UFC.g" e 1,0 x 10° UFC.g", respectivamente) e os menores na estagio de Primavera (1,0 x

10° UFC.g" € 6,3 x 10° UFC.g", respectivamente).

Os pontos 3 e 4, também apresentaram padrdes de variagdo semelhantes em relagdo as
estagdes do ano, sendo os maiores registros observados durante o Inverno (1,2 x 10° UFC.g™
e 2,4 x 10° UFC.g", respectivamente) e os menores no Verdo (5,5 x 10> UFC.g" e 2,5 x 10*

UFC.g", respectivamente).

Em relacdo as densidades de Enterococcus sp. na musculatura do peixe, também nao

foram observadas diferencas significativas entre os pontos amostrados (ANOVA - p=0,99),
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porém entre as estacdes do ano, o Inverno também apresentou diferencas significativas em

relacdo a Primavera (ANOVA - p<0,05).

As densidades de Enterococcus na musculatura dos peixes capturados nos pontos 1, 2
e 3, apresentaram padrdes de variagdo semelhantes em relacdo as estacdes do ano, sendo que
no Inverno foram obtidas as maiores densidades (2,4 x 10° UFC.g'l; 3.8x 10* UFC.g’l € 6,8x
10* UFC.g'l, respectivamente) e na Primavera os menores (2,2 x 10° UFC.g'l; 32 x 10°
UFC.g" e 4,4 x 10° UFC.g", respectivamente). No ponto 4, a maior densidade também foi
observada no Inverno (2,4 x 10’ UFC.g'l), porém a menor ocorreu no Verdo (2,7 x 10°

UFC.g™).

Em relacdo as amostras de dgua, ndo ocorreram diferengas significativas nem entre
os pontos amostrados (ANOVA - p=0,18), nem tdo pouco entre as estagdes do ano (ANOVA
— p=0,28).

Nos pontos 1, 2 e 4, as amostras de agua obtidas no Inverno apresentaram as maiores
densidades de Enterococcus sp. (344 UFC.100mL"', 600 UFC.100mL™" e 600 UFC.100mL",
respectivamente), enquanto que os menores valores foram obtidos nas amostras coletadas no
Verdo (127 UFC.100mL", 144 UFC.100mL" ¢ 165 UFC.100mL", respectivamente) (Tabela
0) .

Tabela 6. Densidades de Enterococcus sp. encontradas nas diferentes partes do peixe (mutsculo e branquias) e na
agua dos pontos amostrados nas quatro estagdes do ano.
I

Amostra Estagao Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4
do Ano
Outono/14 Nao Detectado N&o Detectado Nao Detectado Nao Detectado
Branquias Inverno/14 2,4x10° 1,0x 10° 1,2x 10° 2,4x10°
(UFC.g™) Primavera/14 1,0x 10° 6,3 x 10° 5,3x 10° -
Verdo/15 1,3x 10° 2,6 x 10 5,5 x 10 2,5x 10
Outono/14 - - - -
Musculo Inverno/14 2,4x10° 3,8x 10 6,8 x 10 2,4%x10°
(UFC.g™") Primavera/14 2,2x 10° 3.2x 10° 44x%x10° 5,6 x 10°
Verdo/15 9,6 x 10° 3,4x10* 7,1x 10° 2,7x 10°
Outono/14 276 248 406 548
Agua Inverno/14 344 600 600 600
(UFC.100mL™) Primavera/14 261 489 473 191

Verdo/15 127 144 685 165
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As andlises de identificagdo das espécies do género Enterococcus, mostraram a
presenca de cinco diferentes espécies durante todo o estudo: E.faecium, E.durans, E.faecalis,
E. hirae e E.durans. Todas comumente encontradas em ambientes aquaticos. Nas quatro
estacdes do ano as cinco espécies foram encontradas, com excegdo da estagao de Verdo, onde

somente E.faecalis e E.faecium foram identificadas.

Em todos os pontos de coleta foi possivel observar que, as maiores densidades de
Enterococcus sp. foram obtidas no Inverno, sendo que os pontos 1 e 4 apresentaram padrdes
semelhantes de variacdo de densidades, com o musculo dos peixes apresentando maiores

densidades do que as branquias.

Da mesma forma, os pontos 2 e 3 apresentaram padrdes de variagcdo semelhantes,
porém as branquias apresentaram densidades maiores do que os musculos do peixe (Figura
11). Contudo, nao foram encontradas diferencas significativas entre as concentra¢des de

Enterococcus sp. no musculo e nas branquias.

Densidade de Enterococcus sp.

Ponto 1 Ponto 2
OMusculo M Brinquias OMisculo ™ Brinquias
3.0E+05 4 1.2E+05 4
2.5E+05 - 1.0E+05 -
. 2.0E+05 - 8.0E+04 -
3 3
E 1.5E+05 - o 6.0E+04 -
=) =
] =]
1.0E+03 4.0E+04
5.0E+04
2.0E+04 -
0.0E+00 —
Outono Inverno Primavera Verdo 0.0E+00 -
Outono Inverno Primavera Verdo
Ponto 3
OMisculo M Branquias ) R . Ponto 4
1 4E+05 - OMauasculo ™ Branquias
3.0E+05
1.2E+05 -
2.5E+05
1.0E+05 A
- _ 2.0E+05
ap 8.0E+04 - a0
9] O 1.5E+05 A
&= 6.0E+04 =
= S 10E+05 |
4.0E+04 -
5.0E+04
2.0E+04 -
0.0E+00 -
0.0E+00 - .
. Outono Inverno Primavera Verao
Outono Inverno Primavera Verdo

Figura 11. Densidade de Enterococcus sp. no musculo e nas branquias de exemplares de Caratinga coletados
nos quatro pontos amostrados em Itanahém, durante todas as estagdes do ano (Outono ao Verdo).

Com base nos resultados apresentados, ¢ possivel afimar que, em relacdo a
contaminagdo das branquias, os peixes capturados no ponto 4, foram os que apresentaram
maior nivel de contaminagdo de origem fecal, assim como também foi observado para as

amostras de agua. Os resultados de correlacdo também mostraram que o padrdo de variagdo
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das branquias e dos musculos foram semelhantes e estiveram positivamente relacionados,

principalmente para as bactérias E.coli e Enterococcus (Figura 12).

UFCog-1 om 1001l -1

LOEHD

—
=
m
&
oa

-1 om 1l -1

Ur(

L.OEHID

-1 om 1Ml -1

UFC

AEHD

g L UE+06 -

L.OE+H4

1.0EH)2 A

E.coli
Pomnto1

ot

ot

-1 0w 1l -1

fluiry

Ur¢

AEHO

1.OE+H)E

1.OE+H}4

1.0EH)2 A

ot

Ponto 2

ot

ot

-1 om 1l -1

UFC

ot

LEHID

Ponto 3

—

ot

-1 om 1l -1

ot

UFC

AEHIT
AEHIE 4
AEHS 4
AE+H4 4
AEHI3
AEHIZ
AEHIT

ot

AEHI0

Ponto 4

-1 on 1l -1

UFC

Cutone

*Arua

et e et et e el el e

LOE+H0

Inverno Primavera Verio

hlusculatora & Branquias

OE+HI6

E+HM4

AEHIT A

Enterococcus sp.

LEHIE

LE+H4

1.0EH2

OEHI6

ALE+H4

AOEHIT

LEHIT 4
LEHIE 4
LEHIT A
JE+I4
LEHI3
0E+H)2 -
0E+HI1 -

Ponto 1
&
& &
* * L -
Ponto 2
&
i
ok
L ] * * *
Ponto 3
ok
F
ok
* . » *
- 1 1 1 1
Ponto 4
i
&
- -
* *

Qutono Inverne Primavera Verdo

+ Arna whlusculatura & Branguias

Figura 12. Comparacio dos valores de E.coli e Enterococcus sp. encontrados na agua do rio Itanhaém, e
musculo e branquias dos peixes Eugerres brasilianus em todos os pontos amostrados (1 a 4), durante todas

as estacoes do ano.

As densidades de Enterococcus sp. na agua e nas branquias dos peixes coletados,

apresentaram-se durante o Outono ¢ Inverno, extremamente correlacionadas (coef. 0,99 e

0,98, respectivamente), ja durante a Primavera e o Verdo as analises de correlagdo

apresentaram-se negativas e baixas (Coef. -0,06 e -0,98, respectivamente) (Tabela 7).
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Tabela 7. Valores de correlagdo de pearson entre a densidade de Enterococcus sp. na agua e nas branquias dos
peixes coletados em Itanhaém, durante as estagdes do ano.

Brang-Out Bring-Inv Bring-Pri Bring-Ver Agua-Out Agua-Inv Agua-Pri Agua-Ver

Brang-Out

Brang-Inv 0.9851

Bréang-Pri -0.1480 -0.1368

Bring-Ver  -0.9637 -0.9595 -0.1177

Agua-Out  0.9988 0.9909 -0.1194 -0.9719

Agua - Inv 0.9966 0.9881 -0.0732 -0.9817 0.9989

Agua - Pri 0.9962 0.9828 -0.0615 -0.9830 0.9977 0.9995
Agua-Ver 09919 0.9886 -0.0364 -0.9880 0.9963 0.9989 0.9980

*Branq=Branquias, Out=Outono, Inv=Inverno, Pri=Primavera e Ver=Verdo

Os resultados da correlacao entre as densidades de Enterococcus sp. na agua e no
musculo do peixe, mostraram a existéncia de correlacdo alta e positiva no Outono, Inverno e
Primavera (coef. 0,99; coef. 0,97 e coef. 0,56, respectivamente), ¢ durante o Inverno a
correlagdo entre a agua e musculo dos peixes também foi alta, porém negativa (coef. -0,99)

(Tabela 8).

Tabela 8. Valores de correlagdo de pearson entre a densidade de Enterococcus sp. na agua e na muasculatura dos
peixes durante as estagdes do ano.

Mus - Out Mus-Inv Mus-Pri Mus- Ver Agua-Out Agua-Inv Agua-Pri Agua-Ver

Mus - Out

Mus - Inv 0.9597

Mus - Pri 0.5192 0.7200

Mus - Ver -0.9781 -0.9966 -0.6799

Agua-Out 0.9987 0.9721 0.5623 -0.9873

Agua-Inv 0.9979 0.9751 0.5739 -0.9894 0.9999

Agua-Pri 0.9985 0.9735 0.5617 -0.9879 0.9999 0.9998

Agua-Ver 0.9917 0.9878 0.6195 -0.9967 0.9968 0.9977 0.9972

*Mus=Musculo, Out=Outono, Inv=Inverno, Pri=Primavera ¢ Ver=Verao

6.4 Staphylococcus aureus (S.aureus)

Os resultados das densidades de S.aureus encontrados na dgua, na musculatura e nas
branquias dos peixes capturados nos diferentes pontos amostrados durante todo o periodo de

estudo estdo apresentados na Tabela 9.

Levando-se em consideracdo o limite estabelecido pela ANVISA (RDC 12/01) para

Staphylococcus coagulase positivos em amostras de pescado, as densidades de S.aureus
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encontradas nas branquias dos peixes, durante todo o periodo de estudo, apresentaram valores
maiores do que o permitido pela legislagdo (< 10* UFG.g™). Ndo foram observadas diferencas
significativas nas densidades de Staphylococcus entre os pontos amostrados (ANOVA -
p=0,90), porém entre as estacdes do ano, foram obtidas diferencas significativas entre o

Inverno e a Primavera (ANOVA — p<0,05).

A bactéria S.aureus foi observada em abundancia somente na Primavera, no qual

variou entre 2,5 x 10* UFC.g'(Ponto 3) e 8,0 x 10° UFC.g" (Ponto 4).

Da mesma forma que foi observado para as branquias, a densidade de S.aureus
encontrada nos musculos dos peixes foi maior do que os limites estabelecidos pela legislagao
vigente (RDC 12/01), durante todo o periodo de estudo, sendo calssificados como improprios

para 0 consumeo.

Em relagdao as densidades de S.aureus na musculatura do exemplares de peixe
capturados, ndo foram observadas diferengas significativas nem entre os pontos amostrados

(ANOVA - p=0,80), nem entre as estacoes do ano (ANOVA - p=0,29).

No ponto 1, ndo foi detectada a presenca de S. aureus na musculatura dos peixes
capturados no Outono e no Inverno, sendo que a maior densidade foi obtida nos exemplares
coletados na Primavera (1,3 x 10° UFC.g") e o menor naqueles coletados no Veréo (1,5 x 10
UFC.g") (Tabela 9). O ponto 2 foi o que apresentou maiores densidades de S. aureus na
musculatura dos peixes , com o maior valor no Inverno (1,7 x 10° UFC.g™"), e o menor no
Verdo (1,0 x 10* UFC.g'l). No ponto 3, a maior densidade de S. aureus também foi obtida na
musculatura dos peixes coletados no Inverno (1,0 x 10° UFC.g™) e a menor no Outono (8,2 x
10° UFC.g™"). Ja no ponto 4, a maior densidade foi observada na musculatura dos peixes
coletados no Outono (1,2 x 10° UFC.g") e a menor naqueles coletados no Verdo (1,0 x 10

UFC.g™h).

Nas amostras de dgua, a ocorréncia de S.aureus foi baixa , sendo observada em maior
numero somente nos pontos 1 e 2 durante todo o periodo de estudo. No ponto 1, a maior
densidade foi observada no Verdo (336 UFC.100mL™") e a menor no Outono (40 UFC.100mL"

1. No ponto 2, S.aureus foi somente detectada no Verdo com densidade de 153 UFC.100mL"
1



Tabela 9. Densidades de Staphylococcus aureus encontradas nas diferentes

branquias) e na agua dos pontos amostrados nas quatro estacdes do ano.
_
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partes do peixe (musculo e

Amostra Estacao Ponto 1 Ponto 2 Ponto3 Ponto 4
do Ano
Outono/14 <1 <1 <1 <1
A 1. Inverno/14 <1 <1 <1 6,8x 10°
Branquias (UFC.g") . overa/14 48x10°  34x10°  2.5x10° 8.0x 10°
Verdo/15 <1 1,3x 10* <1 <1
Outono/14 <1 1,2x 10* 82x10° 12x10°
Musculo Inverno/14 <1 1,7x 10° 1,0x 10° <1
(UFC.g™) Primavera/14 1,3 x 10° 1,1 x 10° 58x10* 6,4x10*
Verdo/15 1,5x 10* 1,0x 10* <1 1,0 x 10*
Outono/14 40 Nao Detectada <1 <1
. 1. Inverno/14 144 Naéo Detectada 5 <1
Agua (UFCI00mL™) &0 vera/l4 66 NioDetectada <1 <1
Verdo/15 336 153 <1 <1

Foi possivel observar que, na maior parte das amostras do presente estudo, a densidade

de S.aureus no musculo foi maior do que a encontrada nas branquias (Figura 13). Porém,

somente no ponto 4 foi encontrada diferenga significativa entre as duas entruturas do peixe

(ANOVA — p < 0,05).

Densidade de Staphylococcus aureus
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Figura 13. Densidade de Staphylococcus aureus no masculo € nas branquias da Caratinga nos quatro pontos

amostrados durante todas as esta¢des do ano (Outono ao Verdo).
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Apesar da baixa ocorréncia, as densidades de S.aureus na 4gua e nas branquias dos
peixes coletados, apresentaram alta correlacdo possitiva durante o Outono, Inverno e
Primavera (coef. 0,99; coef. 0,98 e coef.0,99, respectivamente). J4 no Verdo a densidade de
S.aureus na agua e nas branquias foram altas, porém a correlagdo foi negativa (coef. -0,99)

(Tabela 10).

Tabela 10. Valores de correlagdo de pearson entre a densidade de S.aureus na agua e nas branquias dos peixes
durante as estagdes do ano.

Brang-Out Bring-Inv Bring-Pri Bring-Ver Agua-Out Agua-Inv Agua-Pri Agua-Ver

Briang-Out

Bréang-Inv 0.9857

Brang-Pri 0.9995 0.9866

Bring-Ver  -0.9994 -0.9867 -1.0000

Agua-Out  0.9998 0.9841 0.9998 -0.9997

Agua - Inv 0.9989 0.9802 0.9994 -0.9993 0.9996

Agua - Pri 0.9996 0.9829 0.9997 -0.9997 0.9999 0.9998
Agua-Ver 09883 0.9615 0.9911 -0.9914 0.9909 0.9944 0.9923

*Branq=Branquias, Out=Outono, Inv=Inverno, Pri=Primavera e Ver=Verao

J4 as correlacdes entre as densidades de S.aureus na 4gua e no musculo dos peixes
coletados durante o Outono ¢ o Inverno foram baixas e negativas (coef. - 0,22 ¢ -0,62,
respectivamente). No Verdo e na Primavera foram observadas correlagdes altas e positivas
entre as densidades de S.aureus nos musculos dos exemplares de peixes e nas amostras de

agua (coef. 0,92 e 0,86, respectivamente) (Tabela 11).

Tabela 11. Matriz de correlagdo de pearson entre a densidade de S.aureus. na dgua e na musculatura dos peixes
durante as estagdes do ano.

Mus - Out Mus -Inv Mus-Pri Mus - Ver Agua-Out Agua-Inv Agua-Pri Agua-Ver

Mus - Out

Mus - Inv -0.5984

Mus - Pri -0.4441 -0.4506

Mus - Ver 0.0750 -0.8302 0.8536

Agua-Out -0.2221 -0.6227 0.9277 0.8624

Agua-Inv -0.2236 -0.6217 0.9284 0.8624 1.0000

Agua-Pri -0.2229 -0.6224 0.9282 0.8627 1.0000 1.0000

Agua-Ver -0.2331 -0.6174 0.9349 0.8661 0.9998 0.9998 0.9998

*Mus=Musculo, Out=0utono, Inv=Inverno, Pri=Primavera e Ver=Verao
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6.5 Densidades microbianas e as variaveis ambientais

No ponto 1, as correlagdes entre a densidade de Enterococcus sp. na d4gua com o teor
de Oxigénio Dissolvido e, a densidade de Enterococcus sp. nas branquias dos peixes com o
teor de Oxigénio Dissolvido, foram altas e positivas (coef. 0,96 e 0,71, respectivamente) bem
como aquelas correlagdes entre as densidades bacterians do musculo e das branquias com a

salinidade (coef. 0,84 ¢ 0,82).

Em relagao a E.coli, a densidade nas branquias dos peixes coletados, apresentou
correlagdo positiva com os valores de pH e de salinidade da agua (coef. 0,77 e 0,92,
respectivamente). J4 a densidade de E. coli nos musculos dos peixes mostrou correlagido

positiva e alta apenas com a salinidade (coef. 0,92).

A densidade de S.aureus na agua apresentou correlagdo positiva com a temperatura

(coef.- 0,94), porém negativa em relagdo ao O.D (coef. — 0,73) (Tabela 12).

Tabela 12. Matriz de Correlacdo (Pearson) entre os pardmetros ambientais e as densidade bacterianas
encontradas no ponto 1.

O.D Temp. pH Sal. E.C-B E.C-M E.C-A E.T-B E.T-M E.T-A S.A-B S.A-M_ S.A-A

0.D

Temp. -0.78

pH -0.01 0.63

Sal. 032 022 0.76

E.C-B 0.57 0.03 0.77 0.92

E.C-M 0.01 038 0.63 0.92 0.70

E.C-A 0.03 -0.02 0.01 0.58 0.29 0.78

E.-T-B 0.71 -0.37 0.31 0.82 082 0.69 0.65

E-T-M 0.69 -0.34 0.33 0.84 0.83 0.71 0.66  1.00

ET-A 096 -091 -0.27 0.17 038 -0.07 0.14 0.67 0.65

S.A-B 025 -0.04 024 -026 0.08 -0.57 -093 -0.33 -0.34 0.07
S.A-M 0.16 0.07 030 -0.25 0.07 -0.54 -093 -0.38 -039 -0.04 0.99
S.A-A -0.73 094 0.60 041 0.13 0.63 0.33 -0.12 -0.09 -0.82 -0.36 -0.26

*0.D-Oxigénio Dissolvido, Temp.-Temperatura, Sal-Salinidade, E.C-E.coli, E.T-Enterococcus sp., S.A-S.aureus, A—Agua,
M-Musculo, B-Branquias.

No ponto 2, as densidades de E.coli nas branquias apresentaram correlagdo positiva
com o pH (coef. 0,89), as densidades no musculo mostraram correlagdo com o OD e a
salinidade (coef. 0,72 ¢ 0,77), e as densidades bacterianas na agua apresentaram correlagido

alta e positiva com a salinidade (coef. 0,95).

Ja& em relacdo a Enterococcus sp., as densidades nas branquias apresentaram
correlagdo positiva com a salinidade (coef. 0,87), as densidades no musculo estiveram
correlacionadas com o pH e com a salinidade (coef. 0,71 ¢ 0,99, respectivamente) ¢ as

densidades nas amostras de agua mostraram corregao alta ¢ positiva com o OD (coef. 0,97). A
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densidade de S.aureus no musculo apresentou correlagdo positiva em relagdo ao oxigénio

dissolvido (coef. 0,92), e na agua com a temperatura (coef. 0,96) (Tabela 13).

Tabela 13. Matriz de Correlagdo (Pearson) entre os parametros ambientais e as densidade bacterianas
encontradas no ponto 2.

O.D Temp. pH Sal. E.C-B E.C-M E.C-A E.T-B E.T-M E.T-A S.A-B S.A-M_S.A-A

0.D

Temp. -0.73

pH 0.10  0.60

Sal. 0.14 031 0.66

E.C-B 0.09 055 0.89 0.24

E.C-M 0.72 -033 039 0.77 0.06

E.C-A 027 003 040 095 -0.05 0.86

E-T-B 0.60 -0.15 0.51 0.87 0.15 0.98  0.92

E.T-M 0.03 044 071 0.99 031 0.68 090 0.80

ET-A 097 -056 031 021 032 0.71 0.27 0.62 0.12

S.A-B -0.06 035 040 -043 077 -048 -0.67 -046 -0.35 0.11
S.A-M 092 041 048 039 043 0.78 040 0.73 031 098 0.10
S.A-A  -0.83 096 044 036 031 -032 0.13 -0.14 048 -0.71 0.10 -0.55

*0.D-Oxigénio Dissolvido, Temp.-Temperatura, Sal-Salinidade, E.C-E.coli, E.T-Enterococcus sp., S.A-S.aureus, A-Agua,
M-Musculo, B-Branquias.

No ponto 3, as densidades de E.coli nas branquias também apresentaram correlagdo
positiva com o pH (coef. 0,88), as densidades no musculo mostraram correlagdio com a
salinidade (coef. 0,92), e a 4gua apresentou correlagao alta e positiva com a temperatura (Coef.

0,86), porém correlagdo negativa com o OD (coef. -0,83).

Ja em relagdo a Enterococcus sp., nas branquias € no musculo apresentaram correlagao
positiva com a salinidade (coef. 0,85 e 0,88, respectivamente),e a agua com o pH (coef, 0,84).
A densidade de S.aureus nas branquias apresentou correlagao positiva com o OD (coef. 0,79),
porém negativa com a salinidade (coef. -0,71), o musculo apresentou correlagdo positiva

também com o OD (coef. 0,96) e na agua com a Salinidade (coef. 0,87) (Tabela 14).

Tabela 14. Matriz de Correlagdo (Pearson) entre os pardmetros ambientais e as densidade bacterianas
encontradas no ponto 3.

O.D Temp. pH Sal. E.C-B E.C-M E.C-A E.T-B ET-M E.T-A S.A-B S.A-M S.A-A

0.D

Temp. -0.48

pH 0.09 0.75

Sal. -0.22 -0.04 0.23

E.C-B 056 038 0.88 0.13

E.C-M 0.00 0.15 0.57 0.92 0.51

E.C-A -0.83 086 048 0.27 0.00 0.27

E.T-B 032 -0.37 0.18 0.85 035 0.86 -0.22

E.T-M 0.27 -0.28 0.26 0.88 0.39 0.90 -0.14  1.00

E.T-A -037 077 0.84 059 0.54 0.75 0.78 031 039

S.A-B 079 -0.05 020 -0.71 052 -043 -0.55 -030 -032 -0.36
S.A-M 0.74 -047 022 049 057 0.63 -0.56 0.87 0.85 0.06  0.20
S.A-A 028 -0.37 0.17 0.87 032 0.86 -0.20 1.00 1.00 0.31 -033 0.85

*0.D-Oxigénio Dissolvido, Temp.-Temperatura, Sal-Salinidade, E.C-E.coli, E.T-Enterococcus sp., S.A-S.aureus, A-Agua,
M-Musculo, B-Branquias.
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No ponto 4, a densidade de E.coli no musculo e na agua apresentaram correlagao
positiva com a temperatura (coef. 0,83 e 0,75), e a agua apresentou correlagdo negativa com a
salinidade (coef. - 0,87). Enterococcus sp. na agua apresentou correlagao positiva com o OD
(coef. 0,99), e negativa com a temperatura (coef, -0,79). A densidade de S.aureus no musculo
apresentou correlagdo negativa com o pH (coef. -0,86) (Tabela 15).

Tabela 15. Matriz de Correlagdo (Pearson) entre os pardmetros ambientais e as densidade bacterianas
encontradas no ponto 4.

O.D Temp. pH Sal. E.C-B E.C-M E.C-A E.T-B ET-M E.T-A S.A-B S.A-M

0.D

Temp. -0.85

pH -0.57 0.55

Sal. 0.04 -0.33 0.59

E.C-B 0.25 0.10 0.55 0.30

E.C-M -0.44 0.83 0.55 -0.30 0.60

E.C-A -0.46 0.75 -0.11 -0.87 -0.12 0.67

E.T-B 054 -0.28 036 046 0.93 0.25 -0.43

E.-T-M 0.58 -0.36 033 052 0.88 0.15 -0.52 099

E.T-A 099 -0.79 -0.52 0.02 034 -034 -041 0.60 0.64
S.A-B -046 -0.06 035 0.65 -046 -048 -0.51 -0.37 -031 -0.53
S.A-M  0.28 -0.52 -0.86 -0.33 -0.86 -0.79 -0.07 -0.65 -0.59 0.18 0.17

*#0.D-Oxigénio Dissolvido, Temp.-Temperatura, Sal-Salinidade, E.C-E.coli, E.T-Enterococcus sp., S.A-S.aureus, A-Agua,
M-Misculo, B-Branquias.

No geral, entre todos os parametros analisados, a salinidade apresentou forte
correlagdo com a densidade de E.coli e de Enterococcus sp. em todos os pontos e, as
densidades de S.aureus mostraram alta correlagdo com o oxigénio dissolvido. Também foi
possivel observar que a temperatura mostrou maior correlagio com a densidade de E.coli,
principalmente no ponto 4. Em relacdo ao pH, as correlagdes encontradas se apresentaram em

grande parte da andlise altas e positivas.
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7 DISCUSSAO

Os ecossistemas estuarinos representam um dos mais heterogéneos ambientes
costeiros em relacdo as variagdes dos fatores fisicos e quimicos, sendo eles influenciados
tanto pelas aguas do rio como pelas do mar, além da interferéncia da climatologia local, que
pode ocasionar rapidas flutuagdes nos parametros hidroldgicos e bioldgicos (GREGO et al.,

2004).

Em regides tropicais e subtropicais o regime pluviométrico parece ser um dos
principais fatores que define as variacdes de um sistema estuarino, além das condig¢des

fisiograficas e hidrograficas reinantes em cada area (SASSI, 1991).

No estuario de Itanhaém, Quifiones (2000) verificou que os aspectos climatologicos da
regido influénciam diretamente o corpo d’agua, e que a distribuicdo das chuvas parece ser
influénciada pela sazonalidade, com uma precipitacao mais intensa nos meses de verdo e um

periodo de baixa ocorréncia no inverno.

Os resultados de temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido da agua, encontrados
durante este estudo, apresentaram variagdes influénciadas pela sazonalidade. As maiores
temperaturas foram observadas durante o verdo e as menores durante o periodo de
outono/inverno. A salinidade mostrou-se mais relacionada com o regime de chuvas, com os
maiores registros observados durante o inverno, periodo de baixa precipitacdo, € os menores
registros durante o verao, periodo de alta precipitacdo. De fato, segundo Souza-Pereira e
Camargo (2004) no estudrio do rio Itanhaém, os maiores valores de salinidade, no inverno,
estdo relacionados a maior influéncia marinha devido aos menores valores de precipitagdo

pluviométrica nesta época do ano.

Ja o oxigénio dissolvido pareceu ter sido influénciado pelas altas temperaturas, com os
menores registros no verao, € 0os maiores no inverno. Semelhante ao que foi observado por
Sartori e Nogueira (1998), que perceberam uma flutuacdo sazonal em que os valores de

oxigénio sdo mais baixos no periodo do verdo, e mais elevados no outono e inverno.

O pH tende a elevar-se com a subida da maré, uma vez que o pH da dgua do mar em
Itanhaém, ¢ da ordem de 8,5. Com a mar¢ baixa, o pH desce por influéncia do proprio rio, que
atravessa areas de densa vegetacdo, que por decomposicao, o enriquece em acidos humicos.

Assim o pH dos diversos pontos do estuario esta, primariamente, na dependéncia do grau de
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mistura proporcionado pela maré (QUINONES, 2000). Além disso, o lodo do manguezal ¢é
um ambiente de alta atividade bioldgica, produzindo gas carbdnico, acido sulfidrico, acidos
organicos, tendendo a baixar o pH na maré baixa. Justificando os valores baixos encontrados

durante o Outono/14, no qual as coletas ocorreram na maré vazante (baixa).

A sobrevivéncia de bactérias fecais no ambiente aquatico ¢ determinada pela variagao
destes parametros ambientais, ¢ além dessas variantes, a maré também tem grande influéncia
da hidrodinadmica local, provocando a dispersdo desses microrganismos € consequentemente

variando a sua densidade no ambiente (DOI et al., 2014).

No outono e no inverno, estagdes do ano nas quais a precipitacao ¢ baixa, a salinidade
¢ maior, ¢ ndo ocorrem aumentos significativos da carga organica langada nos corpos
hidricos, a relagdo direta entre as densidades bacterianas da dgua e das estruturas de peixes
fica mais evidente. Nas estacdes do ano com maior precipitagdo e aumento da descarga de
efluentes organicos (verdo), os interferentes tanto quimicos quanto bioldgicos estdo em
grandes concentracdes, o que desequilibra o sistema alterando a relagdo direta entre a
contaminagdo da 4gua e a contaminagdo do pescado que nela vive, tornando-se muito menos

evidente, “mascarando os resultados”.

De modo geral, quanto mais poluido o ambiente aquatico, maior a diversidade da
microbiota que pode ser encontrada nos peixes, incluindo espécies patogénicas para humanos.
Por serem uma fonte de alimento amplamente consumida pela populacao, a contaminagdo de
peixes pode trazer grandes problemas de saude publica (BURAS et al., 1987, EL-SHAFALI et
al., 2004). Contudo, diversos estudos ja relataram encontrar numeros mais elevados de
bactérias nos peixes do que no ambiente aquatico onde estavam inseridos, ndo encontrando
relagdo direta da contaminagdo aquatica com a contaminag¢do dos peixes (BURAS et al.,
1985; OGBONDEMINU e OKOYE, 1992; EL-SHAFALI et al., 2004; LOREZON, 2009;
ALEXOPOULOS et al., 2011).

No presente estudo, a semelhanca do que foi observados nos trabalhos listados acima,
as densidades bacterianas nos peixes foram mais elevadas do que aquelas obtidas para a agua.
Enquanto a concentra¢do média para as trés bactérias analisadas na agua (E.coli,
Enterococcus sp. e S.aureus) variou entre 4,0 x 10" € 8,0 x 10> UFC.100mL"! enquanto que,
nas branquias e no musculo, as concentracao desta bactéria variaram de 4,6 x 10 UFC.g'1 a

8,8 x 10° UFC.g", respectivamente. As anélises de correlagio demonstraram que a densidade
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bacteriana nos peixes esta diretamente correlacionada com as densidade de bactérias na dgua

circundante, principalmente nas estagdes de outono-inverno.

De maneira geral, entre as trés bactérias encontradas na agua, a E.coli foi a mais
abundante em praticamente todo o periodo de estudo, mesmo nos pontos nos quais a
salinidade foi maior, principalmente no verdo e no outono. Depois da E. coli, as maiores
densidades obtidas foram, em ordem decrescente, de Enterococcus sp. e de S.aureus.
Densidades de E. coli foram maiores que a de Enterococcus, em todos os pontos de coleta no
Verdo e¢ na maioria dos pontos no Outono. Apenas na primavera as densidades de
Enterococcus foram superiores que as de E. coli. Na primavera e¢ no verdo, a E.coli se
apresentou mais abundante, em comparagdo as demais estagdes analisadas, o que pode estar
relacionado com o periodo chuvoso e com o aumento populacional na alta temporada no caso
do verdo. Densidades superiores de E. coli durante o verdo, inclusive nos pontos com maior
salinidade, demonstram que a adaptagao desta bactéria em meio salino pode proporcionar um

aumento da sobrevivéncia delas em aguas mais salinas (MUNRO et al., 1987).

As densidade de E. coli obtidas no presente estudo, analisadas de acordo com a
legislagdo vigente (CONAMA 357/05), que utiliza a densidade de E.coli para avaliar a
qualidade microbioldgica da d4gua, mostrou que as aguas do Rio Itanhaém estiveram dentro
do limite estabelecido, ou seja, ndo apresentaram valores superiores a 800 UFC.100mL"

(CETESB, 2013), durante todo o periodo de estudo.

Embora na legislagdo pertinente a qualidade e a classificagdo dos corpos hidricos
(CONAMA 357/05), considere como pardmetros microbiologicos apenas a determinacdo das
densidades de coliformes termtolerantes e de E. coli, a legislagdo que diz respeito a avaliagdo
da qualidade das aguas recreacionais (CONAMA 274/00) considera como indicador
microbiolégico da qualidade de aguas marinhas, a densidade de bactérias do género
Enterococcus. Deste modo, como no caso deste estudo as coletas foram feitas em aguas
salobras e salinas, se considerarmos o limite da densidade de Enterococcus sp., estabelecido
pela CONAMA 274/00 (< 400 UFC 100ml™") para avaliar a qualidade das 4guas salobras e
salinas, os valores obtidos neste estudo ultrapassariam os valores permitidos, e, neste caso, o
rio seria classificado como improprio, diferentemente da classificagdo obtida com base nas

densidades de E. coli.
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A presenca de E.faecium e E.faecalis durante todo o estudo confirmam a
contaminagdo de origem fecal, ndo s6 do peixe como também da agua, pois estas duas
espécies de bactérias fazem parte da microbiota do trato gastrointestinal de humanos (USEPA,

2000).

De fato, diversos estudos apontaram o género Enterococcus como o melhor indicador
microbioldgico para classificagdo de corpos hidricos (FATTAL et al., 1987; CABELLI et al.,
1982; OLIVEIRA e PINHATA, 2007; DUARTE, 2011), uma vez que as bactérias deste
género apresentam maior tempo de sobrevivéncia e maior resisténcia a salinidade, quando
comparado com E.coli. Além disso, alguns destes estudos demonstraram a existéncia de uma
correlagdo positiva maior entre as densidades de Enterococcus sp. e a ocorréncia de doengas
gastrointestinais, comparativamente as densidades de coliformes termotolerantes (CABELLI

etal., 1982; DUARTE, 2011).

A legislacdo brasileira também ndo determina o uso de microrganismos de origem
ndo-fecal, como é o caso da bactérias Staphylococcus aureus, para avaliar a qualidade
microbioldgica da dgua (BRASIL, 2005). Porém, alguns estudos tem relatado a importancia
do uso destes microrganismos na avaliagdo da qualidade da dgua, sendo a determinagdo de
suas densidades, complementares a determina¢do das densidades de bactérias de origem fecal,
uma vez que bactérias da espécie S. aureus podem causar graves problemas de saude em
humanos (TOOD, 1977; VERHOEF, 1981; HAGLER, 1986,1990). S.aureus ¢ um importante
patogeno humano, sendo considerado o principal agente etiolégico de doengas transmitidas
por aguas contaminadas por animais, pessoas doentes, portadores assintomaticos e descarte de
efluentes domésticos, podendo ser um O6timo indicador microbioldgico da contaminagao

aquatica (GONZALES e PARANHOS, 2010).

Neste estudo, por mais que ndo tenham apresentado densidades elevadas, a presenca
de S.aureus nas aguas do rio Itanhém deve ser considerada de suma importancia, uma vez que
podem contaminar ndo somente as pessoas que entram em contato direto com a agua, mas
também os peixes e outros organismos que serdo consumidos pelo homem. Os maiores
valores observados ocorreram durante o verdo e podem ser explicados pelo aumento
populacional na época de alta temporada, que leva ao aumento da quantidade de carga
organica langada nos corpos hidricos e, consequentemente ao aumento da inser¢ao deste

patdogeno na agua.
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Em relagdo aos pontos amostrados, apesar de ndo terem sido encontradas diferencas
estatisticas entre eles, para todas as bactérias analisadas, os valores das densidades de E.coli e
de Enterococcus sp., apontaram o ponto 4 como o mais contaminado durante o estudo, o que
pode estar relacionado com a sua localizagao proxima a foz do estudrio e a jusante de varios
pontos de contaminag¢do ao longo do rio, podendo, sob a influéncia da maré, receber poluentes

provenientes tanto do rio quanto das d4guas marinhas.

Ja S.aureus foi mais abundante no ponto 1, o que pode estar relacionado com a sua
proximidade a ETE-Anchieta, e ao fato desta bactéria ser mais resistente aos tratamentos
realizados no esgoto comparativamente a E. coli e a Enterococcus sp. (HAGLER, 1990;
GONZALES e PARANHOS, 2010).

As densidades de bactérias obtidas nas amostras de agua, no presente estudo, por mais
que tenham permanecido dentro dos limites estabelecidos pela legislagao vigente (CONAMA
357/05 para Aguas Salobras de classe II), tiveram grande influéncia nas densidade de
bactérias encontrada nas diferentes estruturas dos peixes da espécie analisada (Eugerres
brasilianus, Curvier 1830), uma vez que a agua ¢ considerada como a principal veiculadora
de bactérias ndo s6 aos humanos, mas também aos peixes (BROWN e DORN, 1977;

CABELLI et al., 1982; PAL e DASGUPTA, 1992; GOMES, 2007; MARQUES et al., 2011).

O peixes podem albergar naturalmente uma vasta gama de bactérias, principalmente
na pele, que também podem ser comumente encontradas na agua. Porém, as bactérias de
origem fecal, como E.coli e Entetococcus, ndo sdo habitantes comuns da flora intestinal dos
peixes, sendo sua presenca atrelada a contaminagdo por fezes humanas ou de outros animais
de sangue quente na agua de captura (EL-SHAFAI et al., 2004; GUZMAN et al., 2004).
Deste modo ¢ possivel afirmar que, as bactérias E. coli e a maioria das epécies do género
Enterococcus sp. (E. faecalis e E. faecium), presentes nas estruturas dos peixes estudados,

vieram com certeza da agua.

A lesgilacdo da ANVISA que trata da qualidade microbioldgica de alimentos (RDC
12/01) ndo utiliza bactérias de origem exclusivamente fecal, como ¢ o caso da E. coli e de
algumas espécies de Enterococcus, para avaliar a qualidade microbiologica do pescado,
sendo utilizados como parametros microbiologicos apenas as densidades de Salmonella sp. e
de Estafilococos coagulase positivos, cujos limites sdo de auséncia para Salmonella e de até

10°g™" de pescado para Estafilococos. Contudo, diversos estudos ja tem relatado a importancia
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da avaliacdo dos microrganismos indicadores de contaminagdo fecal, principalmente em
produtos de pesca, que sdo retirados de ambientes possivelmente contaminados (CABELLI et
al., 1982; INGHAM e SCHMIDT, 2000; EL-SHAFAI et al., 2004; GUZMAN et al., 2004;
CUNHA E SILVA, 2006; AMARAL, 2007; GOMES, 2007; GONZALES ¢ PARANHOS,
2010; MARTINEZ e OLIVEIRA, 2010). Tendo em vista que, a presenca de bactérias
indicadoras de contaminagdo fecal em dgua e alimentos, indica a possibilidade também da
presenca de microrganismos patogé€nicos, o consumo de alimentos contaminados com

microrganismos de origem fecal pode provocar graves problemas a satide do consumidor.

Dentre as estruturas internas do peixe, as branquias e o trato intestinal sio comumente
encontrados como os mais contaminados (BURAS et al., 1985,1987; EL-SHAFALI et al.,
2004; GUZMAN et al., 2004; LOREZON, 2009; GONZALES ¢ PARANHOS, 2010). El-
Shafai et al. (2004), em seus estudos com tilapias criadas em diferentes viveiros contaminados
com efluente, encontraram a contaminag¢do das bactérias de origem fecal nos peixes ordenadas
em trato gastrintestinal > branquias > pele > musculo. Lorezon (2009) também encontrou
ordenacao semelhante, trato gastrintestinal > pele > musculo, em seu trabalho com carpas

também expostas a cargas de efluentes domésticos.

Ogawa ¢ Maia (1999), Guzman et al. (2004), El-Shafai et al. (2004) e Lorezon (2009)
em seus estudos com carpas e tilapias expostas a efluentes tratados e ndo tratados, detectaram
que o musculo, 6rgdos e liquido corporal de peixes vivos sauddveis estavam livres de
microrganismos, enquanto que a pele e as branquias, por estarem em contato direto com a
agua, apresentaram um razoavel nivel de contaminagdo. Porém Buras et al. (1985, 1987) e
Gonzales e Paranhos (2010), observaram que, a partir de um certo limiar, que representa o
limite dos mecanismos de defesa imunoldgica do peixe, os patdogenos eram capazes de
penetrar no musculo, e esta capacidade ¢ dependente da espécie bacteriana, da espécie de

peixe e tempo de exposi¢io (BURAS et al., 1985,1987; GUZMAN et al., 2004).

Grande parte dos estudos foram realizados com carpas e tilapias provenientes de
tanques de criagdo (BURAS et al., 1985,1987; OGBONDEMINU e OKOYE, 1992; PAL ¢
DASGUPTA, 1992; EL-SHAFAI et al., 2004; GUZMAN et al., 2004; LOREZON, 2009), as
quais foram expostas a varidveis controladas em laboratorio, bem como a descarga de
poluentes. Pouquissimos estudos foram realizados com os peixes em seus ambientes naturais,
nao sendo possivel prever o limiar de concentragao do patdgeno que poderia afetar o musculo

do peixe.
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Neste estudo, apesar de nao terem sido encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre as densidades bacterianas detectadas nas branquias e detectadas nos
musculos, foi possivel observar que as branquias em grande parte do periodo andlisado,
apresentaram maior contagem de bactérias em relagdo ao musculo, ordenacao semelhante aos
estudos ja citados. De acordo com Arellano et al. (1999), a alta contaminagdo bacteriana das
branquias em relagdo aos demais 6rgdos deve-se primeiramente ao fato destas estruturas
estarem em contato direto e continuo com a agua, ¢ também por apresentarem alta razao
superficie/volume, o que favorece a fixacdo de bactérias. Este autor ainda considera que as
branquias, em pouco tempo de exposicdo podem albergar altas taxas de microrganismos,

sendo consideradas o6timas estruturas indicadoras de contaminacao.

No presente estudo contudo, as densidades de bactérias nas branquias e nos musculos
apresentaram-se bastante correlacionados e, as diferencas encontradas, podem estar
relacionadas com o fato das branquias acumularem mais rapidamente as bactérias, ja que sdo
estruturas filtradoras. Buras et al. (1987), verificaram em seus estudos, que os picos na
concentracdo de bactérias na dgua foram detectados apos duas semanas, no rim e no figado
dos peixes, e, apOs cinco semanas no musculo, sugerindo que as concentracdes bacterianas

nas aguas irdo refletir nas estruturas corporais dos peixes apenas algumas semanas depois.

As andlises de correlagdo também foram utilizadas para determinar as relagdes
existentes entre as densidades bacterianas da 4gua e das estruturas dos peixes com as variaveis
ambientais e estas demonstraram que a Salinidade esteve diretamente correlacionadas com as
densidades bacterianas. O pH também apresentou correlacdo positiva em relacdo as
densidades bacterianas da agua e das estruturas dos peixes, confirmando que os baixos valores
encontrados durante o Outono influénciaram na densidade de bactérias, principalmente na
agua. Segundo Maier (1987), a diminui¢ao no pH pode estar relacionada ao aumento no teor
de matérias organica que leva, conseqiientemente, queda na quantidade de oxigénio dissolvido

no corpo d’agua, influénciando no crescimento bacteriano.

No geral, a densidade de bactérias foi maior nos peixes do que na agua, e as diferencas
encontradas entre as branquias e os musculos comprovaram que o acumulo de bactérias no
corpo da espécie Eugerres brasilianus é semelhante as carpas ¢ tilapias, ou seja, maior nas

branquias do que no musculo.
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Neste estudo, embora de acordo com a Resolugdo CONAMA 357/05 (que considera as
densidades de E. coli) as densidades bacterianas estivessem dentro dos limites estabelecidos
pela legislagao, o peixe retirado dela nao atendeu aos critérios estabalecidos pela ANVISA
(RDC 12/01), sendo classificado com improprio ao consumo .Ja se fossem considerados os
limites para as densidades de Enterococcus sp., estabelecidos pela Resolugio CONAMA

274/00, ndo s6 os peixes, mas também as dguas estariam acima dos limites aceitaveis.

Os resultados obtidos tornam evidente a importancia da utilizagdo das bactérias do
género Enteroccus como indicadoras, tanto da qualidade microbiologica de 4guas marinhas e
salobras, quanto para os organismos retirados destes ambientes e utilizados para o consumo
humano. Do mesmo modo, ficou evidente também a importancia do uso de outras bactérias,
de origem nao fecal, como ¢ o caso de S. aureus, para complementar a avaliacdo e os estudos

da qualidade microbioldgica da 4gua e de alimentos provenientes delas.
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CONCLUSOES
Com os resultados encontrados durante o estudo ficou evidente que:

e Durante todo ano as variagdes ambientais foram semelhantes as observadas em
ambientes estuarinos e semelhante ao que ja foi observado para estudrio do rio
Itanhaém;

e Durante o ano de 2014 e inicio de 2015, a agua do estudrio ndo se apresentou acima
dos limites estabelecidos pela legislagdo vigente, a partir da contagem de E.coli;

e A contagem das outras bactérias na 4gua também mostrou, assim como outros estudos
relatados neste trabalho, a importancia delas quanto a contamina¢do microbiologica de
qualidade da agua;

e A densidade microbioldgica de S.aureus nos peixes mostrou que a espécie do estudo
estd inapta para consumo, de acordo com a legislagdo vigente;

e Que para a espécie Eugerres brasilianus, a contaminagdo de suas estruturas seguem
padrao normalmente observado para outros peixes, com as branquias apresentando
maior concentracao bacteriana em relagao ao musculo;

e Com as concentragdes encontradas no peixe, também ficou evidente a importancia da
contagem de microrganismos de origem fecal nos produtos alimentares,
principalmente nos provenientes da agua;

e O estudrio do rio Itanhaém, possui alta capacidade de dispersdo dos microrganismos
de origem fecal e ndo-fecal na dgua, porém o acumulo nos peixes aponta que este
ambiente, sofre algum prejuizo de certa forma.

e A importancia na atualizag@o da legislagdo quanto aos microrganismos utilizados para
avaliacdo de qualidade da 4gua e de alimentos provenientes da mesma, bem como seus

limites.
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