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RESUMO

A mitilicultura € uma das modalidades de aquicultura mais produtiva que se
conhece. Os mitilideos estdo entre os moluscos que apresentam maior valor
comercial nos mercados nacional e internacional. A regido da Baia de llha Grande &
uma das maiores produtoras de moluscos bivalves no Estado do Rio de Janeiro.
Altos indices de agentes etioldgicos de doencas alimentares no Brasil tornam-nos
um problema de Saude Coletiva, sendo que muitos relatos implicam o consumo de
moluscos bivalves como principais responsaveis. A disponibilidade de produtos
seguros necessita do desenvolvimento de tecnologia como a irradiacdo de
alimentos. O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade bacteriolégica
de mexilhdo (Perna perna) de cultivos da Baia de llha Grande/RJ e o0 uso da
irradiagao no produto in natura. Foram coletadas 15 amostras de mexilhdo de cinco
pontos de cultivo na Baia de llha Grande, RJ. Uma amostra de cada ponto foi
irradiada com as doses 1,0 e 1,5 kGy. A andlise bacteriolégica (contagem de
Staphylococcus coagulase positiva, presenca de Salmonella spp., NMP de
coliformes totais e fecais e NMP de Vibrio parahaemolyticus) seguindo instru¢cdes da
legislacdo brasileira. As amostras apresentaram irregularidades quanto a Salmonella
spp. e coliformes fecais, este para o grupo controle. O grupo controle apresentou-se
impréprio para consumo. A dose de 1,0 kGy foi efetiva para a reducéo de coliformes
fecais, porém ndo para a extincdo de Salmonella spp.

PALAVRAS-CHAVES: mexilhdo; avaliacdo bacterioldgica; Baia de llha Grande;
irradiagao de alimentos.



ABSTRACT

The cultivation of shellfish is one of the most productive methods of
aguaculture that is known. Mitilidae are among the mollusks that have higher
commercial value in national and international markets. The region of the llha Grande
Bay is one of the largest producers of bivalve molluscs in the State of Rio de Janeiro.
High levels of foodborne disease in Brazil make it a public health problem, with many
reports involving the consumption of bivalve molluscs as primarily responsible. The
availability of safe products requires the development of technology such as food
irradiation. The main objective of this study was to assess the bacteriological quality
of mussels (Perna perna) from cultivations of the llha Grande Bay / RJ and the use of
irradiation process on the fresh product. We collected 15 samples of mussels from
five points of Ilha Grande Bay, RJ. A sample of each collected points was irradiated
with doses of 1.0 and 1.5 kGy. The bacteriological analysis (Staphylococcus
coagulase-positive count, Salmonella spp. presence, MPN of total and fecal coliforms
and MPN of Vibrio parahaemolyticus) followed the instructions of the Brazilian
legislation. Samples showed irregularities concerning Salmonella and fecal coliforms
for the control group. The control group was not fit for consumption. The dose of 1.0

kGy was effective in reducing fecal coliform, but not for the extinction of Salmonella

spp.

KEY WORDS: mussel; bacteriological evaluation; llha Grande Bay; food irradiation.
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1 INTRODUCAO

A criacdo racional de mexilhdes, ou mitilicultura, € uma das modalidades de
aguicultura mais produtiva que se conhece, fato atribuido principalmente aos
seguintes fatores: carater filtrativo dos mexilhdes, que dispensa o fornecimento de
racado suplementar, alto indice de conversdo alimentar, que resulta em um rapido
crescimento e alta produtividade; baixo custo das instalacées de cultivo; facilidade
de manejo e obtencdo de mexilhdes jovens para a utilizagdo nas criagdes
(MARQUES; PEREIRA, 1988).

Os pectinideos estdo entre os moluscos que apresentam maior valor
comercial nos mercados internacionais, onde, atualmente, a demanda supera a
oferta. A produgdo extrativa encontra-se em seu limite maximo, e a expansédo da
producdo somente ocorrera através da maricultura, que no ano de 2004 ja participa
com cerca de 75% do total da producdo mundial (RUPP; BEM, 2004).

Segundo dados do Sistema de Informacdes Hospitalares (SIH) do Ministério
da Saude, ocorreram mais de 3.400.000 internacfes por DTA no Brasil, de 1999 a
2004, com uma média de cerca de 570 mil casos por ano. Presume-se alta
morbidade (CARMO et al., 2005).

Por volta de 90% dos relatos de doencas por ingestdo de pescado
contaminado resulta, principalmente, da ingestdo de moluscos bivalves (ASHIE et.
al., 1996).

A disponibilidade de produtos seguros necessita do desenvolvimento de
tecnologia de conservacdo, pois os moluscos em geral, como outros produtos
pesqueiros sdo altamente susceptiveis a deterioracao.
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Dentre os métodos de conservagdo disponiveis para manter a qualidade e
prolongar a validade comercial dos alimentos, vem se destacando a irradiacdo de
alimentos, com a diminuicdo dos riscos a saude coletiva, eliminando patdgenos, a
acdo de microrganismos e processos quimicos responsaveis pela degradagcdo dos
alimentos.

Pesquisadores em todo o mundo demonstram que o método de utilizacdo da
radiacdo gama para a conservacado do alimento é confiavel e seguro, podendo ser
utiizado sem riscos toxicologicos, nutricionais ou outra forma danosa ao
consumidor. O processo da radiacdo gama impede a divisdo celular em bactérias,
através da ruptura de sua estrutura molecular. As doses de radiacdo gama,
adequadamente utilizadas, ndo provocam efeitos toxicoldgicos, os niveis de energia
utilizados ndo sao suficientes para induzir radioatividade nos alimentos. O alimento,
de forma alguma, entra em contato com a fonte de radiagao.

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a qualidade bacteriologica de
mexilhdo (Perna perna) de cultivos da Baia de Ilha Grande/RJ e o uso da irradiacéo

no produto in natura.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MEXILHAO

2.1.1 Biologia

A classe Bivalvia abrange animais como mariscos, ostras e mexilhdes. Os
bivalves sdo comprimidos nas laterais e possuem uma concha composta por duas
valvas, encaixadas em dobradica dorsalmente. O pé como o restante do corpo é
lateralmente comprimido, além disso, possui a cabeca mal desenvolvida. As
branquias nesta classe assumem outro papel além de trocas gasosas, de captacao
de alimentos (RUPPERT; BARNES, 1996).

A familia Mytilidae é composta pelos seguintes géneros animais usados na
alimentacdo: Mytilus, Modiolaria, Brachiodontes, Septifer e Lithophaga;
apresentando espécies marinhas e de agua salobra. Os mitilideos apresentam duas
valvas iguais de forma oval ou triangular; duas impressées de musculos adutores
(SANTOS, 1982).

Mexilhdo é o termo utilizado para denominar as diversas espécies de
moluscos bivalves da familia Mytilidae, sendo os géneros mais comuns Mytilus,
Perna e Mytella. Dependendo da regido do pais, recebem diversos nomes, como
marisco, sururu, bacu-cu e ostra-de-pobre (MAGALHAES, 1985). Seu comprimento
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varia entre 5 a 8 cm podendo atingir 14 cm; possui 3 a 4 cm de largurae 2 a 3 cm de
espessura (RIBEIRO-COSTA; MARINONI, 2002).

Os animais possuem pé alongado em forma de lingua, com um sulco no meio
para a passagem do bisso. O bisso é usado para a fixacdo do mexilhdo no substrato
(RUPPERT; BARNES, 1996).

O mexilhdo, espécie em estudo, compreende a seguinte taxonomia:

Filo Mollusca (Linnaeus, 1758)
Classe Bivalvia (Linnaeus, 1758)
Subclasse Pteriomorphia (Beurlen, 1944)
Ordem Mytiloida (Férussac, 1822)
Superfamilia Mytiloidea (Rafinesque, 1815)
Familia Mytilidae (Rafinesque, 1815)
Subfamilia Mytilinae (Rafinesque, 1815)
Género Perna (Retzius, 1788)
Espécie Perna perna
(Linnaeus, 1758)

As duas valvas da concha possuem uma dobradica que permite a
movimentac&do, o musculo adutor posterior é responsavel por abrir e fechar a concha
do mexilhdo. Entre as valvas uma grande camada de tecido tem destaque, 0 manto;
gue possui uma borda com trés pregas. A prega interna possui masculos radiais e
circulares, a prega média é sensorial e a prega externa secreta a concha (RIBEIRO-
COSTA; ROCHA, 2002; RUPPERT; BARNES, 1996) (Figural).

A concha do Perna perna € equivalve possuindo trés margens: dorsal, ventral
e posterior (Figura 1). A margem dorsal possui suave angulagdo proxima a metade
da concha; a margem ventral é ligeiramente cOncava; e a margem posterior é
arredondada. Espécimes de P. perna provenientes de bancos naturais apresentam
valvas mais espessas, desgastadas com menor altura e maior largura do que
espécimes provenientes de cultivos, os quais ficam permanentemente submersos
devido a acéo abrasiva das ondas (RESGALLA Jr. et al., 2008). O umbo define a
regido anterior do mexilhdo; e pela regido ventral saem os filamentos do bisso
(RIBEIRO-COSTA; ROCHA, 2002) (Figura 1).
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A concha é lisa, apresentando apenas linhas concéntricas de crescimento. A
face interna das valvas € nacarada com cicatrizes de inser¢cdo musculares: musculo
anterior retrator do bisso, musculo mediano retrator do bisso, musculo retrator do pé,
musculo posterior retrator do bisso e musculo adutor posterior. Além disso apresenta
uma cicatriz fina, a linha palial, na margem ventral da valva (Figura 1). No género
Perna ndo ha musculo adutor anterior, sendo esta uma das caracteristicas distintivas
(RESGALLA Jr. et al., 2008; RIBEIRO-COSTA; ROCHA, 2002).

DORSAL :
linhas de

/ crescimento

umbo

ANTERIOR POSTERIOR

filamentos VENTRAL

do bisso

cicatriz do musculo

retrator do pe

cicatriz do musculo
posierior retralor
do hisso

cicatriz do musculo
medianc retrator
do bisso

Iinha de crescimento

M e i

cicatrz do misculo \ cicatriz do musculo
anterior retrator linha palial adutor posterior
do bisso

Figura 1: Caracteres estruturais da concha do bivalve Perna perna. Fonte: Ribeiro-
Costa e Rocha (2002).

O mexilhdo é uma espécie didica, sem dimorfismo sexual externo.
Interiormente, a diferenciagdo € possivel gracas a diferenca de coloragdo dos
tecidos gonadicos dos animais sexualmente maduros (RESGALLA Jr. et al., 2008).
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O manto em animais maduros apresenta-se alaranjado nas fémeas; e
esbranquicado nos machos. Esta cor € devido a presenca de gbnadas no manto,
pois nesses animais as gbnadas sao difusas, estendendo-se para o manto (ibid.).

Na cavidade pericardica, localizada préximo ao angulo dorsal da concha,
encontra-se o coracao formado por um ventriculo e dois atrios (esquerdo e direito)
(ibid.).

A musculatura extrinseca do P. perna é formada por trés tipos de musculos:
musculo adutor, masculos do bisso e musculos do pé. E a musculatura intrinseca é
formada, principalmente, pelo musculo marginal do manto (RESGALLA Jr. et al.,
2008).

Os mexilndes sé&o animais filtradores que se alimento de microrganismos
capturados pela corrente de agua que é produzida pelo batimento dos cilios das
branquias. A seletividade do seu alimento ocorre pelo tamanho da particula. Esses
animais filtram de 0,5 a 4 L/h dependendo do tamanho e das condicbes ambientais.
(ibid.).

A alimentacdo dos mexilhdes € um processo continuo, s6 interrompido
guando os individuos sdo expostos ao ar ou permanecem submetidos a qualquer
outra condicdo ambiental desfavoravel, como baixa salinidade ou reduzidos teores
de oxigénio dissolvido na agua (MARQUES, 1998).

2.1.2 Habitat e distribuicao

O mexilhdo é uma espécie nativa do continente africano, sendo introduzida na
América do Sul ha mais de 200 anos. Esse molusco bivalve filtrador se fixa em
substrato duro onde vivem normalmente, por este motivo acredita-se que a espécie
veio do continente africano fixada em casco de navios negreiros durante o periodo
de colonizagdo do Brasil. Atualmente, os bancos naturais da espécie no Brasil
ocorrem, principalmente, entre Espirito Santo e Rio Grande de Sul (RESGALLA Jr.
et al., 2008).

Os mexilhdes se fixam ao substrato através de um conjunto de filamento

denominado bisso apos a fase larval plancténica. Estes filamentos sdo formados a
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partir das glandulas localizadas na base do pé que secreta um liquido viscoso que
se coagula. Os mexilhbes sdo moveis, este pode se movimentar através dos seus
pés, se as condi¢cdes do ambiente ndo estdo muito favoraveis. O mexilhdo pode até
desprender-se completamente em estratégia de sobrevivéncia através da forca da
tracdo do pé que leva ao rompimento do bisso (SANTOS, 1982).

Assim, apos a fase larval planctonica, os mexilhdes passam a ter habitos
bentdnicos vivendo aderidos a qualquer substrato rigido como rochas, pilastras de
portos, correntes e cordas submersas, cascos de embarcacdes e boias. Mas
habitam, preferencialmente, os costdes rochosos na regido entremarés até a zona
infralitoral, em profundidades variaveis em locais mais expostos a acédo das ondas.
Pode chegar até 7 metros de profundidade dependendo da inclinacdo do costéo,
intensidade do batimento das ondas e da proximidade de fundos arenosos. Locais
expostos a acao de fortes ondas e mais profundos podem possuir mexilhdes até em
maiores profundidades. Em Arraial do Cabo, P. perna sdo encontrados em lajes
submersas a 35 metros. A maior concentracdo de mexilhdes se da na parte inferior
da zona entremarés até um metro de profundidade, podendo formar densas
populacbes com até 20.000 animais por metro quadrado (RESGALLA Jr. et al.,
2008).

O mexilhdo P. perna possui uma ampla distribuicdo ocorrendo no Mar
Mediterraneo; continente africano e no Oceano indico. Na América do Sul é uma
espécie exotica estabelecida a mais de 200 anos; no Brasil, ocorre desde a Baia de
Vitoria, ES até Rio Grande, RS (ibid.).

Perna perna é uma espécie capaz de resistir a ampla variacdes de salinidade
(19 a 49 ppm, 6tima entre 34 e 36 ppm) e temperatura (5 a 30C, 6tima 21 a 28C)
(ibid.).

Estudo sobre a influéncia da temperatura e da salinidade no desenvolvimento
larval de P. perna e P viridis, concluiu que o tempo para a metamorfose foi
independente da salinidade, dentro de uma faixa 6tima de temperatura, situada na
faixa de 18 a 30°C (SIDDALL, 1979).

Pesquisa feita sobre a sobrevivéncia do mexilhdo P. perna em diferentes
salinidades, indica que este molusco sobrevive na faixa de salinidade de 19 a 44 °/y
(SALOMADO et al., 1980).
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Romero e Moreira (1981) estudaram os efeitos combinados da salinidade e
da temperatura na sobrevivéncia larval de Perna perna. As larvas tiveram pouca
resisténcia a variagbes de temperatura e salinidade. Valores extremos de
temperatura reduziram a amplitude de tolerancia a baixas salinidades, enquanto que

salinidades muito baixas, igualmente reduziram a tolerancia a altas temperaturas.

2.1.3 Mitilicultura e extrativismo

Perna perna € uma espécie subtropical que normalmente tem um crescimento
mais rapido do que espécies originarias de clima temperado. Além disso, o
crescimento de mexilhbes em bancos naturais varia de acordo com o tempo de
emersdo dos animais. Animais exposto periodicamente ao ar (regido entremarés)
cresce mais lentamente; tanto pelo estresse fisiologico como privagdo de alimento.
(RESGALLA Jr. et al., 2008).

A grande maioria dos bivalves comercializados no Brasil € proveniente do
ambiente natural, o que torna essa atividade economicamente importante, ndo so
em termos de ocupacéo da forca de trabalho, mas também na formacéo de renda do
setor primario da economia, constituindo um dos elos da cadeia produtiva do
agronegocio da malacocultura (HENRIQUES et al., 2000). Os bancos naturais do
mexilhdo P. perna sao explorados desordenadamente pelos extratores
"marisqueiros" (HENRIQUES, 2004).

A producéo nacional anual de mitilideos esta ao redor de 28.000 toneladas,
sendo que apenas 47% dela sdo comercializadas, ficando o restante destinado ao
consumo dos proprios extratores, para sua subsisténcia (PEREIRA; GRACA-
LOPES, 1995).

A producédo aquicola mundial teve um crescimento de 187,6 % entre 1990 e
2001, aumentando de 16,8 milhdes para 48,4 milhdes de toneladas. No Brasil, esta
atividade aumentou 925 %, pois a producéo de 20,5 toneladas em 1990 atingiu 210
mil toneladas em 2001. Entre os grupos cultivados na década de 90 os moluscos
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foram os que apresentaram a maior taxa de variacdo relativa de crescimento
(11.848%) em termos de producdo cultivada e de receitas geradas (20.139 %)
(BORGHETTI et al., 2003).

A malacocultura (cultivo de moluscos) utiliza técnica simples e tem baixo
investimento com producéo de alimentos de alto valor comercial como ostras, vieiras
e mexilhdes. Além disso, ndo ha gastos com a alimentacao ja que esta provém do
ambiente natural (RESGALLA Jr. et al., 2008).

O cultivo de mexilhdo comecou casualmente na Europa em 1235 quando um
naufrago irlandés cravou estacas de madeira na Baia de I'Aiguillon e observou que
estas serviram de 6timo substrato para coleta e engorda de mexilhdes que tornaram-
se sua principal fonte de alimento (ibid.).

O mexilhdo Perna perna, conhecido como “brown mussel’” no mercado
internacional, é a espécie mais cultivada no hemisfério sul por apresentar resultados
bastante positivos no cultivo (ibid.).

A mitilicultura ou cultivo de mexilhées desenvolveu-se muito no Brasil durante
a ultima década, principalmente no Estado de Santa Catarina, onde a producao
anual da espécie Perna perna saltou de 190 toneladas em 1990 para 9.460
toneladas em 1999 (ROCZANSKI et al., 2000). A expansédo dessa atividade motivou
a entrada de inimeras familias de comunidades pesqueiras no processo produtivo,
com reflexos positivos na economia regional e em toda a cadeia de producdo. O
litoral norte do Estado de Sédo Paulo, compreendendo os municipios de Ubatuba,
Caraguatatuba, S&o Sebastido e llhabela, apresenta condicdes geograficas e
ambientais bastante favoraveis ao desenvolvimento da mitilicultura, detendo assim
um enorme potencial em termos de produgcao comercial (MARQUES, 2003).

A ostra japonesa Crassostrea gigas e o mexilhdo Perna perna, sdo as
principais espécies cultivadas. Esta Ultima espécie apresentou um crescimento
superior a 4.000%, passando de 190 t em 1991 para 8.132,4 toneladas em 2003
(MANZONI; MARTINS, 2006).

Os mexilhdes estdo sendo cultivados em varios pontos do litoral brasileiro, o
que permite aumentar sua oferta a populacdo sem exaurir 0S estoques naturais
(RESGALLA Jr. et al., 2008).
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No Brasil o sistema de cultivo mais utilizado para mexilhdes é do tipo
suspenso flutuante (“long-line”), em que as cordas sao presas a uma linha mestre
que flutua na superficie com o auxilio de flutuadores (SANTOS, 2009).

O cultivo de mexilhdes em Santa Catarina, como atividade comercial, teve o
seu inicio em 1990 na regido da Enseada do Brito (Palhogca) e devido a baixa
profundidade neste local os cultivos eram realizados em estruturas fixas, a estrutura
apresentava um reduzido custo de implantacdo. Os resultados positivos dos
mexilhdes cultivados neste local e utilizacdo de materiais originarios da pesca
resultando em baixo investimento motivaram o ingresso de pescadores de diferentes
localidades nesta atividade (MANZONI; MARTINS, 2006).

Atualmente, o cultivo de mexilhdes é praticado no litoral brasileiro nos estados
de Santa Catarina, do Espirito Santo, do Rio de Janeiro, de Sdo Paulo e do Parana,
apresentando a maior taxa de crescimento dentro da maricultura de 22% ao ano, 0
que representa 7,5% da producao aquicola do pais (RESGALLA Jr. et al., 2008).

O custo total por quilo de mexilhdo, calculado a precos de setembro de 2004,
fica em R$ 0,82, com um valor de venda de R$ 1,20. Isto d4 uma receita bruta por
ha de cultivo de R$ 48.000,00. Sendo o custo total R$ 32.732,04, o lucro liquido por
ciclo ha seria de R$ 15.267,96 (INSTITUTO CEPA, 2004). Devido ao alto valor do
produto e aos baixos custos de producdo, a malacocultura esta entre diversos
programas governamentais de desenvolvimento economico e social (SANTOS,
2009).

No Rio de Janeiro, a obtencdo do mexilhdo é principalmente a extrativista,
especialmente na Baia de Guanabara, que representa a mais importante atividade
pesqueira. A Associacdo Livre de Maricultores do Estado do Rio de Janeiro
(ALMARJ), localizada em Jurujuba, é a principal responsavel pelo beneficiamento do
animal em alimento, comercializado pré-cozido e desconchado, embalado em
polietileno (LAGE, 2006).

Porém, o IBAMA (BRASIL, 2003) levando em consideracdo aspectos como a
importancia socio-econdmica que a atividade de mitilicultura assumiu como
mantenedora de inUmeras familias, como alternativa para pescadores que nao
obtém, na pesca extrativa, meios suficientes para subsisténcia; e que a retirada de
sementes de mexilhdo dos costbes naturais para atender as demandas de cultivo,

tém promovido depredagdo aos bancos naturais destes moluscos; determinou a
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proibicdo anual da extracdo de mexilhdo nos costées naturais, sob qualquer método,
da espécie Perna perna, no litoral dos estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro,
Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, no periodo de 01 de
setembro a 30 de novembro e de 01 de janeiro a 28 de fevereiro de cada ano.

Em 1995, a Prefeitura de Angra dos Reis incentivou a mitilicultura através do
Projeto de Desenvolvimento Sustentavel para a llha Grande com a finalidade de
fornecer ao morados da llha Grande uma fonte de renda alternativa evitando dessa
forma a evaséo dos habitantes locais e a agdo da crescente especulagdo imobiliaria.
A llha Grande esta localizada a sudeste do Municipio de Angra dos Reis, sendo a
maior ilha do Estado do Rio de Janeiro, com 187 km? de area territorial (LOPES et
al., 2010).

Por ser uma monocultura intensiva, a mitilicultura esta potencialmente
suscetivel a infestacdes, reduzindo o lucro dos produtores, pois, pode representar
até 90% do peso do produto desconchado (MARENZI; BRANCO, 2006).

2.1.4 Como alimento

Os mexilhdes por possuirem ampla distribuicdo geografica, serem organismos
dominantes e de bom crescimento representam uma importante fonte de alimento
em muitas partes do mundo (RESGALLA Jr. et al., 2008).

O mexilhdo é chamado como ostra de pobre, sendo consumido cru ou cozido.
Quando cozido é muito apreciado como um quitute jA consagrado: mexilhdo ao
vinagrete (SANTOS, 1982).

Os mexilhdes também sdo fonte de alimento alternativo, quando a pesca
artesanal ndo € bem sucedida (RESGALLA Jr. et al., 2008).

No Brasil, a comercializagcdo dos mexilnbes se dava basicamente de duas
maneiras: na concha ou desconchado, em embalagens plasticas de 500 gramas ou
um quilograma. Atualmente com o aumento da competitividade entre os produtores
ocorreu uma diversificacdo nas formas de apresentacdo do mexilhdo para
comercializacdo, através do processamento do produto e consequentemente
agregando valor (SANTOS, 2009).
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A composi¢cdo quimica do mexilhdo varia com o sexo e a fase do ciclo
reprodutivo em que os individuos se encontram. O mexilhdo fresco é constituido por
10 % de proteina, 3,5% por carboidratos e 1,5% por lipideos sendo considerado um
alimento de excelente qualidade nutricional (RESGALLA Jr. et al., 2008).

O teor de lipideos desses animais € baixo comparado a maioria das carnes e
sdo importantes fontes de acidos graxos poliinsaturados, principalmente 6mega 3
(ibid.).

Além disso, os mexilhdes sdo importantes fontes de célcio, ferro e zinco
(ibid.).

2.2 IRRADIACAO DE ALIMENTOS

O inicio das pesquisas sobre a irradiacao (1890-1940) esta ligado a fisica da
radiacdo e ao desenvolvimento dos sistemas e fontes utilizados no processo
(MOLINS, 2001).

Em 1895 W. K. Von Roentgen descobriu os raios X. No ano de 1896 Henri
Becquerel torna publica a descoberta da radioatividade, sendo que, no mesmo ano,
H. Minsch publicou uma proposta para a utilizagdo das radiagbes ionizantes na
conservacao de alimentos. No ano de 1902 a cientista Marie Curie descobriu a
existéncia do radio. Em 1904 J.C. Prescott publicou pesquisas sobre o efeito
bactericida das radiacdes. De 1905 a 1920 observa-se um periodo de investigacao
sobre a natureza e sobre os efeitos das radiacdes ionizantes (MOLINS, 2001;
SATIN, 2000).

O periodo de 1940 —1970 foi de intensa investigacdo e desenvolvimento, com
inUmeras pesquisas sobre as condi¢cdes favoraveis a qualidade sanitaria dos
alimentos submetidos a irradiagcdo (MOLINS, 2001).

Os Estados Unidos da América desenvolveram pesquisas sobre o processo
de irradiacdo através do programa “Atoms for Peace” estabelecido pelo Presidente
Dwight David Eisenhower (1890-1969), a partir da década de 50. Em 1970, a
“National Aeronautics and Space Administration” (NASA) adotou a esterilizagdo de
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carnes para seu consumo no espaco. Na década de 60, o “Food and Drug
Administration” (FDA) depois de minuciosa investigacdo, autorizou a utilizacdo da
irradiacdo em trigo e batatas. Em 1980, foi aprovado o uso do processo em
temperos e especiarias. No mesmo ano, a “Joint FAO/IAEA/WHO Expert Commitee
on Wholesomeness of Irradiated Food” concluiu que os alimentos submetidos a
irradiacdo eram seguros, quando se utiliza doses até 10 kGy, isto sem estudos
adicionais (GERMANO, GERMANO, 2003). Em 1990, a FDA aprovou a irradiacdo de
carne de aves para o controle de Salmonella e em 2000 liberou para o controle de
Samonella em ovos (MOLINS, 2001).

No ano de 1979, o codigo de praticas para irradiadores foi regulamentado
através do Codex CAC/RCP 19 (CODEX ALIMENTARIUS, 2008a). As normas
gerais para alimentos irradiados foram estabelecidas através do Codex STAN 106
(CODEX ALIMENTARIUS, 2008b).

Indmeras organizacfes internacionais, como a Organizacdo das Nacoes
Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO), a Agéncia Internacional de Energia
Atbmica (IAEA) e a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconheceram o
potencial do processo de irradiacdo para melhorar a qualidade e seguranca dos
alimentos desde 1950. Esta tendéncia gerou em 1964 a Divisdo da Reunido
FAO/IAEA de Técnicas Nucleares para Alimentos e Agricultura centralizada na
Agéncia Internacional de Energia Atdmica (IAEA) em Viena, na Austria (MOLINS,
2001).

Em 1985, foram aprovadas as normas gerais para a irradiacdo de alimentos
através da Portaria DINAL n° 9 (BRASIL, 1985) o processo foi autorizado pela
legislacdo brasileira em 29 de agosto de 1973, através do Decreto n® 72.718
(BRASIL, 1973).

O “International Consultative Group on Food Irradiation” ICGFI estabeleceu
normas de boas praticas para irradiacao de alimentos em 1991 (ICGFI, 1991).

A irradiacdo de alimentos esta regulamentada no Brasil. A legislacdo
brasileira, divulgada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em
janeiro de 2001, é considerada a mais avancada do mundo porque incluiu as
recomendacdes mais recentes do “International Consultative Group on Food
Irradiation / Vienna” (ICGFI, 1999), as quais garantiram limitacdo qualitativa da dose
ao invés de quantitativa. Segundo essa legislacéo a irradiagédo é o processo fisico de
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tratamento que consiste em submeter o alimento, embalado ou a granel, a doses
minuciosamente controladas de radiacdo ionizante, com finalidade sanitaria,
fitossanitaria e/ou tecnologica (BRASIL, 2001b).

A Resolucdo - RDC N° 21 de 26 de janeiro de 2001 da ANVISA aprova o
Regulamento Técnico para Irradiacdo de Alimentos. Esta € a resolugdo em vigor
pela legislacdo brasileira. Aplica-se a qualquer alimento desde que sejam
observadas as seguintes condi¢cdes: 1) a dose minima absorvida deve ser suficiente
para alcancar a finalidade pretendida; 2) a dose maxima absorvida deve ser inferior
aguela que comprometa as propriedades funcionais e/ou os atributos sensoriais do
alimento (BRASIL, 2001b).

As principais fontes de energia ionizante utilizadas sao os raios gama, feixes
de elétrons abaixo de 10 MeV e raios X abaixo de 5 MeV. Os raios gama séo 0s
mais usados principalmente os emitidos pelos is6topos radioativos cobalto-60
(BRASIL, 2001b; FORSYTHE, 2002; GERMANO, GERMANO, 2003; SATIN, 2000).
O poder de penetracédo dos raios gama é 100 maior que do dos raios beta (feixes de
elétrons) (SATIN, 2000).

Os raios gama constituem uma radiacdo eletromagnética de alta frequéncia e
sao altamente penetrantes na matéria (MASSAGUER, 2005).

O cobalto-60 é o radioisotopo mais frequentemente utilizado e possui uma
producdo mais viavel (SATIN, 2000; VITAL; LIMA, 2006). O cobalto 60 € is6topo
artificial, originado da irradiagao por néutrons, de cobalto natural, operacao realizada
em reatores potentes. O tempo de meia vida desta fonte € cerca de 5,3 anos
(EVANGELISTA, 2005a).

Irradiacdo € o processo de aplicacdo de energia ionizante a um determinado
alvo especifico, no caso, um alimento (MASSAGUER, 2005).

A irradiacdo de alimentos s6 se justifica quando responde a uma necessidade
tecnoldgica e/ou é benéfica para a protecdo da saude do consumidor. Nao devera
substituir as praticas adequadas de higiene ou de fabricacdo ou boas praticas
agricolas (CODEX ALIMENTARIUS, 2008a).

A dose de processamento € a energia necessaria para atingir o efeito
desejado no produto. Esta é determinada através de pesquisa com radiacdo
envolvendo determinacao da relacdo dose-efeito no produto (IAEA, 2008). A unidade

de medida da dose é o Gray (Gy) que corresponde 1 joule de energia absorvida em
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um quilograma. A dose pode ser identificadas em quilogray kGy que representa
1000 Gy (SATIN, 2000).

De acordo com a dose aplicada e finalidades pretendidas, sao trés os
processos de radiacao de alimentos (EMBRARAD, 2008; EVANGELISTA, 2005b,
SATIN, 2000). Radurizagdo: aplicacdo de dose até 1 kGy (baixa dose). Produz a
inibicdo do brotamento de bulbos e tubérculos, retarda periodo de maturacdo e
deterioracdo de frutas e hortalicas, desinfestacdo de cereais e leguminosas;
radicidacdo: aplicacdo de dose entre 1 e 10 kGy (doses intermediarias). Tem acéo
de pasteurizacdo, é empregada em sucos de frutas e carnes, retarda a deterioracédo
de pescado; radapertizacdo: utiliza doses altas, acima de 10 kGy. Tem acao de
esterilizacdo comercial. E utilizada em especiarias, racées humanas e carnes.

A irradiacdo de alimentos é eficazmente utilizada em cerca de 37 paises, €
considerada um processo que garante a qualidade dos alimentos (CNEN, 2006). As
alteracdes nos alimentos em decorréncia deste processo sao similares a outras
resultantes em processos como cozimento, apertizacdo, pasteurizacdo entre outros
processo de alta temperatura (SHEA, 2000).

O processo de irradiagdo ndo constitui um “milagre” técnico, com capacidade
para resolver todos os problemas relacionados com a preservacao de alimentos, nao
se justificando a sua utilizacdo indiscriminada para tratamento de todos os tipos de
alimentos. Além disso, na maioria das vezes, os alimentos irradiados devem ser
submetidos as técnicas convencionais de conservacao (VITAL; LIMA, 2006).

A radiacdo gama tem uma utilizacdo ampla em aplicacdes industriais tais
como: esterilizacdo de material médico-cirargico, odontolégico, embalagens,
farmacos, cosméticos, fitoterapicos, processamento de alimentos, pedras preciosas
e outras. A irradiacdo de alimentos é eficiente para tratamento de um leque de
produtos como condimentos, especiarias, ervas, chas, graos, farinaceos, bulbos,
raizes e tubérculos, produtos de origem animal, frutas secas, frutas e vegetais
(EMBRARAD, 2008).

A irradiacdo de alimentos esta dividida em duas bases: a prevencdo de
perdas de alimentos; e descontaminacdo microbioldgica e inativacdo parasitaria do
alimento. A primeira inclui perdas induzidas por processos fisiologicos como
germinacdo de bulbos e tubérculos, ou a protecdo dos alimentos contra bactérias
deteriorantes e pragas durante o armazenamento. O segundo grupo esta
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relacionado a seguranca dos alimentos eliminando os perigos biol6gicos (MOLINS,
2001).

Evangelista (2005a, b) e Satin (2000) citam como objetivos da irradiacéo:
esterilizacdo, pasteurizacdo, desinfestacédo e inibicdo de germinacdo, aumentar a
validade comercial dos alimentos, complementar a atuagdo de outros processos de
conservacgao, retardar o ciclo de maturacdo de frutas, melhorar determinadas
caracteristicas sensoriais do produto e facilitar o armazenamento de produtos
estocados em baixas temperaturas.

Entre as aplicagcbes mais importantes da irradiacdo est4d a destruicdo e
reducdo das bactérias patogénicas nos alimentos. A vida e a reproducédo desses
microrganismos dependem de seus acidos nucléicos DNA e RNA. Como estas sao
macromoléculas complexas sdo muito sensiveis a ionizagdo e consequentemente,
basta exposi¢cOes a radiagdo gama relativamente baixas para reduzir drasticamente
0 potencial patogénico das bactérias nos alimentos (SATIN, 2000). Este dano no
material genético evita a multiplicacdo e inativa a maioria das func¢des celulares. O
dano no material genético ocorre por colisdo direta com a energia radiante ou como
resultado a ionizacdo de uma molécula adjacente que aciona o material genético
(efeito indireto). Esta molécula geralmente é a agua (MOLINS, 2001).

A irradiacdo pode substituir a utilizacdo dos aditivos quimicos em alimentos e
também de produtos quimicos usados para a desinfestacdo de frutas apos a colheita
(USP, 2006).

Em qualquer processo ndo quimico de destruicdo de microrganismos em
alimentos, a reducdo € feita de maneira logaritmica (logio) para conseguir
determinado nivel de seguranca. Além disso, 0s esporos sdo mais resistentes a
irradiacdo que as células vegetativas, em parte pela diferenca do teor de agua entre
essas formas minimizando o efeito secundario da irradiacdo (MOLINS, 2001).

Virus, esporos, prions e toxinas sdo resistentes a irradiacdo, em presenca no
alimento, a radiacdo ndo se torna efetiva (SHEA, 2000).

A capacidade da radiac&o inativar microrganismos vem sendo a principal
razdo do seu uso em alimentos. A radiacdo é um meio efetivo de destruicdo de
bactérias patogénicas ou ndo, assim como parasitas. Assim, pode ser analogo a
diversos outros processos utilizados para a eliminagdo de microrganismos como por

exemplo, tratamento em altas temperaturas (MOLINS, 2001).
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Estima-se que o uso da irradiacdo em alimentos poderia reduzir um milh&o de
casos e prevenir 6.000 casos de doencas graves e 350 mortes originadas por
contaminacao do alimento (TAUXE, 2001).

A reducdo das perdas de alimentos pés-colheita € um importante beneficio da
irradiacdo, em potencial, o que seria determinante para a reducao da fome e da
desnutricdo (GERMANO, GERMANO, 2003)

A destruicdo de microrganismos causadores de doencas transmitidas por
alimentos (DTA) constitui um exemplo da aplicacdo da energia nuclear para fins
pacificos (NORBERG et al., 2000). O manuseio inadequado de alimentos aumenta o
risco de contaminacdo dos alimentos. A utilizacdo da irradiacdo tem demonstrado
ser extremamente efetiva na reducdo da exposicdo e risco aos patdgenos
veiculados por alimentos. Esta sendo empregada para diminuir ou eliminar varios

patdgenos em alimentos entre os quais pescado (SATIN, 2000).

O uso da irradiacdo em alimentos de maior perecibilidade, como as carnes,
mostra-se eficiente na inativagdo de microrganismos e enzimas. Na maioria das
vezes, 0 método se complementa com o de refrigeracdo, consolidando assim a
seguranca da conservacao do produto (EVANGELISTA, 2005a).

Além disso, as mas condi¢cdes de manipulacdo, armazenamento e transporte
do pescado fresco muito contribuem para a perda da qualidade e mesmo
deteriorac@o do pescado desembarcado. Nesse caso, esta incluido o Brasil, onde o
quadro é precario em quase todos os locais de descarga de pescado. As praticas
tradicionais de passagem do pescado fresco através de um ou mais intermediarios,
em sua viagem do pescador ao consumidor final, também contribui decisivamente
para a perda da qualidade e a deterioracdo do pescado fresco disponivel ao
consumidor nas feiras livres, mercados, peixarias e supermercados do pais
(SANTOS, 2006). Devido a alta perecibilidade do pescado, métodos alternativos de
conservagao sao muito importantes. O tipo de conservacgéao utilizada define o tempo
de validade comercial ou de conservagao do produto. Essa conservacao deve ser tal
gue o alimento conserve ao maximo suas qualidades sensoriais e nutritivas (NEIVA,
2009).

A irradiacéo de pescado é efetuada como complemento do processo de frio,
para lograr a dilatacdo da validade comercial do produto, na faixa de temperatura de
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0 a 5C (EVANGELISTA, 2005a). Pescado, incluindo os mariscos e derivados,
frescos ou congelados necessitam de doses maximas de 7,0 kGy para a reducédo de
microrganismos patogénicos, de 3,0 kGy para ampliacdo da validade comercial e de
2,0 kGy para o controle da infec¢ao por parasitas (MOLINS, 2001).

O uso e finalidade da radiacdo em pescado se fazem de acordo com a dose:
doses baixas (0,01 a 1 kGy) servem para inibir o desenvolvimento de ovos e larvas
de insetos em pescado seco; doses entre 0,75 e 2,5 kGy servem para pasteurizar o
pescado fresco, contribuindo para o aumento do prazo comercial do produto
refrigerado, como filés de peixe e camardo. Doses intermediarias (2,5 a 10 kGy) séo
capazes de destruir bactérias patogénicas nao formadoras de esporo em pescado
congelado e desidratados; em outros produtos, aumentam a validade comercial e
assim protege a salde do consumidor (OGAWA; MAIA, 1999).

A dose de irradiacdo necessaria para assegurar a qualidade higiénica de
pescados frescos ou congelados varia de 1 - 5 kGy, dependendo do produto e do
seu estado fisico. No geral, as espécies magras sao mais adequadas a irradiacdo do
gue as consideradas gordas como atum, arenque e salmédo, uma vez que nestas a
presenca de gorduras pode ocorrer o desenvolvimento de ranco ou alteracao de cor
devido ao processo (LANDGRAF, 2008). Porém, estudos realizados com cavala
mostram que a composi¢cao da gordura é mais importante do que a sua quantidade,
uma vez que este peixe, apesar de apresentar maior teor de gordura do que salméo,
atum e arenque, ndo apresentou os mesmos problemas (ASHIE et al., 1996). Mais
recentemente, o uso da irradiacdo de pescado visa reduzir para niveis considerados
seguros, do ponto de vista microbiologico, as populagdes de Vibrio parahaemolyticus
e V. vulnificus em ostras e mariscos vivos que sao freqientemente consumidos crus
(LANDGRAF, 2008).

Os custos de irradiagdo variam de U$10 a U$15 por tonelada para uma
aplicacdo de baixa dose a U$100 a U$250 por tonelada para aplicacao de alta dose.
Estes custos sdo competitivos com outros tratamentos, e em alguns casos, a

irradiacdo pode ser consideravelmente menos dispendiosa (DELINCEE, 1998).

2.3 CONTAMINACAO DE PESCADO
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Os agentes etioldgicos de doencas transmitidos pelo pescado sdo causadas
por agentes biolégicos, quimicos e fisicos. Bactérias, virus e parasitas patogénicos
sdo 0s agentes patogénicos bioldgicos. As bactérias podem ser associadas ao
ambiente aquatico habitado pelo pescado, como os vibrios (V. parahaemolyticus, V.
cholerae), Listeria spp., Clostridium botulinum, ou associados a contamina¢cdo como
Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia coli e o Staphylococcus aureus
(SANTOS, 2010).

A seguranca microbiolégica de produtos crus depende do controle
desenvolvido durante a producéo, preparacdo, armazenamento e a comercializacao.
Produtos de origem animal estdo sujeitos a contaminagdo microbiana a partir de
varias fontes como por meio da agua e de manipuladores. O conhecimento das
provaveis fontes de contaminagcdo é fundamental para controle de produtos crus
(RIEDEL, 1992).

Os microrganismos causadores de doencas alimentares sao divididos em dois
grupos: infecciosos como a Salmonella spp. e E. coli; e intoxicantes como S. aureus
(FORSYTHE, 2002).

O consumo de bivalves é registrado como responsavel por inidmeros surtos
epidémicos, respondendo diretamente por problemas na Saude Coletiva,
principalmente quando estes moluscos sao ingeridos crus ou mal cozidos e a
qualidade sanitaria do ambiente aquatico onde os moluscos foram capturados
estiver comprometida (JOSE, 1996).

Dados da Secretaria de Vigilancia em Saude — SVS indicam 6.602 surtos de
DTA no Brasil durante o periodo de 1999 a 2008, envolvendo 117.330 pessoas
doentes e 64 6bitos. As informacdes disponiveis no Sistema apontam que a maior
parte dos surtos de DTA (84%) € causada por bactérias patogénicas e/ou suas
toxinas, predominando Salmonella spp (42,9%), seguida por Staphylococcus sp
(20,2%) e outras bactérias com percentual menos expressivo (SANTOS, 2010).

A microbiota do pescado reflete a agua de onde vivem, principalmente no
caso de mariscos, além disso, os microrganismos podem ser adquiridos durante as
etapas de processamento (JAY, 2005). A contaminacao quimica e bacteriologica do
ambiente marinho, principalmente em regides de alta densidade demografica; além

de colocar em risco a salde humana, pode causar danos as espécies presentes no
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habitat, como por exemplo, prejudicar a resisténcia dos bivalves a fatores abibticos,
tais como exposicao ao ar e variacdo da temperatura e salinidade ou fatores bidticos
como a predisposi¢ao ao parasitismo (HENRIQUES, 2004).

Poucos estudos existem no Brasil sobre a qualidade microbiolégica dos
bancos naturais de moluscos e a influéncia da alteragédo de vérios fatores bidticos e
abidticos sobre os animais que vivem nesse ambiente (HENRIQUES, 2004).

Devido ao processo de alimentacdo onde filtram grande quantidade de agua
pelas branquias, os moluscos bivalves concentram muitos microrganismos em seus
tecidos sendo a microbiota reflexo do seu ambiente. Por isso sdo reconhecidos
como reservatorios de diversos patdogenos microbianos (MOLINS, 2001).

A contaminacdo de aguas costeiras pode ameacar o cultivo de moluscos
bivalves que, sendo organismos filtradores, tém capacidade de concentrar e
acumular altas densidades de bactérias, protozoarios e virus patogénicos, além de
metais e outros compostos quimicos toxicos (RODRIGUES, 1998; RODRIGUES-
ARIZA et al.,, 1992). O pescado pode ser veiculador de um grande numero de
microrganismos patogénicos para o homem, principalmente decorrente da
contaminacdo ambiental. O lancamento dos esgotos nas aguas de reservatorios,
lagos, rios e mar é a causa poluidora mais comum registrada no mundo inteiro
(ORDONEZ et al., 2005; REICHENHENBACH-KLINKE et al., 1982).

Peixes capturados em aguas limpas e muito frias carregam um namero menor
de microrganismos que peixes capturados em aguas mornas (LOPEZ et al.,1994).

O consumo de moluscos € responsavel por inUmeros surtos epidémicos e
responde, diretamente, pelos problemas de Saude Coletiva, ocasionados
principalmente, quando os moluscos sao ingeridos in natura. Esta incidéncia se deve
a qualidade das 4guas, nas quais estes se encontram e as técnicas de manipulacao
pos-colheita (BEIRAO et al., 2000; CARDONHA et al., 1994; COOK, 1991; JOSE,
1996). A microbiota dos moluscos varia muito, dependendo da qualidade da agua do
habitat, da 4gua de lavagem e outros fatores de contaminacao (JAY, 2005).

Os patdgenos alimentares conhecidos incluem parasitas animais
multicelulares, protozoarios, fungos, bactérias, virus e possivelmente prions. Os
microrganismos causadores de doencas alimentares podem ser transmitidos a partir

de fezes contaminadas, pelos dedos de manipuladores de alimentos com habito de
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higiene insatisfatorios, por insetos voadores ou rasteiros e também pela agua (JAY,
2005).

A microbiota de moluscos varia muito, dependendo da qualidade da agua de
onde foram retirados, da qualidade da agua da lavagem e de outros fatores.
Géneros de bactérias como Escherichia, Enterobacter, Lactobacillus e
Pseudomonas foram isolados em ostras deterioradas. Mexilhdes e vieiras possuem
deterioracdo semelhante as das ostras (JAY, 2005). Os mais importantes patdgenos
entéricos proveniente da poluicdo de dguas com residuos humanos e/ou animais,
incluem Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter jejuni e cepas enterotoxicas
de Escherichia coli (MOLINS, 2001).

O habito de consumo de ostras ocorre in natura com algumas gotas de limao
e 0s mexilhdes apenas levemente aquecidos para a abertura das valvas e a retirada
da parte corpérea do molusco, a qual ndo passa por nenhum outro processo de
coccao antes de ser consumida. Este tipo de consumo torna-se um risco por nao ter
uma etapa de cozimento adequada que ajudaria a reduzir o numero de
microrganismos presentes, podendo resultar, assim, em infec¢cdes provocadas por
microrganismos patogénicos (PEREIRA et al., 2004).

As enfermidades mais comuns, relacionadas aos mariscos, sdo as febres
tifdides e paratifdides, as salmoneloses, a infec¢do por Vibrio parahaemolyticus, a
hepatite viral do tipo A (hepatite infecciosa) (WOOD, 1979).

As mas condicdes de armazenamento também podem favorecer a
contaminacdo microbiana de moluscos bivalves. A auséncia de refrigeracéo
adequada (abaixo de 4C) favorece a multiplicacdo d os microrganismos, entre eles
0s patogénicos (PEREIRA et al., 2004).

Todos os tipos de produtos de pescado precisam ter a microbiota
contaminante dentro dos limites impostos pela legislacéo vigente, sob pena de ndo
poder ser comercializado e ou exportado (GUIMARAES et al., 2001; MOURA et al.,
2003). A legislacao brasileira vigente € a Resolu¢cdo RDC n°12 (BRASIL, 2001a).

Os microrganismos sobre os quais a legislacdo estabelece limites sao
agueles que quase sempre nao alteram a aparéncia do pescado, logo a razdo de
suas limitacbes decorre do fato de serem patogénicos para o0 homem e néo
deteriorantes do alimento (HONDA et al., 2000; VIEIRA, 2004).
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Doses intermediarias de radiacdo (1 a 10 kGy) sdo aplicadas com a finalidade
de eliminar microrganismos patogénicos de produtos como frutos-do-mar, sendo a
irradiacdo de alimentos um importante processo capaz de eliminar patdégenos
aumentando o nivel de seguranca dos alimentos (GERMANO; GERMANO, 2003).

O processo de radurizagao reduz o numero de microrganismos para estender
a vida util e melhorar qualidade sanitaria. O tratamento em peixe, 2-3 kGy reduz o
crescimento dos seguintes microrganismos: Pseudomonas spp., Achromobacter
spp., Acinetobacter spp., Proteus spp., Flavobacterium spp. e Aeromonas spp.,
sendo que depois do tratamento, a microbiota do peixe fica reduzida a
Achromobacter spp., Micrococcus spp. e Proteus spp. (MASSAGUER, 2005).

As formas esporuladas sdo mais resistentes a radiacdo que as vegetativas.
Os Gram negativos, como Pseudomona spp., Vibrio spp., Proteus spp., Aeromonas
spp. e Serratia spp. sdo muito sensiveis e podem ser destruidas com dose entre 1 e
3 kGy. Enquanto que E. coli, Salmonella spp. e Shigela spp. requerem doses mais
elevadas. Os Gram positivos tém radiosensibilidade variavel (MASSAGUER, 2005).

Pillai (1980) estimou quantitativamente a microbiota de Perna indica nos
bancos naturais e fazendas marinhas de Vizhinjam, india. Foram encontrados nos
animais em ordem decrescente: coliformes fecais, Escherichia coli, Estreptococcus
spp., Staphylococus spp., Pseudomonas spp. e Vibrio spp. Sivalingam e
Rajagopalan (1981) pesquisaram a microbiota existente no mexilhdo Perna viridis.
Os autores isolaram sete colonias microbianas, sendo que a abundancia relativa
destes organismos, em ordem crescente foi Escherichia spp., Shigella spp.,
Aerobacter spp., Salmonella spp. e Serratia spp.

Lewis, Loutit e Austin (1986) pesquisaram, por dezesseis meses, algumas
enteroviroses de origem humana, no mexilhdo Perna canaliculus e no sedimento
marinho em regides proximas a descarga de esgoto domeéstico na Costa de Taranaki
Norte, Nova Zelandia. Os autores mostraram que esses patdgenos estao presentes
tanto nos animais como no sedimento e que o tempo de depuracédo natural dessa
carga microbiana depende diretamente das condi¢cdes oceanogréficas.

Setyobudiandi et al. (1999) estudaram os indicadores bacterianos no mexilhao
Perna viridis provenientes do ambiente natural, na Indonésia. Foram identificados

Shigella spp., Escherichia coli, Vibrio spp. e Salmonella spp. Os resultados



39

indicaram uma maior contaminacao no tecido mole dos animais do que na agua do
mar, demonstrando que os mexilhdes sao eficientes bioindicadores bacteriologicos.
Rubido (2008) afirmou que o monitoramento da prevaléncia das espécies
bacterianas clinicamente relevantes em frutos do mar se faz importante na
prevencdo da veiculagdo de enfermidades alimentares. Além disto, a elucidacdo
completa do impacto das condicbes climaticas e das correntes marinhas na
prevaléncia de cepas patogénicas no ambiente € um fator determinante para indicar

a presenca destas nos alimentos.

2.3.1 Staphylococcus coagulase positiva

Bactérias pertencentes a famila Staphylococaceae. Cocos, Gram-positivos,
nao formadoras de esporos e imodveis. Podem se apresentar isolados, em grupos de
duas, de quatro ou, mais comumente em grupos maiores em forma de “cachos de
uva”. Anaerdbios facultativos com maior crescimento em aerobiose ((FRANCO;
LANGRAF, 1996).

Sao mesofilicas, podendo crescer em temperaturas entre 7 e 48C, sendo a
temperatura 6tima de 37 C. Crescem em faixa de pH entre 4,0 e 9,3, com faixa de
pH 6tima entre 7,0 e 7,5. A atividade de agua minima necessaria para € 0.83
(WHO,2008). Estas bactérias sdo halotolerantes, podendo resistir a concentracbes
de 10 a 20% de NaCl presente em alimentos (FRANCO; LANGRAF, 1996).
Produzem enterotoxinas (também produzidas por S. intermedius e S. hyicus) em
temperaturas entre 10 e 46 C, com 6timo entre 40 e 45 . Esta producéo é minima
em pH menor que 6 e nula em atividade de agua menor que 0,86. (WHO, 2008).

O género Staphylococcus é compostos por 31 espécies e 17 sub-espécies, as
espécies que se destacam como patdégenos potenciais sdo S. aureus, S.
intermedius, S. delphini, S. schleiferi subsp. coagulans e varias espécies de S.
hyicus, sendo S. aureus a mais importante (VIEIRA, 2004).

Os estafilococos sdo divididos em duas categorias, coagulase positivos e
coagulase negativos, que se baseia na capacidade de coagular o plasma. Esta
propriedade é importante marcador de patogenicidade (VIEIRA, 2004).
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Tem como habitat o ar, a poeira, 0 esgoto, a 4gua, o leite e os alimentos, as
superficies expostas ao ambiente, os seres humanos e os animais. O homem e os
animais sao os principais reservatérios (FORSYTHE, 2002). Na agua do mar a
estabilidade do género e a habilidade de adaptacéo a diferentes ambientes ainda
nao se encontra bem definidos (VIEIRA, 2004).

A presenca de S. aureus no ambiente marinho tem sido relacionada ao
namero de banhistas, podendo ser considerado um indicador de poluicdo causada
pelo homem (VIEIRA, 2004).

O Staphylococcus spp. ndo sdo bons competidores com outras bactérias,
assim, raramente causa doenca alimentar apos ingestdo de produtos crus. O
organismo é inativado rapidamente pelo calor, mas € resistente a secagem e
tolerante a altas concentragdes de sal (FORSYTHE, 2002).

S. aureus crescem em meios sem sal, porém séao capazes de se multiplicar
em concentracdes de 7 a 10% de NaCl e algumas linhagens podem crescer até 20%
de NaCl, dependendo de outros parametros como temperatura, pH, atividade de
agua (ay) e potencial de oxi-reducéo (Eh). Em relacdo ao pH, o S. aureus pode se
multiplicar na faixa entre 4,0 e 9,8, sendo 6tima entre 6,0 e 7,0. Em adicional, os
estafilococos sdo organismos capazes de crescer em valores de a,, menores do que
outras bactérias ndo halofilicas chegando a valores de 0,83 em condicfes ideais
(JAY, 2005). As enterotoxinas podem ser produzidas na faixa de temperatura entre
10 a 46C (VIEIRA, 2004).

Apresenta resisténcia ao estresse ambiental, fator que potencializa sua
patogenicidade e possibilita sua sobrevivéncia em alimentos de origem marinha
(BEIRAO et al., 2000).

A gastrenterite estafilococica pela ingestdo de alimentos que contenham
enterotoxinas que sdo produzidas apenas por algumas espécies de estafilococos
gue geralmente sdo coagulase e termonuclease positivos. O género Staphylococcus
inclui mais de 30 espécies, sendo 18 espécies de interesse em alimentos. Destas
somente seis sao coagulase positivas e geralmente produzem nuclease
termoestavel (JAY, 2005).

A intoxicacdo alimentar estafilococica € uma das intoxicacdes alimentares
mais frequentes. E decorrente da ingestdo de enterotoxinas pré-formadas no

alimento contaminado pela bactéria. Quando o alimento estd contaminado pela
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bactéria se ficar sem refrigeracdo adequada h& o crescimento microbiano com
producdo de toxinas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Os sintomas consistem em
nauseas, vomitos, diarréias, dores abdominais, dor de cabeca, sudorese, prostracao
e sede aparecem geralmente dentro de quatro horas apos ingestdo de alimento
contaminado (JAY, 2005; RIEDEL, 1992; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). O vémito
geralmente vem primeiro que a diarréia (VIEIRA, 2004). O quadro clinico
normalmente é de curta duracdo (média de 24h), podendo se estender por até trés
dias, quando o periodo de incubacdo é curto. O restabelecimento é rapido (um a
cinco dias), em geral, e a mortalidade é baixa (RIEDEL, 1992).

Os estafilococos ndo competem bem com a flora normal da maioria dos
alimentos. Em temperaturas que favorecem o crescimento dessas bactérias, a biota
saprofitica normal do alimento é antagonista por competicdo nutricional ou
modificagcdo do meio (JAY, 2005).

Os fatores mais frequentemente associados a surtos por ingestédo de alimento
contaminado por enterotoxinas sao: refrigeracdo inadequada, alimento preparado
com muita antecedéncia, falhas na higiene de manipuladores infectados, cozimento
ou processamento inadequado, alimentos mantidos sob aquecimento em
temperaturas que favorecem o crescimento microbiano (JAY, 2005).

Os Staphylococcus podem ser destruidos pelo calor, porém sua toxina
enterotoxica é termorresistente (RIEDEL, 1992).

Espécies de estafilococos coagulase negativas sao capazes de produzir
enterotoxinas, mas quando produzem nuclease sdo termossensiveis. A pratica de
pesquisa de estafilococos coagulase positiva em alimentos leva a estimativas
inferiores da real prevaléncia de linhagens produtoras de enterotoxinas (JAY, 2005).

No periodo de 1987 a 1996, a presenca de S. aureus foi relatada em 958
casos e 43 surtos ocorridos no Japao, envolvendo pescado e frutos do mar Na
Inglaterra de 359 surtos de intoxicagcdo alimentar e casos esporadicos por S. aureus
apenas 7% foi proveniente de pescado (VIEIRA, 2004).

Em Floriandpolis, foram analisadas 175 amostras de pescado (60% de carne
de molusco) e em 20% foi identifica da presenca de S. aureus (AYULO et al., 1994)

O diagnéstico das infeccdes estafilococicas € feito por exame bacterioldgico
de esfregacos corados pelo método de Gram, visualizando cocos Gram-positivos

isolados ou agrupados em forma de cachos de uva. A diferenciacdo do S. aureus de
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outras espécies mais frequentes do género pode ser feita por teste de deteccédo do
fator “clumping” e teste de coagulase (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

O padrao exigido pela legislacéo brasileira (BRASIL, 2001a) é méaximo de 10°
UFC/g de molusco bivalve in natura.

Pesquisa de Staphylococcus coagulase positivo em amostras de salmao
eviscerado e resfriado de comércio varejista de Belo Horizonte nenhuma amostra foi
positiva para este microrganismo (DAMASCENO, 2009).

Ostras (Crassostrea spp.) foram coletadas em 11 diferentes pontos do litoral
do Parana com destaque para a Baia de Guaratuba totalizando 45 amostras para a
realizacdo de analise bacteriologica. Nao foi identificada a presenca de S. aureus
nas amostras (FARIA, 2008).

Segundo Jay (2005), a dose Djg para eliminacdo de S. aureus é de 0,16 kGy.

Molins (2001), a dose de extincdo de S. aureus para sépia seca é de 3,0 kGy
e para cavala seca e defumada de 5,0 kGy. A dose Dyg para S. aureus varia de 0,42

kGy em aves domésticas a 10C e 0,86 kGy em carne.

2.3.2 Salmonella spp.

A Samonella spp. € um importante patdgeno que se pode transmitir tanto por
humanos como por animais. A Salmonella pode ser encontrada em aguas marinhas
altamente poluidas e o pescado pode ser positivo até 30 dias apds a contaminacéo
inicial (MOLINS, 2001).

Salmonella spp. consiste de bastonetes curtos Gram-negativos nao
formadores de esporos e sédo fermentadores de glicose produzindo acido e gas. A
maioria das espécies € movel, com flagelos peritriquos. O género pertence a familia
Enterobacteriaceae. Infetam o homem e a maioria dos animais domésticos e
selvagens, e quando estdo presentes em ambientes, dgua potavel e alimentos,
deve-se a contaminacdo por fezes de individuos portadores. No homem causa
gastroenterite e a febre tiféide (FORSYTHE, 2002; JAY, 2005; TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).
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Bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Bastonetes retos, Gram-
negativos, com 0,7 a 1,5 um de didametro e 2,0 a 5,0 um de comprimento. Nao
formadoras de esporos e usualmente moveis através de flagelos peritriquios.
Anaerdbios facultativos. Geralmente, formam colénias com 2-4 mm de didmetro
(GARRITY, 2005).

S&o mesofilicas, crescendo em temperaturas de 5 a 47 €T (6timo: 37 T).
Crescem em pH maior do que 4.9 (Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi) ou
maior do que 4,0 (outras salmonelas causadoras de doencgas veiculadas por
alimentos). A atividade minima de agua necessaria para 0 seu crescimento é de
0,95 (WHO, 2008).

O género Samonella esta agrupado em apenas duas espécies, S. enterica e a
S. bongori que estéo divididos em cinco subespécies sendo mais de 2000 sorovares
no total a maioria classificada como S. entérica (JAY, 2005).

As salmonelas sao bastante resistentes ao calor, a desidratacdo e se
multiplicam em baixas temperaturas (RIEDEL, 1992). A temperatura 6tima para
crescimento € de 37C e a minima é de cerca de 5C, como ndo formam esporos
sdo relativamente termossensiveis podendo ser destruidos a 60C por 15 a 20 min.
(FORSYTHE, 2002).

O habitat priméario da Salmonella spp. é o trato intestinal dos animais, porém
pode ser encontrada em outras parte do corpo. Como forma intestinal é excretada
nas fezes podendo ser encontrada também em &guas principalmente poluidas. Ao
consumir agua contaminada ou alimento a pessoa infectada novamente elimina
bactérias pelas fezes formando um ciclo. Um animal ou pessoa pode ser portador
qguando excreta frequentemente Salmonella spp. Em suas fezes sem apresentar
qualquer sinal ou sintomas da doenca (JAY, 2005).

Infeccbes alimentares causadas por Salmonella spp. tém o periodo de
incubacéo longo de 12 a 72 h por se tratar de uma infeccéo e duracdo de 1 a 7 dias,
0s sintomas sao diarréia, célicas intestinais e com certa freqtiéncia, febre, nauseas e
vomitos. Nauseas e vOmitos ndo sao intensos e frequentemente ausentes. A taxa de
mortalidade de salmonelose € menor que 1% (FORSYTHE, 2002; RIEDEL, 1992).

Os programas de saneamento dos moluscos sao baseados na presenca de

organismos indicadores, todavia, em caso de surto por enfermidade causada por
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patogenos, faz-se pesquisa de Salmonella entre outros microrganismos (CODEX
ALIMENTARIUS, 2010a).

Nos Estados Unidos da América, S. Paratyphi, S. Enteritidis e S. Typhi estéao
associadas a doencas veiculadas por moluscos (VIEIRA, 2004).

Mariscos da costa da Florida apresentaram em 43% das amostras com
Salmonella, apresentando maior capacidade de reter S. Typhimurium do que E. coli
(JAY, 2005).

Mohamed Hatha e Lakshmanaperumalsamy (1997) analisaram 730 amostras
de peixe e 276 de crustaceos em mercado de peixe no sul da india e encontraram
Salmonella em 14,25% das amostras de peixe e 17,39% nas amostras de crustaceo.

Nos Estados Unidos da América em analise de amostra de pescado
consumido cru, a taxa de prevaléncia foi de 1% para ostras, 3,4% para moluscos e
12,2% em peixe cru (VIEIRA, 2004).

No litoral do Parana, amostras de ostras (Crassostrea spp.) foram coletadas
em diferentes pontos, néo foi identificada a presenca de Salmonella (FARIA, 2008).
Igualmente, estudo em 39 amostras de salmédo eviscerada e resfriadas de
estabelecimentos varejistas do Municipio de Belo Horizonte, MG, ndo se
apresentaram positivas para Salmonella spp. (DAMASCENO, 2009).

Gil (2010) analisou amostras de sururu e vongole quando a presenca de
Salmonella, e encontrou incidéncia da bactéria em 10% das amostras de sururu e
em 20% das amostras de vongole.

Jay (2005) indicou como valor D;p de radiagdo para Salmonella spp. e
Salmonella spp., respectivamente, 0,13 kGy e 0,800 kGy. Enquanto, Massaguer
(2005) indica que € necesséario uma dose de 4,75 kGy em carnes de frango para
reduzir 7 ciclos logaritmos de Salmonella.

Molins (2001) indicou como a dose de extingdao de Salmonella spp. em
pescado congelados é de 4,0 a 5,0 kGy e para Salmonella enteritidis em ostras vivas
é de 2,5 kGy. A dose Dy para Salmonella spp. varia de acordo com o alimentos e
temperatura de conservacao de 0,416 a 0,57 kGy.

O padréo da legislagéo brasileira (BRASIL, 2001a) é auséncia de Salmonella
spp. em 25 g de amostra para moluscos bivalves in natura.

O limite infeccioso indicado pela FAO (1997) é de 10° UFC de Salmonella

Spp.
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2.3.3 Coliformes totais e coliformes termotolerantes

Coliformes totais e fecais sdo considerados microrganismos indicadores de
contaminacdao fecal, cuja presenca indica a possibilidade de presenca de patdgenos
entéricos (FORSYTHE, 2002).

As enterobacterias sdo bacilos Gram-negativos, sdo anaerébios facultativos,
reduzem nitrato a nitrito, fermentam glicose e sdo oxidase-negativas (FORSYTHE,
2002; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

O grupo de coliformes inclui espécies do género Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter; e € caracteristico de organismos que crescem no trato gastrintestinal
do homem e animais de sangue quente, sua presenca indica contaminacéo fecal
(FRANCO, 2002; VIEIRA, 2004). O grupo € capaz de fermentar a lactose com
producdo de gas quando incubados a 35 - 37T por 48 h. A presenca de coliforme
total no alimento ndo indica, necessariamente, contaminacgao fecal, pois podem estar
presentes no solo ou em vegetais (JAY, 2005).

A presenca de bactérias do grupo coliforme em moluscos bivalves é
mundialmente detectada, pois as zonas costeiras, locais ideais para reproducéo e
crescimentos desses animais, geralmente € onde ha escoamento de esgoto e
desembocadura de rios trazendo contaminantes bioldgicos entre eles de origem
fecal (EPAGRI, 1994).

E. coli é a principal bactéria representante do grupo de coliformes fecais. Por
isso, é considerada a indicadora mais especifica de contaminacdo fecal e da
eventual presenca de organismos patogénicos e pertencentes as enterobacterias.
(FRANCO, 2002; VIEIRA, 2004). Pertencentes a famila Enterobacteriaceae.
Bastonetes retos, Gram-negativos, ndo formadoras de esporos e usualmente méveis
através de flagelos peritriquios. Anaerdébios facultativos (GARRITY, 2005)

Bactérias mesofilicas crescendo de 7 a 10 T até 50 €, com crescimento
otimo em 37 C. A atividade minima de agua necessaria para 0 seu crescimento €
igual a 0,95 e a faixa de pH deve se situar entre 4.4 e 8.5 (WHO, 2008).
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Por ndo fazer parte da microbiota do pescado, a presenca de E. coli esta
associada a contaminacao fecal da agua do local de cultivo. Quando presente em
peixes e outros organismos marinhos estabelecem-se na sua superficie e trato
intestinal (VIEIRA, 2004).

Com medida de controlar o risco é muito importante a identificacdo e a
vigilancia de zonas de cultivo e inocuidade dos moluscos bivalves. A identificacéo,
classificacdo e vigilancia dessas areas é tarefa de autoridades competentes que
normalmente utilizam a analise de E. coli como indicador de contaminacao fecal e
identificacdo de biotoxinas com frequéncia determinada. Geralmente amostras de
agua de cultivo e carne de moluscos sdo monitoradas quanto a numero de
coliformes totais e fecais, este para determinar o grau de contaminacédo fecal
(CODEX ALIMENTARIUS, 2010a).

E. coli possui a forma de bastonetes retos Gram-negativos, isolados ou em
pares,ndo esporogénico, anaerdbio facultativo e quando movel possui flagelo
peritriquio. A temperatura o6tima de crescimento é 37TC, mas sao capazes de
fermentar lactose mesmo a 44 - 455TC (FRANCO; LAND GRAF, 1996; VIEIRA,
2004).

Coliformes totais e coliformes fecais/ E. coli sdo consideradas bactérias
indicadoras de contaminacéao fecal do ambiente pelo Codex Alimentarius, no caso de
cultivo de moluscos bivalves, da agua onde séo cultivados. Este 6rgdo recomenda
gue seja feita analises periédicas de toda agua de cultivo e carne dos moluscos para
monitorar a presenca dessas bactérias (FAO, 2009).

E. coli pode se manter cultivavel em moluscos, porém ndo em agua do mar
exposta a luz solar, ocasionando diferenca entre contagem bacteriano da aguado
mar comparada a da carne de molusco. Observam-se com freqiiéncia contagens
altas de coliformes fecais em moluscos, mesmo quando a contagem na agua do mar
nao indica restricbes de coleta de moluscos (VIEIRA, 2004). Sendo assim, a
determinacdo de coliformes de origem fecal na carne do molusco para avaliar a
gualidade do produto, apresenta maiores possibilidades como padrdao de
normatizacao no cultivo, do que a analise de agua (MACHADO et al., 2001).

No Japéao ocorreu um surto causado por ingestao de ovas de salmao salgado

contaminados por EHEC O157 em 1998; e no mesmo ano nos Estados Unidos da
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Ameérica foi registrado um surto por EAEC (E. coli enteroagregativa) por consumo de
camaréao (VIEIRA, 2004).

Foi pesquisada a presenca de coliformes totais e fecais em amostras de
ostras (Crassostrea spp.) coletadas em diferentes pontos do litoral do Parana com
destaque para a Baia de Guaratuba. Em todos os pontos foi detectada a presenca
de coliformes totais em percentual por amostra variando de 100% a 25% entre os
pontos, enquanto que s6 em metade dos pontos foi identificada E. coli com
percentual por amostra variando entra 67% e 33% (FARIAS, 2008).

Segundo o Codex Alimentarius (2010b), moluscos bivalves vivos ou crus tém
como padrdo microbiologico para E. coli de menos de 230 NMP/g. Enquanto o
ICMSF (2010) determina um padrao mais rigoroso de no maximo 16 NMP/g

Amostras de sururu e vongole foram analisadas quanto a quantidade de
coliformes totais e fecais presentes nas amostras, 0s resultados indicaram alta
contaminacdo com a maioria das amostras estando fora do padrédo da legislacao
para coliforme fecal. A contagem de coliformes totais de véngole foi superior que a
de sururu (GIL, 2010).

Amostras de ostras foram analisadas quanto a quantidade de E. coli em
diferentes pontos e obtiveram valores maximos entre 1176, 276 NMP/g no ponto
interno e 413,576 NMP/g no ponto externo da Baia de Guaratuba, PR (FORCELINI,
2009).

Amostras de ostras, proveniente de duas barracas da Praia do Futuro em
Fortaleza, foram analisadas quanto a quantificacdo de coliformes fecais, foram
encontrados valores entre <3 e > 110.000 NMP/g (MORELLI, 2003).

Forcelini (2009) observou que a quantidade de E. coli nas ostras tende a zero
entre 168 e 192 h de depuracéo ().

Ni e Huang (1985) determinaram o numero de coliformes fecais e totais em
seis espécies de bivalves marinhos de seis estacfes de Hong Kong e observaram
que existe uma relacdo intima entre o numero de coliformes fecais na 4gua do mar e
nos bivalves. Na mesma espécie de bivalve, o numero de coliformes variou de
acordo com o nivel da maré e com o tamanho do animal.

A dose infectante estimada para E. coli é de 10° a 10’ UFC/g (FORSYTHE,
2002)
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A dose Djp para eliminagéo de E. coli e E. coli O157:H7 é de 0,20 kGy e 0,307
kGy, respectivamente segundo Jay (2005).

Siqueira (2001) irradiando tilapia constatou que a dose de 2,2 kGy nao foi
efetiva para reduzir a carga bacteriana para coliformes fecais

Molins (2001) indica uma dose de 1,5 kGy para extin¢do de E. coli em ostras
(Crassotrea virginica) e de menor que 2,0 kGy para camarfes, em sépia seca este
valor aumenta para 3,0 kGy. A dose Dy para E. coli O157:H 7 em carne moida € de
0,241 a 0,307 kGy dependendo da temperatura de conservacao.

Marins (2003) analisando o efeito da radiagdo ionizante em carne de ra
observou reducédo na média dos resultados de coliforme fecal com o aumento do da
dose de irradiacéo.

Valente (2004) irradiando amostras de mexilhdo com 3, 5 e 7 kGy encontrou
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo controle e os irradiados no
resultado de NMP de E. coli, as médias de NMP/g de mexilhdo foram 0,35 log
NMP/g para o grupo controle; 0,06 log NMP/g para 3 kGy; 0,04 log NMP/g para 5
kGy e 0 log NMP/g para 7 kGy.

2.3.4 Vibriose

Os moluscos bivalves se alimentam pela filtracdo de agua em area
circulantes, onde os vibrios podem se proliferar e conseqientemente concentrar-se
em seus tecidos. Quando uma pessoa ingere frutos do mar crus ou mal cozidos, as
bactérias atingem o tubo digestivo e se multiplicam rapidamente (FDA, 2008).

O ambiente marinho é habitat natural do V. parahaemolyticus. Como
reservatorio nos meses frios pode ser encontrado no lodo marinho e nos meses
quentes, livremente na agua do mar ou peixes e moluscos. O periodo de incubacéo
varia entre 12 e 24 h ap6s a ingestdao de alimentos contaminados, podendo o0s
sintomas iniciar entre 4 a 30 h de ingestao (CVE, 2008).

Bactérias pertencentes a familia Vibrionaceae. Bastonetes polimorficos
curtos, retos ou curvos em formato de virgula. Gram-negativos (as formas jovens

muitas vezes se coram de maneira bipolar). Nao formam esporos e sao méveis
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gracas a um flagelo polar, apresentando flagelos laterais apds cultura em meio
sélido. Encapsuladas. N&ao luminescentes. Anaerobios facultativos capazes de
ambos os metabolismos: respiratorio e fermentativo (EUZEBY, 2005).

S&o mesofilicas, podendo crescer em temperaturas entre 10 e 42T. A
temperatura 6tima para o seu crescimento € de 37 ¢, na qual o tempo de geracéo é
de aproximadamente 10 minutos. Crescem em faixa de pH entre 6 ell, sendo o pH
otimo igual a 7,6. A atividade de agua minima necessaria para é 0.94. Sao
halofilicas, necessitando de um minimo de 0,4% de NaCl para o seu crescimento
que ocorre em concentracdes de até 8 % deste sal no meio de cultivo (EUZEBY,
2005; WHO, 2008;).

Vibrio parahaemolyticus e V. cholerae O1 sdo as principais espécies de
vibrios causadores de infec¢cbes relacionadas ao consumo de pescado,
principalmente moluscos bivalves (GONZALEZ, 2005).

O Vibrio parahaemolyticus € comum em &guas oceanicas e costeiras. A sua
deteccdo esta relacionada com a temperatura da agua, e 0 organismo nao é
detectavel até que a temperatura da agua atinja aproximadamente 19 a 20C. Em
aguas oceanicas, eles tendem a estar associados com moluscos e sua infec¢ao por
consumo de moluscos bivalves crus, principalmente (FAO, 1997; JAY, 2005).

Cepas patogénicas de V. parahaemolyticus sdo capazes de produzir reagao
hemolitica caracteristica denominada como fenémeno de Kanagawa. Casos
esporadicos e surtos tém sido registrados no Jap&o, Sul da Asia e Estados Unidos,
ocorrendo principalmente nos meses quentes (CVE, 2008).

No Recife, casos de diarréia humana foram associados ao consumo de
mariscos e peixes contaminados por V. parahaemolyticus (MAGALHAES et al.,
1991).

O Vibrio cholerae é a causador da colera epidémica. No Brasil teve a primeira
epidemia no periodo de 1855 a 1856, durante a terceira pandemia, caracterizada por
uma elevada mortalidade principalmente na Regido Nordeste. A temperatura para a
multiplicacdo da bactéria esta entre 10°a 40C sen do 6tima para 30C e é muito
sensivel ao calor. Crescem rapidamente em frutos-do-mar em temperatura
ambiente. Na agua do mar pode permanecer viavel por 13 dias a temperatura
ambiente (SOUSA, 2004).
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A ingestdo de mariscos crus ou cozidos contaminados com V. vulnificus pode
levar a septicemia primaria ou gastrenterite e infeccdo por contaminacdo de
ferimentos em pessoas que tiveram contato com a dgua marinha contaminada. Pode
ser encontrado em ambiente marinho com temperatura ente 13T e 30T. Sua
infeccdo causando septicemia ou gastrenterite € principalmente associada ao
consumo de frutos-do-mar crus contaminados (NASCIMENTO; VIEIRA, 2004).

As vibrioses estdo, principalmente, relacionadas a ingestdo de frutos do mar
crus ou mal cozidos, em destaque moluscos bivalves (CVE, 2008; FAO, 2008).

A maior parte dos vibrios € de origem marinha e necessita de sodio (Na®)
para se desenvolver. O género inclui espécies patogénicas para o homem, como por
exemplo, Vibrio wvulnificus, V. parahaemolyticus e V. cholerae. As doencas
associadas aos Vibrio spp. sédo caracterizadas por sintomas de gastrenterite, desde
diarréia moderada a cOlera classica, com excec¢ao para o V. vulnificus principalmente
associado a septicemias (FAO, 2008).

No Brasil, h& relatos de casos de infecgdo por Vibrio ndo colérico decorrente
de ingestéo de ostras e outros frutos do mar nas regides Nordeste e Sudeste, sendo
de especial atencéo o V. vulnificus (ARAUJO et al., 2007).

Um informativo foi desenvolvido pelo “Food and Drug Administration” (FDA)
com o objetivo de ajudar educadores sanitarios locais a instruirem a comunidade
hispanica sobre os perigos de se comer ostras cruas. Estas ostras podem estar
contaminadas com a bactéria Vibrio vulnificus que pode causar doencas graves e
até mesmo a morte. O informativo inclui; uma nota para a imprensa sobre o
lancamento da campanha, uma pagina informativa, um artigo de jornal, receitas,
anuncios no servigo publico de radio, entre outros (INFOALIMENTOS, 2004).

O Vibrio vulnificus é encontrado em ambientes marinhos e estuarinos. E sua
transmissdo pode ocorrer através de ingestdo de mariscos crus ou mal cozidos,
principalmente ostras cultivadas em ambientes de aguas temperadas e tropicais
(CDC, 2008; CVE, 2008; FAO, 2008; FDA, 2008; FORSYTHE, 2002). Esta espécie
se encontra em concentragfes mais altas durante os meses de verdo quando a
agua estd mais quente, por serem microrganismos mesofilos (CVE, 2008; FAO,
2008; FDA, 2008). Este organismo € isolado com maior freqiéncia em moluscos

bivalves do que em crustaceos (JAY, 2005).
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A mortalidade associada a infec¢ao por Vibrio vulnificus € superior a 50% dos
casos (ARAUJO et al., 2007). Pessoas infectadas com V. vulnificus, quando
possuem alguma enfermidade no figado, correm risco quase 200 vezes maior de
mortalidade (ARAUJO et al., 2007; FDA, 2008). Nos Estados Unidos esta taxa
chegou a 95% das mortes relacionadas com frutos do mar (FORSYTHE, 2002).

Em 1996, na cidade de Los Angeles, o V. vulnificus fez 16 vitimas tendo como
consequéncia trés mortes ap0s o consumo de ostras cruas contaminadas. No
periodo entre 1981 e 1994, 80% dos pacientes com gastrenterites associadas as
ostras e 49% dos casos com complicacio em Obito foram veiculados a
contaminacao por V. vulnificus (JAY, 2005).

Os sintomas tipicos da doenca alimentar por infecgdo por V. vulnificus sédo
febre, tremores, nduseas e lesdes de pele. O inicio dos sintomas ocorre cerca de
24h apos a ingestéo de frutos do mar crus contaminados, principalmente ostras. Os
individuos mais sensiveis além dos com enfermidades no figado, imunodeprimidos e
idosos. Este difere dos outros vibrios patdogenos por invadir e se multiplicar na
corrente sanguinea de maneira altamente invasiva (FORSYTHE, 2002).

Os mariscos podem transmitir a infeccdo por Vibrio cholerae. Este patdogeno
ndo se encontra, geralmente, na natureza, exceto quando aparecem 0s surtos da
enfermidade. E provavel que os mariscos vivos ou suas carnes contaminadas
possam ser veiculadores do agente durante o transporte, pois o exsudato dos
mariscos armazenados é rico em matéria organica e permite a proliferacdo do
patdgeno quando a temperatura esta muito elevada. Por se tratar de doenca
altamente contagiosa, o0 marisco deve ser proibido para consumo. Para impedir a
contaminacéo e proliferacdo do agente se fazem necessarios o tratamento térmico e
embalagem em recipientes esterilizados dentro de procedimentos de extremo
cuidado (WOOD, 1979).

O guarto surto de gastrenterite causado por V. cholerae ocorreu na Flérida,
em 1979, quando 11 pessoas se infectaram ao comerem ostras cruas
contaminadas. Oito pessoas tiveram diarréia nas 48h apds ingestdo e outras trés
desenvolveram sintomatologia antes deste tempo (JAY, 2005).

A colera é uma doenca infecciosa aguda e grave, que pode levar a 6bito. O
periodo de incubacdo da doenca é de 1 a 3 dias apds a ingestdo do alimento
contaminado. Quando atinge o intestino a bactéria se multiplica rapidamente
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liberando toxina. Esta toxina levara a diarréia aquosa, profusa e incontrolavel e
consequentemente, perda retal de agua e eletrélitos causando desidratacdo. Outros
sintomas encontrados sao vomitos, cdibras musculares pelo baixo nivel de potassio
sanguineo, sede, debilidade, letargia e sinais de hipotensdo (SOUSA, 2004).

O Vibrio parahaemolyticus é encontrado naturalmente no meio marinho e
ocorre nos sedimentos, na agua, nos invertebrados e nos pescados, de modo geral.
A intoxicacdo aparece quando 0s mariscos Sao processados sob condicdes
higiénico-sanitarias precarias, permitindo a proliferacdo do agente (WOOD, 1979).

V. parahaemolyticus é uma bactéria Gram-negativa em forma de bastonetes
curtos, possui mobilidade pela presenca de flagelo polar. E anaerdbio facultativo.
Seu crescimento ocorre melhor em pH alcalino entre 7,5 e 8,5 e temperatura 6tima
de 35 a 37<C. Apresenta halofilismo restrito, exigindo um minimo de 1% de cloreto
de sodio e tolerando o maximo de 8% de sal para o crescimento, porém a
concentracdo mais favoravel € 2 a 4% de NaCl (VIEIRA, 2004).

A FAO (1997) indica como condigbes Otimas para 0 crescimento de V.
parahaemolyticus, temperatura de 37C e minima de 5C, pH minimo de 4,8 e
salinidade de 8 a 10%.

No Japdo, o V. parahaemolyticus € o maior causador de gastrenterites de
origem alimentar. O periodo de incubacéo € de 4 a 96 h e dura em média cerca de 3
dias (FORSYTHE, 2002).

As gastrenterites produzidas por V. parahaemolyticus sdo contraidas quase
gue exclusivamente por alimentacéo de frutos do mar contaminados (JAY, 2005). As
ostras sdo apontadas como um dos principais veiculos de contaminagdo por V.
parahaemolyticus, por serem filtradoras podem acumular grande quantidade do
microrganismo, e quando consumidas cruas, representam um risco potencial para a
salde (SOUSA, 2004).

Os sintomas mais comuns associados a infeccdo por V. parahaemolyticus
sdo: diarréia, cdibras abdominais, ndusea, vomito, cefaléia, febre e calafrios
(VIEIRA, 2004).

O V. parahaemolyticus esta presente, normalmente, em quantidade inferior a
10% UFC/g em peixes e frutos do mar, exceto em 4guas mornas, onde a contagem
pode aumentar para 10° UFC/g. A dose infectante estimada desta espécie é de 10°
a 10° UFC/g (FORSYTHE, 2002).
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Recentemente, foi confirmada a primeira vitima fatal por consumo de
mariscos crus contaminado por Vibrio parahaemolyticus no Chile (EMOL, 2008).

Em 1998, o V. parahaemolyticus foi o agente etioldgico de um surto
envolvendo 23 pessoas que morava em Nova Jersey e Nova York, as quais se
alimentaram com ostras cruas e moluscos provenientes de Long Island Sound, Nova
York. No ano de 1997, em Washington, Oregon e California, o V. parahaemolyticus
fez 209 vitimas decorrente da ingestédo de ostras cruas contaminadas (JAY, 2005).

Matté et al. (1994) ao estudarem a distribuicio de Vibrio em ostras
provenientes do Estado de Sao Paulo encontraram predominio de V.
parahaemolyticus em 77% das cepas identificadas.

Em estudo investigativo com ostras (Crassostrea rhizophorae)
comercializadas in natura em restaurantes da cidade do Rio de Janeiro, foram
identificadas oito diferentes espécies de Vibrio, apresentando uma alta prevaléncia
do V. parahaemolyticus (45%) e uma consideravel presenca de V. vulnificus
tornando este fato preocupante tanto para os consumidores deste alimento como
para os comerciantes e distribuidores desta cadeia produtiva (PEREIRA et al.,
2007a). Pesquisa semelhante realizada com coletas em duas barracas de praia em
Fortaleza no decorrer de um ano detectou a contaminacdo das amostras de ostra de
54% para V. parahaemolyticus; e em menor grau para V. vulnificus (BARROS et al.,
2007).

Foram coletadas do estatuario do Rio Coc6 em Fortaleza, 12 amostras de
ostras, Crassostrea rhizophorae, 4 amostras foram positivas para V. cholerae e
apenas uma foi positiva para V. parahaemolyticus (SOUSA et al., 2004).

Pesquisa de V. parahaemolyticus realizada em 86 amostras de mexilhao
(Perna perna) in natura e pré-cozidas coletadas em Jurujuba, Niterdi, RJ; totalizando
presenca da bactéria em 11,6% das amostras analisadas. A maior parte das cepas
isoladas (64,7%) foi encontrada em mexilhdes in natura, porém a presenca em
amostras pré-cozidas é relevante, pois indica que o cozimento ndo foi efetivo
(PEREIRA et al., 2007Db).

Em andlise da qualidade microbiolégica de ostras (Crassostrea gigas)
produzidas e comercializadas em Florianopolis, foi detectada a presenca de
Salmonella spp., V. cholerae e V. parahaemolyticus em nove das 90 amostras
coletadas (PEREIRA et al,. 2006).
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Ostras (Crassostrea rhizophorae) in natura em restaurantes e mexilhdes
(Perna perna) de banco natural das cidade do Rio de Janeiro e Niterdi, RJ,
respectivamente, apresentaram presenca significativa de V. parahaemolyticus
identificados por Pereira et al. (2004). No Municipio de Palhoca, Santa Catarina,
também foi detectada a ocorréncia de V. parahaemolyticus em mexilhdo (Perna
perna) em um alto percentual (52,5%) das amostras coletadas em condi¢bes
ambientais média de 25,4 e 35,6% de salinidade (A RCHER; MORETTO, 1994).

Pesquisa realizada em ostras de Grays Harbor, Washington, nos Estados
Unidos da América detectou contaminacdo por V. parahaemolyticus em 100% das
amostras analisadas (KAYSNER et al., 1990).

Na legislacdo brasileira (BRASIL, 2001a) ndo ha um padrédo de limite de
crescimento para este tipo de microrganismo em moluscos bivalves in natura, apesar
da infeccdo pelo mesmo estar altamente associada ao consumo deste alimento.
Enquanto que a regulamentacdo da FAO (1997) consta como dose infecciosa
minima para V. parahaemolyticus 10° UFC/g de pescado.

O uso da irradiacdo de pescado visa reduzir para niveis considerados
seguros, do ponto de vista microbioldgico, as populacdes de Vibrio parahaemolyticus
e V. vulnificus em ostras e mariscos vivos que séo freqientemente consumidos crus
(LANDGRAF, 2008).

A dose de radiacdo efetiva para eliminacdo do género Vibrio estaria na faixa
entre 1,5 a 2,0 kGy (IAEA, 2001). Segundo Moraes et al. (2000), a dose de 1,41 kGy
é suficiente para a eliminagéo de Vibrio cholerae O1; para Jakabi (2001) basta uma
dose de 1,0 kGy para a mortalidade do V. parahaemolyticus.

Molins (2001) afirma que a dose de extin¢cédo para Vibrio parahaemolyticus em
ostra (Crassotrea virginica) € de 1,0 kGy e para camardo do Golfo do México
inoculado com a bactéria é de 0,3 kGy; e a dose D;p em camardo congelado é de
0,1 kGy.
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3. METODOLOGIA

3.1 COLETA, PREPARACAO E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

As amostras de mexilhdo, Perna perna, foram provenientes de cinco pontos
estratégicos de cultivo de moluscos bivalves na Baia de Ilha Grande, seguindo a
metodologia de coleta utilizada pelo Setor de Pesca da Secretaria de Atividades
Econbmicas da Prefeitura Municipal de Angra dos Reis. Este municipio vem
empregando ha aproximadamente um ano este tipo de coleta com o molusco bivalve
vieira (Nodipecten nodosus) e com a agua do mar visando o monitoramente
ambiental e da maricultura, que tem esta espécie como a mais utilizada para a
producado na regiao.

Os pontos selecionados na Baia de Ilha Grande foram: Praia de Aracatiba (A),
Praia de Tapera (B), Praia de Passa Terra (C), Praia de Castelhanos (D), todos
localizados em llha Grande; e Praia de Maciés (E) localizado no continente (Figura
2).

Cada coleta realizada nos pontos foi composta no minimo de 60 animais
adultos vivos, machos e fémeas, segundo instru¢gées de coleta da APHA (APHA,
2001) a fim de atingir o volume de carne e do liquido palial necessario para a analise
de moluscos bivalves. Para este plano amostral, foi considerada uma amostra
indicativa de cada ponto.

As amostras vivas foram acondicionadas em diferentes caixas isotérmicas

para transporte identificadas em meio a agua do mar de onde foram coletadas. As
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mesmas foram levadas para o Laboratorio de Instrumentagdo Nuclear do Instituto
Alberto Luiz Coimbra de Pé6s-Graduacdo e Pesquisa de Engenharia da Universidade
Federal do Rio de Janeiro — LIN-COPPE/UFRJ para o procedimento da irradiacao.

”“GOOSIG

Datas das imagens: SAul2007 - 27/Dez/2007 lat -23.115 I . i Altitude do pontode visdo. 33 21km |
Figura 2: Imagem de satélite da Baia de llha Grande com os pontos de coletas
“plotados”. Adaptado de Google Earth (2010).

3.1.1 Parametros fisico-quimicos dos pontos de coleta
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No momento da coleta das amostras, foram determinadas salinidade,
temperatura e pH da agua do mar dos pontos amostrais através de sonda marca
Hanna, modelo HI 9828.

3.2 IRRADIAQAO DAS AMOSTRAS

Os mexilhdes coletados foram encaminhados ao Laboratério de
Instrumentagdo Nuclear da COPPE/UFRJ armazenados em caixas isotérmicas
contendo 4gua do mar do ponto onde foram retirados. As amostras chegaram vivas
ao laboratorio e em perfeito estado. De cada ponto de coleta foram separados de
maneira aleatoria 20 exemplares de mexilhdo Perna perna para cada amostra:
controle, irradiado a 1,0 kGy e irradiado a 1,5 kGy. Essas amostras foram colocadas
em embalagens de polietileno previamente identificadas. Foram ainda identificadas
com etiquetas de cores diferentes (branca — controle, amarela — 1,0 kGy e laranja —
1,5 kGy) contendo a letra correspondendo ao ponto de coleta (A — Aracatiba, B —
Tapera, C — Passa Terra, D — Castelhanos e E — Maciés). Essas embalagens foram
depositadas em caixa de poliestireno expandido contendo bolsas de gelo mantendo
a temperatura amena.

Para a irradiacdo das amostras foi utilizado o irradiador marca MDS Nordion,
modelo Gammacell/ 220 Excel que utiliza uma fonte de radiacdo gama de cobalto
60.

A taxa de dose da fonte no dia da irradiacédo era de 31,56 Gy/min. Assim
sendo, para a dose de 1,0 kGy, as amostras foram expostas por 31 minutos e 40
segundos a radiacdo e, para a dose de 1,5 kGy, irradiadas por 47 min e 30
segundos.

Para o processo de irradiacdo as embalagens com as amostras foram
acondicionadas dentro em Becker de 2 L e feito um cinturéo eletrénico de acrilico
em torno para garantir uma irradiacao efetiva.

Imediatamente apés a irradiacdo das amostras, estas foram transportadas
para o Laboratorio de Controle Microbiolégico de Produtos de Origem Animal do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Veterinaria da

Universidade Federal Fluminense/UFF para a realizacdo das analises.
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Os grupos das amostras irradiadas e o controle retornaram para a realizacao

das analises bacterioldgicas de maneira asséptica. As analises laboratoriais foram

realizadas no Laboratério de Controle Microbiolégico de POA/UFF seguindo a

recomendacao da resolucdo RDC n°® 12 da ANVISA para amostras representativas

de moluscos bivalves in natura (BRASIL, 2001a) e seguindo a metodologia da IN n°
62 (BRASIL, 2003) (Figura.3).

A

in. B0 animais
Aracatiba

Pontos de coleta:

hlin. B0 animais Iin . 60 animais Min . 60 animais

Tapera FassaTerra Castelhanos
Controle l 1,5 kGy
1,0 kGy

Mlin. 20 animais

N

25
g v 259

E

Iin. 60 animais
Maciés

Salmonella spp.

7w N

N

Vibrio pahaemolyticus

Figura 3: Representacdo de plano amostral, amostra representativa e unidade

amostral das analises realizadas.

4 Staphylococcus coagulase +

Coliformes totais e fecais
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Além das analises recomendadas pela resolucdo da ANVISA supracitada
foram realizados nimeros mais provaveis de Vibrio parahaemolyticus e coliformes
totais e fecais.

Todo o procedimento laboratorial foi realizado de maneira asséptica.

3.3.1 Abertura dos mexilhdes

A maioria dos animais ainda estava viva. Apenas poucos exemplares que
foram submetidos a irradiagcdo encontravam-se mortos ou fragilizados no momento
da abertura.

A abertura dos animais foi realizada em &rea de seguranca da chama do bico
de Bunsen em camara assépticas com auxilio de instrumental cirdrgico. O material
usado na abertura era esterilizado em chama do bico de Bunsen. O bisso foi retirado
para nao entrar em contado com o contetdo das conchas.

Os mexilhdes apos a retirada das valvas foram fragmentados e realizada a

pesagem das unidades amostrais em balanga semi-analitica.

3.3.2 Contagem de Staphylococcus Coagulase Positiva

Para a contagem de Staphylococcus Coagulase Positiva adotou-se a técnica
preconizada pela IN n°® 62 (BRASIL, 2003) para alimentos de origem animal e
amostras diluidas através de técnica de miniaturizacdo (FRANCO; LEITE, 2005)
(Figura 4).

Foram retiradas, homogénea e aleatoriamente, 25 g de cada amostra. De
maneira asséptica, a porcdo foi transferida para um envelope de polietileno
esterilizado por processo de irradiacdo. A unidade analitica foi homogeneizada em
225 mL de solucdo salina peptonada a 0,1%, necessario para obter-se a diluicdo
inicial (1:10) com auxilio de “Stomacher’® em velocidade média por dois minutos.

As diluicbes por miniaturizacdo de cada amostra foram realizadas pela
transferéncia, com auxilio de pipeta automatica, de 100 pL, homogeneizada, em
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microtubos tipo “eppendorf”, estéreis e contendo 900 puL de mesma solucéo diluente,
produzindo a segunda diluicdo (10). As diluicdes subsequentes foram obtidas da
mesma maneira, transferindo 100 uL da diluicdo 10-5 (FRANCO; LEITE, 2005).

SSP0.1%
—
s & ; [ 0,1mL i Coldnias suspeitas
o ,.-":j ?\'\. \ \,,, agulha de platina
o =
‘:CI ——‘-_'_“-_.;‘:u
25 mg + 225mL Agar Baird-Parker
1

10 37°C 24 a48h
ﬂ ——» Coloracao de Gram
3mL Caldo BHI
37 C24h
_—
—_—

Provas confimativas

08mLSSPO,1% 03mLSSP0,1% 03mLSSP0,1%
102 102 104 pipetador agulha de platina

Coagulase Catalase

0.2 mbL cultiva (BHI + ﬂ @

1.2 mL plasma de coelha
Tubo esteril Agar BHI

S 377 C 24h

|

gotas perdxida de
. hidrogénio 3%
+: formagao de coagulo
+ horbulhas

Figura 4: Representacao esquematica da analise de Contagem de Staphylococcus

Coagulase Positiva.

Semeou-se, com auxilio de bastéo tipo "hockey”, uma aliquota de 100 uL em
superficie de placa de Petri com agar Baird-Parker (HIMEDIA® M043-500G) das
diluicdes 10" e 10 em duplicata. As placas foram incubadas invertidas em estufa
bacteriol6gicas a 37°C por 48 h.

O Staphylococcus aureus tem a capacidade de reduzir o telurito de potassio
formando colbnias pretas e por agdo proteolitica e lipolitica digerir a gema do ovo
formando um halo de transparéncia ao seu redor.

As coldnias suspeitas, depois de enumeradas, foram repicadas com o auxilio
de uma agulha de platina para o Meio Infusdo Cérebro Coracdo (Caldo BHI)
(HIMEDIA® M210-500G) e incubadas em estufa bacteriolégica a 37C por 24 horas
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para obtencdo de cultivos jovens (fase log), com o0 maximo de potencial imunogénico
e patogénico, para realizacdo das provas confirmativas: prova da coagulase e prova
da catalase .

Previamente foi procedida a coloracdo da lamina pelo método de Gram
através de uma aliquota retirado por al¢a do cultivo em BHI. Esta prova baseia-se na
verificacdo das caracteristicas morfolégicas e tintoriais do microrganismo evitando
falsos positivos nas outras provas complementares. Staphylococcus coagulase
positiva apresentam-se como coco Gram positivos.

Para a prova da catalase, com o auxilio de uma alca de platina foi retirada
uma aliquota do cultivo em Caldo BHI recém incubado para o Agar “Brain Heart
Infusion” (Agar BHI - nutriente) e incubadas em estufa bacterioldgica a 37<C por 24
horas. No tubo com o cultivo em Agar BHI foram colocadas algumas gotas de
peréxido de hidrogénio 3% com auxilio da pipeta Pasteur. Staphylococcus coagulase
positiva possui a enzima catalase que decompde o perdxido de hidrogénio com
formacdao instantanea de borbulhas.

A prova da coagulase foi realizada com auxilio de pipetador automatico
transferindo 200 pL do cultivo em BHI suspeito para tubo estéril e adicionado 200 L
de plasma de coelho (Coagu-plasma LABORCEIN® cod.570204) e incubados em

estufa bacteriologica a 37°C por 12 h..

3.3.3 Pesquisa de Salmonella spp.

Para a pesquisa de Salmonella spp. (Figura 5) inicialmente foi realizada uma
etapa de pré-enriquecimento. Foi pesada a unidade amostral de 25g em embalagem
de polietileno esterilizada através do processo de irradiacdo e homogeneizada em
225 mL de Agua Peptonada 1% Tamponada (APT) no aparelho “Stomacher™™ em
velocidade média por dois minutos e foi incubada em estufa bacterioldgica a 37C
por 24 horas. Esta solucdo por ser tamponada favorece a manutencdo do pH,
evitando que as bactérias acompanhantes acidifiguem o meio, prejudicando a

recuperacédo das células de Salmonella spp.
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Com o auxilio do pipetador automatico foi transferido 1 mL do cultivo em APT
para um tubo com 10 mL de Caldo Tetrationato (CT) (OXOID® CM029) e 100 pL
para um tubo com 10 mL de Caldo Rappaport Vassiliadis (CRV) (HIMEDIA® M880-
500G). Sendo posteriormente homogeneizados e incubados em estufa
bacteriologica a 42T por 30 horas. O enriguecimento seletivo baseia-se na
utilizacdo de meios que contém substancias de acéao inibidoras do crescimento para
a maioria dos microrganismos interferentes e na incubacdo em temperatura seletiva.
No CT, a seletividade € conferida pelo tetrationato e pelo verde brilhante e no CRV,
a presenca de verde malaquita e de cloreto de magnésio.

O material enriquecido nos meios CT e CRV foi semeado por esgotamento
em placas de Petri para o isolamento e selecdo das coldnias suspeitas em pelo
menos 2 meios seletivos.

O meio Agar Bile Peptona Lactose Sacarose (BPLS) (VETEC® cod.5054) é
obrigatoério pela legislacdo, Instrucdo Normativa n° 62 (BRASIL, 2003). No BPLS a
novobiocina inibe o crescimento de Proteus sp. e bile bovina e o verde brilhante para
microrganismos Gram positivos. O meio Agar Salmonella Diferencial (SD)
(HIMEDIA® M1078-500G) individualiza a Salmonella pela presenca do
propilenoglicol e de um cromogeno que evidencia a hidrélise da beta-galactosidase.
O Agar Hectoen Entérico (HE) (HIMEDIA® M467-500G) possui dois indicadores, o
bromotimol e o &cido fucsinico, que diferencia os microrganismos lactose-positvo
dos lactose-negativo pela coloragdo das colbnias. Algumas salmonelas reduzem
combinacéo do tiossulfato de sodio, presente no meio e formam um composto que
reage com sal férrico, este é evidenciado pelo indicador acido sulfidrico (H.S)-
positivo, originando sulfeto de ferro de coloracdo preta. Os sais biliares sao
responsaveis pela inibicdo dos microrganismos acompanhantes.

As placas de Petri com comportamento bioquimico caracteristico para
Salmonella spp. foram repicadas (trés colbnias isoladas de cada plagueamento)
para o Agar Trés Aclcares e Ferro (TSI) (HIMEDIA® M021-500G) para a triagem
bioquimica das col6nias tipicas de Salmonella spp., na qual utiliza-se meios
indicativos ndo seletivos. Apés o repique (picada profunda e estriamento na
superficie inclinada do bisel com auxilio de agulha de platina), os tubos foram

incubados em estufa bacterioldgica a 37<C por 24 horas.



63

No Agar TSI estdo presentes: glicose (1 g/L), lactose (10 g/L) e sacarose (10
g/L). Como a glicose € um monossacarideo e estd em baixa concentracdo, sera
rapidamente fermentada anaerobiamente, formando &acido no fundo do tubo
(viragem da cor do indicador vermelho de fenol para amarelo). A fermentacao
aerdbia da glicose, que ocorre na superficie do bisel, resulta em acido piravico, que
€ posteriormente degradado a gas carbonico (CO,) e agua. A grande maioria das
salmonelas ndo fermenta a sacarose e a lactose, ndo provocando alteracbes no
meio TSI. Como a fonte de carbono utilizavel (glicose) é rapidamente esgotada, a
salmonela passa a degradar aerobiamente o substrato protéico do meio, produzindo
amoniaco (NH3), o que confere ao meio um pH alcalino, modificando a coloracéo do
bisel para rosa intenso. A maioria das salmonelas apresenta no TSI as seguintes
reacles: 4cido na base, com ou sem producdo de gas; alcalino ou inalterado no
bisel; e producéao de H,S.

APT 1%  1mL

3 l Q B 10 mL Caldo Selenito Cistina

25mg + 225mL Oimt 10 mL Caldo Rappaport Vassiliadis
42°C 30h

35°C 16 a 20h
/ \ alcada

\ "\. ¢ \ ) ‘.\
SD HE BPLS

indicativo

J agulha

E TSI

indicativo l
Sorologia

+: aglutinagéo
Figura 5: Representacdo esquemaética da presenca de Salmonella spp.
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Para confirmacdo através da sorologia foi utilizado o Soro Salmonella
Polivalente (Biored®) que contém anticorpos contra antigenos O das salmonelas dos
grupos A, B, C,DeE.

Verificou-se previamente a eficiéncia do soro somético polivalente realizando
0 teste de autoaglutinagdo com uma gota de soro e uma gota de solugdo salina
0,85%, verificando auséncia de aglutinagcdo. Foram consideradas positivas as
reacoes de aglutinacéo ocorridas no intervalo de dois minutos.

Foi adicionado 200 yL de Solucédo Fisiolégica Estéril 0,85% ao crescimento
em TSI com comportamento de Salmonella para obtencdo de uma suspenséo
bacteriana espessa. Em uma placa de aglutinacdo (Huddleson) foi colocado uma
gota da suspensao bacteriana (50 pL) juntamente com uma gota padrdo do soro
somatico polivalente. A placa foi movimentada de maneira suave por 2 min. A

reacao positiva apresenta aglutinacéo na mistura cultivo e anti-soro.

3.3.4 Enumeragéo de Coliformes Totais e Fecais

Para a enumeracdo de Coliformes Totais e Fecais (Figura 6) foi usada a
técnica de método rdpido. O procedimento de diluicdo foi 0 mesmo utilizado para
contagem de estafilococos seguindo técnica de miniaturizacdo (FRANCO; LEITE,
2005). Foram utilizadas as diluices de10™ a 10™.

Foram retiradas aliquotas de 100 yL da diluicdo e adicionadas em 1 mL de
caldo Rapid Hi-Coliform (HIMEDIA® M1453-500G) (modificagdo do caldo LMX) em
microtubos tipo “eppendorf” previamente esterilizados. Este meio em presenca de
coliforme apresenta uma coloracdo verde-azulada pela divisdo do substrato
cromogénico, a fluorescéncia em luz UV indica presenca de coliformes fecais
providos da enzima B-D-glicuronidase. Além de indicar fluorescéncia em presenca
da bactéria. Foram inoculadas aliquotas em série de trés tubos para cada diluicdo.
Os microtubos tipo “eppendorf” foram incubados a 35°C por 48 horas. A leitura foi
realizada no final do periodo de incubacdo com auxilio de luz UV. Em caso de
fluorescéncia, as amostras foram para o teste confirmativo para coliforme fecal

através do reagente de Kovacs. Quando positivo, houve indica¢do de viragem de cor
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resultados de NMP foram analisados por

1 mL Caldo Hi-coliforme

Série de 3 micro-tubos por diluicdo

35°C 48h

Fluorescéncia

Teste com reagente de Kovac's

S

N

Anel vermelho

Figura 6: Representacdo esquematica da enumeracdo de Coliformes Totais e

Fecais.

3.3.5 NUmero Mais Provavel de Vibrio parahaemolyticus

Para a enumeracdo do NMP de V. parahaemolyticus (Figura 7) foram

retiradas, homogenea e aleatoriamente, 50 g de cada amostra. De maneira

asséptica, a porgéo foi transferida para um envelope de polietileno esterilizado por

processo de irradiacdo. A unidade analitica foi homogeneizada em 450 mL de caldo

peptonado sal 3% (CPS3%), necessario para obter-se a diluicdo inicial (1:10) com

auxilio de “Stomacher"® em velocidade média por dois minutos.
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As diluicbes subsequentes foram realizadas pela transferéncia, com auxilio de
pipeta automatica, de 1 mL da diluicdo anterior de maneira homogénea, em tubos
contendo 9 mL de mesma solucdo diluente, produzindo a segunda diluicdo (107).
Este procedimento foi realizado até a diluigao 107,

A partir das diluicbes realizadas foi inoculado 1 mL em uma série de trés
tubos contendo 10 mL de Caldo “Glucose Salt Teepol” GSTB (HIMEDIA® M621-
500G), caldo de enriquecimento seletivo. Os tubos foram incubados a 36C por 24h.
Os tubos de cada série que apresentaram turvagdo foram anotados com suspeita de
presenca de V. parahaemolyticus.

De cada GSTB que apresentou turvacdo foi retirada uma aliquota da
superficie do cultivo com auxilio de alca de platina e estriada em Agar tiosulfato
citrato sacarose sais biliares (TCBS) (HIMEDIA® M870-500G). As placas foram
incubadas invertidas em estufa bacteriolégicas a 36C por 24h. As coldnias que se
apresentaram arredondadas, opaca com coloracdo esverdeada, caracteristica de V.
parahaemolyticus foram repicadas em CPS3% e Agar nutriente sal 3% (ANS3%) e
incubados a 36T por 24h para as provas preliminare s para a indicagao.

Proveniente do meio ANS3% foi realizada uma lamina do cultivo e feita a
coloracdo de Gram. Os Vibrio parahaemolyticus sdo bastonetes retos ou curvos.

Do cultivo em CPS3%, foi transferida uma alcada para tubo contendo caldo
peptonado sem sal (CPSS) e caldo peptonado sal 8% (CPS8%). O V.
parahaemolyticus € halofilico restrito, multiplica-se em CPS8% mas ndo em CPSS.

As demais provas preliminares para identificacdo nao foram realizadas, pois 0

resultado foi negativo nas primeiras.
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Figura 7: Representacdo esquematica da analise de NMP de Vibrio

parahaemolyticus
3.4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados foram descritos estatisticamente por meios paramétricos (media e
desvios padrdes), tabulares (tabelas estatisticas) e gréaficos (grafico em setores e
diagrama de caixa).

ComparacOes entre proporcdes binarias foram realizadas por meio do teste
binomial.

Comparagfes entre valores médios das amostras e os valores padrfes da
legislacao foram procedidas pelo teste t de Student.

A Analise da Variancia (ANOVA) investigou diferenca entre as médias dos
trés grupos de amostras, complementadas, para as comparac¢des multiplas entre os
grupos, pelo teste de Tukey.

A andlise dos dados foi auxiliada por meios computacionais: planilha Microsoft
Excel e programa SPSS v.10.0.

As decisdes estatisticas foram tomadas ao nivel de significancia a = 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A regido da Baia de llha Grande é uma das maiores produtoras de moluscos
bivalves no estado do Rio de Janeiro. A regido passou por um periodo de
mortalidade dos animais de cultivo, sem a definicAo ao certo da causa mortis.
Supde-se que este problema sofrido pela maricultura entre os anos de 2009 e 2010
seja devido a alta temperatura da agua de cultivo, devido a fenbmenos climaticos.
Em anos anteriores ocorreu uma mortalidade que suspeita-se tenha sido em
decorréncia da a contaminacao bacteriolégica dos locais de cultivo.

Nos anos de 2009 e 2010, o Municipio de Angra dos Reis passou por periodo
de chuvas que levou até a desastres ambientais como o desabamento de encosta
com destruicdo de casas e mortes.

Na Ilha Grande por ser uma ilha, 0 saneamento basico da regido é precario; e
a area é altamente explorada pelo turismo e em algumas praias ha locais de alta
densidade populacional.

A coleta foi realizada no més de maio apds os desastres ambientais e
superaquecimento da agua. O ponto de coleta A na praia de Aracatiba foi o que se
apresentou mais povoado, os mexilhdes estavam muito parasitados. Os pontos B
(Tapera) e C (Passa Terra) possuem menor quantidade de habitagbes comparada
ao ponto anterior. O ponto D (Castelhanos) foi o que se apresentou com o0 mar mais
agitado e pouco povoado, os mexilhées possuiam tamanhos maiores. Enquanto que
o ponto E (Maciés) regido do continente na area de coleta foi observada apenas
uma moradia e foi a area de maior quantidade de mexilhdes nos espinheis. Passa

Terra foi o ponto que apresentou menor quantidade de animais no cultivo.
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Considerando que algumas areas de coleta se apresentaram povoadas e pela falta
de saneamento basico na regido e a mortalidade dos moluscos apresentada nos
altimos anos, estes animais podem ter grande importancia em Saude Coletiva.
Como a biota de pescado é reflexo do ambiente onde vivem e principalmente no
caso de moluscos bivalves que sdo organismos filtradores (HENRIQUES, 2004;
JAY, 2005; MOLINS, 2001; RODRIGUES, 1998; RODRIGUES-ARIZA et al., 1992).
Autores alertam para o perigo do consumo de moluscos bivalves tanto pela
qualidade sanitaria do ambiente onde vivem como pela maneira de ser consumidos,
geralmente crus ou mal cozidos (BEIRAO et al., 2000; CARDONHA et al., 1994;
COOK, 1991; JOSE, 1996; ORDONEZ et. al., 2005; REICHENHENBACH-KLINKE et

al., 1982), o que foi observado nos locais de coleta.

4.1 Staphylococcus COAGULASE POSITIVA

As contagens encontradas nas analises de Staphylococcus coagulase
positiva nos grupos analisados foram relativamente baixas. As amostras Controle
apresentaram valores entre 15 e 40 UFC/g de mexilhdo, apenas no ponto D
(Castelhanos) nao houve crescimento da bactéria em questdo. Enquanto as
amostras irradiadas indicaram auséncia em todas, exceto no ponto A (Aracatiba) de
coleta na dose de 1,5 kGy que alcancou 20 UFC/g.

O ponto que apresentou maior valor de crescimento microbiano (40 UFC/g) foi
0 ponto E (Maciés).

As médias dos grupos foram: 21 UFC/g para o grupo controle, 0 UFC/g para o
grupo irradiado com 1,0 kGy e 4 UFC/g para o grupo com 1,5 kGy. Consta na Figura
8 a distribuicdo dos dados segundo os grupos, por meio de um diagrama de caixa
(“box plot™).

O padrao preconizado pela legislagédo, Resolugcdo RDC n° 12 da ANVISA,
(BRASIL, 2001a) é méaximo de 10° UFC/g de molusco bivalve in natura. Sendo
assim, todas as amostras estavam dentro do padréo, sendo consideradas préprias

para consumao.
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Comparando as médias por grupo (niveis de radiacdo 0; 1,0 e 1,5), com
controle por ponto de coleta, houve evidéncia de diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) entre a contagem de Staphylococcus dos trés grupos. A Tabela
da ANOVA (Tabela 1) resume os achados.
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Figura 8: Distribuicdo da contagem de Staphylococcus coagulase positiva por grupos

de analises.

Tabela 1: Descricdo da analise de variancia (ANOVA) entre 0s grupos para 0S

resultados de contagem de Staphylococcus coagulase positiva.

Soma de Graus de Quadrado

Fonte de variacao _ _ Fo valor-p
quadrados  liberdade médio

Niveis de radiacdo 1243.3 2 621.7 5.921 0.026

Pontos de coleta 400 4 100

Residuos 840 8 105

Total 2483.3 14

As comparacdes multiplas (entre os Grupos) indicam que o grupo Controle

difere significativamente do grupo 1,0 kGy, mas n&o do grupo 1,5 kGy.
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O teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (a = 0,05) indica existéncia
de diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre os grupos Controle e 1,0
kGy (A = 21; valor = 0,017), mas néo entre os grupos Controle e 1,5 kGy (A = 17;
valor = 0,052) e entre os grupos 1,0 kGy e 1,5 kGy (A = - 4; valor = 0,811).

Vieira (2004) relatou que dos 359 surtos de intoxicacdo alimentar e casos
esporadicos por S. aureus ocorridos na Inglaterra, apenas 7% foi proveniente de
pescado que é um baixo indice. O presente trabalho corrobora com os dados
apresentados por Vieira (2004), pois o resultado de contagem de Staphylococcus
estava dentro do limite preconizado pela legislagcdo em todas as amostras, ou seja,
considerados alimentos seguros de risco de intoxicacdo por Staphylococcus
coagulase positivo.

Ayulo e colaboradores (1994) analisaram 175 amostras de pescado (60% de
carne de molusco) de Florianopolis e em 20% foi identifica da presenca de S.
aureus. Nesta pesquisa, igualmente a presenca S. coagulase positivo foi detectada
principalmente no grupo controle, 80% das amostras sendo que em baixa contagem.

Enquanto que Damasceno (2009) pesquisando de Staphylococcus coagulase
positivo em amostras de salmao eviscerado e resfriado de comércio varejista de
Belo Horizonte ndo encontrou amostra positiva para este microrganismo; e Faria
(2008) realizou analise bacteriolégica de ostra (Crassostrea spp.) em diferentes
pontos do litoral do Parana com destaque para a Baia de Guaratuba obteve o
mesmo resultado. Esta tendéncia ndo foi encontrada no grupo controle de mexilhdo
do presente trabalho.

Segundo Jay (2005), a dose D;g para eliminagdo de S. aureus é de 0,16 kGy.
Todavia, Molins (2001), especifica a dose de extingdo de S. aureus para sépia seca
(3,0 kGy) e para cavala seca e defumada (5,0 kGy). A dose Dy para S. aureus varia
de 0,42 kGy em aves domésticas a 10C e 0,86 kGy em carne. Através dos
resultados do presente estudo, afirma-se que a dose de 1,0 kGy seria suficiente para

a extingdo de S. coagulase positivo em mexilh&ao in natura.

4.2 Salmonella spp.
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Identificou-se 21 colbnias com presenca de Salmonella spp., levando a
resultado positivo (presenca de Salmonella spp.) nas cinco amostras de cada grupo,
a uma proporcao de 100% das amostras do grupo Controle e 40% das amostras dos
dois grupos irradiados (1,0 kGy e 1,5 kGy). Todos os pontos de coleta foram
positivos para salmonela no grupo Controle, enquanto que no ponto A (Aracatiba) e
B (Tapera) apresentaram presenca de salmonela no grupo irradiado com 1,0 kGy e
no grupo irradiado com 1,5 kGy, os pontos B e D (Castelhanos) indicaram presenca
de salmonela.

O padrédo da legislacdo brasileira (BRASIL, 2001a) € auséncia de Salmonella
em 25 g de amostra. Sendo assim, ndo ha evidéncia de diferenca significativa entre
as proporcdes observadas nas amostras a 1,0kGy e a 1,5kGy com o padrédo (teste
binomial; p>0,05). O grupo Controle, no entanto, apresentou, com significancia
estatistica (p<0,05), proporcdo superior ao padrdo da legislacdo: teste binomial,
valor-p = 0,031.

O limite infeccioso de Salmonella indicado pela FAO (1997) é a partir de 102
UFC na amostra analisada. Este valor estd acima da legislacdo brasileira que
recomenda auséncia da bactéria, e por isso a metodologia de andlise é de
isolamento e ndo contagem. A contagem néo foi determinada no presente trabalho.

Riedel (2005) afirmou que apesar da Salmonella (S. typhi e S.paratyphi) ser
de origem humana e animal, é encontrado, frequentemente, em aguas poluidas e
concentradas em ostras, mexilhdes e mariscos que pode ser observado no presente
trabalho.

Jay (2005) afirmou que analise de mariscos da costa da Florida apresentaram
em 43% das amostras a presenca de Salmonella spp. Mohamed Hatha e
Lakshmanaperumalsamy (1997) analisaram 730 amostras de peixe e 276 de
crustaceos em mercado de peixe no sul da india e encontraram Salmonella spp. em
14,25% das amostras de peixe e 17,39% nas amostras de crustaceo. Gil (2010)
analisou amostras de sururu e vongole quanto a presenca de Salmonella spp., e
encontrou incidéncia da bactéria em 10% em sururu e de 20% em vongole. Vieira
(2004) indicou que nos Estados Unidos da Ameérica em analise de amostra de
pescado consumido cru, a taxa de prevaléncia foi de 1% para ostras, 3,4% para
moluscos e 12,2% em peixe cru. Farias (2008) analisou amostras de ostras

(Crassostrea spp.) do litoral do Parana e nédo foi identificada a presenca de
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Salmonella spp.; assim como Damasceno (2009) pesquisando Salmonella spp. em
salméo eviscerado e resfriado de estabelecimentos varejistas de Belo Horizonte.
Esses resultados estdo bem inferiores ao do presente estudo que ocorreu a
presenca em 100% das amostras né&o irradiadas.

Jay (2005) indicou como valores Dyp de radiacdo para Salmonella spp. 0,13
kGy e 0,800 kGy, semelhante a Molins (2001) que afirmou que a dose Do para
Salmonella spp. varia de acordo com o tipo de alimento e temperatura de
conservagao de 0,416 a 0,57 kGy. Enquanto, Massaguer (2005) indicou uma dose
mais alta de 4,75 kGy para reduzir sete ciclos logaritmos de Salmonella spp. em
carnes de frango. Molins (2001) indicou como a dose de extingdo de Salmonella spp.
em pescado congelado € de 4,0 a 5,0 kGy e para Salmonella enteritidis em ostras
vivas é de 2,5 kGy. Corroborando com os dados, como a determinagdo é qualitativa
(presenca) da Salmonella a dose utilizada no presente trabalho de 1,0 kGy e 1,5 kGy
em mexilh@o in natura néo foi suficiente para a extingdo da bactéria.

Das 21 colbnias de Salmonella encontradas, oito foram provenientes do
enriquecimento por caldo Tetrationato (CT) e 13 por caldo Rappaport Vassiliadis
(CRV) (Figura 9). Quanto ao isolamento foram oito provenientes do meio Hectoen
(HE), sete do meio Salmonella Diferencial (SD) e seis do meio Bile Peptona Lactose
Sacarose (BPLS). Nao ha diferenca entre as propor¢cées de SD, BPLS e HE (qui
guadrado = 0,286; gl. = 2; valor-p = 0,867) (Figura 10). Estes resultados estdo
expressos atraves de graficos em setores, assim como a relagédo entre os meios de

enriquecimento e isolamento (Figura 11).
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Figura 9: Resultados positivos para a presenca de Salmonella spp. em relacdo aos

meios de enriquecimento utilizados, valores e proporgdes.

@ SD
o BPLS
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6; 29%

Figura 10: Resultados positivos para a presenca de Salmonella spp. em relacdo aos

meios de isolamento utilizados, valores e proporc¢des.
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Figura 11: Frequencia de isolamento de Salmonella spp. na relagdo entre os meios

de enriquecimento e isolamento, valores e proporc¢oes.

4.3 COLIFORMES TOTAIS E FECAIS

4.3.1 Coliformes totais

Os resultados de coliformes totais variaram no grupo controle de 90 a 930
NMP/g, sendo que no ponto de coleta B (Tapera) ndo foi encontrado resultado
positivo. No ponto de coleta E (Maciés) foi detectada a maior contagem. Todavia, no
grupo irradiado com 1,0 kGy, os valores estavam entre 90 e 230 NMP/g, porém os
pontos D (Castelhanos) e E (Maciés) nao foram enumerados estes microrganismos.
Enquanto que o grupo com 1,5 kGy Resultados positivos para a presenca de
Salmonella spp. ocorreu enumeracao (230 NMP/g) apenas nos pontos C (Passa

Terra) e D (Castelhanos), os demais pontos nao tiveram crescimento.
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As médias dos grupos foram: 336 NMP/g para Controle; 110 NMP/g para 1,0
kGy e 92 NMP/g para 1,5 kGy. Na Figura 12 observa-se a distribuicdo dos dados

segundo os grupos, por meio de um diagrama de caixa (“box plot”).
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Figura 12: Distribuicdo da contagem de coliformes totais por grupos de analises.

Em relacdo aos pontos de coleta, o ponto C foi 0 que apresentou maior
contagem em todos 0s grupos e os pontos A (Aracatiba) e B apresentaram menores
contagens.

Comparando as médias por grupo pela andlise de variancia (ANOVA) houve
inexisténcia de diferenga estatisticamente significativa (p>0,05) entre os niveis de

radiacdo considerados. O resumo dos achados pela ANOVA esta expresso na

Tabela 2.

Tabela 2: Descricdo da analise de variancia (ANOVA) entre 0s grupos para 0S

resultados de NMP de coliformes totais.

Soma de Graus de Quadrado

Fonte de variagéo , o Fo valor-p
quadrados  liberdade meédio

Niveis de radiacdo 184893.3 2 92446.7 2.169 0.177
Pontos de coleta 322226.7 4 80556.7
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Residuos 340973.3 8 42621.7
Total 848093.3 14

N&o ha padréo exigido pela legislacao brasileira quanto ao NMP de coliformes
totais, porém a presenca dessa microbiota € indicativa de contaminacdo ambiental.
Segundo o Codex Alimentarius (FAO, 2009), toda a agua de cultivo e/ou carne dos
moluscos bivalves deve ser monitorada para detectar a presengca de E. coli /
coliformes fecais ou coliformes totais, pois sdo importantes bactérias indicadoras de
grau de contaminacdo fecal. O indice encontrado nos mexilhdes analisados no

presente trabalho pode ser considerado baixo.

4.3.2 Coliformes fecais

Os resultados obtidos pelo NMP de coliformes fecais para o grupo controle
variaram de 40 a 230 NMP/g de mexilhdo, sendo que nos pontos B (Tapera) e E
(Maciés) ndo houve crescimento bacteriano; que resultou em média de 72 NMP/g
para o grupo. Todavia, o grupo irradiado com 1,0 kGy ndo apresentou nenhum
crescimento nos cincos pontos de coleta, logo sua média foi igual a 0 NMP/g. Um
valor um pouco acima (média: 8 NMP/g) da média anterior foi encontrado no grupo
1,5 kGy, pois no ponto de coleta D (Castelhanos) houve crescimento (40 NMP/g).

A Figura 13 ilustra a distribuicdo dos dados segundo os grupos, por meio de

um diagrama de caixa (“box plot”).
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Figura 13: Distribuicdo da contagem de coliformes fecais por grupos de analises.

Na legislacao brasileira de padrdao microbiolégico (BRASIL, 2001a) ndo consta
limites para coliformes fecais em moluscos bivalves in natura, porém muitas pessoas
consomem o produto cru ou mal cozido. Sendo assim, assume-se 0 padréo adotado
para moluscos bivalves de 50 NMP/g. Estando a média do grupo controle fora do
padréao da legislacéao.

A FAO (1997) determina como dose infecciosa minima para E. coli, 10* a 103,
Segundo o Codex Alimentarius (2010), moluscos bivalves vivos ou crus tém como
padrdo microbioldgico internacional para E. coli de menos de 230 NMP/g.
Considerando o valor padrao internacional, no presente trabalho foram encontradas
as médias dos grupos dentro do padrdo, porém o grupo controle, na analise do
ponto C (Passa Terra) apresentou resultado (230 NMP/g) no limite do padrao
internacional. Enquanto no ICMSF (2010) consta um padrdo mais rigoroso de no
maximo 16 NMP/g de E. coli, para este padrdo os grupos irradiados estariam dentro
do limite permitido enquanto o grupo controle estaria fora do padréo.

Segundo Forsythe (2002), a dose infectante estimada para E. coli é de 10° a
10" UFC/g, dose bem superior a encontrada.

Gil (2010) analisou amostras de sururu e vongole e determinou a quantidade

de coliformes totais e fecais presentes nas amostras. Para sururu, os resultados
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foram méximo de 3,0 x 10" NMP/g para coliforme total e minimo de 7,0 x 10* NMP/g
e 80% das amostras estavam fora do padrdo da legislacdo para coliforme fecal e
apresentou altos indices de contaminacéo fecal. Para vongole, os resultados ainda
foram maiores, méaximo de 5,0 x 10® para coliforme total e >6,5 x 10° para coliforme
fecal. Estes valores sé@o superiores aos encontrados no presente trabalho tanto para
coliforme total quanto para fecal.

Farias (2008) pesquisou a presenca de coliformes totais e fecais em amostras
de ostras (Crassostrea spp.) coletadas em diferentes pontos do litoral do Parana
com destaque para a Baia de Guaratuba. Em todos os pontos foi detectada a
presenca de coliformes totais em percentual por amostra variando de 100% a 25%
entre 0s pontos, enquanto que s6 em metade dos pontos foi identificada E. coli com
percentual por amostra variando entra 67% e 33%. O presente trabalho nao
identificou coliformes totais ou fecais em todas as amostras

Forcelini (2009) analisou amostras de ostras quanto a quantidade de E. coli
em diferentes pontos e obtiveram valores maximos entre 1176, 276 NMP/g no ponto
interno e 413,576 NMP/g no ponto externo da Baia de Guaratuba, PR. Estes valores
estdo muito superiores ao encontrado no presente trabalho. Enquanto, Morelli (2003)
amostras de ostras, proveniente de duas barracas da Praia do Futuro em Fortaleza,
foram analisadas quanto a quantificacdo de coliformes fecais, foram encontrados
valores entre <3 e > 110.000 NMP/g, o resultado encontrado nessa pesquisa se
aproxima mais dos valores minimos encontrados.

Em relacdo a média apresentada, apenas o grupo controle nao difere do
padrao assumido (t = 0,514; g.l. = 4; valor-p = 0,635), sendo considerado fora do
limite aceitdvel. Os demais grupos estdo significativamente abaixo do padrdo
assumido, sendo préprio para consumo (grupo 1,0 kGy: t ndo pode ser calculada por
nao haver variacdo nos valores observados; e grupo 1,5 kGy: t = -5,250; g.l. = 4;
valor-p = 0,006).

Apesar de nao poder ser calculada no grupo 1,0 kGy, o comportamento da
estatistica t no entorno do valor 0 com variabilidade tendendo a zero, indica uma
diferenca altamente significativa em relacdo ao valor padrdo assumido. Assim, o
tratamento a 1,0 kGy reduz significativamente os coliformes fecais.

Os pontos B (Tapera) e E (Maciés) ndo apresentaram crescimento de
coliformes fecais nas amostras representativas analisadas. Ao passo que, o ponto C
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apresentou maior resultado (mesma tendéncia observada nos resultados
apresentados pela analise de coliformes totais). O resultado de NMP dos pontos A
(Aracatiba) e C foram superiores ao padrao recomendado pela legislacdo. O ponto B
apresentou a mesma dinamica de obter menor resultado em coliformes totais.

Ao comparar as médias dos grupos com restricdo por ponto de coleta pela
analise de variancia (ANOVA) indicou inexisténcia de diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) entre os grupos. A Tabela 3 apresenta o resumo dos achados
pela ANOVA.

Tabela 3: Descricdo da analise de variancia (ANOVA) entre 0s grupos para 0S

resultados de NMP de coliformes totais.

o Soma de Graus de Quadrado
Fonte de variagéo _ o Fo valor-p
guadrados liberdade médio

Niveis de radiacdo 15573.3 2 7786.7 2.381 0.154
Pontos de coleta 11800 4 2950

Residuos 26160 8 3270

Total 53533.3 14

Segundo Jay (2005) a dose D;g para eliminacéo de E. coli e E. coli O157:H7 é
de 0,20 kGy e 0,307 kGy, respectivamente. As doses administradas neste trabalho
(1,0 e 1,5 kGy) foram capazes de reduzir significativamente o NMP/g de E. coli.

Molins (2001) indicou uma dose de 1,5 kGy para extincao de E. coli em ostras
(Crassotrea virginica) e de menor que 2,0 kGy para camardes, em sépia seca este
valor aumenta para 3,0 kGy. No presente trabalho a dose de 1,0 kGy fez o0 mesmo
efeito em mexilhdes in natura.

Semelhante aos resultados obtidos, Marins (2003) analisando o efeito da
radiacdo ionizante em carne de ra observou reducéo na média dos resultados de E.
coli convertida em logaritmos com o aumento do da dose de irradiacdo, as médias
foram 1,28 log NMP/g para o grupo controle (0 kGY); 1,11 log NMP/g para o grupo
irradiado com 2 kGY; 0,92 log NMP/g para irradiado com 5 kGy e 0,36 log NMP/g
para 7 kGy. Valente (2004) irradiando amostras de mexilhdo com 3, 5 e 7 kGy

encontrou diferenca estatisticamente significativa entre o grupo controle e os
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irradiados no resultado de NMP de E. coli, as médias de NMP/g de mexilh&do foram
0,35 log NMP/g para o grupo controle; 0,06 log NMP/g para 3 kGy; 0,04 log NMP/g
para 5 kGy e 0 log NMP/g para 7 kGy.

Diferentemente, Siqueira (2001) irradiando tilapia constatou que a dose de 2,2

kGy néo foi efetiva para reduzir a carga bacteriana para coliformes fecais.

4.4 Vibrio parahaemolyticus

Nao foi identificada nenhuma colbnia de Vibrio parahaemolyticus nas
amostras analisadas, tanto em relacéo ao grupo como ao ponto de coleta.

A Resolugédo RDC n° 12 da ANVISA, (BRASIL, 2001a) ndo contempla um
padrao de limite de crescimento para este tipo de microrganismo, apesar da infeccao
pelo mesmo estar altamente associada ao consumo de molusco bivalves in natura.

A FAO (1997) determina como dose infecciosa minima para V.
parahaemolyticus minima 10° UFC/g de pescado. O presente trabalho n&o
identificou nenhuma cepa de V. parahaemolyticus estando dentro do padréao
internacional.

Matté e colaboradores (1994) ao estudarem a distribuicdo de Vibrio em ostras
provenientes do Estado de Sao Paulo encontraram predominio de V.
parahaemolyticus em 77% das cepas identificadas. Pereira e colaboradores (2007a)
realizaram outro estudo investigativo com ostras (Crassostrea rhizophorae)
comercializadas in natura em restaurantes da cidade do Rio de Janeiro e
identificaram oito diferentes espécies de Vibrio, apresentando uma alta prevaléncia
do V. parahaemolyticus (45%). Esta alta incidéncia ndo foi encontrada no presente
estudo.

Kaysner e colaboradores (1990) detectaram contaminacdo por V.
parahaemolyticus em 100% das amostras analisadas de ostra proveniente de Grays
Harbor, Washington. Enquanto, Archer e Moretto (1994) pesquisaram a ocorréncia
de V. parahaemolyticus em mexilhdes (Perna perna) de banco natural do litoral do

municipio de Palhoca, SC, identificou um indice de contaminagao por esta bactéria
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de 52,5% das 40 amostras analisadas. No presente estudo apresentou auséncia de
V. parahaemolyticus.

Barros e colaboradores (2007) analisaram 60 amostras de ostras
(Crassostrea rhizophorae) de duas barracas da Praia do Futuro em Fortaleza, Ceara
e isolaram 140 cepas de Vibrio sacarose negativa dentre as quais 57 foram
identificadas até espécie sendo predominantemente V. parahaemolyticus (54%).

Em estudo investigativo foi verificada a presenca de V. parahaemolyticus em
amostras de moluscos bivalves (ostra e mexilhdo) coletadas em restaurantes do Rio
de Janeiro. Foram pesquisadas 50 amostras de moluscos bivalves e isoladas 141
cepas de V. parahaemolyticus, sendo 60 cepas isoladas a partir da mesma
metodologia usada no presente trabalho (NMP), 86,4% das cepas foram detectadas
em ostra e 13,5% a partir de mexilhdo (PEREIRA et. al., 2004). Este trabalho n&o foi
identificada a presenca da espécie.

Pereira e colaboradores (2007b) identificaram 17 cepas de V.
parahaemolyticus em 86 amostras de mexilhdo (Perna perna) coletadas em
Jurujuba, Niteroi, RJ; totalizando presenca da bactéria em 11,6% das amostras in
natura e pré-cozidas analisadas. A maior parte das cepas isoladas (64,7%) foi
encontrada em mexilhdes in natura. Esta pesquisa ndo foi isolada cepa de V.
parahaemolyticus.

Pesquisa realizada em 12 amostras de ostras, Crassostrea rhizophorae,
coletadas o Rio Cocdé na cidade de Fortaleza detectou V. parahaemolyticus em
apenas uma das amostras (SOUSA et. al., 2004), mostrando baixa incidéncia
assemelhando-se ao presente trabalho.

A dose de radiacao efetiva para eliminacdo do género Vibrio estaria na faixa
entre 1,5 a 2,0 kGy (IAEA, 2001). Segundo Moraes e colaboradores (2000), a dose
de 1,41 kGy é suficiente para a eliminacdo de Vibrio cholerae O1; para Jakabi (2001)
basta uma dose de 1,0 kGy para a mortalidade do V. parahaemolyticus. Em
adicional Molins (2001) afirmou que a dose de extin¢do para Vibrio parahaemolyticus
em ostra (Crassotrea virginica) € de 1,0 kGy e para camardo do Golfo do México
inoculado com a bactéria é de 0,3 kGy; e a dose D;p em camardo congelado é de
0,1 kGy. Nao pode ser analisada a eficiéncia da dose no presente trabalho, pois V.

parahaemolyticus néo foi identificado em nenhuma amostra.
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4.5 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DOS PONTOS DE COLETA
Os resultados medidos pela sonda nos pontos da coleta estdo descritos na
Tabela 4. As médias de temperatura, pH e salinidade entre os pontos de coleta sédo

24,96<C, 7,01 e 37,11 ppm, respectivamente.

Tabela 4: valores dos parametros fisico-quimicos dos pontos de coleta.

Pontos de coleta temperatura pH salinidade
A: Aracatiba 24,89C 8,73 38.74 ppm
B: Tapera 25,1C 8,77 36,55 ppm
C: Passa Terra 24,93C 8,76 37,22 ppm
D: Castelhanos 24,8C 8.82 35,65 ppm
E: Maciés 25,1C 8,78 37,4 ppm

Alguns fatores sao limitantes para o desenvolvimento e resisténcia bacteriana,
a FAO (1997) indicou como condicdes oOtimas para o0 crescimento de V.
parahaemolyticus, temperatura de 37<C e minima de 5C, pH minimo de 4,8. Vieira
(2004) afirmou que V. parahaemolyticus € anaerobio facultativo. Seu crescimento
ocorre melhor em pH alcalino entre 7,5 e 8,5 e temperatura 6tima de 35 a 37C. O
presente trabalho foi coletado no outono com temperaturas mais baixas que a
considerada otima para o crescimento desta bactéria. Os dados indicam que o pH
dos pontos de coletam estavam superior ao valor ideal para crescimento do
microrganismo, enquanto a temperatura estava abaixo do ideal para a multiplicag&o.

Archer e Moretto (1994) identificaram V. parahaemolyticus em 52,5% das
amostras de banco natural de mexilhées em Palhoca, SC em condi¢cbes ambientais
de temperatura e salinidade da &gua com média de 254C e 35,6 ppm,
respectivamente. Média de temperatura um pouco superior ao do presente trabalho
e salinidade inferior a encontrada, e onde nédo foi determinada a presenca do

microrganismo.



84

5 CONCLUSAO

Através dos resultados apresentados, conclui-se que:

 Todas as amostras estavam dentro do padrdo da legislacdo brasileira para
Staphylococcus coagulase positiva, sendo que as amostras irradiadas
apresentaram crescimento significativo menor do que a nao irradiada;

* A presenca de Salmonella spp. foi identificada em todos os grupos, porém no
grupo controle todas as amostras foram positivas enquanto que nos grupos
irradiados s6 foi identificada a bactérias em dois pontos de coleta em cada.
Sendo assim, o0 grupo controle apresentou pior resultado comparado aos
grupos irradiados em relacéo a legislacéao vigente. Porém, as doses 1,0 kGy e
1,5 kGy néo foram efetivas para a extingdo da Salmonella spp.

* Quando aos meios de culturas utilizados para o enriquecimento e isolamento
da Salmonella spp., os resultados foram semelhantes.

* A presenca de coliformes totais foi relativamente baixa, sendo o que o grupo
gue apresentou maior enumeracao foi o controle.

» Para coliformes fecais, o grupo controle se apresentou fora da legislacéo,
tendo sido efetivas as doses utilizadas para a reducao de coliformes fecais.

* A presenca de Vibrio parahaemolyticus nao foi identificada entre as amostras.

O consumo do mexilhdo da regido analisada in natura ou mal cozido (grupo
controle) pode levar a risco de Saude Coletiva, devido a presenca de Salmonella

spp. e a enumeragéao de coliformes fecais fora do limite seguro.
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O grupo irradiado a 1,0 kGy foi o que apresentou melhor resultado
bacteriologico, entretanto as doses utilizadas ndo foram suficientes para tornar o
alimento seguro na medida que nao foi efetiva para a extincdo de Salmonella spp.

permanecendo o produto fora do padréao da legislacéo.
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