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RESUMO

O consumo de frutos do mar vem crescendo no mundo inteiro nos
ultimos anos e, acompanhando esse crescimento, vem
aumentando também os casos de doengas transmitidas por
alimentos (DTAs) relacionadas ao consumo de frutos do mar.
Nesse cenario, as ostras s3o um problema ainda maior, devido a
forma como obtém seu alimento, filtrando a dgua do mar e
consequentemente concentrando 0s micro-organismos nela
presentes. A fim de minimizar os riscos associados ao consumo
de bivalves, varias medidas foram tomadas pelas autoridades
competentes visando regulamentar as areas de cultivo. De acordo
com o proposto pela Instrugdo Normativa Interministerial No 7,
de 8 de maio de 2012, vigente no Brasil, as areas de cultivo s@o
classificadas de acordo com a quantidade de Escherichia. coli
presente em 100g da carne dos moluscos em 3 categorias, sendo
que a categoria intermediaria (concentragdo de E. coli >230 e
<46000 NMP em 100g da carne dos moluscos) s6 pode ser
comercializada se passar por um processo de descontaminagao.
Nesse sentido, a depuragdo se apresenta como uma alternativa
viavel para reduzir a quantidade de micro-organismos sem
provocar alteragdes que impegam o consumo in natura das ostras.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar o processo de
depuragdo por luz UV em ostras Crassostrea.gigas contaminadas
com E. coli. Para isso, as ostras foram coletadas em Santo
Antonio de Lisboa, Florianopolis, Santa Catarina ¢ levadas ao
laboratorio de microbiologia de alimentos, onde foram
contaminadas com Escherichia. Coli. Posteriormente as amostras
foram submetidas ao processo de depuragdo e se realizou a
enumeracdo de E. coli nos tempos de 0, 12, 18, 24, 36 ¢ 48h.
Apoés as 48h, houve redugdo estatisticamente significativa da
quantidade de E. coli em todas as repeticdes testadas, com
p<0,001, mostrando a eficacia da depurag@o nas condi¢des deste
trabalho. Nas repeticdes em que o inoculo foi >230 e <46000
NMP em 100g de carne do molusco, a reducdo de E. coli ao final



das 48h ficou de acordo com o limite estabelecido para consumo
in natura (<230 NMP/100g de carne).

Palavras-chave: Crassostrea gigas, Escherichia coli, Depuragao.



ABSTRACT

The consumption of seafood has been rising in recent years and
accompanying this growth also increased cases of foodborne
illness related to the consumption of seafood. Considering this,
oysters and another shellfish are an even bigger problem because
during their natural feeding process, they are able to filter large
quantities of water, retaining and concentrating in their bodies
bacteria and viroses that are presents in the environment. To
minimize the risks associated with the consumption of shellfish,
several measures were taken in order to regulate the cultivation
areas. In accordance with current legislation in Brazil (IN 07,
May, 8, 2012), the growing areas are classified according to the
amount of E. coli present in 100 g of mollusc meat into 3
categories. The intermediate category (between 230 — 46000
MNP in 100g of meat) are able to be consumed after through a
decontamination process. The oysters were collected in Santo
Antonio de Lisboa , Floriandpolis , Santa Catarina and brought at
the food microbiology laboratory of the Federal University of
Santa Catarina, where the samples were contaminated and
submited to the depuration process. The enumeration of E coli
was done with 0, 12, 18, 24, 36 and 48 hours. After 48h , was
observed a statistically significant reduction in the amount of E.
coli in all replicates tested, with p < 0.001 , showing the
efficiency of purification in this study. In replicates witch the
initial amount of E. coli was > 230 and <46000 NMP in 100g of
mollusc meat ( range set by legislation as indicated to purification
), the reduction of E. col, in the end of 48 hours, was in
accordance with the limits established for consumption ( < 230
NMP in 100g of mollusc meat ).

Keywords: Crassostrea gigas, Escherichia coli, Depuration.
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1. INTRODUCAO

O consumo de frutos do mar, que ¢ um habito mais
comum em certos paises, vem sofrendo um aumento a nivel
mundial, principalmente devido ao fato de estarem relacionados a
uma vida mais saudavel e a prevengdo de doengas, como as
cardiovasculares (VOULTSIADOU, 2009; BUTT, 2004; FAO,
2011). Dentre os frutos do mar, a malacocultura desempenha um
importante papel, visto que a manuten¢do do seu cultivo nio ¢é
muito onerosa se comparada com outras culturas (BRASIL, 2012;
SOUZA-FILHO, 2003).

Nesse sentido, a criacdo de ostras e mexilhdes vem
adquirindo uma importancia cada vez mais significativa. Hoje, no
Brasil, o estado de Santa Catarina ¢é responsavel por
aproximadamente 90% da produg@o nacional de ostras e
mexilhdes. Essa atividade se desenvolveu no estado em 1987 e,
devido a geografia do litoral, as condi¢des favoraveis ao cultivo e
aos incentivos recebidos pela EPAGRI e UFSC, se expandiu e
deixou de ser apenas uma atividade complementar praticada por
pequenos pescadores para ser a atividade principal de renda de
muitas familias, gerando muitos empregos indiretos e lucro para o
estado (FERREIRA & OLIVEIRA-NETO, 2007; BRASIL,
2012).

Devido ao fato de serem organismos filtradores, as ostras
e mexilhdes podem concentrar os micro-organismos presentes ou
introduzidos no ambiente marinho. Esse fato deve ser
considerado, uma vez que, principalmente no caso das ostras,
esses animais sdo consumidos crus ou apenas parcialmente
cozidos, o que nd3o ¢ suficiente para eliminar os riscos
microbioldgicos associados ao consumo (GOSLING, 2003; LEE
& YOUNGER, 2002)

Historicamente, as Doengas Transmitidas por Alimentos
(DTAs) sao responsaveis por um grande nuamero de
hospitalizacdes e até mesmo algumas mortes no mundo inteiro,
ainda que estas sejam, muitas vezes, subestimadas devido a falta
de registros (BUTT, 2004, IWAMOTO, 2010; OLIVEIRA,
2011).
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As patologias associadas ao consumo de moluscos
podem ser de origem microbioldgica, causadas por virus,
bactérias e protozoarios, de origem quimica ou ainda em
consequéncia de toxinas produzidas por algas (LEE,
LOVATELLI & ABABOUCH, 2008).

Como a quantidade de micro-organismos presentes em
moluscos bivalves esta relacionada com a agua em que eles sdo
cultivados, a resolu¢do n. 357 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente estabelece o monitoramento das aguas de cultivo
através da avalia¢do dos niveis de coliformes termotolerantes ou
de Escherichia coli. (CONAMA, 2005).

Porém, somente o monitoramento das aguas muitas vezes
ndo ¢ suficiente, e em paises da Europa a carne dos moluscos
também ¢ avaliada. No Brasil, o Ministério da Pesca e
Agricultura instituiu o Programa Nacional de Controle Higiénico-
Sanitario de Moluscos Bivalves (PNCMB) a fim de monitorar a
quantidade de micro-organismos e biotoxinas marinhas em
moluscos bivalves e, através da Instru¢do Normativa
Interministerial N° 7, de 8 de maio de 2012, estabeleceu os
limites microbiologicos para retirada de moluscos bivalves,
classificando as areas de cultivo como: liberada, liberada sob
condi¢do ou suspensa. Por essa classificagdo, areas que
apresentarem um valor menor que 230 NMP de E.coli em 100g
de carne podem ter os moluscos retirados e destinados ao
consumo sem nenhum tipo de tratamento. Areas que
apresentarem mais que 46000 NMP de E.coli em 100g de carne
ndo podem ter os moluscos retirados e areas com quantidades
intermediarias a essas sdo passiveis de retirada desde que se
realize algum processo para diminuir a contaminagdo a niveis
aceitaveis (BRASIL, 2012).

Nesse sentido, a depuracdo se apresenta como uma
alternativa valida, uma vez que ndo provoca altera¢des sensoriais
que impossibilitem o consumo in natura dos moluscos. A
depuracdo ¢ um processo controlado, no qual os mariscos sdao
colocados em agua do mar tratada com agentes como o cloro,
0zo6nio ou luz UV por algumas horas, a fim de reduzir os micro-
organismos presentes nos seus tecidos através do processo natural



19

de filtracdo (RONG et al, 2013).

No entanto, ¢ necessario investigar se a implantacio
desse processo de descontaminagdo realmente atende as
necessidades pretendidas para cada caso. Sendo  assim,  este
trabalho procurou avaliar a eficiéncia de um sistema de
depuragdo compacto com luz ultravioleta na descontaminacdo de
ostras (Crassostrea gigas) contaminadas com Escherichia coli
durante um periodo de até 48h. Para isso, as ostras foram
contaminadas no laboratério com Escherichia coli e foram
transferidas para a depuradora, onde se deu inicio ao processo de
descontaminagdo. Os ensaios foram realizados acordo com o
método ISO/TS 6649-3:2005 ¢ foi determinada a variagdo na
concentracdo de E. coli com Oh, 12h, 18h, 24h, 36h ¢ 48h de
depuragio.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Historico

Entende-se como aquicultura tudo o que ¢ cultivado na
agua, incluindo peixes, moluscos, crustaceos e plantas aquaticas,
diferentemente da pesca extrativa, que apenas captura oS
produtos. Os cultivos podem ser tanto em d4guas salgadas
(maricultura) com peixes, camardes, macroalgas e moluscos
bivalves (ostras, mexilhdes, vieiras), quanto em agua doce (aguas
continentais), com peixes, rds e camardes-de-dgua-doce (FAO,
2011). A aquicultura é uma pratica antiga, Relatos de 500 a.C. ja
descrevem a criag@o de carpas para fins comerciais na China. A
cultura de bivalves também ja é conhecida e praticada ha tempos,
sendo encontrados relatos de cultivo na Grécia em 350 a.C e na
Italia em 100 a.C.

No entanto, fazendas de ostras s comecaram a existir
em 1624, na Baia de Hiroshima, Japao (GOSLING,2003)

A introdugdo de frutos do mar na alimenta¢do humana
também € uma pratica muito comum ha séculos. Na Idade Antiga,
moluscos ja eram coletados e seu consumo era associado ao
tratamento e prevencdo de doengas e seu uso ja foi relatado em
trabalhos por Aristoteles, Hipocrates e Gelen (VOULTSIADOU,
2009). Atualmente, estudos indicando uma associagdo inversa
entre o consumo de frutos do mar e mortes por doengas cardiacas
também tem contribuido para o aumento da ingesta desses
produtos (MCMANUS, TAYLOR & NICHOLSON, 2009;
KROMHOUT et al, 2012; ENGELL et al, 2013).

A produgdo aquicola mundial se ampliou desde a década
de 80 e se tornard cada vez mais importante a medida que
aumenta demanda por produtos marinhos ¢ a pesca de captura
atinge um platd ou declinio e populagdo humana continue se
expandindo (DUNHAM, 2011). Dados do ano de 2002 dos
Estados Unidos mostraram que nesse mesmo ano, foram
consumidos cerca de 2 bilhdes de kg de frutos do mar no pais,
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uma elevacdo de 4,5kg por pessoa em 1970 para 7kg por pessoa
em 2002 (BUTT, 2004).

Segundo Newkirk (1996), os estudrios marinhos rasos
estdo entre os ecossistemas mais produtivos da terra, pois o
oceano é um ecossistema rico nas mais variadas espécies e exerce
um importante papel na cadeia alimentar. Além disso, os
ecossistemas costeiros fornecem uma grande variedade de bens e
servi¢os, que incluem a produgdo de plantas aquaticas e animais
utilizados n2o somente para a alimenta¢do, como também para
utilizacdo pelas induastrias de medicamentos e construgdo, além
de proporcionarem a reciclagem de nutrientes e a filtragem de
poluentes. Considerando esses fatores, valor global de
ecossistemas costeiros foi estimado em 12.57 trilhdes de dolares
por ano (PRIMAVERA, 2006; FAO, 2011).

Em 2009, os peixes representaram 16,6% da contribuicdo
de proteina animal na populagdo mundial e 6,5% de toda proteina
consumida (FAO, 2011). No entanto, reservas naturais de animais
marinhos vém desaparecendo em decorréncia da exploracdo
exacerbada dos recursos pesqueiros ¢ da polui¢do, gerada pelas
cidades proximas ao litoral. Como consequéncia disso, a pratica
da aquicultura se desenvolve cada dia mais e vem adquirindo
importancia em diversos paises de vasto litoral como fornecedora
de proteina animal. Dentre estes paises, ocupam posi¢do de
destaque a China, Espanha, Nova Zelandia, Chile, Japao, Coréia,
Italia e o Brasil (SOUZA-FILHO, 2003; FAO 2011). Paises como
Brasil, Chile, Equador e México produzem grandes quantidades
de salmdo, tilapias, camardes, trutas e moluscos, liderando a
produ¢do na América Latina e contribuindo para o
desenvolvimento da aquicultura na regido (FAO, 2011).

A aquicultura contribui atualmente com 50% da
quantidade total de peixes consumida no mundo. Considerando
que biomassa de peixes que podem ser produzidos por area de
superficie ¢ muito maior do que para os animais terrestres e
sabendo que peixes e seus derivados representam uma valiosa
fonte de proteinas e nutrientes essenciais para uma dieta
equilibrada e saudavel, a aquicultura pode ser a chave para
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garantir o suprimento alimentar da populagdo mundial no futuro
(DUNHAM, 2011; FAO, 2011).

2.2. Producio Aquicola

A producdo mundial de pescado (proveniente tanto da
pesca extrativa quanto da aquicultura) atingiu aproximadamente
146 milhdes de toneladas em 2009 e 142 milhdes de toneladas em
2008. Os maiores produtores em 2009 foram a China, com
aproximadamente 60,5 milhdes de toneladas, a Indonésia, com
9.8 milhdes de toneladas, a India, com 7,9 milhdes de toneladas e
o Peru, com cerca de 7 milhdes de toneladas. O Brasil contribuiu
com 1.240.813 t em 2009, representando 0,86% da produgao
mundial de pescado, apresentando um ligeiro aumento em relagio
a 2008, ocupando assim 18° lugar no ranking geral dos maiores
produtores de pescado do mundo. Em relagdo a producdo
aquicola mundial de 2009, a China continua sendo o maior
produtor, com aproximadamente 45,3 milhdes de toneladas. A
Indonésia e a India sdo o segundo e terceiro maiores produtores,
com cerca de 4,7 milhdes e 3,8 milhdes de toneladas,
respectivamente. Neste critério, o Brasil ocupa a 17° posicdo no
ranking mundial, com a produgdo de 415.649 t em 2009, caindo
uma posi¢do em relagdo a 2008 (BRASIL, 2010).

De acordo com a FAO, a producéo aquicola brasileira
teve inicio em 1968, quando foram reportadas menos de 0,5 t.
Desde entdo, a aquicultura nacional tem mostrado um
crescimento gradual, atingindo o pico de produgdo em 2003, com
273.268 t. Apds uma pequena queda nos anos de 2004 e 2005, a
produgdo retomou o crescimento, registrando os maiores valores
em 2008, 2009 e 2010, com 365.367 t, 415.649 t e 479.398 t,
respectivamente (BRASIL, 2010).

A produgdo aquicola pode ser tanto marinha como
continental, sendo que, atualmente, a aquicultura marinha no
Brasil pode ser dividida basicamente em dois tipos: a
malacocultura, que se refere & producdo de moluscos e; a
carcinicultura, que se refere a produgdo de camardes marinhos.
Em relag@o a malacocultura, a maior parte da producio ¢ nacional
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¢ baseada no cultivo de trés espécies: o mexilhdo, a ostra ¢ a
vieira. Em 2010, apenas a produgdo oriunda da mitilicultura
(cultivo de mexilhdes) apresentou um incremento, passando de
11.067 t em 2009 para 13.723 t em 2010, o que representou um
acréscimo 24% na producgdo neste periodo. Em contrapartida, a
produgdo de ostras e vieiras sofreu baixas em 2010, destacando-
se a vieira que apresentou um decréscimo de 62,9% entre 2009 ¢
2010, como pode ser observado na Tabela 1(BRASIL, 2012).

Tabela 1: Produgdo de pescado da aquicultura marinha (em t) por
espécie (BRASIL, 2012).

Espécie e Tipo de 2008 2009 2010
Cultura

TOTAL 83.358,0  78.296,0  85.058,0
MALACOCULTURA  13.107,0  13.107,0  15.636,2
Mexilhdo 11.067,0  11.067,0  13.723,0
Ostra 20250 20250  1.908,0
Vieira 14,0 14,0 5.2
CARCINICULTURA  70.251,0  65.188,0  69.422,4
Camario 70251,0  65.188,0  69.422.4

O cultivo de moluscos ja ¢ praticado com sucesso em
varios paises. Na Europa, por exemplo, é uma industria bem
estabelecida e que é responsavel pelo desenvolvimento de muitas
areas costeiras (PAILLARD, LEROUX & BORREGO, 2004).

De acordo com a FAO, os moluscos ocupam o segundo
lugar na producdo da aquicultura mundial, representando 27% do
total e ficando atrds somente do pescado de dgua doce, que ainda
representa a maior parte da produg@o (54%). Cabe destacar que a
maior parte dessa producdo ¢ proveniente da cultura de ostras,
particularmente Crassostrea gigas. Do ponto de vista nutricional,
estes animais possuem um conteudo de proteina animal de alta
qualidade, semelhante ao do leite e ovos, tornando-os um
alimento nutritivo e um componente importante na dieta humana,
principalmente em paises onde os produtos aquaticos sio a
principal fonte de proteina (OLIVEIRA, 2011).
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2.3 Crassostrea gigas

No Brasil, o cultivo de C. gigas iniciou-se em 1974, na
cidade de Cabo Frio, Rio de Janeiro, quando o Instituto de
Pesquisas Marinhas importou ostras da Gra-Bretanha. Em 1975, o
cultivo iniciou-se em Cananéia, Sao Paulo e, em 1981, atingiu o
nordeste do pais. Em 1987, sementes oriundas do Instituto de
Pesquisas Marinhas do Cabo Frio foram introduzidas no litoral de
Santa Catarina, onde se adaptaram bem. Posteriormente, o estado
de Santa Catarina também comecou a produzir suas proprias
sementes, através do Laboratdrio de Moluscos Marinhos (LMM)
da Universidade Federal de Santa Catarina (FERREIRA &
OLIVEIRA-NETO, 2007).

A espécie Crassostrea gigas, também chamada de ostra
japonesa ou ostra do pacifico, pertence ao filo molusca, classe
bivalvia, ordem ostreoida, familia ostreidae. Como todos os
representantes do grupo dos moluscos, apresenta o corpo dividido
em trés partes principais: cabega, p¢ e manto. O comprimento
maximo dos adultos é de 30 cm (algumas podem atingir 40 cm),
mas, em média ¢ de 8-15 cm. Encontra-se em aguas de pouca
profundidade, fixando-se, através do biso, em materiais fixos e
solidos. Os moluscos bivalves possuem o corpo protegido por
uma concha calcaria, formada por duas valvas articuladas unidas
por ligamentos e musculos adutores, que permitem a abertura e
fechamento da concha (Figura 1) (PAREJO, 1989) (FAO, 2011).
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Figura 1:Estrutura interna da ostra (VALENTE, 2012).
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As ostras obtém seu alimento pelo processo de filtragéo,
através do trato ciliar das branquias, que retém as particulas em
suspensao trazidas pela agua (GOSLING, 2003).

O ciclo de vida natural de uma ostra compreende varias
fases (Figura 2). Ostras adultas (machos e fémeas) liberam seus
gametas na agua e dessa fecundacdo nasce uma larva que nada
livremente até atingir o estagio de pedivéliger, no qual se forma
um pé através do qual a larva ird se fixar ao substrato. Uma vez
fixa, a ostra vivera ai por toda vida, se isso ocorrer em ambiente
natural (VALENTE, 2012). A desova ¢ dependente da
temperatura da dgua e s6 ocorre quando esta se encontra acima de
20°C e mais raramente entre 15-18°C. A salinidade é um fator
importante para gametogénse, a qual ocorre entre 15-32%o ¢
dificilmente se completa em salinidades maiores.

Ostras  adultas s3o  hermafroditas, = maturando
normalmente primeiro como machos, podendo alternar de sexo
durante seu ciclo de vida. Em zonas com boa disponibilidade de
alimentos, as fémeas dominam a populac¢do, podendo voltar a
serem machos caso o alimento fique escasso (FAO, 2011).
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Figura 2: Ciclo de vida natural da Crassostres gigas (VALENTE, 2012).
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Originalmente encontrada no Japdo, China ¢ Coréia, é a
espécie mais comumente introduzida para cultivo no mundo e
hoje encontra-se presente também na América, Australia, Europa
e Africa (Figuras 3 e 4). Isso se deve ao seu rapido crescimento e
grande tolerancia as condi¢cdes ambientais. Foi reportado que
fazendas de ostras ja realizaram 168 introdugdes de 18 diferentes
espécies de ostra em 73 diferentes regides, e a Crassostrea gigas
compreende 39% desse total (66 introdugdes). (MCKINDSEY,
2007; MELO, 2009; FAO, 2011).
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Figura 3: Produgdo Global da Aquicultura de Crassostrea gigas (FAO,
2011).
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Figura 4: Principais produtores mundiais de Crassostrea gigas (FAO,
2000).
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2.4 Sistemas de Cultivo

Os sistemas de cultivo de ostras podem ser de fundo ou
suspensos, sendo que os cultivos suspensos podem ser fixos
(mesa) ou flutuantes (espinhel ou /ongline e balsa). Estes sao
escolhidos conforme as condi¢des do local, considerando a
profundidade, acdo das correntes, ondas e ventos. O cultivo de
fundo nio é realizado no Brasil, apenas em paises europeus ¢ da
América do Norte, enquanto o cultivo suspenso € o sistema mais
empregado no mundo (RAMOS, 2012; VALENTE, 2012).

No Brasil, trés sistemas de cultivo sdo possiveis: o
cultivo em balsa, em mesa ou do tipo longline, sendo o ultimo o
mais utilizado atualmente em diversos lugares e o mais
recomendado para locais mais profundos e expostos, sujeitos a
acdo de ventos e correntes. (NEEMA, 2008)

2.5. Producio de moluscos em Santa Catarina

Atualmente, o Estado de Santa Catarina é o maior polo
produtor de pescado do Brasil, com 183.770 t, como pode ser
observado na figura 5 (BRASIL, 2010). Essa lideranga nacional
se deve principalmente ao cultivo de ostras e mexilhdes, uma
pratica bem difundida no estado.
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Figura 5: Produgdo de pescado (t) nacional em 2009 e 2010 discriminada
por Unidade da Federagdo (BRASIL, 2010).
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O cultivo de ostras no litoral de Santa Catarina comecgou
como uma alternativa a atividade pesqueira artesanal até se tornar
uma importante fonte de renda. A pratica da ostreicultura vem
crescendo cada vez mais e Santa Catarina ocupa hoje a lideranga
nacional na producdo de ostras (cerca de 90%da producdo
nacional), ficando na frente dos estados de Sdo Paulo, Rio de
Janeiro e Espirito Santo, tradicionais produtores (SOUZA-
FILHO, 2003). A produgdo de ostras ¢ uma atividade que gera
trabalho, renda, emprego e imposto e ¢, para alguns municipios, a
principal em importancia econdmica. Isso tem possibilitado a
integracdo entre cultivo, turismo e gastronomia que revitalizou
algumas localidades no estado (FERREIRA & OLIVEIRA-
NETO, 2007).

Em Santa Catarina, os cultivos sio realizados proximos a
costa, em baias e enseadas abrigadas, com alta concentracdo de
matéria total particulada, fundo areno-lodoso, profundidade de 3
a 10 m, temperatura de 16-30°C e salinidade de 30 a 36%o.
Devido as caracteristicas dos ambientes de cultivo, as espécies ¢
ao padrao artesanal dos produtores, utilizam-se principalmente os
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sistemas de cultivo do tipo suspenso fixo do tipo “varal”, sistema
flutuante do tipo espinhel ou /ongline e sistema flutuante do tipo
balsa (SUPLICY, 2003; FERREIRA e MAGALHAES, 2004).

O estado ainda tem o malacocultura altamente favorecida
devido a geografia do litoral catarinense, que proporciona
inimeras areas protegidas para o cultivo, gracas a presenca de
inimeras baias, enseadas, estuario, sacos e angras (COELHO,
2003). A regido produtora no estado se estende desde a costa
norte até a costa centro-leste, compreendendo 12 municipios
entre Sdo Francisco do Sul e Palhoca, evolvendo
aproximadamente 657 maricultores os quais sdo representados
por 20 associagdes municipais, 1 estadual, 1 cooperativa e 2
federagdes (SANTOS, 2012).

Segundo dados da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e
Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI), em 2012 foram
produzidos 23.495 toneladas de moluscos (ostras, mexilhdes e
vieiras) no estado de Santa Catarina, representando um aumento
de 28,71% em relagdo ao ano de 2011 (Figura 6).

Figura 6: Evolugdo da producdo de moluscos comercializados em Santa
Cataria entre 1990 ¢ 2012 (t) (SANTOS, 2013).
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A comercializag¢do de mexilhdes (Perna perna) registrou,
em 2012, um aumento de 31,7% em relagdo a 2011, atingindo
21.027 t, com a producdo concentrada principalmente nos
municipios de Palhoca (13.753 t), Penha (2.930 t), Bombinhas
(1.408 t) e Florianopolis (1.303 t).

A comercializacdo de ostras (Crassostrea gigas)
registrou um amento de 8% em relacdo a safra de 2011, chegando
a 2.468 t em 2012, observando-se ainda um aumento no nimero
total de ostreicultores, que passou de 127, em 2011, para 134 em
2012. As principais localidades responsaveis pela produgdo de
ostras no estado no ano de 2012 foram os municipios de
Floriandpolis (1.887 t), Sdo José (256 t), Palhoga (202 t), Biguagu
(17 t) e Governador Celso Ramos (17 t)

A comercializagdo de vieiras (Nodipecten nodosus), que
havia sofrido uma queda de 26,9% em 2011, aumentou em 2012,
registrando uma produg¢do de 5,6 t. Os municipios responsaveis
pela producédo de vieiras em 2012 foram Penha (4,1 t), Porto Belo
(0,8 t) e Florianodpolis (0,7 t) (SANTOS, 2012).

Porém essa produgdo muitas vezes excede o mercado
consumidor local, principalmente nos meses em que a atividade
turistica fica prejudicada. Para que essa produgdo seja
comercializada em outros locais no pais, ou seja destinada a
exportagdo, é necessario que esteja de acordo com a legislagdo
dos paises concorrentes. Os principais mercados de moluscos
bivalves sdo a Unido Européia e os Estados Unidos, e nestes
mercados, a aplicagdo da depuracdo de moluscos garante um
produto final com alto valor comercial e com garantia de boas
condi¢des sanitarias (CORREA, 2007).

2.6 Microbiologia de moluscos bivalves e doencas
associadas

A microbiota dos moluscos pode variar consideravelmente,
dependendo das condicdes da dgua onde eles se encontram.
Basicamente, os micro-organismos causadores de doencas pelo
consumo de moluscos bivalves podem vir de trés fontes de
contamina¢do. Alguns estdo naturalmente presentes no



32

ecossistema aquatico (como Aeromonas hydrophila, Clostridium
botulinum, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio
vulnificus e Listeria monocytogenes), outros podem se fazer
presentes nesse ambiente como resultado da contaminagdo por
fezes animais (como Salmonella spp., Shigella spp. e Escherichia
coli) e alguns podem ser inseridos durante a manipulagido e o
processamento dos mesmos (como Staphylococcus aureus)
(FELDHUSEN, 2000; LEE & YOUNGER, 2002). As patologias
associadas ao consumo de frutos do mar resultantes da
contamina¢do por micro-organismos podem ser provocadas por
virus, bactérias ou parasitas e resultam em uma gama variada de
doengas que podem causar desde uma leve gastroenterite até
doengas que oferecem risco de vida IWAMOTO, 2010).

2.6.1 Virus
2.6.1.1 Norovirus

Os norovirus s3o um dos quatro grupos de virus que
fazem parte da familia Calicividae. Estes contém uma unica
molécula de RNA de fita simples e sdo transmitidos por via fecal-
oral de pessoa para pessoa ou através de agua ou alimentos
contaminados por fezes humanas, uma vez que o Unico
reservatorio conhecido desses virus é o homem (IWAMOTO et
al, 2010).

Foram identificados pela primeira vez em 1972 dentre
espécies coletadas de um surto de gastroenterite ocorrido em
1968, em Norwalk, Ohio e desde entdo vem sendo reconhecidos
como o mais frequente agente causador de gastroenterites agudas
ndo bacterianas nos Estados Unidos, contribuindo em 52% ou
mais entre o total de casos registrados, ainda que esses nimeros
sejam subestimados devido a falta de disponibilidade ou de uso
de testes diagndsticos de rotina, uma vez que esses virus ndo
podem ser cultivados em culturas de tecidos Estdo comumente
associados ao consumo de alimentos consumidos crus, mariscos —
principalmente ostras, d4gua e framboesas. A dose infectante ¢
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baixa, podendo ser inferior a 100 virus, e os sintomas da doenca
duram em torno de 24-48h ainda que a eliminag@o assintomatica
dos virus possa persistir por mais que um ano. Durante esse
periodo de manifestagdes clinicas da doenga (e mais
provavelmente apds o desaparecimento dos sintomas), os virus
replicam no intestino, o que propicia a propagacdo do virus no
ambiente (BUTT et al, 2004; LE GUYADER et al, 2006).

2.6.1.2 Virus da Hepatite A (HAYV)

Pertencente a familia Picornaviridae, ¢ um virus de RNA
de fita simples, envolto por um capsideo proteico e classificado
no grupo dos enterovirus (BUTT et al, 2004).

As manifestagdes comuns da doenga geralmente so
leves, no entanto podem ocorrer mortes por hepatites fulminantes,
ainda que sejam muito raras. A severidade da doenca esta
relacionada a outros fatores, como idade e condi¢do imunologica.
E considerada a infec¢do viral mais séria relacionada ao consumo
de mariscos, ainda que sua ocorréncia seja subestimada, pois
relagdo entre a doenca e a fonte de infeccdo muitas vezes ndo é
definida, visto que a periodo de incubagdo do virus é longo (2-8
semanas). A transmissdo ¢ fecal-oral ¢ o homem ¢é o Unico
reservatorio do virus IWAMOTO, 2010).

Surtos de hepatite A relacionados ao consumo de ostras
vém sendo descritos nos Estados Unidos desde a década de 1960.
No entanto, o maior surto ja reportado ocorreu em 1988, na
China, afetando mais de 300 mil pessoas. O virus possui certa
resisténcia ao tratamento térmico e por isso tem a capacidade de
persistir nos moluscos, devido a forma de preparo dos mesmo que
normalmente ndo emprega calor suficiente pra inativar os virus
(BUTT, 2004; LOVE, LOVELACE & SOBSEY, 2010).



2.6.2 Bactérias
2.6.2.1 Vibrios

Vibrios sdo bactérias gram-negativas que fazem parte da
familia  Vibrionaceae. Sao oxidase positivas, anaerdbias
facultativas e, normalmente sdo identificadas como bastonetes
curvos, embora as vezes ndo exibam a morfologia caracteristica
em forma de virgula (JAY, 2005). A maioria das espécies ¢
halofilica e necessita de adi¢do de NaCl para que possam se
desenvolver, com exce¢do do Vibrio Cholerae que é capaz de
crescer em meios com baixa concentragdo de sal.

O género vibrio inclui 30 espécies, das quais ao menos
14 s3o reconhecidamente patogénicas para o homem. Sdo
amplamente difundidos no ambiente marinho e sua multiplicagdo
nesse ambiente esta relacionada a temperatura da dgua, salinidade
e concentragdo de matéria organica. E encontrado em temperatura
que variam de 10-30°C e salinidade entre 5% ¢ 30%, no entanto
estdo mais presentes nos periodos em que as temperaturas sao
mais elevadas (IWAMOTO, 2010).

Varias espécies de vibrios ja foram relacionadas a
doengas transmitidas por alimentos (DTAs) pelo mundo e
camardes, ostras, mexilhdes, berbigdes, caranguejos, lagostas e
vieiras tém sido implicados na sua transmissdo. As espécies mais
relevantes em casos de surtos provocados por frutos do mar sdo o
Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus. O primeiro causa
uma infec¢do menos severa, provocando diarreia, colicas
abdominais, nduseas e vOmitos, ainda que a septicemia possa
ocorrer em alguns casos. Ja o Vibrio vulnificus é uma espécie
particularmente virulenta, especialmente entre os pacientes com
doengas do figado e doencas de depdsito de ferro, mais propensos
ao desenvolvimento da doenca invasiva que pode levar a sepse ¢
a graves infecgdes, as quais muitas vezes sdo fatais. Cerca de
20% das doengas bacterianas provocadas pelo consumo de
mariscos estdo relacionadas com espécies de vibrio, sendo o
Vibrio vulnificus o maior responsavel pelo nimero de mortes. As
ostras sdo os vetores mais comumente relacionados (49% dos
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casos relacionados a vibrios nos Estados Unidos) devido ao fato
de serem organismos filtradores e terem a capacidade de
concentrar esses organismos em uma quantidade até 100 vezes
maior que a presente no ambiente (BUTT, 2004).

Doengas devidas ao V. vulnificus sdo a principal causa de
mortalidade associada ao consumo de frutos do mar nos Estados
Unidos. O V. vulnificus possui uma taxa de mortalidade de
aproximadamente 50%, que ¢ o mais elevado entre qualquer
agente patogénico de origem alimentar, provocando uma infec¢io
relativamente rara que resulta em aproximadamente 100 casos
por ano, segundo estimativas do CDC. Quase todos esses casos
foram esporadicos e ligados ao consumo de ostras cruas com
origem na costa do golfo durante o periodo de abril a novembro
(DEPAOLA, 2010).

Como medidas para controle de vibrios em ostras pode-
se se usar a coc¢do que, na temperatura adequada inativa-os
completamente. A transferéncia das ostras para areas com baixa
contaminaco e a depuracdo também ja se mostraram eficazes na
remogao dessas bactérias.

2.6.2.2 Salmonella

A Salmonella ¢ um bacilo gram-negativo, anaerdbio
facultativo ndo formador de esporos e fermentador de glicose
com producdo de gas (JAY, 2005). Aproximadamente 2.500
diferentes sorotipos ja foram identificados, causando uma variada
gama de sintomas que vao desde a existéncia assintomatica até a
doenga invasiva. Nos Estados Unidos, sdo registrados anualmente
1,4 milhdes de casos de salmonelose, resultando em
aproximadamente 500 mortes.

Cerca de 7% dos surtos de salmonelose estdo
relacionados ao consumo de frutos do mar, particularmente
peixes, camardes, ostras ¢ améijoas. Salmonella enterica serovar
Enteritidis é o sorotipo mais comum causador de infec¢des e
mortes, seguida pela S enterica serovar Typhimurium. Os seres
humanos sdo o unico reservatério conhecido da Salmonella
sorotipo Typhi, mas muitos hospedeiros animais (aves, répteis e
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mamiferos) servem como reservatorios para 0s Sorotipos nao
Typhi. Dessa forma, a Salmonella entra em contato com as ostras
através de aguas contaminadas por esgotos. Martinez-Urtaza et.al.
(2003) pesquisaram a presen¢a de Salmonella spp. Em moluscos
na regido da Galicia, Espanha, ¢ encontraram uma incidéncia
dessa bactéria em 1,8% das amostras testadas, apresentando um
ligeiro aumento durante os trés anos de estudo.

Em 2005, Brands et al avaliaram a frequéncia de
contamina¢do das ostras nos Estados Unidos, analisando um total
de 36 baias das costas leste, oeste ¢ do golfo (12 baias de cada
regido) e encontraram 93 ostras positivas para Salmonella entre
um total de 1.296 amostras analisadas, sendo que algumas delas
ndo apresentaram contaminag¢o por coliformes termotolerantes.

2.6.2.3 Aeromonas

Também pertencentes a familia Vibrionacae, sdo bacilos
gram-negativos fermentares da glicose e tém sido isoladas a partir
de frutos do mar em diversas regides. As espécies mais
encontradas sdo Aeromonas hydrophila e Aeromonas sobria. Em
um estudo que a avaliou a contaminacdo de bagres, foi
encontrado A. hrydrophila em mais de 36% das amostras e 4.
sobria em 35,7%. E transmitida por 4gua e alimentos
contaminados e sdo capazes de resistir a temperaturas de
congelamento, no entanto a contamina¢do ¢ maior nos meses de
temperaturas mais elevadas (BUTT, 2004; IWAMOTO, 2010).

2.6.2.4 Listeria monocytogenes

E um bacilo gram-positivo, anaerébio facultativo, com
temperatura 6tima de crescimento entre 30°C e 37°C, porém
também sdo capazes de crescer em temperaturas mais baixas. Seu
reservatorio primario € o solo e as plantas em decomposicio,
embora 10-15% da populacido seja portadora dessa bactéria (JAY,
2005).
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A incidéncia de listeriose nos Estados Unidos ¢ de 4 a 7
casos por milhdo de pessoas, totalizando cerca de 2500 casos por
ano, com aproximadamente 500 mortes. Normalmente estdo
associadas a leite e derivados, porém ja foram isoladas em
amostras de frutos do mar. O primeiro surto de listeriose
reportado em produtos marinhos ocorreu em 1980 na Nova
Zelandia IWAMOTO, 2010).

A maioria dos casos de infec¢do por listéria ocorre em
mulheres gravidas, bebés, e idosos, normalmente causando um
simples resfriado, mas podendo evoluir para doenga mais severa,
uma vez que essa bactéria possui tropismo pelo sistema nervoso
central. Nos casos envolvendo frutos do mar, a principal fonte de
contamina¢do provavelmente esta associada as linhas de
producdo e ao ambiente de processamento dos mesmos (BUTT,
2004).

2.6.2.5 Clostridium botulinum

E um bacilo gram-positivo formador de esporos,
anaerobio e amplamente difundido no ambiente. Sdo classificados
em quatro grupos distintos de acordo com sua atividade
proteolitica e tipo de toxina produzida. As toxinas produzidas sdo
termo labeis e classificadas como A, B, C, D, E, F e G, sendo que
a toxina tipo E ¢ a predominante nos casos de intoxicacdo
alimentar (APHA, 2001).

Casos de botulismo sfo raros mais muito graves. A
doenca é caracterizada por paralisia aguda dos muisculos e pode
levar & morte por afetar os musculos respiratérios. A producdo de
toxina se da em condigdes anaerdbias e com pH pouco acido
(maior que 4,6), portanto estdo mais comumente associadas a
conservas caseiras, embora outros alimentos, como frutos do mar
salgados e defumados, batatas assadas em papel aluminio e alho
preparado em o6leo ja tenham sido implicados em casos de
botulismo. Com relagdo aos frutos do mar, normalmente a doenga
esta associada a alimentos fermentados sob condigdes
anaerobicas (BUTT, 2004).
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Por ser uma bactéria muito difundida no ambiente, a
contaminag@o de areas de cultivo é comum. Em alguns lugares,
quase 100% dos sedimentos presentes na agua em dareas de
colheita de peixes estdo contaminadas com Clostridium
botulinum tipo E.

2.6.2.6 Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens, e Bacillus cereus

Outras bactérias podem também produzir toxinas
causadoras de enfermidades gastrointestinais agudas. E o caso do
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, e Bacillus
cereus. Os sintomas tipicamente observados em intoxicagdes por
com S. aureus € B. cereus sdo nauseas, vomitos e diarreia leve
que ocorrem de 1 a 6 horas apds a ingestdo de alimentos
contaminados. Esse curto periodo de incubagdo se deve ao fato de
a toxina estar pré-formada no alimento ingerido. A intoxicagdo
com C. perfringens tem um periodo de incubagdo ligeiramente
mais longo, pois a toxina é produzida no trato gastrointestinal. Os
sintomas incluem diarreia e colicas abdominais a partir de 8 a 16
h apés a ingestdo dos alimentos contaminados (IWAMOTO,
2010).

Para S. aureus, o homem ¢ o principal reservatério e a
contaminacdo se da principalmente através dos manipuladores
durante a preparagdo. Clostridium perfringens, ¢ Bacillus cereus
sdo bactérias difundidas no ambiente e a contaminacdo de frutos
do mar se da de maneira semelhante a que ocorre em outros
alimentos. Os surtos estdo geralmente associados a alimentos
deixados em temperaturas inadequadas durante periodos
prolongados de tempo, o que permite a multiplicagdo dos micro-
organismos ¢ a produg¢do de enterotoxina, o que ressalta a
importancia das boas praticas no preparo e armazenamento dos
alimentos (BUTT, 2004).
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2.6.3 Protozoarios

Normalmente os protozoarios ndo estdo relacionados
com enfermidades causadas por alimentos, no entanto, alguns
casos ja foram reportados e, na maioria deles, o parasita
responsavel foi Giardia spp. As manifestagcdes clinicas podem
incluir dor abdominal, flatuléncia, anorexia e diarreia. O homem
e outros animais sdo reservatdrios para esse protozodrio, e a
contamina¢do dos alimentos se da pela manipulacdo inadequada
durante o preparo (IWAMOTO, 2010).

Oocistos de Cryptosporidium parvum também foram
detectados em mexilhdes (Mytilus galloprovincialis) e berbigdes
(Cerastoderma edule) em uma regido considerada a mais
importante da Europa para a produgo de mariscos — a Galicia, no
norte da Espanha. Esses oocistos foram recuperados apenas de
areas localizadas préoximas ao desague de rios, sendo que cada
marisco continha uma carga parasitéria maior que 10” oocistos, os
quais se mostraram ainda com capacidade infectiva,
demonstrando que os mexilhdes e berbigdes poderiam atuar como
reservatorio de C. parvum capaz de causar infec¢do em humanos.
(GOMEZ-BAUTISTA, 2000)

2.7 Dados Epidemiologicos

Por serem organismos filtradores, as ostras tendem a
acumular 0s micro-organismos em suspensio na agua,
concentrando-os em seus tecidos. Foi demonstrado que, no caso
dos coliformes fecais, essa concentragdo pode chegar a quatro
vezes a concentragdo da agua na qual elas se encontram. Portanto,
a qualidade microbioldgica desses organismos como alimento,
esta diretamente relacionada a qualidade da dgua em que s@o
cultivados. Caso as condi¢des da agua nio sejam adequadas esses
organismos podem funcionar como vetores de transmissdo para
varias doengas, o que ¢ preocupante, tendo em vista que elas sdo
muitas vezes consumidas cruas ou parcialmente cozidas (BUTT,
2004; APHA, 2001, JAY, 2005). A tabela 2 relaciona os perigos
associados ao consumo de moluscos bivalves.
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No que se refere aos contaminantes quimicos, que podem
estar presente em certas areas de cultivo, ndo se tem dados
suficientes na literatura que permitam afirmar que o
desenvolvimento de doencas associadas ao consumo de moluscos
contaminados com substidncias quimicas seja um problema
significativo.

Entre os contaminantes bioldgicos, alguns micro-
organismos e suas toxinas sdo de ocorréncia natural no ambiente
marinho, como certas espécies de vibrio. Entretanto, alguns
micro-organismos provenientes de outras fontes podem ser
carreados para as areas de cultivo, como ¢ o caso das bactérias e
virus causadores de gastroenterites, como Salmonella e norovirus,
presentes nas fezes humanas e que podem, acidentalmente,
contaminar areas de cultivo. Isso ocorre principalmente apds a
queda de chuvas fortes que acabam carregando para o mar esgoto
sem tratamento (LEE, LOVATELLI & ABABOUCH, 2008;
MAALOUF, 2010). A tabela 3 lista os principais micro-
organismos causadores de doengas relacionadas ao consumo de
bivalves, informando os sintomas mais comuns e¢ o periodo de
incubacdo para cada um deles.
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As doengas transmitidas por alimentos causam
aproximadamente 76 milhdes de casos, 325.000 hospitalizagdes e
5.000 mortes nos Estados Unidos a cada ano ¢ as estimativas
atribuem 10-19% destas doengas ao consumo de frutos do mar
(MORRISON, 2011).

No entanto, quando se fala de doencas transmitidas por
alimentos, deve-se ter em mente que muitos casos nio sio
notificados e que na maioria dos surtos alimentares (67,8%) o
agente da doenga ndo pode ser identificado. Segundo dados de
paises membros da Organizagdo para a Cooperagdo Econdmica e
Desenvolvimento (OECD), as doengas de origem alimentar estdo
mais comumente associada a ovos e produtos lacteos (14,62%),
carne vermelha (8,53%), aves (4,14%) ¢ frutos do mar (6,63%).
Considerando que o consumo desses outros alimentos ¢ muito
superior ao consumo de frutos do mar, esses nimeros permitem
classificar os alimentos de origem marinha como um veiculo
importante na causa de DTA.s. (OLIVEIRA, 2011)

Segundo o Sistema de Vigilancia de Surtos Relacionados
a Alimentos (Food-Borne Disease Qutbreak Surveillance
System), durante o periodo de 1973 a 2006, nos Estados Unidos,
ocorreram 188 surtos causados por frutos do mar, resultando em
4.020 casos, com 161 hospitaliza¢des e 11 mortes. Esses surtos
foram causados tanto por bactérias, como virus e protozoarios,
mas a grande maioria ¢ devida a contaminag¢o bacteriana (Figura
7). Os moluscos foram as principais fontes de infeccdo,
computando 45,2% dos casos, seguidos pelos peixes (38,8%) e os
crustaceos (16%). IWAMOTO, 2010).
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Figura 7: Ntimero de surtos associados a frutos do mar confirmados e
casos relacionados, por ano e agente etiolégico nos EUA entre 1973 e
2006 (IWAMOTO, 2010).
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Historicamente, a Salmonella typhi foi a bactéria mais
importante envolvida em epidemias nos Estados Unidos, porém
esse quadro foi se alterando e outros contaminantes foram se
tornando mais significantes, como por exemplo virus entéricos e
membros da  familia Vibrionacae (APHA, 2001;
RIPABELLI,1999). Ainda nos Estados Unidos, de acordo com o
Centers for Disease Control and Prevention (CDC), entre os anos
de 2000 e 2009, foram confirmados 19 surtos de doengas de
origem bacteriana transmitidas por alimentos envolvendo a
ingestdo de ostras. Destes, 79,0% foram causados por Vibrio
parahaemolyticus, 10,6%, por Vibrio cholerae, 5,2% por
Salmonella typhi, e 5,2% por Campylobacer jejuni, envolvendo
um total de, aproximadamente, 472 pessoas (DARAMOLA,
2009).

Na Gra-Bretanha, um estudo durante um periodo de
quatros anos mostrou que o risco de doengas associadas ao
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consumo de mariscos ¢ mais que seis vezes maior comparado a
aves ¢ cerca de 27 vezes maior que da carne vermelha
(MORRISON, 2011.)

Sabidamente, patégenos entéricos possuem um
importante papel no aparecimento de surtos associados a frutos
do mar ao logo da histéria. Um dos maiores surtos ja
documentados ocorreu na China, provocando 300.000 casos de
hepatite A, no qual o veiculo de transmissdo foram ostras
contaminadas com virus proveniente de esgotos (LOVE,
LOVELACE & SOBSEY, 2010).

2.8 Escherichia coli como indicador

A E. coli ¢ um bacilo gram-negativo ndo esporulado,
pertencente a familia das Enterobacteriaceae, cujo ambiente
natural ¢ o trato intestinal do homem e de outros animais de
sangue quente. Essas bactérias s3o aerobias e anaerdbias
facultativas e também sdo incluidas dentro do grande grupo dos
coliformes termotolerantes, anteriormente chamados de
coliformes fecais, por serem capazes de fermentar a lactose com
producio de gis em 48h a temperatura de 44,5°C a 45,5°C.
(APHA, 2001; JAY, 2005) Sabe-se que a E. coli e a espécie
humana coexistem ha décadas e que a colonizacdo do trato
gastrointestinal por esses micro-organismos ocorre algumas horas
apo6s o nascimento, sendo que raramente causam doengas em
individuos saudaveis, exceto algumas cepas que desenvolveram
fatores de viruléncia e podem levar a complicagdes mais graves
(KAPER, NATARO, & MOBLEY, 2004).

A E.coli foi descoberta em 1885 por Escherich, na tentativa
de isolar a bactéria causadora da cdlera e inicialmente foi
denominada Bacterium coli commune, devido a sua presenca nas
fezes de todos os pacientes examinados. Posteriormente, foi
sugerido que esse micro-organismo fosse utilizado como
indicador de contaminag@o fecal, j4 que pode ser isolado e
identificado mais facilmente que outros patéogenos presentes na
agua. O teste para mensurar a potabilidade da agua, em 1895,
marcou o inicio do uso dos coliformes como indicadores de
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patogenos em aguas, o que posteriormente se estendeu ao leite
pasteurizado e produtos lacteos e entdo a outros alimentos
(APHA, 2001; JAY, 2005). No entanto, a determinagdo de
coliformes ndo ¢ tdo util para se definir se ocorreu uma
contaminacdo fecal e dessa forma, a contagem de E. coli foi
sendo mais utilizada, uma vez que o seu habitat primario e o trato
intestinal de animais de sangue quente, diferentemente de outros
coliformes que podem também estar presentes no ambiente.

Porém, o uso desse grupo de bactérias como indicador
sanitario vem sendo questionado, uma vez que nem sempre niveis
altos desses micro-organismos estdo correlacionados com o
aumento da probabilidade de se encontrar micro-organismos
patogénicos, bem como sua auséncia ndo significa sempre que o
alimento esta livre de patdgenos entéricos. Um exemplo disso
ocorreu em 1994, quando um surto de Salmonella enteritidis
causado pelo consumo de sorvete, mostrou que células suficientes
para provocar infec¢do foram encontradas em um produto com
baixas contagens de coliformes e E.coli (<1 UFC/g) (APHA,
2001).

2.9 Legislacio

Devido as varias enfermidades relacionadas ao consumo
de bivalves, algumas medidas foram tomadas para garantir sua
seguranca microbiologica.

Um dos primeiros passos para um regulamentacdo mais
efetiva se deu com a ocorréncia de um surto de febre tifoide em
1924, nos Estados Unidos, ligado a ostras contaminadas por
residuos de esgoto. No ano seguinte, o Servigo de Satde Publica
dos Estados Unidos criou o USA National Shellfish Sanitation
Program (NSSP) a fim de controlar as doengas transmitidas por
moluscos, restringindo a venda em certas areas de cultivo.

A Diretiva Europeia 2006/113/CE, a Diretiva Europeia
2004/41/CE, o acordo interestadual americano estabelecido pela
Food and Drug Administration (FDA) e o Comité Consultivo do
Reino Unido de Seguranca Microbioldgica de Alimentos sdo
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diretrizes para o monitoramento de areas de produgdo de
moluscos (OLIVEIRA, 2011)

Atualmente, nos Estados Unidos, as areas de produgdo
sdo avaliadas quanto a presenga de coliformes termotolerantes e
classificadas em permitidas, sob restricdo ou proibidas. Na
Europa, a carne dos moluscos ¢ avaliada quanto a presenca de F.
coli e as areas sdo classificadas como qualidade A, B, C ou
proibidas. No caso das areas liberadas e de qualidade A, o
produgdo pode ser vendida diretamente ao consumidor. As zonas
classificadas como B e C ou sob restri¢do, os moluscos podem ser
comercializados desde que passem primeiramente por um
processo de descontaminagido (LOVE, LOVELACE & SOBSEY,
2010).

No Brasil, de acordo com a atual legislagdo, a resolucio
n. 12, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, a avaliacio
de moluscos in natura exige somente a andlise para
Staphylococcus coagulase positiva, com limite de até 1,0 x 10
UFC g-1 e auséncia de Salmonella sp. em 25g. O limite para
coliformes a 45 °C somente ¢é estabelecido para moluscos
bivalves, temperados ou ndo, industrializados, resfriados ou
congelados, sendo este de 5,0 x 10 NMP g-1 (ANVISA, 2001).

Para o monitoramento das aguas de cultivo, resolugio n.
357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente estabelece o
monitoramento através da avaliagdo dos niveis de coliformes
termotolerantes, sendo que a média geométrica da densidade de
coliformes a 45 °C, de um minimo de 15 amostras coletadas no
mesmo local, ndo devera exceder 43 por 100 mL, e o percentil
90% nao devera ultrapassar 88 coliformes a 45 °C por 100 mL.
Esses indices deverdo ser mantidos em monitoramento anual com
um minimo de cinco amostras. A enumeracdo de Escherichia coli
poderd ser determinada em substituicio ao pardmetro de
coliformes a 45 °C de acordo com limites estabelecidos pelo
orgdo ambiental competente (CONAMA, 2005).

Em 2005, através do decreto n® 5.564, de 19 de outubro
(BRASIL, 2005), foi instituido o Comité Nacional de Controle
Higiénico-Sanitario de Moluscos Bivalves, formado pelo
Ministério de Aquicultura e Pesca, Ministério da Agricultura
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Pecuaria e Abastecimento e Agéncia Nacional, com a finalidade
de estabelecer e avaliar os requisitos necessarios para garantia da
qualidade higiénico-sanitaria dos moluscos bivalves.

Posteriormente, através da Instru¢do Normativa
Interministerial No 7, de 8 de maio de 2012, o Ministério da
Pesca e Agricultura instituiu o Programa Nacional de Controle
Higiénico-Sanitario de Moluscos Bivalves (PNCMB) a fim de
monitorar a quantidade de micro-organismos e biotoxinas
marinhas em moluscos bivalves. De acordo com o disposto na lei,
a retirada de moluscos bivalves destinados ao consumo humano ¢
definida como: liberada, liberada sob condigdo ou suspensa. Essa
classificacdo depende dos seguintes parametros:
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No caso dos moluscos provenientes de areas liberadas, os
mesmos podem ser destinados vivos ao consumo humano sem a
necessidade de tratamento complementar. No caso dos moluscos
advindos de areas com liberagdo sob condi¢do, os mesmos podem
ser comercializados somente apods depuragdo, processamento
térmico ou remocdo das visceras e gonadas de acordo com a
espécie processada e o tipo de produto obtido.

Se o método de descontaminac¢do escolhido for a
depuragdo, os estabelecimentos que a realizarem devem
apresentar uma descri¢do detalhada do processo, especificando,
entre outas coisas, o tempo e a capacidade de depuragdo. O
método escolhido deve ter sua eficiéncia comprovada através de
analises microbioldgicas adequadas a cada espécie. Os tanques de
depuracdo devem, ainda, ser constituidos de material ndo poroso
e resistente onde a matéria-prima se mantenha afastada do fundo,
evitando a suspensdo dos residuos oriundos da depuragdo. O
recipiente onde os moluscos serdo colocados devem ser
construidos de maneira a permitir a circulagdo uniforme da adgua
pelo tanque.

2.10 Sistemas de depuracio

A depuracdo consiste na transferéncia dos moluscos
contaminados para tanques de agua limpa para que, através do
processo natural de filtragdo os patdgenos sejam eliminados,
porém cabe salientar que diferentes micro-organismos possuem
diferentes velocidades de depuragdo e particularidades distintas
de temperatura e pH 6timos para a eliminagdo de patdgenos. A
tabela 5 mostra alguns dados encontrados por diferentes autores
em experimentos de depuragao.
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Os sistemas de depuracdo também possuem variagdes, podendo
ser do tipo aberto, com fluxo de dgua continuo, do tipo Batch-process,
onde a agua ¢ substituida em intervalos regulares ou ainda, do tipo
fechado, com recirculagio da dgua (CORREA, 2006). Todos os tipos
sdo eficientes, no entanto os dois primeiros requerem uma grande
quantidade de agua do mar de boa qualidade ¢ fica inviavel se o sistema
de depuragdo esta localizado distante dessa fonte. Por isso, o sistema de
recirculacdo vem sendo empregado. A depuragdo deve ocorrer de
maneira que os moluscos bivalves eliminem a contaminacdo, ndo
voltem a ser contaminados e permanecam vivos ao final do processo. A
fonte de agua do mar deve ser limpa e continuamente tratada através de
um sistema de desinfeccdo aprovado que ndo deixe residuos
indesejaveis no produto (BRASIL, 2012).

A escolha do sistema mais adequado depende de varios
aspectos, como o custo de implantacdo, custo operacional, facilidade e
custo de manutencdo, eficiéncia, efeitos residuais e tempo de contato
necessario (SUPLICY, 1998).

O primeiro método de desinfeccdo quimica da agua, utilizada
para a purificagdo de moluscos foi a cloragio, por causa da capacidade
desinfetante e da facil manipulag@o. No entanto, o uso de formas livres
de cloro tem sérias restri¢des, pois, como muitos outros fatores, também
afeta a capacidade de filtragdo dos moluscos além de afetar a qualidade
do produto final, podendo alterar a aparéncia e o gosto dos mesmos.
Dessa forma, métodos alternativos de purificacdo da agua devem ser
explorados, a fim de minimizar as alteragdes organolépticas dos
moluscos ao final do processo.

2.11. UV Germicida

A luz ultravioleta, descoberta em 1801 pelo fisico aleméo
Johann Wilhelm Ritteré, ¢ considerada uma radiagdo ndo-ionizante (ndo
capaz de ionizar os atomos presentes na matéria) localizada no espectro
de luz entre os raios-X e a luz visivel. Para fins praticos, ela é
classificada, de acordo com o seu comprimento de onda, em trés
principais tipos: UVA (320 a 400 nm), UVB (280 a 320 nm) e UVC
(200 a 280 nm). A principal fonte de radiagao ultravioleta ¢ o Sol, que
emite radiagdo nos varios comprimentos de onda. No entanto, os raios
UVC sdo completamente absorvidos pela atmosfera, os raios UVB sdo
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parcialmente absorvidos e atenuados antes de chegar a superficie e
maioria da radiagdo que chega a Terra ¢ do tipo UVA (BINTSIS,
LITOPOULOU-TZANETAKI & ROBINSON, 2000). Na area da
biologia, os raios UVC sdo largamente utilizados para desinfec¢do do ar,
de superficies ¢ de liquidos, sendo considerados germicidas, com seu
pico maximo de eficacia em 254 nm.

Figura 8: Letalidade dos diferentes comprimentos de onda da luz UV.
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Esses raios atuam a nivel molecular, interagindo com o DNA
das células e provocando alteragdes no mesmo. O principal efeito da
exposi¢cdo de DNA ao UVC ¢ a formagdo de dimeros de pirimidina. A
radiagdo altera a estrutura do DNA, provocando o bloqueio da
transcrigdo do RNA mensageiro e falha no processo de replicagdo
semiconservativa. Se o mecanismo reparador ndo for eficiente, essas
falhas no DNA podem impedir a célula de se reproduzir ¢ até mesmo
provocar a morte celular (BEGUM, HOCKING & MISKELLY, 2009).

A irradiag@o ultravioleta foi utilizada para desinfeccdo da agua
pela primeira vez em 1910, em Marseille, fato possibilitado gracas ao
desenvolvimento das lampadas de mercurio e tubos de quartzo. Porém,
devido ao alto custo do processo e com o aparecimento do cloro, sua
utilizagdo ficou prejudicada (HIJNEN, 2006).

Com o tempo, estudos mostraram que o tratamento com agentes
quimicos como cloro pode gerar subprodutos toxicos, e o tratamento
com UV ganhou mais atencdo (HIJNEN, BEERENDONK &
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MEDEMA, 2006; HASSEN, 2000). Além disso, a irradiagdo
ultravioleta possui um curto periodo de contato e maior eficacia na
inativagdo de virus.

Linden et al (2002) demonstraram que doses de UV foram
eficazes também na inativacdo da infectividade de cistos de Giardia
lamblia, um importante protozodrio relacionado com surtos causados
por contaminagdo da agua potavel.

Apesar da comprovada eficiéncia da desinfecgdo por UV contra
uma variada gama de micro-organismos, incluindo fungos, bactérias,
virus, protozodrios e algas, e de ser uma tecnologia que ndo provoca
alteragdes de cor, odor, ¢ pH no material irradiado, sua utilizagdo
também tem suas limitacdes. A matéria organica e outras particulas em
suspensdo na agua podem diminuir a efetividade do tratamento,
portanto, no caso da utilizagdo desse sistema para depuragdo de
moluscos bivalves, é necessario que a agua passe por um processo de
filtragdo para retirada de particulas antes de ser colocada na depuradora.



56

3. MATERIAL E METODO
3.1 Obtencio das ostras

As ostras, Crassostrea gigas, foram adquiridas de um cultivo na
localidade de Santo Anténio de Lisboa, Floriandpolis, Santa
Catarina. As unidades foram acondicionadas em uma caixa de
isopor e levadas diretamente ao laboratorio de Microbiologia de
Alimentos, localizado no Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Santa Catarina, onde foram colocadas em um tanque de
contaminag@o contendo agua salina em temperatura ambiente.

Figura 9: Crassostrea gigas

3.2 Obtencao da agua salina

A agua foi obtida do laboratério de Moluscos Marinhos,
localizado na unidade da Barra da Lagoa do Centro de Ciéncias Agrarias
da UFSC. A cada experimento, 600L de agua salina filtrada foram
transportados até o laboratdrio de microbiologia, acondicionados em trés
galdes de plastico, previamente limpos, de 200L cada. Essa agua foi
filtrada em filtros de polipropileno de 50pm, Sum e 1um e foi utilizada
tanto para os tanques de contaminagdo (aproximadamente 150L em cada
um dos dois tanques) quanto para a depuradora (cerca de 300L).
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3.3 Parametros da dgua salina

O pH da agua foi verificado antes de cada experimento por meio de
um medidor de pH e a temperatura da mesma foi monitorada durante o
processo de depuracdo. A cada retirada de amostras (Oh, 12h, 18, 24h,
36h e 48h) a temperatura foi registrada e posteriormente calculou-se a
temperatura média para cada depurag@o.

Também, com o auxilio de um oximetro, foi monitorada a
quantidade de O, na 4gua da depuradora.

3.4 Obtencio do indculo

A cepa de Escherichia coli ATCC 25922 foi cultivada inicialmente
em agar Eosina Azul de Metileno (EAM) a 37+1°C. Apds 24h, uma
colonia isolada foi transferida para 10mL de caldo Infusdo Cérebro
Coragdo (BHI) que foi incubado por 18-20h a 37+1°C. Para determinar
a concentragdo de E.coli em cada mL desse caldo, dilui¢des decimais da
cultura em overnight foram inoculadas em Agar Padrdo para Contagem.
A partir do resultado obtido, calculou-se a quantidade necessaria de
caldo BHI que deveria ser utilizada para 150L de agua (0,25mL) para
atingir a concentracio desejada de E. coli nas ostras (entre 230 e 46000
NMP por 100g de carne).

3.5 Contaminacio das ostras

As amostras trazidas ao laboratorio de microbiologia foram
lavadas com agua potavel e colocadas no tanque de contaminagio
contendo aproximadamente 150L de d4gua salina com aeracdo
permanente e foram, entdo, contaminadas com o caldo obtido no item
4.4. A cada experimento foram utilizadas 60 duzias de ostras que
permaneceram por aproximadamente 20h em contato com o micro-
organismo E.coli.

3.6 Depuracio

Apds a contaminag@o, as ostras foram lavadas com dgua potavel
corrente ¢ transferidas para a depuradora, também localizada no
CAL/CCA. Assim que retiradas do tanque de contaminagfo, uma
amostra de 12 unidades foi analisada em laboratdrio para determinar a
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carga inicial de E. coli de acordo com o método ISO/TS 6649-3:2005
(tempo zero). Durante o processo de descontaminagdo, mais cinco
coletas foram feitas, nos tempos de 12h, 18h, 24h, 36h e 48h. Durante o
processo de depuragdo foi monitorada a temperatura e oxigenagdo da
agua.

Em todas as coletas foram retiradas 12 unidades que foram
imediatamente analisadas quanto a presenca de Escherichia coli. Em
cada repeticdo foram depuradas 60 duzias de ostra, considerando-se esta
quantidade a capacidade maxima da depuradora. As ostras foram
distribuidas uniformemente entre os seis cestos plasticos, 10 duzias para
cada cesto, permitindo a circulagdo da dgua. Para a analise, procedeu-se
a retirada aleatoria de duas ostras de cada cesto, garantindo a
homogeneidade da amostra.

3.7 Parametros da depuradora

A depuradora, obtida da empresa Marine Equipment Ltda., é
construida com polietileno de média densidade, possui parede dupla e
revestimento interno de espuma de polietileno, o que proporciona
isolamento térmico. O sistema ¢ fechado e uma bomba magnética
permite a circulagdo da dgua de maneira uniforme. A aeragdo ¢ mantida
pelo processo de bombeamento da dgua através de um cano perfurado.

A esterilizagdo da agua é realizada por uma lampada UV de 55
W com aeracdo constante.

A depuradora possui dimensdes de 1,20m x 1,20m, com
capacidade para 600L e é capaz de depurar 60 duzias de ostras ou 90kg
de mexilhdo por ciclo.

A figura 10 mostra as ostras Crassostrea gigas em processo de
depuragio.
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Figura 10: Ostras Crassostrea gigas em processo de depuracao.
—— I -

3.8 Ensaios Microbiologicos

As analises foram realizadas de acordo com o método ISO/TS
6649-3:2005 para determinagdo de Escherichia coli por NMP.

3.9 Método de Ensaio

Apos serem retiradas da depuradora, as amostras foram
imediatamente levadas ao laboratério de microbiologia ¢ lavadas em
agua potavel corrente. Todo material aderido as conchas foi raspado e
retirado com o auxilio de uma escova. As ostras ja limpas foram
transferidas para bandejas plasticas previamente desinfetadas com alcool
70% e entdo abertas com uma faca estéril. A carne e o liquido intervalar
das 12 ostras representantes de uma amostra foram transferidos
assepticamente para um saco estéril, constituindo o “pool” de cada
amostra.



Para o ensaio microbiologico, 25g do “pool” obtido
anteriormente foram diluidos em 225 mL de agua peptonada tamponada
salina 0,85% e homogeneizados manualmente durante 30 segundos.
Essa foi considerada a dilui¢do 107 Aliquotas de 10mL, ImL, 0,1 mL
foram inoculadas em 3 séries de 5 tubos contendo caldo CGM (Caldo
Glutamato Modificado) em dupla, simples e simples concentragdo,
respectivamente.

Quando necessario, foram feitas dilui¢des decimais,
transferindo 1mL da dilui¢do 10" para um tubo contendo 9mL de agua
peptonada salina 0,85% e a partir dessa obtendo as diluicdes
necessarias, que também foram inoculadas em caldo CGM de
concentracao simples.

Apo6s um periodo de 24h a 37°C, os tubos positivos que
apresentaram viragem da coloracdo do meio de roxo para amarelo
(Figura 11) foram repicados para o meio cromogénio Tryptone Bile X-
Glucuronide (TBX). As placas foram incubadas invertidas a 44°C por
mais 24h e as dilui¢des que apresentaram crescimento de colonias azuis
(Figura 12) foram consideradas como positivas para presenca de E.coli.

Figura 11: Caldo CGM antes (A) e depois (B) da inoculagéo.
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Figura 12: Meio TBX positivo para identificagdo de E. coli (colonias azuis).

3.10  Analises Estatisticas

Os dados obtidos foram transformados em log e analisados no
programa Estatistica versdo 7 utilizando-se a ANOVA.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Parametros da agua salina

411 pH

Os valores de pH da agua salina utilizada em cada ciclo de
depuragdo apresentaram pouca variac¢do nas diferentes repeti¢des.

Repeticao 1: pH 8,2
Repeticdo 2: pH 8,0
Repeticao 3: pH 7,8
Repeticao 4: pH 7,7
Repeticdo 5: pH 8,0
Repetigdo 6: pH 8,1

4.1.2 Temperatura

A tabela 6 contém os valores de temperatura obtidos a cada
ciclo de depuragdo, com suas médias e respectivos desvios padrdo. As
repetigdes 5 e 6 foram realizadas em periodos mais quentes, resultando
em temperaturas mais elevadas, porém ndo foi observada a ocorréncia

de desova.

Tabela 6: Valores de temperatura obtidos durante o processo de depuracao.

Tempo Oh 12h  18h 24h 36h 48h Médiato
Repeticio 1 23,2 222 225 23 22,5 23,5 228+0)5
Repeticao 2 20,5 21,5 21,5 22,5 232 235 221+1,1
Repeti¢io 3 22,5 22,5 225 225 21,2 20,6 220+0,8
Repeticio4 22,5 229 219 22,1 21,2 214 220+£0,6
Repeticio 5 23,4 245 25,1 242 251 248 245+0,6
Repeticio 6 25,1 26,8 262 252 251 235 253+1,1
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4.1.3  Oxigénio dissolvido

A concentragdo de oxigénio dissolvido na agua também foi
avaliada durante a depuragdo e permaneceu constante, na faixa de 6,4
mg/L de O, Tendo em vista que a quantidade de 4gua na depuradora, a
quantidade de ostras nas cestas e a vazdo da agua foram mantidas
constantes em todos os experimentos, esse pardmetro ndo foi avaliado
em todas as repeticdes.

4.2 Ensaios Microbiologicos

Segundo a Instrugdo Normativa Interministerial No 7, de 8 de
maio de 2012 do Ministério da Pesca e Agricultura, as areas passiveis de
depuragdo sdo aquelas que apresentam contaminago entre 230 e 46000
NMP/110g de carne de molusco. Tendo em vista esses valores, foram
realizadas quatro repeti¢des com o inoculo inicial entre 230 e 46000
NMP/100g de carne para verificar a eficiéncia da depuragdo em uma
contamina¢do real. Os resultados obtidos dessas analises estdo
apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Valores de NMP obtidos a cada ciclo de depuracao.

Tempo Valores de E. coli em NMP/100g de ostra
Repeticio 1 Repeticio 2 Repeticio 3  Repeticio 4

Oh 35000 11000 5400 5400
12h 24000 5400 330 460
18h 790 330 490 1100
24h 230 330 1300 330
36h 70 110 170 230
48h 20 170 20 20

Porém, para verificar se a reducdo da E. coli se mantinha
mesmo com uma carga microbiana de concentragdo mais elevada,
também foram realizadas mais duas repeti¢des, testando a capacidade de
depuracdo com o inoculo muito acima de uma contaminagdo real. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8: Valores obtidos nas depuragdes com inoculo de maior concentragéo.

Tempo Valores de E.coli em NMP 100/g de ostra
Repeticio 5 Repeticio 6
Oh 160000 350000
12h 16000 24000
18h 7000 1300
24h 9200 700
36h 940 460
48h 790 490

Em todas as repeti¢des observou-se ja nas primeiras 12h uma
reducdo estatisticamente significativa (p<0,05) nos niveis de
contaminac@o. Essa redugdo também ocorreu no periodo de 12h para
18h nas repeti¢gdes com maior inoculo (1,2,5 e 6), conforme pode ser
observado na Tabela 7.

Entre 12h e 18h, 18h ¢ 24h e 24h e 36h, a concentragdo de E.
coli ndo apresentou diferencas significantes, ainda que quando avaliada
a diferenca entre os tempos 12h e as 36h essa reducdo tenha sido
significativa (p<0,03).No entanto, em todas as repeti¢des, apos as 48h,
os valores de NMP de E. coli obtidos apresentam redugdo
estatisticamente significativa, com p<0,001 segundo os resultados que
podem ser observados nos graficos das figuras 13 e 14.
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Figura 13: Concentragdo de E. coli em NMP/100g no inicio e ao final da
depuracdo das repeticdes 1, 2, 3 e 4 respectivamente.
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Figura 14: Concentragdo de E. coli em NMP/g no inicio ¢ ao final da depurag¢do
das repeticdes 5 e 6 respectivamente.
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Ap6s 48h de depuracdo, a quantidade de E. coli encontrada na
carne das ostras nas repetigdes de 1 a 4 foi reduzida até os niveis
previstos pela Instru¢do Normativa Interministerial No 7, de 8 de maio
de 2012 do Ministério da Pesca e Agricultura, compativeis com areas de
retirada liberada para consumo sem necessidade de processamento,
como pode ser observado no grafico da figura 13, comprovando a
eficacia da depuracdo, sendo que nas repeticdes 1,2 e 3 esse nivel foi
atingido ja com 36h de depuracdo. Cabe ressaltar que os testes foram
executados com a capacidade maxima da depuradora, ou seja, 60 duzias
de ostras.
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Nas repeticdes com concentra¢des elevadas de E. coli, também
se observou redug¢fo significativa nos niveis de contaminag@o apos 48h,
com variagdes menos marcantes a medida que a carga microbiana
diminuiu, como pode ser observado na tabela 8.

Pelos resultados obtidos neste experimento e por outros dados
disponiveis na literatura (NAPPIER et al, 2009; LOVE et al, 2010;
RONG et al, 2013), ndo se pode questionar a importancia ¢ a eficiéncia
do processo de depuragdo na eliminagdo de bactérias contaminantes,
porém cabe também refletir sobre os pardmetros exigidos para garantir a
seguranca alimentar dos moluscos.

De acordo com a atual legislacdo, as areas de cultivo devem ser
monitoradas de modo a permitir ou ndo a retirada de moluscos para
comercializagdo. Tendo em vista a relacdo entre a presengca de
Escherichia coli e a contaminagdo fecal, esse foi o micro-organismo
escolhido como indicador para o monitoramento, porém talvez essa ndo
seja a escolha mais adequada.

Para avaliar a eficiéncia da bactéria Escherichia coli como
indicadora de contaminacdo fecal em moluscos, Marino et. al (2005)
utilizaram mexilhdes contaminados artificialmente com Escherichia
coli, Vibrio cholerae ndo-O1 e Enterococcus durans. O tempo de
depuragio de cada um dos micro-organismos foi avaliado
individualmente e sob influéncia dos demais micro-organismos, em duas
temperaturas diferentes (14°C e 21°C). Quando houve a contaminagio
com as trés espécies, observou-se que a E. coli sozinha nio foi
detectavel em ambas as temperaturas apos 144h de depuracdo. Quando
na mistura dos micro-organismos, a 14°C a E. coli ndo foi detectada
apos 168h, porém a 21°C os niveis dessa bactéria ndo puderam mais ser
detectados apds 72h, indicando uma rapida depuragdo. O mesmo
comportamento nao foi observado para o Vibrio cholerae nao-O1, que
ainda foi detectado apo6s 168h nas duas temperaturas, quando em
conjunto com os outros dois micro-organismos e sozinho na temperatura
de 21°C, ainda que somente o Vibrio cholerae nao-O1 tenha sido
eliminado em 168h a 14°C. Para Enterococcus durans, houve
diminui¢cdo no nivel de contaminag@o, porém sua presenca ainda foi
detectada apds 168h de depuragdo, tanto sozinho como quando em
associacdo com os outros dois micro-organismos para ambas as
temperaturas.

Em 2002, Croci et al, avaliou a taxa de depuragdo em ostras
para Escherichia coli, Vibrio cholerae Ol e Vibrio parahaemolyticus.
Nesse experimento, as ostras foram divididas em dois grupos, sendo que
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um deles foi contaminado com para Escherichia coli e Vibrio cholerae e
0 outro com Escherichia coli e Vibrio parahaemolyticus. Amostras
foram coletadas com 5h, 24h e 44h de depuragdo e se realizaram os
ensaios microbiologicos para enumeragdo dessas bactérias. A
quantidade de E. coli caiu rapidamente de 1,1x10° NMPg™' para 4,6x10°
NMPg" apés 5h de depuragdo, atingindo um valor de 2,4 x10* NMPg
ao final do experimento. No entanto, 0 mesmo comportamento ndo foi
observado para as duas espécies de vibrio. A quantidade de Vibrio
cholerae O1 permaneceu praticamente constante durante as primeiras 5
horas e s6 decaiu um log ao final do experimento, passando de 9,3 x10°
NMPg" para 9,3x10° NMPg". O Vibrio parahaemolyticus também nio
sofreu redugdes muito significativas durante as primeiras 24h de
depuragdo, passando de 7,4 x10° NMPg™ para 1,1x x10° NMPg™" apés
44h. Considerando esses dados, se observa que mesmo apo6s 44h de
depuracdo ainda foi possivel detectar uma quantidade significativa de
vibrios. No entanto, esse trabalho mostrou que a E.coli pode, nas
condi¢des deste experimento, atingir niveis aceitaveis para consumo em
tempos inferiores a 44h.

Esses dados reforcam estudos (SON & FLEET, 1980;
TAMPLIN & CAPERS, 1992; LEE & YOUNGER, 2002) que
demonstram que as taxas de eliminago de vibrios ndo sdo comparaveis
as de indicadores de contaminacdo fecal como a Escherichia coli.
Sabendo que a grande maioria dos surtos alimentares ligados a frutos do
mar e causados por bactérias estdo relacionados aos vibrios, alerta-se
para necessidade da enumeragdo desses micro-organismos ou busca de
outro indicador mais adequado que possibilite o controle dessas
bactérias em ostras e outros produtos de origem marinha. (RIPABELLI,
1999)

Além das bactérias da familia Vibrionaceae, os virus entéricos
também sdo responsaveis por um grande nimero de casos de DTA’s
(GOSLING, 2003) envolvendo agua e frutos do mar e a utilizagdo de
E.coli como indicador também pode ser ineficiente para determinar a
presenca de virus, visto que os virus patogénicos, tais como o virus da
hepatite A (HAV), rotavirus, e enterovirus ja foram detectados em
mexilhdes de areas que, segundo critérios de qualidade bacterioldgica,
foram consideradas como ndo contaminadas, seguras para a natacdo e
adequadas a retirada de mariscos (BOSCH, 1994; MUNIAIN-MUJIKA,
2002; SCHWAB, 1998).

Em outro estudo, realizado na regido da Galicia, Espanha
(ROMALDE, 2002), comparou-se a prevaléncia de E. coli e do virus da
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hepatite A (HAV) em ostras e ndo foi encontrada correlacido
significativa entres eles, o que evidencia que a E. coli talvez no seja o
indicador mais adequado para o monitoramento de areas de cultivo.

Para avaliar a eficiéncia da depuragio, outros fatores devem
ainda ser considerados, como a salinidade, temperatura e a quantidade
da contaminagéo inicial, bem como a natureza dessa contaminacdo, pois
cinéticas de acumulacdo e depuragdo diferentes sdo observadas para
diferentes micro-organismos ou quando um mesmo micro-organismo
estd isolado ou interagindo com outros contaminantes. Além disso,
moluscos contaminados artificialmente apresentam uma velocidade de
depuragdo mais rapida do que os naturalmente contaminados
(OLIVEIRA, 2011; GOSLING, 2003). Isso pode ser consequéncia da
uma maior adaptacdo ao ambiente da célula bacteriana naturalmente
presente, o que ndo ocorre se a bactéria é introduzida artificialmente a
partir de uma cultura produzida em laboratorio.

Em face dessas consideragdes, mais experimentos devem ser
conduzidos para que se permita avaliar o tempo minimo necessario de
depuragdo para tornar os bivalves realmente livre de patdgenos, levando
em considerag¢do os micro-organismos nativos no ambiente marinho que
ndo estdo relacionados & contaminac¢do fecal, bem como virus e
protozoarios, que possuem velocidades de depuragdo muitas vezes
distintas das bactérias. Também cabe questionar se a atual legislacdo
para monitoramento das aguas de cultivo através da quantificagdo
somente de Escherichia coli ¢ suficiente ¢ adequada, considerando os
problemas mais frequentes associados ao consumo de moluscos
bivalves.



69

5 CONCLUSOES

Por serem consumidas frequentemente in natura, as ostras
apresentam riscos microbiologicos ao consumidor, necessitando que se
tomem medidas para reduzir esses perigos associados ao consumo. Este
trabalho procurou avaliar o processo de descontaminagdo de ostras por
depuragido com luz ultravioleta em um sistema compacto e através dos
experimentos realizados pode ser observado que a depuragido foi eficaz
na descontaminagdo de Crassostrea gigas, sendo capaz de reduzir o
numero de bactérias presentes na carne dos moluscos, nas condigdes
deste trabalho, sendo que a depuragdo se mostrou efetiva tanto em
amostras pouco contaminadas quanto em amostras altamente
contaminadas.

Também foi observado que apds 48 horas de depuragdo, a
quantidade de E. coli na carne dos moluscos ja atingiu niveis aceitaveis
nas 4 repeti¢gdes com indculo entre 230 e 46000 NMP/100g de carne
(faixa limitante estabelecida pela Instru¢do Normativa Interministerial
No 7, de 8 de maio de 2012 do Ministério da Pesca e Agricultura, para
depuragio).

No entanto, analisando trabalhos anteriores, se conclui que a baixa
contagem de E. coli nem sempre garante um produto livre de patogenos
e, em vista disso, seria necessario realizar estudos mais abrangentes com
outros micro-organismos além de E.coli e observar a velocidade de
depuragdo para cada um deles, principalmente para espécies de vibrios
em amostras naturalmente contaminadas. Também ¢é necessario repensar
sobre os atuais padrdes para o cultivo de moluscos e verificar se eles
realmente sdo suficientes para garantir um produto seguro ou se deveria
ser exigido um padrdo mais rigoroso para o monitoramento dos cultivos.
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