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Resumo

Um levantamento sobre o nivel de polui¢do dos Rios Cachoeira e Santana (Ilhéus, Bahia, Brasil) foi realizado durante
um trimestre, por meio da avaliagdo da qualidade microbioldgica da agua e de frutos do mar (Crassostrea rhizophorae
- ostra-do-mangue e Tagelus plebeius - moapem) extraidos desses rios. Tradicionais indicadores de polui¢io como
coliformes totais (Ct) e coliformes termotolerantes (CT), além de contagem padrio de microrganismos, com
isolamento e identificagdo das enterobactérias, foram determinados nas amostras dos rios, os quais exibiram diferentes
niveis de polui¢do fecal. Foram isolados 68 microrganismos, distribuidos em dez espécies, dentre elas, Salmonella
typhi, Escherichia coli e Shigella sp., alertando para o risco do consumo in natura desses moluscos, mesmo quando em
conformidade com a legislacdo estabelecida para CT. A prospec¢io de moluscos para o acompanhamento dos indices
de polui¢do nio se mostrou efetiva considerando a pesquisa de CT em ostras e moapens. Verificou-se também o maior
grau de contaminagdo no Rio Cachoeira, o qual serve de base para distribuigdo de dgua na regido e como fonte de
subsisténcia, por meio da atividade extrativista, para a populagéo ribeirinha.

Palavras-chave: Qualidade da d4gua. Moluscos bivalves. Polui¢do. Coliformes termotolerantes. Enterdbios patogénicos.

Abstract

A survey about the pollution level of the Cachoeira and Santana Rivers (Ilheus, Bahia, Brazil) was performed for a
quarter, through the assessment of the microbiological quality of water and seafood (Crassostrea rhizophorae - oyster
and Tagelus plebeius — razor clam) extracted from these rivers. Traditional indicators of pollution such as total coliforms
(Ct) and thermtolerant coliforms (CT), and total count of micro-organisms, with isolation and identification of
Enterobacteriaceae were determined in rivers samples, which exhibited different levels of faecal pollution. An amount
of 68 micro-organisms was isolated, distributed in ten species, among them, Salmonella typhi, Escherichia coli and
Shigella sp., warning about the risk of consuming these shellfish in nature, even when there is accordance with the laws
established for CT. The bivalve prospection to monitor pollution levels was not effective considering CT detection in
oysters and moapens. There was also the highest contamination degree in the Cachoeira River, which is used for water
distribution in the region and as livelihood source through extractive activities for the riverside population.

Keywords: Quality of water. Bivalve molluscs. Pollution. Thermtolerant coliforms. Pathogenic enterobacteria.
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Os rios Cachoeira e Santana tém importéncia fun-
damental para o municipio de Ilhéus (BA) e, apesar de
serem utilizados na higienizagao corporal, doméstica,
em atividades recreativas e como fonte pesqueira para
alimentac¢ao e renda das populagdes ribeirinhas, rece-
bem continuamente, em suas aguas, grandes quanti-
dades de esgotos in natura', sobretudo provenientes
de fossas e valas®.

A coleta de moluscos nessa regido ocorre de for-
ma extrativista, estendendo-se, geralmente, durante
todo o ano. Nao ha regulamentagao legal ou mesmo
instru¢ao normativa por parte dos 6rgdos ambien-
tais estaduais e municipais para sua captura. Exis-
tem, no entanto, resolucdes e portarias nacionais
que regulamentam e estabelecem padrdes de qua-
lidade indispensaveis, para que a dgua e os bivalves
possam ser utilizados pelo homem com seguranca,
sem agravos a saude’.

Segundo Pruzzo, Gallo e Canesi?, bivalves marinhos
estdo distribuidos ao longo do ambiente costeiro e,
devido ao seu habito alimentar filtrador, podem acu-
mular grande niumero de bactérias, parasitos’ e metais
pesados®. Estes animais filtram 19 a 50 L de agua por
hora, com pouca ou nenhuma capacidade seletiva’.
Em ostras, por exemplo, grande percentual das bacté-
rias ingeridas sobrevive ao processo digestivo devido
a adaptagao ao ambiente marinho, aos mecanismos
de resisténcia associados a degradagao enzimatica e
ao uso do ambiente intestinal do hospedeiro como

fonte nutricional por esses microrganismos®*'.

Muitos surtos alimentares em humanos sdo decor-
rentes do consumo in natura de frutos do mar que,
ingeridos sem o conveniente processamento térmico,
podem levar microrganismos patogénicos ao trato
gastrointestinal do homem'"'>. Os moluscos bivalves
sao os maiores acumuladores de poluentes do meio
ambiente, destacando-se como bioindicadores da in-
salubridade da agua’. Os principais testes realizados
em moluscos para indicar a qualidade microbiolégica
das dguas sdo a quantificagdo dos coliformes totais
(Ct) e termotolerantes (CT).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a contaminagdo
nos rios Cachoeira e Santana no municipio de Ilhéus
(BA), por meio da analise microbioldgica dos molus-
cos Crassostrea rhizophorae (ostra-do-mangue) e Ta-

gelus plebeius (moapem) desses locais.

Material e Método

Os Rios Cachoeira e Santana (Ilhéus, Bahia, Bra-
sil), identificados como pontos de coleta A e B
(Figura 1), correspondem as coordenadas 14°49°63”S
€ 39°03’49”W e 14°50’57”S e 39°03°14”W, respectiva-
mente. Foram realizadas sete coletas quinzenais, en-
tre maio e julho de 2006. A cada coleta, captavam-se
500 mL de agua corrente a 50 cm de profundidade e a
aproximadamente 4 m das margens dos rios, em dreas
proximas aos bancos de areia, de onde eram retira-
dos os moapens (250 g). As ostras (250 g) foram apa-
nhadas de arvores do mangue situadas proximas as
margens. As amostras eram acondicionadas a 4 °C e
encaminhadas para o laboratério de Microbiologia da
Universidade Estadual de Santa Cruz - UESC, onde
eram imediatamente processadas.

Aproximadamente 15 conchas dos espécimes foram
lavadas em agua corrente, escovadas e enxaguadas em
etanol 70% e em agua destilada para limpar sujidades
e debris celulares, sendo que somente os moluscos
com valvas fechadas foram utilizados. Em seguida, os
moluscos foram abertos para a retirada do contetido
intervalvar, o qual foi triturado, homogeneizado e se-
parado em duas aliquotas, uma de 25 geoutrade 1 g
de cada espécie, separadamente, para as andlises.

A contagem de bactérias aerdbias heterotrofi-
cas mesofilicas (contagem padrao em placa) foi
feita a partir da dilui¢do seriada de 1 g (por espé-
cie de molusco) ou 1 mL (4gua homogeneizada) de
amostra em 9 mL de solucao fisioldgica (0,85% de
NaCl) e inoculagao spread plate de 0,1 mL em meio
Total Count Plate - Merck.

O plaqueamento também foi feito sobre meio Mac-

Conkey (Himedia) para isolamento e identificacdo
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Figura 1 - Pontos de coleta dos Rios Cachoeira e Santana em Ilhéus, Bahia

das enterobactérias patogénicas presentes nos rios.
Os morfotipos encontrados foram identificados bio-
quimicamente através das provas Triplice Sugar Iron
-TSI (Himedia), citrato (Himedia), urease (0,5g de
NH, H, PO, - fosfato de diidrogénio de amonio, 0,5
g de K,HPO, - fosfato hidrogénio dipotéssico 0,2 g
de MgSO,.7H,0O (sulfato de magnésio heptaidrata-
do), 5 g de NaCl, 1 g de extrato de levedura, 16 mg
de Vermelho de Cresol, 800 mL de agua destilada),
meio Sulphide Indol Motility - SIM (Himedia) e
meio Phenylalanine Agar (Himedia). Os resultados
foram comparados com as chaves de identificacao
do Manual de Bergey".

No teste de coliformes totais (Ct), utilizou-se a téc-
nica de Numero Mais Provavel (NMP) em série de
cinco tubos. Para os moluscos, utilizaram-se 25 g de
cada espécie, separadamente, em 225 mL de dgua
peptonada 0,1% para realizar a diluigdo 107, a par-
tir da qual foram feitas as dilui¢des 102 e 10 Para

a agua, homogeneizaram-se 250 mL e reservaram-se
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50 mL para as analises. Para a prova presuntiva de
coliformes, utilizaram-se trés séries com cinco tubos
cada, contendo 10 mL de caldo lactosado. A primeira
série, concentracdo dupla, recebeu 10 mL da amos-
tra de dgua ou 1,0 mL da amostra de bivalve (10").
As outras duas séries, com concentra¢do simples,
receberam aliquotas de 1,0 e 0,1 mL de amostra de
agua ou 1,0 mL de amostra de bivalve (102e 107), res-
pectivamente. Os tubos foram incubados em estufa
a35+0,5°Cpor24+2h.

Aliquotas dos tubos positivos de caldo lactosado
foram inoculadas em tubos contendo Caldo Ver-
de Brilhante - VB (Merck) (incubados a 35 + 0,5 °C
por 24 + 2 h) e em tubos contendo caldo EC (Mer-
ck) (incubados em banho-maria com agitagdo, 44,5
+ 0,2 °C por 24 + 2 h) para confirma¢do de Ct e CT,
respectivamente. A positividade nos testes presunti-
vos para Ct e CT foi indicada mediante crescimento
microbiano nos tubos de ensaio e presenca de gas nos

tubos de Durham.



Por meio da combina¢do do nimero de tubos po-
sitivos em cada série de diluicdo, nos testes para Ct
e CT, bem como sua compara¢do com a tabela de
NMP", obteve-se NMP de coliformes totais e termo-
tolerantes/ 100 mL de dgua ou por 100 g de amostra.
Os testes utilizados foram correlagdo, teste t nao pare-
ado e ANOVA one way, através do programa estatis-
tico Graphpad prism 5.0, com intervalo de confianga
de 95% (GraphPad Software Inc, 2007).

Resultados e Discussao

O rio Cachoeira demonstrou uma contagem padriao

em placas superior as contagens do rio Santana, mas

ndo foi encontrada diferenga significativa entre eles
na contaminacio (Tabela 1). Para Saldn', essa técni-
ca de contagem de bactérias aerdbias heterotroficas
mesofilas é importante para a avaliacao do nivel de
poluicdo ambiental dos ecossistemas aquaticos, pois
estima a densidade de microrganismos poluidores
em aguas nao potaveis, reforcando a avaliacdo da sua
qualidade. Nesse estudo, a quantificagdo total de bac-
térias variou de 105 (1 X 10%)a 375 (3,75 X 10%) UFC/
mL para o rio Cachoeira e de 35 (0,35 X 10%) a 335
(3,3 X 10?) UFC/mL para o rio Santana, em contras-
te com os dados apresentados por Schneider et al.',
que encontraram em estudo com amostras de aguas
superficiais do rio Suruvi (SC) uma oscilagdo supe-
rior (1,3 X 10° a 1,2 X 10° UFC/mL), caracterizando
uma contamina¢do microbiana menos acentuada
nos rios Cachoeira e Santana.

Todavia, um maior indice de contaminagdo do rio
Cachoeira em relagdo ao rio Santana foi demonstrado
significativamente (p < 0,05) pelas analises de Ct das
aguas dos rios (Tabela 1), assim como pelas analises
de CT tanto das aguas (Figura 2) quanto dos molus-
cos avaliados (Tabela 2). A maior contaminacio do
rio Cachoeira estd, muito provavelmente, relacionada
a diferenca da quantidade e qualidade de despejos de

esgotos domésticos e industriais ndo tratados recebi-
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Tabela 1 - Contagem padrdo em placa (CPP), Numero Mais
Provavel (NMP/100 mL) de coliformes totais
(Ct) das aguas do Rio Cachoeira (AC) e Santana
(AS), Ilhéus-BA - maio a julho de 2006

CPP Ct
(UFC/ml) NMP/100ml
Coleta AC AS AC AS
2/5/2006 160 190 1,7x10% 0,8x10*
15/5/2006 105 35 2,2x10% 1,7x10%
29/5/2006 315 240 1,7x10? 1,3x10?
12/6/2006 375 335 1,7x10? 1,1x10*
26/6/2006 310 160 1,4x10* 0,8x10*
10/7/2006 140 300 1,3x10* 0,9x10?
24/07/2006 235 210 1,4x10? 1,1x10?
Médias 234,3a 210,0° 1,63x10?° 1,1x10%°

aNao ha diferenca significativa (p = 0,6594; GL = 12 e t_ = 0,4519);
b Ha diferenga significativa (p = 0,0082; GL =12 et =3,161).

Tabela 2 - Numero Mais Provavel (NMP/100 g) de coliformes
termotolerantes (CT) dos moluscos Crassostrea
rhizophorae (ostra) e Tagelus plebeius (moapem)
dos Rios Cachoeira e Santana, Ilhéus-BA, maio
a julho de 2006. OC - ostra do Cachoeira; MC -
moapem do Cachoeira; OS - ostra do Santana; e
MS - moapem do Santana

CT
NMP/100g

Coleta 0C oS MC MS
2/5/2006 1,1x10! 4x10° 1,7x10" 1,1x10!
15/5/2006 1,3x10! 4x10° 2,2x10! 1,4x10*
29/5/2006 8x10° 4x10° 1,4x10! 1,2x10!
12/6/2006 9x10° 4x10° 1,7x10" 1,4x10!
26/6/2006 8x10° 6x10° 1,3x10! 1,1x10!
10/7/2006 7x10° <3x10° 1,4x10! <3x10°
24/07/2006 9x10° 7x10° 1,7x10! 1,3x10!

Médias 9 5* 16° 11°

a Ha diferenca significativa (p = 0,0007; GL= 12e t_ = 4,524);

crt

b Ha diferenga significativa com p = 0,0250; GL= 12e t_ = 2,560).

NMP/100mL
3

104

0 T T
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Andlise de Numeros Mais Provéaveis (NMP) de
coliformes termotolerantes em aguas dos Rios
Cachoeira e Santana (p < 0,0005; GL=12e t_,
= 4,768), Ilhéus-BA, maio a julho de 2006. AC
= Agua do Rio Cachoeira; AS = Agua do Rio
Santana; GL = graus de liberdade

Figura 2 -
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dos pelos dois rios. Além disso, Fidelman? relatou que
a ocupagdo e os usos da terra com préticas agropecu-
arias inadequadas e desmatamentos nos arredores da
bacia também interferem na composigdo de poluentes
e na degradac¢ao dos recursos hidricos.

Outros autores, por meio de andlises fisico-qui-
micas, também tém demonstrado altos indices de
polui¢do no rio Cachoeira. Pinho' encontrou con-
centragdes de fosforo, oxigénio dissolvido, demanda
bioquimica de oxigénio e coliformes fora dos padroes
estabelecidos pela Resolu¢aio CONAMA 020/86' para
rios de 4gua salobra, principalmente, na porgao infe-
rior desta bacia. Entretanto, os valores de coliformes
totais (Ct), tanto no rio Cachoeira quanto no rio Santa-
na foram inferiores a 5000 Ct/100 mL (Tabela 1), logo
estariam classificados como satisfatérios, segundo essa
mesma Resolugdo. Em 2000, foi estabelecido que o nu-
mero maximo de coliformes termotolerantes seria de
1000 CT/100 mL e esses parametros foram corrobora-
dos em resolucéo posterior (CONAMA n° 357,2005)".

A adogao do critério de contagem de CT e a exclu-
sdo do critério Ct, visando a caracterizagido da bal-
neabilidade da dgua, provavelmente se deve a maior
capacidade do primeiro tipo de analise em indicar
microrganismos patogénicos, os quais causariam a in-
viabilidade para recreacao de contato primario. Dessa
forma, para esse aspecto, as aguas dos rios Cachoeira
e Santana foram classificadas como proprias (Figura 2).
Cabe ressaltar, ainda, que hd outros fatores para de-
terminar a balneabilidade de aguas salobras e que as
coletas de agua foram realizadas em dreas estuarinas,
ou seja, areas do rio onde existe influéncia marinha.
Segundo Hagler e Hagler®, os coliformes tém pouca
tolerancia a salinidade.

A contagem de CT deveria ser mais representativa
em moluscos do que na agua, devido ao carater filtra-
dor dos bivalves. Sua anatomia favorece a acumula-
¢do de particulas alimentares, seja por suc¢do direta,
seja pelas correntes d’ agua provocadas pelo processo

respiratorio branquial do animal®'. Scott e Lawrence®
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sugerem o uso de ostras para monitoramento de zo-
nas costeiras de maneira suplementar as analises de
estimativas bacterianas em aguas. Nesse estudo, fo-
ram utilizados ostras e moapens com esse intuito, por
meio da técnica do NMP para detecgao de CT, sendo
que a investigagdo acerca da contaminag¢ao microbio-
légica de rios utilizando a prospecgdo dos moluscos
Tagelus plebeius trata-se de uma inovagao. Esta espé-
cie, juntamente com a Crassostrea rhizophorae, repre-
senta uma parcela de moluscos de interesse econémi-
co que habita o infralitoral raso, os baixios entremarés
e os manguezais da regido, sendo consumidos e co-
mercializados pelas comunidades ribeirinhas locais*.
Contudo, os dados encontrados mostram que, no rio
Cachoeira, a d4gua apresentou um grau de contamina-
¢do fecal estatisticamente superior a ambos os molus-
cos (Figura 3) e ndo foi encontrada correlagdo entre
a agua e as ostras (r = 0,316; p = 0,49), assim como
entre a 4gua e os moapens (r = 0,384; p = 0,395), sina-
lizando a inviabilidade de aplicacdo destes como bio-
indicadores de polui¢ao nessa localidade. Entretanto,
estudos com periodos de amostragem mais prolonga-
dos tornam-se importantes, uma vez que as condigoes
do ambiente podem sofrer alteragdes em funcio de
varios fatores, como por exemplo, variagdes das ma-
rés, das chuvas, entre outras.

Para o rio Santana, os resultados foram semelhan-
tes, com grau de contaminagao fecal maior na agua
que para ambos os bivalves (Figura 4). Além disso,
também nao houve correlagao entre a agua e as ostras
(r = 0,264; p = 0,567) e nem entre agua e moapens (r
=0,668; p = 0,101). Estes resultados corroboram com
os dados de Vieira et al.**, que indicaram uma maior
contaminag¢do na agua do que no molusco.

Os dados de CT para agua apontam para a possi-
bilidade de classificar os dois rios como adequados
para atividade de extrativismo de moluscos. Essa in-
formagdo é pertinente, visto que estes sao utilizados
para a subsisténcia da populacio ribeirinha e para

fins lucrativos, principalmente durante a alta esta-
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Figura 3 - Analise de Numeros Mais Provaveis (NMP) de
coliformes termotolerantes em aguas dos Rios
Cachoeira (p < 0,0001; GL= 20). AC = 4gua do
rio Cachoeira; OC = ostra do rio Cachoeira;
MC = moapem do rio Cachoeira; GL = graus
de liberdade

¢do, quando costumam ser consumidos in natura. A
lei nacional vigente, Resolugdo - RDC n° 12, de 2 de
janeiro de 2001° da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (Anvisa), estabelece tolerancia para quan-
tidade de CT de até 5 x 10 UFC/g. Diferente desta,
na regulamentacao internacional, a FDA (Food and
Drug Administration) instituiu que nao devem ser
encontrados mais do que 230 NMP de CT/g de os-
tra. Aplicando essa determina¢ao de modo estendi-
do, todos os bivalves analisados estavam dentro de
padroes aceitaveis tanto em ambito nacional quanto
internacional (Tabela 2).

Por meio da contagem padrao em placa de molus-
cos e agua, foram isolados um total de 68 microrga-
nismos, classificados em oito géneros e dez espécies,
a saber Citrobacter freundii, Enterobacter agglome-
rans, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Pantoea

agglomerans, Providencia rettgeri, Providencia sp.,
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