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RESUMO

Um molusco indicador de contaminagdo microbiolégica deve ser constante, ter ampla
distribuicdo espacial, ser abundante, ser filtrador e bioacumular bactérias. O objetivo desta
pesquisa foi identificar entre dois bivalves o melhor bioindicador de poluicdo organica e de
qualidade ambiental na Bacia do Pina, Recife, Pernambuco, Brasil. Para isso procedeu-se
anélises microbioldgicas das partes moles de Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791) e
Tagelus plebeius (Lightfoot, 1786) e da agua. Foram coletadas 24 amostras durante doze meses
consecutivos, entre maio/2009 e junho/2010, que geraram 918 isolados de vibrios, aeromonas e
coliformes. Os pardmetros ambientais foram correlacionados com as bactérias dos bivalves e da
agua para detectar padrdes na distribuicdo espacial e temporal. Foram identificadas 43 espécies
de bactérias pertencentes as familias Vibrionacea, Aeromonadaceae e Enterobacteriacea. As
espécies de maior ocorréncia foram Aeromonas encheleia, A. schubertii, A. media, Vibrio
metschnikovii, V. halioticoli, V. mytili e V. natriegens, Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes e E. gergoviae. Ndo ha um padrdo detectavel de variacdo temporal ou espacial, as
espécies ocorreram aleatoriamente tanto nos animais como na agua. Testes estatisticos indicaram
gue nao houve diferencas significativas na composicdo qualitativa das bactérias em
A. brasiliana, T. plebeius e a agua, nem houve influéncia detectavel de nenhum dos parametros
ambientais avaliados. T. plebeius e A. brasiliana sdo contaminadas por via hidrica,
bioacumulam, funcionam como hospedeiro intermediario de bactérias e exportam bactérias para
0 ambiente. As duas espécies possuem capacidade de bioacumular, porém, A. brasiliana é
melhor indicada como instrumento de afericdo de qualidade microbiolégica da agua, quando

comparada com T. plebeius.

Palavras—chave: bioindicadores ambientais, poluicdo microbioldgica, bioacumulacéo,

Anomalocardia brasiliana, Tagelus plebeius, litoral brasileiro
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ABSTRACT

A mollusk indicator of microbiological contamination needs to stay constant, have wide spatial
distribution, be plentiful, act as a filter feeder and bioaccumulate bacteria. The objective of this
research was to identify the best two bivalve bioindicators of organic pollution and
environmental quality in the Pina Basin, Recife, Pernambuco, Brazil. Microbiological analysis of
the soft tissues of Tagelus plebeius (Lightfoot, 1786) and Anomalocardia brasiliana, (Gmelin,
1791) and water were conducted. 24 samples were collected for twelve consecutive months,
between May 2009 and June 2010, which generated 918 isolates of Vibrio, Aeromonas and
coliform. The environmental parameters were correlated with the bacteria from the shellfish and
water to detect patterns in spatial and temporal distribution. We identified 43 species of bacteria
belonging to the families Vibrionacea, Aeromonadaceae and Enterobacteriaceae. The most
frequently occuring species were Aeromonas encheleia, A. schubertii, A. media, Vibrio
metschnikovii, V. halioticoli, V. mytili and V. natriegens, Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, and E. gergoviae. There is no detectable pattern of temporal or spatial variation, the
species occurred randomly in both animals and in the water. Statistical tests showed that there
were no significant differences in the qualitative composition of bacteria in A. brasiliana, T.
plebeius and water, nor was there any detectable influence of environmental parameters
evaluated. T. plebeius and A. brasiliana are contaminated by water, bioaccumulate, act as
intermediate hosts of bacteria and then expel bacteria back to the environment. Both species have
the ability to bioaccumulate, however, A. brasiliana is better suited as the benchmark of

microbiological water quality when compared to T. plebeius.

Keywords: environmental bioindicators, microbiological pollution, bioaccumulation,

Anomalocardia brasiliana, Tagelus plebeius, the Brazilian coast
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1. INTRODUCAO

A importancia da Bacia do Pina

Devido ao desenvolvimento humano e a alta ocupagdo populacional em areas costeiras,
0s estuarios vém normalmente sofrendo inUmeros impactos ambientais. Estes impactos variam
desde o lancamento de efluentes até a alteracdo da bacia estuarina para que esta se adeque as
necessidades humanas, tais como dragagens, aterros e retificagdes de canais (BRANCO, 2001).

O ambiente estuarino da bacia do Pina, caracterizado, principalmente, por se constituir
numa regido de encontro entre a &gua do mar e a agua de rios, vem sendo degradado por meio de
acOes antropicas, ao longo dos tempos. Esses fatos fazem com que seu monitoramente se torne
altamente necessario, a fim de se estabelecerem medidas mitigadoras para manté-lo o mais
préximo possivel de seu equilibrio natural (SANTOS et al., 2009). A bacia do Pina esta situada
no perimetro urbano do municipio do Recife, € uma area que apresenta um importante estoque
de moluscos comestiveis que representam elevado potencial econdmico, entretanto, a quantidade
de efluentes domésticos e outras fontes de polui¢do organica, afetam a qualidade dos produtos da

pesca e podem comprometer a satde humana.

Bivalves como Bioindicadores

Segundo Costa et al. (2004) os organismos Vvivos estdo sujeitos a fortes impactos em seu
ambiente, assim medi¢des multiplas sdo necessarias para averiguar o estado ecoldgico para se
identificar e separar os efeitos antropogénicos dos efeitos naturais. Através da medicdo da
qualidade ambiental podem-se inferir relacfes causais entre tensores e efeitos bioldgicos. Os
organismos que melhor caracterizam esses efeitos em nivel biolégico sdo denominados

bioindicadores.

Dentre os animais aquaticos, 0s moluscos reunem as caracteristicas para uso como
bioindicador: séssil ou baixa mobilidade, ampla distribuicdo e abundancia na area, facil de ser
amostrado e capacidade de filtrar grandes volumes de agua. Como estdo em contato direto com a
agua eles sdo eficientes para capturar particulas de alimentos e também acumular substancias
toxicas associadas a particulas ou a organismos patogénicos que podem ocorrer na agua (BELL,
1998).

A quantidade disponivel de alimento para os moluscos é em parte determinada pelo
volume de agua transportado através de suas branquias e em parte pela eficiéncia com que estas
particulas sdo retidas (MOHLENBERG e RIISGARD, 1978).
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Alguns moluscos chegam a filtrar cerca de 100 litros de agua por dia (DAME, 1996;
SUPLICY, 2000). Segundo Lira et al. (2001) os moluscos bivalves, filtram de 19 a 50 litros de
agua por hora em seu processo fisioldgico de alimentacdo e acumulam na massa visceral, limen
do intestino e hepatopancreas, todos o0s agentes bioldgicos e abio6ticos que se encontram na agua
onde vivem. Em razdo de serem consumidos frequentemente crus ou levemente cozidos, 0s
moluscos passam a ser um problema particular de saide puablica. Os mariscos, pelos quais
passam grande quantidade de agua durante o processo de filtracdo, recolhem desta maneira 0s
microorganismos que tem origem no solo e na agua, incluindo os patogénicos presentes. A
maioria dos moluscos é capturada em A&guas estuarinas e assim ha a possibilidade de

contaminagdo com patdgenos do esgoto, bem como pelo ambiente.

As comunidades bentonicas séo influenciadas por vérios fatores ambientais, alguns sdo
mais marcantes e delimitam a ocorréncia e espaco geografico das espécies. Essas influéncias, em
geral, sdo as mesmas que afetam as espécies em qualquer estuario, porém existem caracteristicas
peculiares regionais ou locais que fazem com que determinado fator ambiental interfira na
distribuicdo das espécies. Os moluscos bivalves do estuério da Bacia do Pina, respondem a
determinados fatores abidticos de modo a delimitar suas populacdes em areas onde o sedimento
€ mais compativel com sua existéncia, formando bancos naturais. Essas espécies sdo tipicamente
estuarinas, geralmente com uma elevada densidade populacional, alto grau de resiliéncia e

grande biomassa.

Além dos fatores abioticos, o estresse ambiental causado por acdes antropicas, entre 0s
quais se podem destacar lancamento de efluentes domésticos e industriais, especulacdo
imobiliaria, desmatamentos para construcdo de marinas, viveiros, entre outros, interferem direta
ou indiretamente na distribuicdo espacial e temporal dos moluscos e, muitas vezes, pode

comprometer a sua sobrevivéncia.

Os moluscos bivalves Anomalocardia brasiliana e Tagelus plebeius

A espécie Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791) é um molusco bivalve
lamelibranquio da familia Veneridae, encontra-se amplamente distribuido ao longo da costa do
Brasil, e ¢ comumente conhecido como “’berbigdo”, “papa-fumo”, “samanguaia” e “magunin”,
dentre outros nomes populares (RIOS, 2009). Habita areas protegidas da acdo de ondas e
correntes, na faixa entremarés e no infralitoral raso, onde se enterram a pequenas profundidades
no substrato areno-lodoso (BOEHS e MAGALHAES, 2004). Tem brilho vitreo e coloragio
amarelada, apresentando frequentemente manchas ou faixas sinuosas cinza-escuras, de interior
porcelanoso, muitas vezes com manchas acinzentadas na regido posterior (BOFFI, 1979).
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A referida espécie A. brasiliana possui valor econdmico estando entre os moluscos
bivalves marinhos mais explorados comercialmente (BOEHS et al., 2010), sendo utilizado como
fonte de alimento e de renda para comunidades pesqueiras, além de ser utilizado por muitos
artesbes como matéria-prima para objetos variados. De acordo com Boehs (2000), parece estar
bem adaptada a condi¢des ambientais geralmente estressantes a maioria dos organismos, como
as oscilacdes de temperatura e as reducfes da umidade do sedimento, decorrentes da exposi¢ao
das faixas entre-marés durante os periodos da baixamar; além de apresentar uma ampla
distribuicdo, ocorrendo desde a desembocadura até setores estuarinos com salinidade media de
17.

Em Pernambuco, regido Nordeste do Brasil, o marisco € naturalmente encontrado
principalmente no litoral Norte, onde a pesca artesanal sempre foi uma atividade tradicional. A
exploracdo desordenada deste recurso na regido pode comprometer os estoques naturais,
alterando o ambiente costeiro através do esfor¢o de pesca realizado por diversas familias que
sobrevivem da extragdo de moluscos bivalves. Em 2006 a coleta de marisco no litoral
pernambucano foi responsavel por 17,7% da producdo pesqueira estadual, em torno de 2.475,3 t,
sendo a espécie A. brasiliana mais importante em termos de producdo, com destaque para 0s
municipios de Goiana, Itapissuma e Igarassu (CEPENE, 2008). A extracdo de A. brasiliana
representa uma fonte tradicional de alimento e renda para muitas mulheres pescadoras,
denominadas “marisqueiras” (BARREIRA ¢ ARAUJO, 2005).

A espécie Tagelus plebeius (Lightfoot, 1786), conhecida popularmente no Brasil como
“unha-de-velho”, “canivete”, “unha-de-urubu” (BOFFI, 1979) pertence a familia Solecurtidae ¢
tem distribuicdo em toda a costa brasileira. Habita regides estuarinas onde se enterram até a
profundidade de 80 cm em substratos de areia e areno-lodoso préximo as desembocaduras de
rios (RIOS, 2009). E considerada uma espécie eurihalina e tolera ampla variacdo de temperatura.
Suas conchas sdo retangulares e com extremidades truncadas e abertas, seu umbo esta localizado
mais ou menos no centro. A maioria das espécies de Tagelus, incluindo Tagelus plebeius, €
importante economicamente como fonte de alimento no Chile, China, Espanha e outros paises,
com coleta superior a 4.000 toneladas por ano no Chile (CLEDON et al., 2004).

Outro aspecto que se destaca com relagdo aos moluscos refere-se ao fato de ser uma fonte
alimentar amplamente utilizada. Moluscos bivalves s@&o mundialmente procurados pelo seu
sabor, facilidade de coleta e preparo, podendo, até mesmo, ser ingeridos in natura. Sua

ocorréncia na natureza foi e continua sendo de maxima importancia (SOARES et al., 1982).

Odores e sabores podem indicar problemas de qualidade, sejam eles provenientes da

contaminacédo do pescado (gasolina, diesel, detergentes, desinfetante, etc.) ou mesmo de prépria
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deterioracdo. A manipulacdo de moluscos bivalves marinhos e do seu consumo in natura pode
possibilitar o risco de contaminacdo cruzada. Os exames microbioldgicos de moluscos bivalves
séo indicativos da microbiota do ambiente marinho e da presenca de contaminantes, inclusive
patogénicos. Assim os resultados microbiolégicos sdo como sentinelas para a satde publica, no
que tange ao controle de infeccdes alimentares (DIAS et al., 2003; CUNHA NETO et al., 2002).

Segundo Schaeffer-Novelli (1989), as capturas de ostra (Crassostrea rhizophorae),
sururu (Mytella charruana) e berbigdo (Anomalocardia brasiliana), estdo entre as de maior
destague em areas estuarinas e de manguezais. Na Bacia do Pina, essas espécies sdo as mais
coletadas na mariscagem, embora outros animais como a taioba (Iphigenia brasiliensis), a unha-
de-velho (Tagelus plebeius) e a lambreta ou sarnambi (Lucina pectinata) sejam também

capturados em menor escala.

Moluscos como indicadores microbioldgicos

Por sua localizagdo em zona urbana fortemente impactada, a Bacia do Pina apresenta
condicBes ambientais favoraveis a presenca de varios tipos de microrganismos no ambiente e por
consequéncia a possibilidade de haver bioacumulagdo nas partes moles dos moluscos bivalves,
sobretudo, pelo fato de apresentarem habitos filtradores. Anomalocardia brasiliana e Tagelus
plebeius sdo de grande importancia socio-econémica, pois além de servirem como fonte saudavel
de proteina animal para as populag@es ribeirinhas constituem importante atividade comercial,
representando a unica ou principal fonte de renda familiar para os chamados “marisqueiros” que

praticam grande esfor¢o de pesca nos bancos de moluscos naquela area.

Os problemas de salde publica associados a poluicdo dos recursos hidricos ndo estdo
vinculados apenas aos organismos entéricos ou de origem fecal, mas também aqueles que
ocorrem naturalmente nos ambientes aquaticos (ISLAM e TANAKA, 2004). As gastrenterites e
as infeccBes cutaneas sao, geralmente, causadas por bactérias autéctones de ambientes aquaticos,
como Vibrio parahaemolyticus, Pseudomonas spp. e Aeromonas spp. Em funcdo dos altos
niveis de nutrientes na agua, provenientes da entrada de material organico advindo das emissGes
de esgotos domeésticos, tais bactérias tém seu crescimento favorecido com outros
microrganismos heterotréficos (CHOPRA e HOUSTON, 1999).

O género Vibrio engloba um grupo diversificado de bactérias Gram-negativas, habitantes
do ambiente aquético tanto em clima tropical como temperado, incluindo algumas espécies
simbioticas e patogénicas. Este Gltimo grupo inclui Vibrio cholerae, o agente causador da cdlera,

e V. parahaemolyticus e V. vulnificus, que juntos sdo responsaveis pela maioria dos casos de
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intoxicacdo causadas por consumo de frutos do mar (LIPP e ROSE, 1997). A maioria dos
estudos sobre Vibrio spp. tém focado sua presenca em peixes, ostras, mexilhOes e outros
bivalves, também em aguas e plancton. Algumas espécies sdo halofilicas como Vibrio vulnificus

e V. parahaemolyticus, que requerem um ambiente salgado para se desenvolverem.

A distribuicdo e quantidade de certos Vibrio na regido costeira sdo influenciadas por
fatores ambientais como a salinidade, temperatura e ocorréncia de organismos hospedeiros
(KASPAR e TAMPLIN, 1993; MOTES, et al., 1998). Alguns Vibrio spp. sdo patogénicos para
peixes e moluscos, como também para o homem (MACIAN et al., 2000). As espécies que
ocasionam doencas no homem incluem Vibrio cholerae, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus,
V. wulnificus, V. cincinnatiensis, V. fluvialis, V. furnissii, V. hollisage, V. mimicus, V.
metschnikovii e Photobacterium damselae (CAVALLO e STABILI, 2004).

Os representantes do género Aeromonas atualmente pertencem a familia Aeromonadaceae
e sdo caracterizadas como bactérias Gram negativas em forma de bastonete, ndo formadoras de
esporos, anaerobias facultativas, que utilizam a glicose como Unica fonte de energia. S&o
amplamente distribuidas em ambientes aquaticos, sendo isoladas de aguas doces, salgadas,
tratadas, estuarios e esgotos domésticos (ISONHOOD et al., 2002). Espécies de Aeromonas sdo
agentes significantes em doencas de origem alimentar, sendo isoladas de vegetais e de diversos
produtos de origem animal, incluindo carne bovina, aves, peixes, camardes, leite e outros
(GALBIS et al., 2002).

Dentre as espécies descritas do género Aeromonas, somente cinco (A. hydrophila, A.
veronii, A. caviae, A. jandaei e A. schubertii) sdo reconhecidas como patdgenos humanos e em
peixes, associadas principalmente com gastrenterites, septicemias e infecgfes. Além disso, a
presenca de Aeromonas em alimentos pode ser fatal para pacientes imunodeprimidos (JANDA e
ABOTT, 1998). Entre as espécies mencionadas A. hydrophila tem atraido atencdo especial
devido a sua frequente associacdo com infec¢Ges nos seres humanos, e sdo principalmente
encontradas em pacientes com histéria de acidentes, onde houve exposicdo de feridas a
ambientes aquéaticos, em individuos imunodeficientes e geralmente estdo associadas com
meningite, endocardite, peritonite, sindrome hemolitica urémica ou septicemia (JANDA e
ABOTT, 1998; MARCEL et al., 2002).

No Brasil vérios estudos relatam a ocorréncia de isolamento destes patdgenos do
ecossistema aquatico, sdo procedentes dos alimentos de origem marinha: peixe, ostras,
mexilhdes e caranguejos e de lesdes cutaneas no homem causadas pela pesca (EVANGELISTA-
BARRETO et al., 2006 e 2010; PEREIRA et al., 2004). Estes estudos sdo importantes para a

salde publica devido a associacdo de alguns desses microrganismos em doengas transmitidas por
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alimentos e infecgdes extra intestinais (HOFER et al., 2006; PEREIRA et al., 2008). Outros
estudos também foram realizados em estuarios tropicais avaliando a qualidade da agua e de
moluscos quanto a presenca de Aeromonas (MARCEL et al., 2002; SERRA et al., 2003;
MARTINS et al., 2009).

Muito embora a legislacdo brasileira ndo inclua a presenca de Aeromonas em aguas e
alimentos, a alta prevaléncia ambiental dessa bactéria pode ser considerada como importante
ameaca a saude publica, sendo que as infeccBes provocadas por esses patdgenos geralmente
acontecem mediante contato direto com a agua e os alimentos contaminados (CHOPRA e
HOUSTON, 1999).

Dentre os indicadores microbioldgicos de poluicdo fecal, o grupo coliforme € o mais
empregado. A caracteristica é sua forma em bastdo, Gram-negativo, ndo esporulado e
fermentador da lactose com formacdo de gas a 35°C. Estdo incluidas nesse grupo, espécies
tipicas da microbiota fecal, pertencentes a familia Enterobacteriacea e dos géneros Escherichia,
Klebsiella, Citrobacter e Enterobacter (HAGLER e HAGLER, 1988).

Essas bactérias sdo tipicas da microbiota fecal, mas também podem ser isoladas de outros
locais com excecdo da E.coli cuja origem € estritamente fecal (HAGLER e HAGLER, 1988).
Algumas bactérias do grupo coliforme sdo encontradas no solo e em vegetais, e tém a capacidade
de se multiplicar na 4gua com relativa facilidade (VIEIRA et al., 1999). Segundo Lebaron et al.
(1994) o dado importante em relacdo a presenca, em grande quantidade, de coliformes
termotolerantes numa colegdo d’agua, mesmo as aguas estuarinas ou marinhas, é que a E. coli, 0
maior representante dos coliformes e termotolerantes, é capaz de conjugar em meio salino,
podendo em alguns casos transferir plasmideos resistentes a metais pesados e diferentes

antibidticos a populagdo autdctone.

Dessa forma, o estudo de poluicdo microbiolégica do meio aquéatico reveste-se de
importancia, uma vez que avalia de algum modo, a qualidade da agua utilizada por uma
determinada populacdo. Em um reservatorio natural cujos indices de coliformes totais e
termotolerantes sdo altos, ha presenca de contaminacdo por fezes, fato que concorre para a

disseminacéo de doencas tais como infeccdes diarréicas, inclusive célera.

A ocorréncia de bactérias pertencentes ao grupo coliforme em aguas ambientais e nos
moluscos tem sido relatada por diversos pesquisadores: Vieira e Facanha (1994), Lira et al.
(2001), Silva et al. (2003a, 2003b), Sousa et al. (2004), Barros et al (2005), Pereira et al (2006),
Chiroles-Rubacalba et al. (2007), Kolm e Absher (2008), Vieira et al. (2008), Mufioz et al.
(2008), Gonzalez et al. (2009), Sande et al. (2010), Ramos et al. (2010), Gayathri et al. (2011).
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Estas pesquisas tiveram por base 0 monitoramento de indicadores microbiologicos de poluigéo e
qualidade sanitéria, tais como os coliformes termotolerantes e mais especificamente a detec¢do
de Escherichia coli. Esta é uma bactéria de origem estritamente fecal, como mencionado
anteriormente, cujo habitat € o trato intestinal homem e/ou animais de sangue quente e chegam

ao mar transportado por esgotos e efluentes como: rios, riachos, corregos e galerias pluviais.

Portanto, é de fundamental importancia, do ponto de vista de saude publica e ambiental, o
conhecimento dos niveis de contaminacao bacteriol0gicos nessas espécies, evitando assim, riscos
toxicoldgicos para a populacédo, via ingestdo destes organismos crus ou mal cozidos. Garantir a
qualidade do produto da pesca para o consumo humano é fundamental para a manutencao desta
relevante atividade econdmica informal que representa a fonte de subsisténcia e principal fonte
de recursos financeiros para a populagdo litordnea da Bacia do Pina. Além disso, informacgdes
sobre os niveis bacterioldgicos em amostras de agua, bivalves e sedimentos podem constituir

uma importante ferramenta no diagnostico e gerenciamento da qualidade ambiental nessa area.

Durante esta pesquisa, procederam-se coletas de dados ambientais,e anélises laboratoriais
e estatisticas, que permitiram avaliar a possivel utilizacdo dos moluscos bivalves Anomalocardia
brasiliana e Tagelus plebeius como bioindicadores de poluicdo organica e de qualidade

ambiental na Bacia do Pina, area urbana de Recife, Pernambuco, Brasil.

Os dados obtidos durante o desenvolvimento desta pesquisa resultaram na elaboracdo de
dois manuscritos, o primeiro apresenta os resultados relativos aos vibrios e aeromonas intitulado
“Bivalves indicadores da presenga de vibrios e aeromonas em um estuario tropical do Nordeste
do Brasil” que sera submetido ao Periédico Marine Pollution Bulletin. O segundo manuscrito,
intitulado “Moluscos como indicadores de contaminacao microbioldgica em um estuario tropical
no Nordeste do Brasil” concentra os dados da pesquisa do grupo Coliformes e serd submetido
para publicacdo no Periédico Marine Ecological Progress Series. As normas para publicacdo nos

dois periddicos encontram-se nos anexos.
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RESUMO

Obijetivou-se determinar as espécies e a concentracdo de Vibrio e Aeromonas em Anomalocardia
brasiliana (Gmelin, 1791), Tagelus plebeius (Lightfoot, 1786) e agua, correlacionar com 0s
fatores ambientais (T°C, S, pH, O,, DBO) e determinar dentre os moluscos o melhor indicador
de contaminacdo microbioldgica na Bacia do Pina, Pernambuco, Brasil. Foram coletadas 24
amostras de cada molusco em dois pontos na Bacia do Pina no periodo de junho de 2009 a maio
de 2010. As espécies de maior ocorréncia foram A. encheleia, A. schubertii, A. media, V.
metschnikovii, V. halioticoli, V. mytili e V. natriegens. Ndo houve diferenga significativa na
composicdo qualitativa das bactérias em A. brasiliana, T. plebeius e a dgua. Ndo houve um
padrdo detectavel de variacdo temporal ou espacial, 0s microorganismos ocorreram
aleatoriamente tanto nos animais como na agua, durante todo o periodo e nos dois pontos de
coletas (P>0,05). A. brasiliana demonstra ser a espécie melhor indicada como instrumento de

afericdo de qualidade microbioldgica da agua, quando comparada com T. plebeius.

Palavras—chave: bioindicadores ambientais, poluicdo microbioldgica, bioacumulacao,

Anomalocardia brasiliana, Tagelus plebeius, litoral brasileiro
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ABSTRACT

The objective was to determine the species and concentration of Vibrio and Aeromonas in
Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791), Tagelus plebeius (Lightfoot, 1786) and water; in
correlation with environmental factors (T°C, S, pH, O,, DBO), to determine the best indicator of
microbiological contamination in the Pina Basin, in the city of Recife, Brazil. 24 samples were
collected at two locations between June 2009 and May 2010. The most frequent species found
were Aeromonas encheleia, A. schubertii, A. media, Vibrio metschnikovii, V. halioticoli, V. mytili
and V. natriegens. No significant differences were found in the qualitative composition of the
bacteria A. brasiliana, T. plebeius, or water. There is no detectable pattern of temporal or spatial
variation, the microorganisms occurred randomly in both animals and in water during the test
period and at both collection points (P > 0.05). The species A. brasiliana proves to be the

superior benchmark of microbiological water quality when compared with T. plebeius.

Keywords: environmental bioindicators, microbiological pollution, bioaccumulation,

Anomalocardia brasiliana, Tagelus plebeius, the Brazilian coast

INTRODUCAO

O ecossistema manguezal representa uma importante fonte de recursos naturais
renovaveis, dentre estes, 0s moluscos bivalves sdo bastante utilizados como fonte de proteina
animal, tanto para o consumo direto da comunidade ribeirinha, como para comercializacdo. Os
bivalves sdo animais micréfagos, filtradores ndo seletivos de matéria organica particulada,
microrganismos em suspensao na agua e organismos plancténicos. O nivel de absorcdo de
nutrientes depende da temperatura, salinidade e salubridade do ambiente de onde estes moluscos
sdo extraidos. Dessa forma, seu consumo pode representar risco para 0 homem quando oriundos
de areas poluidas ou contaminadas (Pereira et al., 2004).

A humanidade tem uma longa histdria de exploracdo das zonas costeiras e estuarinas,
utilizando-as para o comércio, transporte, alimentacao e estabelecimento. Essas areas tém grande
importancia ecoldgica para muitas espécies, no entanto, estes ecossistemas sdo submetidos a uma
variedade de pressGes antropicas as quais Sa0 responsaveis por impactos ambientais
consideraveis (Duffy et al., 2007). Em funcdo do aumento da densidade da populacdo humana na
zona costeira, 0s estuarios podem sofrer varios impactos com a entrada de efluentes domésticos,
industriais ou agricolas. Em funcdo da geomorfologia destas areas, associadas com os regimes de
marés e da descarga fluvial, padrdes distintos de circulacdo sdo gerados para cada estuério,
podendo estes atuar como filtros ou como exportadores de matéria organica e inorgénica para

areas costeiras vizinhas (Noriega et al., 2009).
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A bioacumulacédo e a eliminacdo de bactérias entéricas e virus por moluscos bivalves
variam de acordo com a espécie, o tipo de microrganismo, as condi¢fes ambientais e época do
ano (Burkhardt 111 e Calci, 2000). Resultados de exames microbiolégicos de moluscos bivalves
podem servir como alerta para a saude publica, no que tange ao controle de infecgdes
alimentares (Dias et al., 2003; Cunha-Neto et al., 2002).

Os bioindicadores ecolégicos podem ser usados para avaliar a condi¢cdo do ambiente ou
auxiliar o seu monitoramento ao longo do tempo. Eles podem fornecer um sinal de alerta de
mudancas no ambiente, e podem ser utilizados para diagnosticar a causa de um problema
ambiental. Também quantificam a magnitude do estresse, o grau de exposi¢do a este estresse ou
grau de resposta a exposicdo (Dale e Beyeler, 2001)

As comunidades bentonicas marinhas e estuarinas sdo usadas para monitorar a qualidade
ambiental, pois cada organismo tem preferéncia de habitat e apresentam diferentes graus de
tolerancia a poluicdo (Pinto et al., 2009) e ndo refletem apenas as condi¢bes no momento da
amostragem, mas também as condic¢Bes que a comunidade foi previamente exposta (Gappa et al.,
1990). Os moluscos bivalves sdo amplamente utilizados como sentinelas para 0 monitoramento
de poluicdo do ambiente costeiro marinho. Pela sua condicdo de organismos filtradores, podem
vir a bioacumular, através do fluxo de agua, grande quantidade de bactérias patdgenas, toxinas
marinhas e metais. A concentracdo dos contaminantes podem se apresentar bem acima dos niveis
presentes na agua circunvizinha e no sedimento, podem fornecer informagdes sobre as fontes de
poluicdo local e sua microbiota bacteriana guarda relagdo com a qualidade do meio onde se
encontram (Solé et al., 2000; Gral et al., 2004).

Os estuarios urbanos do municipio de Recife tém grande aporte de efluentes domésticos e
outras fontes de poluicdo orgénica que afetam a qualidade dos produtos da pesca e que
comprometem a salde humana (Feitosa e Passavante, 1990). Assim sendo, objetivou-se
determinar a concentracdo de Aeromonas spp. e Vibrio spp. nos moluscos Anomalocardia
brasiliana e Tagelus plebeius da Bacia do Pina, Recife-PE, Brasil; relacionando com os fatores
abidticos da &gua e determinar a melhor espécie bioindicadora da qualidade microbiol6gica.

MATERIAL E METODOS

O material que fundamentou este trabalho foi procedente do estuario da Bacia do Pina
que esta localizado na area urbana do municipio de Recife, Pernambuco, Brasil (08°04°03”S-
34°52°16”W), e ¢ formado pela confluéncia dos rios Tejipio, Jiquid, Jorddo, Pina e pelo brago sul
do Capibaribe (Fig. 1). O estuario recebe alto fluxo de descargas oriundos das industrias e

efluentes domésticos e por ser uma area portuéria, hd um constante trafego de embarcagdes. Sua
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extensdo é de 3,6 km e largura variavel, sendo a minima de 0,26 km e a maxima de 0,86 km,
perfazendo uma érea total de aproximadamente 2,02 km?.

A é&rea estudada apresenta dois periodos climéaticos bem definidos pelo regime de
precipitacdo pluviométrica; um periodo chuvoso que compreende os meses de marco a agosto, e
um periodo de estiagem ou seco, que corresponde aos meses de setembro a fevereiro.

O estuario é uma area de importdncia socio-econémica, principalmente para 0s
pescadores artesanais que coletam moluscos comestiveis de valor comercial, tais como A.

brasiliana, T. plebeius, Iphigenia brasiliana e a Mytella charruana (Feitosa et al., 1999).

Fig. 1. Mapa da cidade do Recife, Pernambuco, Brasil, indicando os locais de coletas da agua e
dos bivalves Anomalocardia brasiliana e Tagelus plebeius no estuério da Bacia do Pina.

Amostras dos bivalves e da agua

Foram realizadas coletas quinzenais de A. brasiliana, T. plebeius e da &gua, durante o
periodo de junho de 2009 a maio de 2010 em dois pontos na Coroa do Passarinho, na Bacia do
Pina (Fig. 1). Em maré baixa, os bivalves foram coligidos manualmente no banco de areia, cada
amostra constituindo-se de aproximadamente 100 exemplares de cada espécie com tamanho
médio de 19,16 mm (A. brasiliana) e 35,00 mm (T. plebeius), com a finalidade de se obter 80 g
do material intravalvar para a realizacdo das analises. Os exemplares foram devidamente
acondicionados em sacos plasticos identificados e mantidos em recipiente isotérmico. A agua foi
coletada nos locais de extracdo dos moluscos em garrafas estéreis de 200 ml e acondicionada em
caixa isotérmica. Todo o material foi transportado ao Laboratério de Inspecdo de Carne e Leite
(LICAL) do Departamento de Medicina Veterindria da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, onde as analises bacterioldgicas foram realizadas.

No laboratorio, os bivalves foram lavados em agua corrente e limpos com escova para
remocéo de todo material incrustado em sua concha. As valvas foram abertas assepticamente e o
liquido intravalvar e parte mole foram transferidos para um recipiente estéril e pesados 25 g de
cada espécie, o qual foi homogeneizado em 225 ml de Agua Peptonada Alcalina (APA) em
stomacher durante 1 minuto, perfazendo a diluicdo 10, a partir da qual foram feitas diluicSes
subsequentes (102 e 10%). A identificacdo dos vibrios e aeromonas nos moluscos e na agua foi
realizada conforme método citado por Silva et al. (2007) e Palumbo et al. (1985),
respectivamente. Foi realizada a contagem do ndmero de Unidades Formadoras de Col6nias
(UFC) em placas contendo entre 25 e 250 colbnias. As coldnias caracteristicas foram
selecionadas e isoladas em tubos com Agar Triptona de Soja (TSA), sendo que para os Vibrio foi

suplementado com 2,0% de cloreto de sédio (NaCl) e incubados por 24 horas. Decorrido esse
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periodo, os isolados foram submetidos a testes bioquimicos, baseados em métodos descritos por
Buller (2004), Holt et al. (1994) e Silva et al. (2007), para a identificacdo das espécies.

Variaveis ambientais

A temperatura da agua foi registrada in situ com auxilio de um termdémetro comum de
alcool submergido nos pontos de coletas. As amostras para determinacdo dos parametros
hidrologicos foram coletadas na lamina d’agua adjacente ao banco de areia, de acordo com o0s
procedimentos usuais. A salinidade foi determinada método de Morh-Knudsen e o oxigénio
dissolvido na agua (OD) pelo método de Winkler, ambos descritos por Strickland e Parsons
(1972); a demanda bioguimica do oxigénio (DBO) pela técnica descrita no Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater (Apha, 1985); a taxa de saturacdo do oxigénio foi
determinada, utilizando-se a tabelas Oceanograficas Internacionais (Unesco, 1986); o pH foi
medido através de um pH-metro de bancada. As analises de &gua para a determinacdo dos
pardmetros fisico-quimicos foram realizadas no Laboratorio de Oceanografia Quimica do
Departamento de Oceanografia da Universidade Federal de Pernambuco.

Os dados de precipitacdo pluviométrica foram cedidos pelo Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET), ponto do Curado, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — 3° DISME. Foi verificado o acumulado pluviométrico de dez dias anteriores a

cada coleta, durante todo o periodo da pesquisa.

Anélise estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade e homocedasticidade e posteriormente foi
feito o escalonamento multidimensional (MDS) a partir de uma matriz de similaridade,
utilizando o indice de Bray-Curtis, com os dados de abundancia de bactérias nos trés substratos
A. brasiliana e T. plebeius e agua, ndo transformados. As analises foram feitas com os programas
Primer 6.2. e Permanova (Anderson, 2005).

Os dados de abundéncia das bactérias e fatores abidticos (OD, DBO, salinidade, pH,
temperatura da gua e indice de precipitacdo) foram analisados através de correlacdo multipla e a

significancia testada através de teste t.

RESULTADOS
Dados abioticos

A temperatura da dgua na Bacia do Pina apresentou pequena amplitude térmica com
valores oscilando entre 25,5°C e 30°C, com média de 28,13 °C no ponto 1 e entre 27°C e 32°C,

com média de 29,13 no ponto 2 (Fig. 2), sendo a diferenca entre os dois pontos significativa
32



(Fa46= 7,59; p= 0,008), mas sem diferenca significativa entre o periodo chuvoso e seco
(F.46= 0,10; p=0,75)

O OD variou de valores indetectaveis (condi¢do de anoxia) nos dois pontos, no més de
junho/2009 a 11,43 ml I no ponto 2 no més de outubro/2009, com média de 3,04 + 1,60 ml I
no ponto 1 e 3,27 + 2,18 ml I'* no ponto 2. Com relagéo ao percentual de saturagdo, observaram-
se algumas oscila¢@es, com minimo de 0% nos dois pontos e maximos de 155,36% e 253% nos
pontos 1 e 2, respectivamente (Fig. 2), sem diferenga significativa entre os dois pontos
(Fa46= 0,17; p= 0,680), mas com diferenca significativa entre o periodo chuvoso e seco
(F(1.46)= 4,127; p= 0,048).

Fig. 2 — Variacdo mensal da temperatura da agua, oxigénio dissolvido e saturacdo do oxigénio
durante o periodo de junho de 2009 a maio de 2010 nos dois pontos de coletas, Bacia do Pina,

Recife, Pernambuco, Brasil. (12 e 22 coletas mensais)

Com relagéo a DBO, variou de valores indetectiveis nos dois pontos e o maior foi 14,33
mg 1™ no ponto 2, no més de outubro/2009. As médias nos dois pontos para esta variavel
ambiental foram 1,67 + 2,48 mg It e 1,84 + 3,32 mg I, nos pontos 1 e 2, respectivamente (Fig.
3), sem diferencas significativas entre os dois pontos (Fq46= 0,04; p= 0,84), e entre o
periodo chuvoso e o seco (F(1,46)= 0,58; p= 0,449).

A salinidade variou entre 10,84 (julho/2009) e 31,81 (mar¢o/2010), os menores teores
foram registrados nos meses com maior precipitacdo pluviométrica e aporte de agua doce
proveniente dos rios adjacentes a area (Fig. 3), com diferenca significativa entre os dois pontos.
No ponto 1 foi significativamente maior do que no ponto 2 (F(46= 10,605; p= 0,002), e no

periodo seco foi significativamente maior do que no chuvoso (Fq 6= 10,417; p= 0,0023).

Fig. 3 — Variacdo mensal da DBO e da salinidade durante o periodo de junho de 2009 a maio de
2010 nos dois pontos de coletas, Bacia do Pina, Recife, Pernambuco, Brasil. (12 e 22 coletas

mensais)

Quanto ao potencial hidrogenioénico da agua (pH), houve pequena variacdo, estando
sempre alcalino durante todo o periodo estudado. O menor pH foi de 7,05 no ponto 2, em
janeiro/2010 e o maior foi de 8,16 no ponto 2, em junho de 2009 (Fig. 5).

A precipitacdo pluviométrica variou de um minimo de 0,00 mm em outubro e dezembro
de 2009, e maxima de 11,85 mm com média 4,91 + 3,87 mm, sendo a diferenca entre os dois
periodos significativa (F1 6= 9,306; p= 0,004).
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Fig. 4. Variacdo mensal do pH e da precipitacdo durante o periodo de junho de 2009 a maio de
2010 nos dois pontos de coletas, Bacia do Pina, Recife, Pernambuco, Brasil. (1% e 22 coletas

mensais)

Dados bidticos

Foram isoladas 21 espécies de Vibrio e nove espécies de Aeromonas ao longo do estudo
em Anomalocardia brasiliana, Tagelus plebeius e &gua, sendo que Vibrio neptunius, V.
penaeicida e Aeromonas veronii sobria ocorreram apenas na agua. V. vulnificus e A. caviae
ocorreram apenas em T. plebeius e nenhuma espécie ocorreu exclusivamente em A. brasiliana
(Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 - Espécies de Vibrio spp. isoladas da adgua e dos bivalves A. brasiliana e T. plebeius
durante o periodo de junho de 2009 a maio de 2010 nos dois pontos de coletas, Bacia do Pina,

Recife, Pernambuco, Brasil.

Tabela 2 - Espécies de Aeromonas spp. isoladas da agua e dos bivalves A. brasiliana e T.
plebeius durante o periodo de junho de 2009 a maio de 2010 nos dois pontos de coletas, Bacia do

Pina, Recife, Pernambuco, Brasil.

Do total de 30 espécies entre Vibrio e Aeromonas isoladas, 23 estiveram presentes em A.
brasiliana, das quais nove sdo patogénicas para o ser humano. As mais frequentes foram
Aeromonas schuberti e A. encheleia e com menor frequéncia, V. agarivorans e V. ordalii. De
acordo com a diversidade de bactérias por amostra, 0 nimero de espécies encontradas em A.
brasiliana variou de 0 a 8, com moda de duas espécies de bactérias/amostra.

Foram identificadas 25 espécies de bactérias em T. plebeius, sendo 11 patogénicas para
seres humanos. As mais frequentes foram V. metschnikovii, V. halioticoli, e A. encheleia e
Aeromonas schuberti e com menor frequéncia foram isoladas V. natriegens, V. vulnificus e A.
sobria. Com relacdo a diversidade desses microrganismos por amostra, foram encontradas entre
0 a6, emT. plebeius, com moda de trés espécies de bactérias/amostra.

Nas amostras de agua 26 espécies de Vibrio e Aeromonas foram isoladas, destas onze séo
patogénicas para humanos. Foi registrado como mais frequentes A. schubertii , seguida de A.
media, e V. metschnikovii As espécies V. neptunius, V. xuii e A. sobria foram isoladas com
menor frequéncia. Com relacdo a diversidade por amostra de 4gua, 0 himero de espécies variou

entre 0 a 6, com moda de trés especies de bactérias/amostra.
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As associacOes de bactérias dos géneros Aeromonas e Vibrio ndo apresentaram uma
estrutura distinta entre os trés substratos: A. brasiliana, T. plebeius e na dgua, como pode ser
observada na figura 4. Ndo sendo observada diferenga significativa entre os trés substratos
(F(2.22=0,84; P=0,9029).

Fig. 5. Escalonamento multidimensional das espécies de Vibrio e Aeromonas na agua (A) e nos
bivalves Anomalocardia brasiliana (Ab) e Tagelus plebeius (T) durante o periodo de junho de

2009 a maio de 2010 nos dois pontos de coletas, Bacia do Pina, Recife, Pernambuco, Brasil.

As vérias espécies de bactérias estdo fracamente correlacionadas com os pardmetros
ambientais, sendo o maior coeficiente de determinagdo encontrado de 36,8% para a presenca de
V. alginolyticus com a DBO.

As espécies que apresentaram correlagdo com OD Vibrio alginolyticus
(r=0,46; <0,0001) e A. brasiliana; V. diazotrophicus na &gua (r=0,431; p=0,002) e em
T. plebeius (r= 0,337; p= 0,033) e V. metschnikovii (r=-0,293; p= 0,047) na &gua.

As espécies que estdo correlacionadas com DBO foram V. alginolyticus (r= 0,606;
p <0,0001) em A.brasiliana, V. diazotrophicus na agua (r= 0,297; p= 0,044); as espécies
correlacionadas com a salinidade foram A. veronii veronii (r= -0,320; p= 0,033) em A.brasiliana,
A. eucrenophila  (r= 0,297; p= 0,044), A.media (r=0,297; p= 0,002), V. agarivorans
(r=0,343; p=0,019) e V. penaecidae (r=-0,327; p= 0,026) na agua.

A correlacdo das espécies com a temperatura da agua foi observada em A. veronii veronii
(r=-0,419; p= 0,004) em A. brasiliana, V. diazotrophicus (r= 0,407; p= 0,009) em T. plebeius e
na agua (r=0,524; p=0,002), V. penaeicida (r=-0,379; p=0,009) e A. veronii sobria
(r=-0,347; p=0,017) na agua.

O pH esta correlacionado com V. fluvialis (r= -0,309; p= 0,040) em Anomalocardia
brasiliana, V. cincinnatiensis (r= 0,402; p= 0,010) e V. vulnificus (r=0,320; p= 0,043) em
T. plebeius e A. schubertii (r=-0,307;p= 0,037) isoladas da agua.

O indice de precipitacdo pluviométrica estd correlacionado com V. diazotrophicus
(r=-0,307; p=0,037) e A. media (r=0,365; p= 0,012) isolados da &gua.

O ndmero e a diversidade de Vibrio patogénicos para seres humanos encontrados nos
moluscos e na agua foram proximos, exceto V. ordalii presente em A. brasiliana e T. plebeius,
V. vulnificus encontrada apenas em T. plebeius e V. penaecida ocorreu apenas na agua. Em

relacdo as espécies patogénicas de Aeromonas, foram isoladas A. allosaccharophila e
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A. veronii veronii em Anomalocardia brasiliana, Aeromonas caviae, A. sobria e A. veronii
veronii em T. plebeius e A. allosaccharophila, A. sobria e A. veronii sobria na agua.

A contagem de vibrios (Tabela 3) e de Aeromonas (Tabela 4) (UFC ml™ ou g*) em
Anomalocardia brasiliana e em T. plebeius foi superior quando comparada a da dgua. Nao sendo

observada diferenca significativa entre os periodos chuvoso e seco nos trés substratos.

Tabela 3 — Média da contagem de Vibrio spp. (UFC ml™ ou g') na 4gua e nos bivalves
Anomalocardia brasiliana e Tagelus plebeius nos dois pontos de coleta durante o periodo de

junho de 2009 a maio de 2010, Bacia do Pina, Recife, Pernambuco, Brasil.

Tabela 4 — Média da contagem de Aeromonas spp. (UFC ml™ ou g?) na 4gua e nos bivalves
Anomalocardia brasiliana e Tagelus plebeius nos dois pontos de coleta durante o periodo de

junho de 2009 a maio de 2010, Bacia do Pina, Recife, Pernambuco, Brasil.

DISCUSSAO

O estuario da Bacia do Pina é reconhecidamente uma area com forte impacto ambiental,
proveniente de galerias fluviais, efluentes domésticos e residuos industriais, tendo, além disso,
alto fluxo de embarcagdes o0 que torna este ambiente propicio a proliferacdo de microrganismos.
Os bivalves estudados, A. brasiliana e T. plebeius, devido aos seus habitos filtradores, tém sido
apontados como potenciais indicadores de contaminacdo microbioldgica, ndo s6 por bactérias
ambientais, como por aquelas consideradas patogénicas. Os Vibrios e Aeromonas isolados das
partes moles dos moluscos e da &gua da Bacia do Pina, entretanto, apesar de apresentarem alta
diversidade de espécies (30) ndo demonstraram um padrdo detectavel de associagdes tipicas
entre uma ou um grupo de bactéria com algum dos moluscos analisados, e 0s pontos 1 e 2 do
estuario do Pina, ndo apresentaram diferencas significativas quanto a qualidade microbiolégica.

Em estuérios europeus, espécies do género Mytillus sdo amplamente utilizados como
indicadores de qualidade ambiental a exemplo de Ripabelli et al. (1999) que em estudo
utilizando M. galloprovincialis de um estuario na Italia, encontraram Vibrio alginolyticus
(32,2%), V. vulnificus (17.7%), V. cincinnatiensis (3,2%), V. parahaemolyticus, V. fluvialis e V.
cholerae ndo O1 em apenas 1,6%. La Rosa et al. (2001) estudaram a variacdo da comunidade de
bactérias numa area de cultivo de M. galloprovincialis na Baia de Gaeta (Mediterraneo), Stabili
et al. (2005) encontraram concentracOes elevadas de Vibrio em M. galloprovincialis no Mar do
Golfo de Taranto (Italia) com resultados semelhantes aos do presente estudo.

A presenca de Vibrio tem sido comumente reportada em outros mitilidios e também

outros animais marinhos. Em Sucre (Venezuela), Gra et al. (2004) encontraram trés espécies de
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Vibrio ao estudarem as condicOes sanitarias de Arca zebra e Perna perna, com predominio do
Vibrio alginolyticus em ambos os moluscos. Pereira et al. (2007) estudando o mexilhdo Perna
perna da Baia de Guanabara, Rio de Janeiro, Brasil, encontraram V. alginolyticus (19%), V.
cholerae ndo-O1 (17%), V. parahaemolyticus (8%), V. carchariae (6%), V. vulnificus (4,4%)
e V. damsela (4,4%) e mais trés espécies em baixa frequéncia. Mendes et al. (2009) avaliando a
qualidade microbioldgica da 4gua e do camardo Litopenaeus vannamei de fazendas de cultivo do
litoral de Pernambuco, Brasil, identificaram V. anguillarum (16,5%), V. fluvialis
(15%), V. parahaemolyticus (13%), V. wulnificus (8,5%), V. damsela (8,5%), V.
carchariae (7%), V. proteolyticus (5,5%), V. harveyi (5,5%), V. hollisae (5,5%), V.
cincinnatiensis (4,25%), V. metschnikovii (4,25%), V. fischeri (4,25%), V. mimicus (1,25%) e V.
mediterranei (1%).

Sousa et al. (2004) encontraram uma U(nica amostra com a presenca de V.
parahaemolyticus em Crassostrea rhizophorae no estuario do Rio Cocé (Ceard, Brasil). Pereira
et al. (2006), estudando a qualidade microbioldgica da ostra Crassostrea gigas de trés areas de
cultivo e de pontos onde sdo comercializadas na regido litoranea de Santa Catarina, Brasil, ndo
isolaram V. cholerae e nem V. parahaemolyticus. Nesta pesquisa, V. parahaemolyticus teve um
percentual inferior a 4% nos moluscos e de apenas 5,27% na agua, estando de acordo com o
estabelecido na Resolu¢do RDC n° 12/01 (Brasil, 2001) em que o nivel maximo aceitavel desta
espécie em frutos do mar consumidos n&o crus é de 10°UFC/g.

Macian et al. (2000) encontraram uma grande abundancia de Vibrio nas amostras de agua
em Valéncia (Espanha), com predominancia de V. harveyi (24%), V. splendidus (19%)
e V. alginolyticus (8%). Serra et al. (2003) analisando as condi¢es da agua do estuario do Rio
Anil (Maranhdo, Brasil) onde sdo extraidos moluscos de interesse econdmico, encontraram em
mais de 50% das amostras o V. parahaemolyticus. Estes registros indicam que os Vibrio nao
atendem a um padrao especifico de distribui¢do espacial ou temporal, estando a sua distribuicao
presumivelmente relacionada com a concentracdo e a natureza dos efluentes que desembocam
nas areas costeiras, podendo ocorrer em outros organismos aquaticos, embora a maior
concentracdo das bactérias seja reportada para bivalves filtradores.

Alta frequéncia de isolados de Aeromonas é comum em estuarios tropicais. Marcel et al.
(2002) observaram a presenca de A. sobria, A. hydrophila e A. caviae com maior frequéncia na
area urbana do estuario de Ebrie (Cote d’Ivoire, Africa) (82,53%). Martins et al. (2009)
encontraram em agua do estuario do Rio Bacanga (Maranhdo, Brasil) as espécies A. caviae
(52,7%), A. hydrophila (23,8%), A. veronii (19,5%) e A. sobria (3,7%). Evangelista-Barreto et
al. (2010) pesquisando a presenga de Aeromonas na agua do estuario do Rio Coco, na regiéo de

Sabiaguaba (Ceara, Brasil) identificaram sete espécies A. caviae (42,0%), A. veronii bv.
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sobria (19,0%), A. veronii bv. veronii (11,0%), A. trota (7%), A. media (7%), A. sobria (6%)
Aeromonas spp. e A. hydrophila (3%).

A frequéncia de isolados de Aeromonas na &gua esta diretamente relacionada com a
quantidade de matéria organica, inclusive fezes humanas (Marcel et al., 2002), estes autores
sugeriram que Aeromonas poderiam ser boas indicadoras de contaminacao fecal na agua.

No presente estudo, a presenca de excrementos fecais no ambiente foi observada in loco,
indicando que aquela area recebe grandes aportes de esgotos domiciliares e residuos sanitarios,
provenientes das comunidades ribeirinhas, desprovidas de saneamento bésico, porém, a
frequéncia de isolados de Aeromonas na agua foi menor do que o relatado por outros autores,
provavelmente, devido ao ambiente estudado receber um grande aporte de massa d’agua
oceénica durante as preamares, mantenedora da alta resiliéncia daquele ambiente, e que resulta
na diluicdo da concentracao das bactérias.

Assim, a bactéria Aeromonas ocorre nos bivalves estudados, elas também s&o comuns em
outros organismos marinhos. Pereira et al. (2004) estudando Perna perna no Rio de Janeiro,
Brasil, encontraram A. media (12,36%), A. hydrophila (10%), A. veronii veronii (7,10%),
A. caviae (5,80%) e Aeromonas sp. (4,73%), entre outras, com maior frequéncia no periodo seco.
Evangelista-Barreto et al. (2006) identificaram oito espécies de Aeromonas, em Crassostrea
rhizophorae de um estuério tropical no Ceard, Brasil, sendo as mais frequentes A. veronii sobria
(43%), A. veronii veronii (43%), A. media (37%) e A. caviae (23%).

As espécies Vibrio isoladas neste estudo sdo cosmopolitas, fortemente adaptadas a
ambientes costeiros de areas urbanas com grande aporte de efluentes domésticos, tanto de aguas
de clima tropical como temperado. Contudo, a ndo deteccdo um padrdo de associacdo —
agua x moluscos — simultaneamente, e a sua presenca, em um ou outro meio, pode ser devido ao
acaso, aferido através de analises pontuais. Cavallo e Stabilli (2002) em &rea de cultivo de
Mytillus galloprovincialis em Mar de Piccolo (Italia), isolaram o Vibrio alginolyticus, o
V. mediterranei, o V. parahaemolyticus, o V. diazotrophicus, o V. nereis e o V. splendidus tanto
na dgua como no molusco.

Cerutti e Barbosa (1991) demonstraram que ndo existe uma real simultaneidade entre
amostras de agua e amostras de bivalves; a agua fornece a microbiota no momento da coleta e 0s
bivalves correspondem a integracdo total ou parcial das caracteristicas microbiologicas e
ambientais da massa d’dgua que se sucederam antes da coleta. Neste trabalho observou-se 0
mesmo fato e recomenda-se que, para se estabelecer se ha uma relacéo direta e simultanea, entre
0S microrganismos presentes na agua e o mecanismo de filtragdo dos bivalves, seria
recomendavel que as coletas de agua fossem efetuadas dois ou trés dias anteriores e posteriores a

coleta dos moluscos.
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Os resultados desse estudo ndo permitiram detectar qualquer padrdo de correspondéncia
entre os vibrios presentes na agua e os isolados dos bivalves estudados, contudo, todas as
espécies de bactérias isoladas das partes moles dos bivalves ocorrem na agua, uma vez que a
alimentacéo e respiracdo dos moluscos sao realizadas através da corrente ventilatoria e filtracao
da agua na cavidade do manto, portanto, a contaminacdo ocorre exclusivamente por via hidrica.
Dessa forma, uma bactéria que foi encontrada no molusco e ndo detectada nas amostras de agua,
é indicativo de que o processo de filtracdo ocorreu antes da captura do molusco. A microbiota
isolada nos bivalves reflete as condigdes de qualidade da dgua anteriores a sua coleta e a isolada
da agua pode refletir os microrganismos de fontes exdgenas e/ou oriundas do préprio bivalve.

Romalde e Barja (2010) reportam que espécies de moluscos - em estagios larvar, juvenil
e adulto — podem servir de hospedeiros para vibrios patogénicos, que podem se proliferar nas
branquias, hemolinfa, manto, velum e tecidos internos. Os microrganismos presentes na agua do
mar sdo acumulados no interior dos moluscos principalmente no hepatopancreas e no diverticulo
digestivo, 0 que pode vir a representar um perigo quando os moluscos sdo coletados ou
cultivados em locais que recebem efluentes, ja que as bactérias e virus dessa fonte contaminante
sdo acumulados e, no interior do corpo dos moluscos a concentracdo desses microrganismos
torna-se, muitas vezes superior a da agua em que se encontram (Corréa et al., 2007).

Cerutti e Barbosa (1991) afirmaram que além da adaptacdo da bactéria ao ambiente
marinho, fatores como a resisténcia bacteriana a degradacdo enzimatica e utilizagdo do contetido
digestivo como fonte de nutrientes sdo provavelmente decisivos na selecdo das bactérias pelos
bivalves.

A bioacumulacdo de microrganismos no interior da parte mole do molusco
presumivelmente ndo se deve exclusivamente a fonte exdgena — dgua, uma vez que 0 molusco
pode funcionar como um meio de cultura para proliferacdo da bactéria e, inclusive, atuar como
um hospedeiro temporario. Dessa forma, as bactérias presentes na agua podem ter como origem
0s excrementos fecais e outros materiais expelidos com a &gua pelo sifdo exalante.

Nos organismos que se alimentam por filtracdo, os fatores que determinam essa
concentracdo sdo o tipo de espécie, localizacdo na coluna de agua e o tempo de permanéncia na
agua (Sousa et al., 2004). Lira et al. (2001) pesquisando a presenca de V. parahaemolyticus em
Crassostrea rhizophorae e Mytella charruana do estuario do Canal de Santa Cruz, Itapissuma
(Pernambuco, Brasil), registraram densidades mais elevadas no sururu (5,8 x 10* UFC mg™) e na
ostra (3,0 x 10* UFC mg™) do que na &gua. Neste trabalho, as espécies V. cincinnatiensis, V.
fischeri, V. fluvialis, V. furnissii, V. mediterranei e V. metschnikovii ocorreram em maiores
concentragdes nos bivalves do que na &gua. Presumivelmente, o hidrodinamismo reduziu a

concentragdo de bactérias na dgua, mas as bactérias remanescentes, retidas na massa visceral dos
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moluscos, se proliferaram aumentando a sua concentracdo e, podem ter retornado a coluna
d’4gua durante a corrente ventilatoria, caracteristica do metabolismo do animal.

A distribuicdo e a dinamica das bactérias sdo influenciadas por fatores ambientais, como
a temperatura, salinidade, disponibilidade de nutrientes e fatores bioldgicos, como a predacéo e a
abundancia de dinoflagelados e hospedeiros (Thompson e Polz, 2006). DePaola et al. (1990) em
amostras de bivalves, encontraram maiores densidades de V. parahaemolyticus em &guas
tropicais quando comparados com os procedentes de regido temperada e concluiram que, a
temperatura da agua foi o pardmetro ambiental correlacionado significativamente com a
densidade, com a distribuicdo sazonal e espacial nos dois locais estudados. La Rosa et al. (2001)
estudaram a variacdo da comunidade de bactérias numa area de cultivo de M. galloprovincialis
na Baia de Gaeta (Mediterrdneo) e encontraram maiores abundancias de vibrios na primavera e
inverno com densidades que variaram entre 10? a 10° UFC 100 ml™. Registraram que o
parametro ambiental que mais interferiu nas altas densidades foi a temperatura da agua. Cavallo
e Stabilli (2004) estudando a presenca de espécies de Vibrio na superficie da dgua no Mar de
lonian, na costa da Italia, encontraram valores mais altos no periodo do verdo-outono, com
densidades variando de 0,7 x 10 UFC mI™ a 2,0 x 10 UFC ml™. Stabili et al. (2005) encontraram
concentracdes mais elevadas de Vibrio em M. galloprovincialis (2,7x10°UFC g™*) do que na 4gua
(0,7x10 UFC g™) em um estuéario do Golfo de Taranto (ltalia); correlago significativa com a
temperatura da agua e a maior concentragdo de bactérias no mexilh&o foi detectada no verdo e o0s
menores no periodo do inverno tanto na &gua como no molusco.

No entanto, correlacdo de densidade de bactérias com a temperatura e outras variaveis
ndo é consensual. Urakawa e Rivera (2006) afirmaram que, em &guas tropicais e subtropicais a
variacdo de vibrios é baixa. Molitoris, et al. (1985) encontraram V. alginolyticus e V.
parahaemolyticus em temperaturas entre 29° e 32°C e ndo constataram a influéncia da
temperatura da &gua como fator limitante para a presenca dessas espécies em aguas tropicais.

A auséncia de correlacdo entre a temperatura da agua e a frequéncia de isolados de Vibrio
e Aeromonas é atribuida a pequena amplitude apresentada por esta variavel no local estudado.
Serra et al. (2003) registraram resultados semelhantes em relacdo a presenca de Vibrio e o0s
parametros abioticos no estuario do Rio Anil (Maranhdo, Brasil) e atribuiu a auséncia de
variacdo pela localizagcdo ser proxima ao Equador. Costa et al. (2010) também encontraram
auséncia de correlacdo entre a temperatura e o densidade de Vibrio da agua de um estuario no
Ceard, Brasil, e atribuem a variacao insignificante da distribuicdo de espécies na area, devido a
estabilidade da temperatura e do pH da agua.

Neste estudo, embora a diversidade em espécies de vibrios seja alta, a densidade

populacional é baixa e ndo apresenta correlagdo com a temperatura ou com qualquer outro
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parametro ambiental investigado. As varidveis ambientais podem ser determinantes na
explicacdo de padrbes de distribuicdo de bactérias, porém, as concentracdes das espécies de
bactérias apresentaram uma correlacdo fraca com os fatores ambientais e ndo houve correlagdo
simultanea entre os substratos — agua, T. plebeius e A. brasiliana. A distribuicdo das bactérias na
Bacia do Pina ndo apresenta um padrdo definido de distribuicdo espacial, demonstrando
ocorréncia ocasional e ndo sao influenciadas pelos periodos climéaticos — chuvoso e seco.

Pelo fato das Aeromonas serem autdctones de ambientes aquéticos, essas bactérias se
adaptam e sobrevivem as mudancas ambientais, podendo ser usadas como indicadoras do estado
trofico das aguas (Isonhood et al., 2002). A capacidade de crescer em temperaturas extremas
varia entre as espécies de Aeromonas e parece estar intimamente relacionada a sua origem.
Evangelista-Barreto et al. (2010) encontraram densidades de Aeromonas spp. variando de
<10 para 1,4 x 10* UFC ml* nas 4guas do estuario do rio Cocd (Ceara, Brasil) e de
<10 a 4,0x10" UFC ml g™ em Crassostrea rhizophorae do mesmo estuério (Evangelista-Barreto
et al., 2006).

A temperatura da agua é um fator importante no ambiente, contudo, em &reas tropicais,
esta ndo chega a ser limitante, tendo apresentado, no ambiente estudado, valores dentro do
esperado para um ambiente estuarino, com discreto padrdo de variacbes entre os periodos
chuvoso e seco. Desta forma, a temperatura da dgua durante o periodo estudado apresentou as
condicGes favoraveis para a presenca de Aeromonas, 0 que corrobora com 0s resultados de
Martins et al. (2009) ao investigarem a presenca de Aeromonas no estuario do Rio Bacanga
(Maranhdo, Brasil). Sousa e Souza (2001) também observaram maior contagem de Aeromonas
no periodo de maior temperatura da agua, assim como Urriza et al. (2000), que também
constataram maior nimero de isolamento de Aeromonas nos meses mais quentes.

A salinidade é uma variavel ambiental que influencia na delimitacdo espacial e temporal
das bactérias. No estuario da Bacia do Pina, a salinidade variou em funcao da precipitacdo, sendo
significativamente maior no verdo e no ponto 1. De acordo com o Conselho Nacional do Meio
Ambiente (Conama, 2005), os valores encontrados neste estudo para as amostras de agua
enguadram estas como salobras (0,5 a 30), tipicas de estuarios tropicais. A salinidade pode atuar
como fator limitante na proliferacdo das Aeromonas (Kngchel, 1990; Marcel et al., 2002), apesar
de ndo se ter verificado correlacdo entre a concentracao das bactérias e a salinidade.

O pH da Bacia do Pina foi caracteristicamente alcalino durante o periodo estudado e
corrobora com os estudos de Feitosa et al. (1999), Nascimento et al. (2003) e Martins et al.
(2009). Aeromonas toleram valores altos de pH. Tsai e Chen (1996) constataram que Aeromonas

se desenvolveram em faixas de pH que variam de 5,5 a 9,0. Assim, os valores de pH observado

41



na agua da Bacia do Pina presumivelmente sdo favoraveis ao crescimento de Aeromonas e
Vibrio, porém, sem correlagdo entre a densidade e pH.

Os valores de OD estiveram abaixo do preconizado na Resolugéo n°® 357 do CONAMA
(Conama, 2005), na qual é citada que, aguas salobras, onde haja pesca ou cultivos de organismos
para fins de consumo intensivo, devem apresentar uma medida de OD n&o inferior a 4 mg I™.
Valores mais elevados da Demanda Bioguimica do Oxigénio (DBO) coincidiram com as maiores
taxas de saturacdo do OD, exceto em abril/2010. O percentual de saturagdo variou de 0% a 253%
possivelmente em decorréncia da variacao de aporte de matéria organica, trazida pelos efluentes
domeésticos oriundos dos rios que desdguam na Bacia do Pina. Os dados de DBO e OD estiveram

correlacionados com trés espécies de vibrios, porém com baixo poder explicativo.

CONCLUSOES

A auséncia de padrdo de distribuicdo espacial e temporal das concentracdes de bactérias e
a falta de correlagdo entre as concentracGes e as varidveis dos parametros ambientais, mostram
que a Bacia do Pina comporta uma grande diversidade de espécies de bactérias ambientais e
patogénicas na agua, porém a ocorréncia é ocasional e influenciada por aportes de efluentes de
diversas origens.

Os bivalves A. brasiliana e T. plebeius, devido aos mecanismos de filtracdo, séo
contaminadas por via hidrica e apresentam respostas fisiologicas de bioacumulacdo de bactérias,
se caracterizando, também como potenciais exportadores de bactérias para a agua.

A auséncia de diferenca significativa na composicdo qualitativa das bactérias em
T. plebeius e A. brasiliana indica que ambas as espécies possuem capacidade de bioacumular,
exibindo excelente caracteristica como indicadoras de contaminacdo bacteriana e de poluicéo
organica na agua.

Devido a maior abundéncia, a maior amplitude de distribuicdo espacial, a alta frequéncia
de ocorréncia, ao menor de esfor¢o de captura e maior resisténcia, A. brasiliana demonstra ser a
espécie melhor indicada como instrumento de afericdo de qualidade microbioldgica da agua,

qguando comparada com T. plebeius.
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Tabela 1
Espécies de Vibrio spp. isoladas da agua e dos bivalves A. brasiliana e T. plebeius durante o
periodo de junho de 2009 a maio de 2010 nos dois pontos de coletas, Bacia do Pina, Recife,

Pernambuco, Brasil.

Anomalocardia Tagelus Agua Espécies
Espécies brasiliana plebeius patogénicas
N* % N* % N* %
Vibrio mytili 15 17,44 14 1300 09 11,85
V. metschnikovii 10 11,62 19 17,70 14 18,43
V. halioticoli 08 9,30 16 149 08 10,53

V. cincinnatiensis 07 8,14 03 2,80 03 3,94

V. fischeri 07 8,14 02 1,80 04 5,27 X
V. mimicus 07 8,14 03 280 03 3,94 X
V. fluvialis 05 581 04 3,70 02 2,63 X
V. furnissii 05 5,81 11 10,00 03 3,94 X
V. diazotrophicus 04 4,66 03 280 03 3,94

V. mediterranei 04 4,66 09 8,40 08 10,53

V. alginolyticus 03 3,49 02 1,80 02 2,63 X
V. . 03 3,49 03 2,80 04 5,27 X
parahaemolyticus

V. natriegens 02 2,32 01 0,90 - -

V. orientalis 02 2,32 04 3,70 04 5,27

V. scophthalmi 02 2,32 - - 01 1,31

V. agarivorans 01 1,17 07 6,50 04 5,27

V.ordalii 01 1,17 02 1,80 - - X
V. neptunius - - - 01 1,31

V. penaeicida - - - 02 2,63 X
V. vulnificus - 01 0,90 R - X
V. xuii - 04 3,70 01 1,31

86 100 108 100 76 100

*N= nUumero de isolados
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Tabela 2
Espécies de Aeromonas spp. isoladas da agua e dos bivalves A. brasiliana e T. plebeius durante o
periodo de junho de 2009 a maio de 2010 nos dois pontos de coletas, Bacia do Pina, Recife,

Pernambuco, Brasil.

Anomalocardia Tagelus Agua Espécies
Espécies brasiliana plebeius patogénicas
N* % N* % N* %
Aeromonas schubertii 24 36,92 16 23,9 20 27,4
A. encheleia 14 21,53 22 32,83 13 17,80
A. media 11 16,92 10 14,92 15 20,55
A. eucrenophila 10 15,38 08 11,94 08 10,96
A. veronii veronii 04 6,15 07 10,44 11 15,07 X
A. allosaccharophila 02 3,1 - - 03 4,11 X
A. caviae - 03 4,47 - - X
A. sobria - 01 1,5 01 1,37 X
A. veronii sobria - - - 02 2,74 X

65 100 67 100 73 100

*N= nlmero de isolados
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Fig. 5 — Escalonamento multidimensional das espécies de Vibrio spp e Aeromonas spp na

agua (A) e nos bivalves Anomalocardia brasiliana (Ab) e Tagelus plebeius (T) durante o

periodo de junho de 2009 a maio de 2010 nos dois pontos de coletas, Bacia do Pina,

Recife, Pernambuco, Brasil.
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Tabela 3

Média da contagem de Vibrio spp. (UFC mlI™ ou g™) na 4gua e nos bivalves Anomalocardia

brasiliana e Tagelus plebeius nos dois pontos de coleta durante o periodo de junho de 2009 a

maio de 2010, Bacia do Pina, Recife, Pernambuco, Brasil.

Periodo A. brasiliana T. plebeius Agua
Inverno (chuvoso) 3,9 x 10° a* 4,9 x10*a* 1,4 x 10° a*
Ver#o (seco) 2,8x 10° a* 2,8 x 10% a* 5,1 x 10° a*

*Nao diferem estatisticamente pelo teste t (P>0,05)
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Tabela 4

Média da contagem de Aeromonas spp. (UFC mlI™ ou g*) na 4gua e nos bivalves Anomalocardia

brasiliana e Tagelus plebeius nos dois pontos de coleta durante o periodo de junho de 2009 a

maio de 2010, Bacia do Pina, Recife, Pernambuco, Brasil.

Periodo A. brasiliana T. plebeius Agua
Inverno (chuvoso) 5,9 x 10* a* 4.8 x10° a* 2,1x 10% a*
Ver#o (seco) 3,7 x 10° a* 2,2 x 10° a* 1,2 x 10* a*

*Né&o diferem estatisticamente pelo teste t (P>0,05)
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PREPARATION

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use
the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face,
italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only
one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not
spaces, to align columns.

The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts
(see also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note
that source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed
your figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and 'grammar-
check’ functions of your wordprocessor.

If the LaTeX file is suitable, proofs will be produced without rekeying the text. The article
should preferably be written using Elsevier's document class ‘elsarticle’, or alternatively any of
the other recognized classes and formats supported in Elsevier's electronic submissions system,
for further information see http://www.elsevier.com/wps/find/authorsview.authors/latex-ees-
supported.

The Elsevier ‘elsarticle’ LaTeX style file package (including detailed instructions for LaTeX
preparation) can be obtained from the Quickguide: http://www.elsevier.com/latex. It consists of
the file: elsarticle.cls, complete user documentation for the class file, bibliographic style files in

various styles, and template files for a quick start.

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

« Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual
work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full
postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address

of each author.
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« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers (with
country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal
address. Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be

retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided,
but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the
abstract itself.

This should not exceed 150 words.

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise,
pictorial form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must
provide images that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts
should be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please
provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The
image should be readable at a size of 5 x 13 ¢cm using a regular screen resolution of 96 dpi.
Preferred  file  types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See
http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration

Service.

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online
submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See

http://www.elsevier.com/highlights for examples.
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Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of").
Where relevant these should include the main species concerned, the geographical area and the
contaminant.

Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible.

These keywords will be used for indexing purposes.

Elsevier aims at connecting online articles with external databases which are useful in their
respective research communities. If your article contains relevant unique identifiers or accession
numbers (bioinformatics) linking to information on entities (genes, proteins, diseases, etc.) or
structures deposited in public databases, then please indicate those entities according to the
standard explained below.

Authors should explicitly mention the database abbreviation (as mentioned below) together with
the actual database number, bearing in mind that an error in a letter or number can result in a
dead link in the online version of the article.

Please use the following format: Database ID: xxxx

Links can be provided in your online article to the following databases (examples of citations are
given in parentheses):

* GenBank: Genetic sequence database at the National Center for Biotechnical Information
(NCBI) (GenBank ID: BA123456)

* PDB: Worldwide Protein Data Bank (PDB ID: 1TUP)

* CCDC: Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC ID: Al631510)

* TAIR: The Arabidopsis Information Resource database (TAIR ID: AT1G01020)

* NCT: ClinicalTrials.gov (NCT ID: NCT00222573)

* OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM ID: 601240)

* MINT: Molecular INTeractions database (MINT ID: 6166710)

* MI: EMBL-EBI OLS Molecular Interaction Ontology (Ml ID: 0218)

* UniProt: Universal Protein Resource Knowledgebase (UniProt ID: QOHOHS)

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Save text in illustrations as 'graphics' or enclose the font.

* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.
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* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version.

» Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line
drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is
required.

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel)
then please supply 'as is".

Please do not:

* Supply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPGQG); the resolution is
too low;

* Supply files that are too low in resolution;

« Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files)
and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color
figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color
on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further information on the
preparation of electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to
‘gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in

addition usable black and white versions of all the color illustrations.
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Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure.
A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the
illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and

abbreviations used.

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to
tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical
rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate

results described elsewhere in the article.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with either
'‘Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies
that the item has been accepted for publication.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages EndNote
(http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors
only need to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of
references and citations to these will be formatted according to the journal style which is
described below.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
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(2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified
by the letters 'a’, 'b', 'c’, etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J.
Sci. Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in:
Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New
York, pp. 281-304.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article
are strongly encouraged to include these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the
body text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they
directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material
is directly usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a
preferred maximum size of 50 MB. Video and animation files supplied will be published online
in the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame
from the video or animation or make a separate image. These will be used instead of standard
icons and will personalize the link to your video data. For more detailed instructions please visit
our video instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please
provide text for both the electronic and the print version for the portions of the article that refer

to this content.

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific

research.
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Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications,
highresolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied
will be published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web
products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your
submitted material is directly usable, please provide the data in one of our recommended file
formats. Authors should submit the material in electronic format together with the article and
supply a concise and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit

our artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Electronic archiving of supplementary data enables readers to replicate, verify and build upon
the conclusions published in your paper. We recommend that data should be deposited in the
data library PANGAEA (http://www.pangaea.de). Data are quality controlled and archived by an
editor in standard machine-readable formats and are available via Open Access. After
processing, the author receives an identifier (DOI) linking to the supplements for checking. As
your data sets will be citable you might want to refer to them in your article. In any case, data
supplements and the article will be automatically linked as in the following example:
doi:10.1016/0016-7037(95)00105-9. Please use PANGAEA's web interface to submit your data
(http://www.pangaea.de/submit/).

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the
journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.
Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address

* Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

* All figure captions

« All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell-checked' and ‘grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal

« All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

69



* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of
charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-
white in print

* If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied
for printing purposes

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.
AFTER ACCEPTANCE

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The
DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the
publisher upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it
is an ideal medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not
yet received their full bibliographic information. The correct format for citing a DOI is shown as
follows (example taken from a document in the journal Physics Letters B):
doi:10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, the DOIs are
guaranteed never to change.

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if we do
not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link will be provided in
the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier now provides authors with
PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader version 7
(or higher) available free from http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate PDF
files will accompany the proofs (also given online). The exact system requirements are given at
the Adobe site: http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including
replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections
quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any
other comments (including replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by
fax, or scan the pages and e-mail, or by post. Please use this proof only for checking the
typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant
changes to the article as accepted for publication will only be considered at this stage with

permission from the Editor. We will do everything possible to get your article published quickly
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and accurately — please let us have all your corrections within 48 hours. It is important to ensure
that all corrections are sent back to us in one communication: please check carefully before
replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely
your responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of your article if no

response is received.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-mail.
For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once
the article is accepted for publication. The PDF file is a watermarked version of the published
article and includes a cover sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the
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RESUMO: Objetivou-se determinar as espécies de microrganismos do grupo coliformes
encontrados nos moluscos bivalves Anomalocardia brasiliana (Gmelim, 1791), Tagelus plebeius
(Lightfoot, 1786) e na agua, correlacionar com os fatores ambientais e identificar a espécie
melhor indicadora de contaminacdo microbioldgica na Bacia do Pina, Recife, Pernambuco,
Brasil. Foram coletadas 24 amostras de cada molusco e de dgua em dois pontos do estuario no
periodo de junho/2009 a maio/2010. Os parametros ambientais (T°C, S, pH, OD, DBO) foram
correlacionados com as bactérias presentes nos bivalves e na dgua para detectar padrdes na
distribuicdo espacial e temporal. Testes estatisticos indicaram que ndo existem diferencas
significativas com relacdo a presenca e distribuicdo de bactérias em A.brasiliana, T. plebeius e
na agua e que os parametros ambientais avaliados ndo influenciaram nesta distribuicdo. As
espécies de maior ocorréncia foram Escherichia coli, Enterobacter aerogenes e Enterobacter
gergoviae. A. brasiliana mostrou-se mais constante, abundante e resistente, e demonstrando ser a
espécie recomendada como bioindicadora de qualidade microbioldgica da agua, quando
comparada com T. plebeius.

Palavras—chave: Anomalocardia brasiliana, Tagelus plebeius, bioindicadores, bioacumulacao,

poluigéo organica, enterobacteérias.
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ABSTRACT

The objective was to determine the species of coliforms found in bivalve molluscs
Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791), Tagelus plebeius (Lightfoot, 1786) and water,
correlating with environmental factors and also to identify the best indicator species of
microbiological contamination in the Pina Basin, located in the state of Pernambuco, Brazil. 24
samples were collected at two locations in the estuary between June 2009 and May 2010.
Environmental parameters (T°C, S, pH, DO, BOD) were correlated with the bacteria from the
shellfish and water to detect patterns in spatial and temporal distribution. Statistical tests
indicated that no significant differences regarding the presence and distribution of bacteria in A.
brasiliana, T. plebeius and water; additionally, the environmental parameters evaluated did not
affect this distribution. The most frequently occuring species were Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, and Enterobacter gergoviae. A. brasiliana showed to be more constant,
abundant and resilient, and is likely to be recommended as a better bioindicator species for

microbiological water quality when compared with T. plebeius.

Keywords: Anomalocardia brasiliana, Tagelus plebeius, biomarkers, bioaccumulation, organic

pollution, enterobacteria.

INTRODUCAO

Os estuarios sdo considerados ambientes altamente produtivos e exportadores de
nutrientes e matéria organica para aguas costeiras adjacentes, habitats vitais para espécies de
importancia comercial, além de gerarem bens e servicos para comunidades locais (Lapointe &
Clark 1992). Estes ambientes sdo altamente vulneraveis, podendo ser comprometidos se houver
alteracOes abruptas em alguns de seus pardmetros ambientais. A ocupacao desordenada em &reas
urbanas e 0 aumento de atividades industriais, portuarias, pesqueiras e turisticas, sem um plano

gestor adequado, coloca em risco o0s atributos basicos dos estuarios brasileiros e ecossistemas
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associados, provocando diminuicdo da qualidade de vida da populagéo local (Troussellier et al.
2004).

Um dos efeitos decorrentes das atividades humanas sobre o estuario é a polui¢do das
aguas, oriundas, principalmente, dos esgotos domésticos e efluentes industriais, um grande
problema em nivel global, quer pelo montante de poluente despejado, quer pelos problemas
concretos trazidos a salde publica (Almeida et al. 2001). Os principais poluentes encontrados
nos esgotos domeésticos sdo os restos organicos e bactérias do grupo coliformes. Esses poluentes
podem causar distdrbios intestinais, diarréia e intoxicacoes, que podem ser veiculados pela dgua
contaminada, no caso de recreacdo ou pelo consumo de pescado contaminado (Neill 2004).

Segundo Pruzzo et al. (2005), a filtracdo da &gua nos bivalves ocorre gracas ao
movimento ciliar de células das branquias e estes animais tém a capacidade de filtrar 19 a 50 | de
agua por hora, com pouca ou nenhuma capacidade seletiva. Em decorréncia disso, podem
acumular grande nimero de bactérias, virus e parasitos, como também toxinas e metais pesados
(Leal & Franco 2008). Em ostras, por exemplo, grande percentual das bactérias ingeridas
sobrevive ao processo digestivo, devido a adaptacdo ao ambiente marinho, aos mecanismos de
resisténcia associados a degradacdo enzimatica e ao uso do ambiente intestinal do hospedeiro
como fonte nutricional por esses microrganismos (Cook 1984, Silva et al. 2003).

O consumo de moluscos bivalves provenientes das atividades de extrativismo ou de
cultivo deve ser avaliado em relagéo aos riscos de veiculagdo de microrganismos patogénicos, o
que tem representado sérios problemas de satde publica (Wait et al. 1983, Miesciner et al. 1992,
Regan et al. 1993). Assim, areas com estas atividades deveriam ser microbiologicamente
monitoradas com o0 uso de microrganismos indicadores. Esses indicadores deveriam incluir
microrganismos entéricos patogénicos como, por exemplo, a Salmonella e o virus Norwalk,
geralmente relacionados com epidemias por veiculacdo hidrica (Wang 1997). No entanto, estes
organismos sdo irregularmente distribuidos, ocorrendo em baixas concentragcdes no ambiente, o

que dificulta 0 monitoramento. Como alternativa, o critério microbioldgico tem sido baseado em
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bactérias entéricas ndo patogénicas, como os coliformes termotolerantes, dentre estes a bactéria
Escherichia coli. Cabe ressaltar, que a utilizacdo do indicador E. coli tem sido questionada em
funcdo de que a auséncia desta bactéria ndo assegura a auséncia de patdgenos entéricos (Regan et
al. 1993, Machado et al. 2000).

A captura de moluscos na Bacia do Pina ocorre de forma extrativista, estendendo-se,
durante todo o ano. N&o h& regulamentacdo legal ou mesmo instrucdo normativa por parte dos
6rgdos ambientais estaduais e municipais para sua coleta. Existem, no entanto, resolucGes e
portarias nacionais que regulamentam e estabelecem padrdes de qualidade microbiologica
indispensaveis, para que a dgua e os bivalves possam ser utilizados pelo homem com seguranca,
sem agravos a saude (Brasil 2003).

Objetivou-se neste contexto, determinar o nivel de contaminacéo do estuario da Bacia do
Pina no municipio de Recife, Pernambuco — Brasil, através da contagem de microrganismos
indicadores em Anomalocardia brasiliana (marisco), Tagelus plebeius (unha-de-velho) e da agua
adjacente desse local, com possivel uso desses bivalves, como indicadores da qualidade

ambiental.

MATERIAL E METODOS

O material que fundamentou este trabalho foi procedente do estuario da Bacia do Pina
que esta localizado na area urbana do municipio de Recife, Pernambuco, Brasil (08°04°03”S-
34°52°16”W), e ¢é formado pela confluéncia dos rios Tejipio, Jiquia, Jorddo, Pina e pelo braco sul
do Capibaribe (Fig. 1). O estuario recebe alto fluxo de descargas oriundos das industrias e
efluentes domésticos e por ser uma area portuéria, hd um constante trafego de embarcacdes. Sua
extensdo é de 3,6 km e largura variavel, sendo a minima de 0,26 km e a maxima de 0,86 km,
perfazendo uma area total de aproximadamente 2,02 km?.

A érea estudada apresenta dois periodos climaticos bem definidos pelo regime de
precipitacdo pluviométrica; um periodo chuvoso que compreende 0s meses de margo a agosto, e

um periodo de estiagem ou seco, que corresponde aos meses de setembro a fevereiro.
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O estuario ¢ uma éarea de importancia sécio-econdmica, principalmente para 0s
pescadores artesanais que coletam moluscos comestiveis de valor comercial, tais como A.

brasiliana, T. plebeius, Iphigenia brasiliana e a Mytella charruana (Feitosa et al. 1999).
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Fig. 1 - Mapa da cidade do Recife, Pernambuco, Brasil, indicando os locais de coletas
da 4gua e dos bivalves Anomalocardia brasiliana e Tagelus plebeius no estuario da

Bacia do Pina.

Amostras dos bivalves e da agua
Foram realizadas coletas quinzenais de Anomalocardia brasiliana, Tagelus plebeius e da
agua, no periodo de junho de 2009 a maio de 2010 em dois pontos na Coroa do Passarinho, na
Bacia do Pina (Fig. 1). Em maré baixa, foram coligidos manualmente 80 exemplares de cada
espécie com tamanho médio de 19,16mm (A. brasiliana) e 35,00mm (T. plebeius), com a
finalidade de se obter 80 g do material intravalvar para a realizacéo das analises. Os exemplares
foram devidamente acondicionados em sacos plasticos e colocados em recipiente isotérmico. A
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agua foi coletada nos locais de extracdo dos moluscos em garrafas estéreis de 200 mL e
acondicionada em caixa isotérmica. Todo o material foi transportado ao Laboratorio de Inspecdo
de Carne e Leite (LICAL) do Departamento de Medicina Veterindria da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, onde as analises bacterioldgicas foram realizadas.

No laboratorio, os bivalves foram lavados em agua corrente e escovados para retiradas de
incrustagdes, sendo utilizados somente os moluscos com valvas fechadas. Em seguida, as valvas
foram assepticamente abertas e todo contetdo foi transferido para um recipiente estéril e pesados
25 g de cada molusco.

Tanto para as amostras de agua quanto para as amostras dos bivalves, a quantificacdo de
coliformes totais e termotolerantes foi realizada segundo o método do Numero Mais Provavel,
citado por Brasil (2003) e Silva et al. (2007). Dos tubos positivos dos caldos VB e EC foram
realizados repiques com uma alca de platina e estriadas placas de Agar Eosina Azul de Metileno
(EMB) e incubadas por 18-24 horas, a 36°C.

As colénias tipicas foram transferidas para tubos com Agar Padrio para Contagem (PCA)
e incubados por 24h a 36°C para proliferagcdo. As colonias foram identificadas bioquimicamente
conforme o recomendado por Holt et al. (1994), Buller (2004) e Silva et al. (2007).

Para pesquisa de Salmonella spp foi realizado o pré-enriquecimento, onde se pesou
assepticamente 25g da amostra de cada amostra de molusco e adicionou-se 225 mL de agua
Peptonada Tamponada que foi incubado em estufa bacterioldgica a 36°C, por 16 a 20 horas. O
enriquecimento foi realizado em tubos contendo 10 mL do caldo selenito cistina e em tubos com
10 mL do caldo Rappaport-Vassiliadis, incubados em banho-Maria a 42°C por 24 horas. Ap6s
este periodo aliquotas de cada amostra foram estriadas em placas de Petri com meios seletivos
Agar de desoxicolato-lisina-xilose (XLD) e Agar verde brilhante vermelho de fenol lactose
sacarose (BPLS) e incubadas a 36°C, por 18 a 24 horas. As coldnias suspeitas foram submetidas

ao perfil bioquimico, conforme orientagédo de Brasil (2003).
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Variaveis ambientais

A temperatura da agua foi registrada in situ com auxilio de um termémetro comum de
alcool submergido nos pontos de coletas. As amostras para determinacdo dos parametros
hidrolégicos foram coletadas na lamina d’adgua adjacente ao banco de areia, de acordo com 0s
procedimentos usuais. A salinidade foi determinada método de Morh-Knudsen e o oxigénio
dissolvido na &gua (OD) pelo método de Winkler, ambos descritos por Strickland e Parsons
(1972); a demanda bioguimica do oxigénio (DBO) pela técnica descrita no Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater (Apha 1985); a taxa de saturacdo do oxigénio foi
determinada, utilizando-se a tabelas Oceanograficas Internacionais (Unesco 1986); o pH foi
medido através de um pH-metro de bancada. As analises de &gua para a determinacdo dos
pardmetros fisico-quimicos foram realizadas no Laboratorio de Oceanografia Quimica do
Departamento de Oceanografia da Universidade Federal de Pernambuco.

Os dados de precipitacdo pluviométrica foram cedidos pelo Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET), ponto do Curado, do Ministério da Agricultura, pecuéria e
Abastecimento — 3° DISME. Foi verificado o acumulado pluviométrico de dez dias anteriores a

cada coleta, durante todo o periodo da pesquisa.

Andlise estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade e homocedasticidade e posteriormente foi
feito o escalonamento multidimensional (MDS) a partir de uma matriz de similaridade,
utilizando o indice de Bray-Curtis, com os dados de abundancia de bactérias nos trés substratos
A. brasiliana e T. plebeius e &4gua, ndo transformados. As analises foram feitas com os programas
Primer 6.2 e Permanova (Anderson 2005).

Os dados de coliformes totais, coliformes termotolerantes, abundéancia das bactérias e
fatores abioticos (OD, DBO, salinidade, pH, temperatura da agua e indice de precipitacdo) foram
analisados através de correlacdo multipla e a significancia testada através de teste t.
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RESULTADOS
Dados abioticos

A temperatura da agua na Bacia do Pina teve pequena amplitude térmica com valores
oscilando entre 25,5°C e 30°C, com média de 28,13 °C no ponto 1 e entre 27°C e 32°C, com
média de 29,13°C no ponto 2 (Fig. 2), sendo a diferenca entre os dois pontos significativa
(Fa46= 7,59; p= 0,008), mas sem diferenca significativa entre os periodos chuvoso e seco
F,46= 0,10; p= 0,75).

O OD variou de indetectdveis (condicdo de anoxia) nos dois pontos, no més de
junho/2009 a 11,43 ml 1" no ponto 2 no més de outubro/2009 (Fig. 2), com média de
3,04 + 1,60 ml I no ponto 1 e 3,27 + 2,18 ml I"* no ponto 2. Com relacéo ao percentual de
saturacdo, observaram-se algumas oscilagdes, com minimo de 0% nos dois pontos e maximos de
155,36% e 253% nos pontos 1 e 2, respectivamente, sem diferenca significativa entre os dois
pontos (Fu46= 0,17; p= 0,680), mas com diferenca significativa entre os periodos chuvoso e
seco (F 46= 4,127; p= 0,04799).

Com relacéo @ DBO, o menor valor observado foi < 1 mg I™* nos dois pontos e o maior foi
14,33 mg I no ponto 2, no més de outubro/2009 (Fig. 3). As médias nos dois pontos para esta
variavel ambiental foram 1,67 + 2,48 mg I* e 1,84 + 3,32 mg I, nos pontos 1 e 2,
respectivamente, sem diferencas significativas entre os dois pontos (F 6= 0,04; p= 0,84), e
entre o periodo chuvoso e o seco (F,46= 0,58; p= 0,449).

A salinidade variou entre 10,84 (julho/2009) e 31,81 (mar¢o/2010), os menores teores
foram registrados nos meses com maior precipitacdo pluviométrica e aporte de agua doce
proveniente dos rios adjacentes a area (Fig. 3), com diferenca significativa entre os dois pontos.
No ponto 1 foi significativamente maior do que no ponto 2 (F(46= 10,605; p= 0,002), e no

periodo seco foi significativamente maior do que no chuvoso (F 4= 10,417; p = 0,0023).
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Coletas de junho/2009 a maio/2010
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A
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Brasil. (12 e 22 coletas mensais)
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Quanto ao potencial hidrogenibénico da dgua (pH), houve pouca variagdo, estando sempre
alcalino durante todo o periodo estudado. O menor pH foi de 7,05 no ponto 2, em janeiro/2010 e

0 maior foi de 8,16 no ponto 2, em junho/2009 (Fig. 4).

A precipitacdo pluviométrica, variou de um minimo de 0,00 mm em outubro e dezembro
de 2009, e méaxima de 11,85 mm com média 4,91 + 3,87 mm, sendo a diferenca entre os dois

periodos significativa (F 4= 9,3065; p= 0,00378).
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Fig. 3 — Variagdo mensal da DBO e da salinidade durante o periodo de junho de 2009 a maio de

2010 nos dois pontos de coletas, Bacia do Pina, Recife, Pernambuco, Brasil. (1 e 22 coletas

mensais)
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e 22 coletas mensais)

Dados bidticos
Os resultados das analises do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais (Ct) e
termotolerantes (CT) nos bivalves, A. brasiliana e T. plebeius da Bacia do Pina, em ambos os
pontos de amostragem, estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2. Nos meses de junho/2009 a
agosto/2009 e maio/2010, T. plebeius e A. brasiliana, respectivamente, estavam ausentes no

ponto 2, motivo pelo qual ndo se tem dados de coliformes nestes meses.
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Tabela 1. Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais (Ct) e termotolerantes (CT) na
agua e nos bivalves Anomalocardia brasiliana e Tagelus plebeius no ponto 1, do estuario da
Bacia do Pina — PE, no periodo de junho de 2009 a maio de 2010.

COLETA _ C. TOTAL ' c: .TERMOTOI__ERAN'IjE
A. brasiliana T. plebeius Agua A. brasiliana T. plebeius Agua
(NMPg?h  (NMPgh (NMPmIY)  (NMPg") (NMPg') (NMPmI?)
08/jun 2,4x10°  >2.4x10*  7,5x10 2,4x10°  >2.4x10*  o9x10*
25/jun 4,6x10° 1,1x10* 2,4x10° 4,6x10° 1,1x10* 2,3x10
06/jul 46x10°  >2.4x10"  >2.4x10° 4,6x10°  >2.4x10"  >2.4x10°
20/jul 1,5x10°  >2.4x10*  >2,4x10° 1,5x10°  >24x10*  >2,4x10°

04/ago 2,4x10°  >2.4x10°  >2.4x10° 2,4x10°  >2.4x10*  >2,4x10°
18/ago 9,3x10? 1,1x10°  >2,4x10° 4,3x10° 1,1x10*  >2,4x10°
01/set 2,4x10° 2,3x10°  4,6x10° 2,4x10° 2,3x10? 4,6x10°
17/set 2,4x10° 2,4x10°  2.4x10° 2,3x10 7,0x10 9,3x10°

05/out 2,3x10° 7,5x10° 4,0x10 2,3x10° 4,3x10° 4,0x10
20/out 9,0x10 1,5x10° 9,0x10 9,0x10 1,5x10° 9,0x10
03/nov 2,3x10° 2,4x10° 9,0x10 9,0x10 2,4x10° 4,0x10
17/nov 7,0x10 9,3x10? 1,5x10° 7,0x10 9,3x10? 7,0x10

01/dez 2,3x10° 7,5x10° 1,5x10? 2,3x10° 7,5x10° 1,5x10?
15/dez 9,3x10° 9,3x10° 1,5x10? 4,3x10° 9,3x10° 1,5x10?
12/jan 7,5x10? 4,3x10 4,6x10° 7,5x10? 4,3x10 9,3x10?
29/jan 4,6x10° 2,4x10°  4,6x10° 4,6x10° 2,4x10° 4,6x10°

03/fev <3,0x10 9,3x10° 9,0x10 <3,0x10 4,3x10° 4,0x10
18/fev <3,0x10 2,3x10? 4,0x10 <3,0x10 2,3x10° 4,0x10
01/mar 4,3x10° 9,3x10° 1,5x10? 4,3x10° 9,3x10° 1,5x10?
15/mar 4,0x10 2,4x10° 2,3x10° 4,0x10 9,3x10? 9,0x10

12/abr 2,3x10? 4,6x10° 2,1x10° 2,3x10? 4,6x10° 2,1x10°
26/abr 2.1x10? 1,1x10* 1,1x10* 2.1x10? 1,56x10° 1,1x10%
10/mai 2,3x10? 9,3x10? 9,3x10? 2,3x10? 9,3x10? 9,3x10?
25/mai 2.3x10? 2.4x10° 4,6x10° 2.3x10? 2.4x10° 9,3x10?
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Tabela 2. Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais (Ct) e termotolerantes (CT) na
agua e nos bivalves Anomalocardia brasiliana e Tagelus plebeius no ponto 2, do estuario da
Bacia do Pina — PE, no periodo de junho de 2009 a maio de 2010.

C. TOTAL C. TERMOTOLERANTE
COLETA A brasiliana T. plebeius Agua A. brasiliana  T. plebeius Agua
(NMP g™ (NMP g (NMP ml?) (NMP g™ (NMP g (NMP mlI?)
08/jun >2 4x10* * 2,4x10° >2 4x10* * 2,4x10°
25/jun 2,4x10° * 9,0x10 9,3x10? * 9,0x10
06/jul 4,6x10° * 1,1x10° 4,6x10° * 1,1x10°
20/jul 3,6x10? * >2,4x10° 3,6x10? * >2.4x10°
04/ago >2,4x10* * >2,4x10° 1,1x10* * >2.4x10°
18/ago 2,4x10° * >2.4x10° 2,4x10° * >2.4x10°
01/set 4,6x10° * 2,4x10° 4,6x10° * 2,4x10°
17/set 2,4x10° 1,1x10* 1,1x10* 1,1x10? 4,6x10° 2,8x10°
05/out 1,5x10? 2,3x10° 4,0x10 1,5x10? 2,3x10° 4,0x10
20/out 9,3x10? 4,6x10° 2,3x10° 4,3x10° 2,4x10° 2,3x10°
03/nov 7,5x10° 9,3x10° 2,3x10° 4,3x10° 3,1x10° 2,3x10°
17/nov 9,0x10 4,3x10? 9,0x10 9,0x10 4,3x10° 9,0x10
01/dez 2,3x10° 9,3x10? 2,4x10° 2,3x10° 9,3x10? 2,4x10°
15/dez 4,3x10° 4,3x10° 9,0x10 4,3x10° 4,3x10° 9,0x10
12/jan 7,5x10? 9,3x10? 2,4x10° 7,5x10? 9,3x10? 2,4x10°
29/jan 9,0x10 2,4x10° 4,6x10° 9,0x10 2,4x10° 4,6x10°
03/fev 9,3x10? 4,3x10° 4,6x10° 9,3x10° 4,3x10° 4,6x10°
18/fev 4,0x10 9,3x10? 1,5x10° 4,0x10 9,3x10? 1,5x10°
01/mar 4,3x10° 2,3x10° 2,3x10° 1,5x10? 2,3x10° 2,3x10°
15/mar 4,3x10° 2,3x10 2,3x10° 4,3x10° 2,3x10° 2,3x10°
12/abr 4,3x10? 1,1x10% 1,1x10* 4,3x10? 1,1x10* 1,1x10*
26/abr 9,3x10? 9,3x10° >2,4x10* 9,3x10° 9,3x10° >2.4x10*
10/mai 3,0x10 9,3x10 1,5x10° 3,0x10 9,3x10? 7,5x10°
25/mai * 4,6x10° 4,6x10° * 9,3x10° 2,1x10°

* auséncia do animal nas coletas

As concentracdes de Ct em A. brasiliana variaram de < 3,0 x 10 NMP g* a 4,6 x 10°
NMP g™ no ponto 1. Os maiores indices foram encontrados nas amostras referentes aos meses de
junho/2009, julho/2009 e janeiro/2010, respectivamente, enquanto o menor NMP de Ct por
grama do bivalve foi encontrado em fevereiro/2010. A concentragdo de CT variou entre
<3,0x 10 e 4,6 x 10° NMP g, sendo os maiores valores registrados nas coletas de junho/2009,
julho/2009 e janeiro/2010 e os menores valores observados no més de fevereiro/2010. No ponto

2, 0s niveis de Ct variaram entre 3,0 x 10 NMP g™ ¢ > 2,4 x 10* NMP g* na A. brasiliana. A
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menor concentracdo observada foi na coleta no més de maio/2010 e maiores valores nas coletas,
realizadas em junho e agosto/2009, respectivamente.

O T. plebeius apresentou concentracGes mais elevadas de Ct e CT, com 100% e 62,5%
das amostras apresentando indices maiores que 102 NMP g™ no ponto 1. Os menores NMP de Ct
e CT encontrados foram nas amostras referentes a setembro/2009, enquanto que para CT, 0s
maiores valores foram entre junho e agosto/2009. No ponto 2, os valores para Ct (83,33%) e CT
(100%) variaram de 2,3 x 10% a 1,1 x 10* NMP g™, sendo o menor indice correspondendo aos
meses de outubro/2009, marco e abril/2010.

Com base na analise estatistica, o periodo chuvoso apresentou influéncia significativa na
concentragdo dos coliformes termotolerantes em A. brasiliana (p < 0,05) e T. plebeius (p < 0,01),
bem como na concentragédo de coliformes totais em T. plebeius (p < 0,01).

A concentracdo dos coliformes termotolerantes em A. brasiliana (p < 0,01) e T. plebeius
(p < 0,0001) apresentou correlacdo significativa direta com a precipitacdo, bem como houve
correlagéo significativa direta entre os coliformes totais em A. brasiliana (p < 0,01) e T. plebeius
(p < 0,0001) e esta mesma varidvel ambiental. Para T. plebeius, os coliformes totais (p < 0,05) e
coliformes termotolerantes (p < 0,01) mostraram correlagdo significativa inversa com a
temperatura da agua.

Os valores de Ct das amostras de 4gua nos pontos 1 e 2 variaram de 4,0 x 10 a 1,1 x 10*
NMP mlI™* e 4,0 x 10 a > 2,4 x 10* NMP ml™, respectivamente, enquanto que, os CT variaram de
9,0a1,1x 10* NMP mI™* ¢ 4,0 x 10 a> 2,4 x 10* NMP ml™, respectivamente.

A andlise estatistica demonstrou ndo haver influéncia significativa na concentracdo dos
coliformes totais e termotolerantes na agua entre os pontos amostrados, bem como nos dois

periodos (seco e chuvoso) estudados.
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Treze espécies de bactérias do grupo coliforme foram identificadas, sendo 10 no ponto 1
e 12 no ponto 2. Nao houve diferenca na composicéo qualitativa entre os dois pontos de coleta e
nem entre os substratos estudados — agua, Tagelus plebeius e Anomalocardia brasiliana. Com
excecdo de Citrobacter amalonaticus, que ocorreu apenas no ponto 1 e de Klebsiella ozaenae
que ocorreu apenas no ponto 2, os demais ocorreram em pelo menos um dos trés substratos nos
dois pontos (Tabelas 3 e 4).

Em relacdo a frequéncia de ocorréncia por substrato, 11 espécies foram isoladas em A.
brasiliana, sendo a mais frequente a Escherichia coli, que foi isolada em 11 meses de coleta,
seguindo-se Enterobacter aerogenes (10 meses) e da Enterobacter gergoviae (8 meses). Com
relagdo a diversidade de bactérias por amostra, em A. brasiliana variou de 0 a 8, com moda de
trés espécies de bactérias por amostra.

Onze espécies de bactérias do grupo coliformes foram isoladas em T. plebeius, sendo as
mais frequentes a Escherichia coli, isolada em 12 meses de coleta, seguida de Enterobacter
aerogenes (nove meses) e da Enterobacter gergoviae (sete meses). Com relacdo a diversidade de
coliformes por amostra, 0 nimero de espécies em T. plebeius variou de 0 a 8, com moda de trés
espécies de bactérias/amostra.

O quantitativo de coliformes na agua foi de 12 espécies, sendo as mais frequentes
Enterobacter gergoviae, isolada em todas as coletas, seguida da Escherichia coli (11 meses) e da
Enterobacter aerogenes (sete meses). Com relacdo a diversidade de bactérias por amostra, 0
ndmero na agua variou de 0 a 9, com moda de trés espécies de bactérias/amostra.

As associagdes de bactérias do grupo coliforme ndo apresentaram uma estrutura distinta
entre os trés substratos: A. brasiliana, T. plebeius e na agua, como pode ser observada na Fig. 5.

Ndo sendo observada diferenca significativa entre os trés substratos (F,22)= 1.10; p= 0,2871).
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de 2010, Bacia do Pina, Recife, Pernambuco, Brasil.

Tabela 3. Espécies de bactérias do grupo coliformes isoladas na agua, Anomolacardia

brasiliana e Tagelus plebeius no ponto 1 durante o periodo de junho de 2009 a maio

Agua Moluscos
Microrganismos isolados A. brasiliana T. plebeius
N* (%) N* (%) N* (%)
Buttiauxella agrestis 02 (2,41) 01 (1,50) 03 (3,03)
Citrobacter amalonaticus 01 (1,21) - 03 (3,03)
Enterobacter aerogenes 14 (16,87) 17 (25,00) 12 (12,10)
Enterobacter gergoviae 12 (’14,46) 11 (16,18) 17 (17,20)
Escherichia coli 35 (42,17) 30 (44,00) 47 (47,47)
Klebsiella pneumoniae 07 (8,43) 03 (4,42) 04 (4,04)
Klebsiella rhinoscleromatis - 02 (2,90) 01 (1,01)
Kluyvera ascobarta 06 (7,23) 04 (6,00) 05 (5,05)
Pantoea agglomerans 01 (1,20) - 01 (1,01)
Providencia alcalifaciens 01 (1,20) - -
Providencia rettgeri - - 02 (2,02)
Serratia liquefaciens 04 (4,82) - 04 (4,04)
83 68 99

*N = nUmero de isolados

Tabela 4. Espécies de bactérias do grupo coliformes isoladas da 4gua e em Anomolacardia

brasiliana e Tagelus plebeius no ponto 2 durante o periodo de junho de 2009 a maio de

2010, Bacia do Pina, Recife, Pernambuco, Brasil.

Agua Moluscos
Microrganismos isolados A. brasiliana T. plebeius
N* (%) N* (%) N* (%)
Buttiauxella agrestis 03 (3,89) 05 (7,04) 01 (2,27)
Enterobacter aerogenes 04 ((5,2) 14 (19,71) 06 (13,64)
Enterobacter gergoviae 18 (23,38) 12 (17,00) 03 (6,82)
Escherichia coli 36 (46,76) 29 (40,80) 21 (47,70)
Klebsiella ozaenae 01(1,3) - -
Klebsiella pneumoniae 04 (5,19) 02 (2,81) 05 (11,36)
Klebsiella rhinoscleromatis 03 (3,89) 01 (1,40) -
Kluyvera ascobarta 03 (3,89) 05 (7,04) 05 (11,36)
Pantoea agglomerans - 01 (1,40) -
Providencia alcalifaciens - 01 (1,40) -
Providencia rettgeri - 01 (1,3) -
Serratia liquefaciens 05 (6,5) 01 (1,40) 03 (6,82)
78 71 44

*N = numero de isolados
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Fig. 5 — Escalonamento multidimensional das espécies de coliformes na
agua (A) e nos bivalves Anomalocardia brasiliana (Ab) e Tagelus plebeius
(T) durante o periodo de junho de 2009 a maio de 2010 nos dois pontos de

coletas, Bacia do Pina, Recife, Pernambuco, Brasil.

Com relacdo a pesquisa de Salmonella spp. nos dois bivalves, esta foi negativa em 25¢g de
todas as amostras analisadas, nos dois pontos estudados.

Ainda que muito baixa, algumas bactérias apresentaram correlagdo com os parametros
ambientais, sendo maior coeficiente de determinacdo obtido para Escherichia coli em relacéo a
DBO, que foi de 11,38%, seguida de Enterobacter aerogenes (r=-0,360; p=0,017) em
A. brasiliana. A correlagdo do OD com a Escherichia coli isolada na &gua, também foi baixa
(r=-0,332; p= 0,022). Bem como a correlacdo da salinidade com a Klebsiella pneumoniae
(r=0,300; p= 0,040) e K. rhinoscleromatis (r= 0,281; p= 0,054) isolados da agua. Correlacdo da
precipitagdo pluviométrica com a Escherichia coli (r= -0,337; p= 0,020) isolada da &gua e
Providencia rettgeri  (r= 0,333; p= 0,043) de T. plebeius e o pH com a Escherichia coli

(r=-0,326;p= 0,025) isolada da agua.
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DISCUSSAO

A contaminag8o de aguas costeiras estuarinas € um sério problema ambiental. A Bacia do
Pina, é utilizada como meio de subsisténcia de muitos pescadores artesanais que se dedicam a
captura de moluscos bivalves para consumo familiar e para comercializacdo. Porém, as
condigBes sanitdrias da &rea sdo muito comprometidas, devido as descargas de efluentes
domésticos e &guas residuais ndo tratadas ou tratadas inadequadamente.

A contaminagdo microbioldgica dos moluscos bivalves compromete a qualidade do
pescado e a saude humana. De acordo com Wood (1976), os exames microbioldgicos periddicos
da 4gua e dos moluscos bivalves compdem excelente parametro indicador da contaminacao por
microrganismos patogénicos. Portanto, os bivalves séo utilizados como organismos sentinelas da
qualidade do ecossistema marinho, ou seja, através do monitoramento da concentracdo de
poluentes em seus tecidos. Os bivalves estudados, T. plebeius e A. brasiliana, devido aos seus
habitos filtradores, tém sido apontados como potenciais indicadores de contaminagdo
microbioldgica, ndo s6 por bactérias ambientais, como aquelas consideradas patogénicas cujos
resultados podem ser Gteis tanto para vigilancia ambiental e sanitaria quanto epidemioldgica.

No Brasil as concentracdes de CT para aguas sdo regulamentadas pela Resolugcdo n° 357
de 2005 do CONAMA, onde os bivalves poderdo ser extraidos e/ou cultivados. A densidade de
CT, de um minimo de 15 amostras coletadas no mesmo local, ndo devera exceder 43 NMP 100
ml™ e o percentil 90% n&o devera ultrapassar 88 CT por 100 ml. Estes indices dever&o ser
mantidos em monitoramento anual com um minimo de cinco amostras. A agua da Bacia do Pina,
de acordo com a densidade de CT pode ser classificada como &gua de Classe 1 (aquicultura,
atividades de pesca e contato primario) e/ou de Classe 2 (pesca amadora e recreacdo de contato
secundario), o que demonstra que a qualidade esta em desacordo com a legislacdo vigente,
devido a elevados niimeros de coliformes NMP ml™.

Em estudo envolvendo ostras Crassostrea virginica (Gmelin, 1791) de um estuario da

costa do Golfo do México, Burkhardt Il & Calci (2000) encontraram concentracdes de
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coliformes quatro vezes maiores nos moluscos do que na agua adjacente. Pereira et al. (2006)
estudando ostras da regido costeira de Floriandpolis (Santa Catarina, Brasil), encontraram
concentracdes variando de < 3a > 1,1 x 10° NMP g™ para CT. Kolm & Absher (2008) obtiveram
valores entre 6,4 x 10° e 4,8 x 10 NMP g* em C. rhizophorae (Guilding, 1828) e C. brasiliana
Lamarck no complexo estuarino de Paranagud (Parana, Brasil). Neste estudo, as concentrages
de coliformes totais e termotolerantes nos bivalves em relagdo a agua, seguiram este padrao,
existindo, em algumas amostras, uma relacdo inversa, o que pode ter sido devido a descarga
recente de fontes poluidoras.

Sanchez et al. (1991) em estudo com ostras coletadas no litoral do estado de Sao Paulo
obtiveram niveis de CT que variaram de 7,0 a 3,0 x 10° g™}, maiores que os encontrados neste
trabalho. Na analise de bactérias de origem fecal contaminantes de ostra Crassostrea
rhizophorae no estuario do Rio Coc6 (Ceara, Brasil) encontraram valores para Ct e CT nos
tecidos variando entre < 1,8 g* a > 1600 g e < 1,8 g* a 920 g™, respectivamente (Silva et al.
2003), indices inferiores aos observados neste estudo, enquanto Vieira et al. (2008) em pesquisa
sobre a contaminacdo fecal em Crassostrea rhizophorae do estuario do Rio Pacoti (Ceara,
Brasil), obtiveram NMP de coliformes totais nas amostras das ostras variando de < 1,8 a 3,5 x
10° g e coliformes termotolerantes variando de < 1,8 a 2,8 x 10% g™, ou seja, préximos aos
encontrados no presente estudo.Vieira et al (2007) encontraram niveis de NMP de Ct variando de
<1,8a9200g" e CT variando de < 1,8 a 430 g™* em Crassostrea rhizophorae no estuario do Rio
Jaguaribe (Ceara, Brasil), niveis abaixo dos observados neste estudo. Ramos et al. (2010)
encontraram valores de < 3,0 a 8,0 x 10 NMP g™ em Crassotrea gigas (Thunberg, 1793), sendo
que 77% das amostras foram inferiores a < 3,0 NMP g™ da Bafa Sul (Santa Catarina, Brasil).
Lucena et al. (1994) também observaram que as concentragfes nos niveis de bactérias em
Mytilus edulis d’Orbigny, 1846 foram maiores que na agua, indicando ocorréncia de

bioacumulagdo, com aumento dos indices relacionado ao aumento da poluicéo.
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Entre os grupos de indicadores bacterianos, de maior importancia sanitaria na
determinacdo da qualidade microbioldgica da &agua, se encontram os coliformes totais e
termotolerantes. De acordo com Apha (2000), o grupo coliforme é heterogéneo e constituido de
bactérias fermentadoras de lactose, pertencente & Familia Enterobacteriaceae, cujos principais
géneros sao Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella e Escherichia.

Os membros do grupo coliformes podem ter sua origem fecal, sendo a Escherichia coli,
bactéria presente na microbiota intestinal de homens e animais de sangue quente, a espécie do
grupo coliforme de maior importancia em estudos de qualidade de &gua (Chiroles Rubacalba et
al. 2007). Caplenas & Kanarek (1984) sugeriram que o termo coliformes fecais deveria ser
substituido por coliformes termotolerantes, devido a algumas espécies ndo terem,
necessariamente, origem fecal, como, por exemplo, as espécies dos géneros Klebsiella e
Citrobacter.

As 13 espécies de coliformes isoladas na Bacia do Pina sdo bactérias comuns em
ambientes estuarinos de regibes tropicais impactadas. A area estudada € influenciada pelos
grandes aportes de efluentes domésticos e aguas ndo tratadas provenientes das comunidades
ribeirinhas desprovidas de saneamento basico e com pouca ou nenhuma seguranca sanitaria. No
presente estudo nove géneros bacterianos foram identificados, com destaque para Escherichia,
Enterobacter, Klebsiella e Citrobacter. Outros autores também identificaram coliformes na agua,
como Hazen & Toranzos (1990) que encontraram os géneros Klebsiella e Citrobacter com alta
frequéncia em aguas tropicais; Chiroles-Rubacalba et al. (2007) isolaram seis espécies do grupo
coliformes em &guas tropicais de Cuba, dentre estas, Escherichia coli (69,7%), Klebsiella
pneumoniae (9,7%), Enterobacter aerogenes (9%) e Citrobacter amalonaticus (0.6%),
coincidindo com os resultados do presente estudo. Estas bactérias foram as mais frequentes e
mais abundantes no estuario da Bacia do Pina.

Sousa et al. (2004) analisando amostras de Crassostrea rhizophorae do estuario do Rio

Coco (Ceard, Brasil), encontraram Providencia spp. (41%), Klebsiella spp. (8,3%), Proteus spp.
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(16,6%) e Morganella morganii. Barros et al. (2005) avaliando as condi¢Ges microbioldgicas de
Crassostrea rhizophorae coletadas em dois pontos da Praia do Futuro (Ceard, Brasil)
identificaram E. coli (86,6%), Enterobacter spp. (37,3%), Citrobacter freundii (9,2%),
Enterobacter spp. (28,5%) e Klebsiella spp. (3%). Alguns dos géneros encontrados por estes
autores coincidem com os identificados neste estudo.

Com excecdo de Providéncia rettgeri, todas as espécies de coliformes foram isoladas da
agua. A referida espécie ocorreu em A. brasiliana e T. plebeius simultaneamente e apenas no
més de junho/2009 — periodo chuvoso. A auséncia desta espécie na dgua sugere que a filtracdo
ocorreu em eventos anteriores a coleta dos moluscos e, provavelmente, houve renovagdo no
ambiente pelo movimento da maré.

No més de junho, na agua, dos 13 microrganismos do grupo coliformes identificados, seis
espécies foram isoladas. O regime de chuvas influenciou na composicao qualitativa das espécies;
nesse més a média dos dez dias que antecederam a coleta foi de 11,85mm, a maior em todo o
periodo estudado. Outra explicacdo pode ser dada, pela especificidade ecoldgica das espécies, 0s
coliformes tém pouca tolerancia a salinidade das dguas do mar, sendo o sal toxico para estas
bactérias, existe a eliminacdo de 90% da populacdo de E. coli em poucas horas ou minutos
(Hagler & Hagler 1988).

As variagdes espaco-temporal das comunidades bacterianas que indicam a contaminagéo
fecal nas areas costeiras ndo sao homogéneas em toda a sua extenséo e as flutuagbes encontradas
estdo associadas, principalmente, as condicdes locais e temporais tais como a localizagcdo das
fontes de contaminacgdo (rios, desagues, esgotos, etc.), a ocorréncia de precipitacdo e regime
hidrodindmico imperante (Delgado Gomez et al. 2008). Este fato foi observado por Sande et al.
(2010) e Gayathri et al. (2011) que estudando a qualidade ambiental através das analises de
Crassotrea rhizophorae e T. plebeius e do mexilhdo Perna viridis concluiram que, ndo houve
variacdo na composic¢do qualitativa, e a distribuicdo das bactérias dependem das condi¢cbes da

temperatura da agua, salinidade e outros parametros fisico-quimicos. Neste estudo, também néo
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houve correlacdo entre as espécies e 0s periodos chuvoso e seco, nem entre as espécies e 0s
pontos de coletas.

Um dos organismos patdgenos de maior importancia, quando se deseja constatar
contaminagdo por esgotos € Escherichia coli. Neste estudo a presenca desta bactéria foi
constante nos trés substratos e nos dois pontos amostrados. O isolamento de E. coli em todos os
meses e principalmente nos dois bivalves, torna-se preocupante devido o risco a saude humana.
Ela € um microrganismo da microbiota normal do intestino dos humanos e animais
homeotérmicos, que pode provocar infeccBes urinarias, septicemia e doenca diarréica. A
presenca de bactérias do grupo coliforme em moluscos filtradores é uma ocorréncia mundial,
pois areas costeiras sdo locais para reproducdo e crescimento de bivalves, e geralmente ha
escoamento de esgoto e desembocadura de rios que carreiam contaminantes, cuja concentracao
interfere na qualidade microbioldgica dos moluscos. Na area estudada ocorre uma descarga
constante de efluentes oriundos dos rios que desdguam na Bacia do Pina, além da precariedade
de saneamento bésico das residéncias do local. Portanto, justifica a ocorréncia desta bactéria
durante todo o periodo estudado.

O género Salmonella é outro patdgeno muito estudado nos alimentos marinhos, dada a
sua viruléncia e habilidade para sobreviver em grande variedade de estresse por grande periodo
de tempo (Baggesen et al. 2000). Segundo Martinez et al. (2003), a presenca de Salmonella em
sistemas aquaticos se atribui as descargas de aguas residuais urbanas, agricolas e residuos da
zona costeira, 0s quais representam um foco de contaminagdo permanente.

Gonzalez et al. (2009) estudando as condicGes sanitéarias de C. rhizophorae e da agua
da Laguna Grande de Obispo (Venezuela), encontraram E. coli, Serratia rubidaea e outras seis
especies, isolando Salmonella em amostras pontuais nos locais estudados, enquanto que Pereira
et al. (2006), Henriques et al. (2007) e Mufioz et al. (2008) ndo detectaram Salmonella spp. em
suas amostras. Estes resultados corroboram com o0s dados observados nesse trabalho. Na Bacia

do Pina ndo foram isolados de Salmonella spp. nos bivalves, o que indica que, para esta bactéria
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patogénica, o estuario apresentou condi¢Bes apropriadas, de acordo com 0 que preconiza a
legislacdo para a deteccao desta bactéria em alimentos (Brasil 2001).

Embora o isolamento de outras espécies de Enterobacteriacea seja em menor percentual,
os resultados encontrados neste estudo, sdo Uteis para se reconhecer a importancia de patdgenos
bacterianos presentes na Bacia do Pina. Os membros do género Providencia ndo sao
considerados como fortes patdgenos e sdo usualmente isolados de casos clinicos. Como outros
patdgenos oportunistas eles podem provocar doencas infecciosas e levar a morte. Providencia
rettgeri € uma espécie que ocasiona infec¢fes no trato urinario, diarréia dos viajantes e outras
doengas. Outra espécie a P. alcalifaciens esta relacionada com casos de diarréias, principalmente
em criangas (O’Hara et al. 2000).

A Citrobacter amalonaticus € uma espécie considerada patdgena oportunista e ja foi
isolada da agua, peixes, outros animais e em alimentos. E uma espécie habitante da microbiota
intestinal do ser humano e provocam vérias doengas que incluem bacteremia/sepse, infeccdo
urindria, infeccOes do trato respiratorio e outras doengas (Suwansrinon et al. 2005).

O género Serratia é reconhecido como um patdgeno importante, com propriedades
invasivas e alta resisténcia a muitos antibidticos utilizados na atualidade. A Serratia liquefaciens
€ um patdgeno oportunista e que pode provocar infecgdes no trato urinario e no trato respiratorio
(Menezes et al. 2004).

Outra espécie isolada neste estudo, Pantoea agglomerans é relatada como habitante de
plantas, agua, solo e também como comensal em animais e ser humano. A infeccdo mais comum
causada por esta bactéria é artrite séptica, mas também em infeccdes respiratorias e alergia na
pele (Liberto et al. 2009).

No estuério da Bacia do Pina, a salinidade foi maior no periodo seco e no ponto 1, no
periodo chuvoso, maiores indices pluviométricos causaram reducdo da salinidade. As analises
indicaram, porém, que ndo houve diferenca significativa detectavel entre os dois pontos e os dois

periodos climaticos. De acordo com o Conselho Nacional do Meio Ambiente (Conama 2005), 0s
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valores encontrados neste estudo para as amostras de agua enquadram estas como salobras (0,5 a
30), tipicas de estuarios tropicais.

O pH da Bacia do Pina foi caracteristicamente alcalino observado durante o periodo
estudado e corrobora com os estudos de Feitosa et al. (1999) e Nascimento et al. (2003)
realizados no mesmo estuério. Os valores de pH observados na &gua da Bacia do Pina sdo
favoraveis ao desenvolvimento de coliformes, porém, ndo houve correlagdo entre a densidade
desses e 0 pH.

Segundo Rozen & Belkin (2001), o pH da &gua do mar encontra-se entre 7,5 e 8,5 e é
influenciado pela temperatura, pressdo e atividades fotossintéticas e respiratorias dos
microrganismos. O pH em torno de 8,0 contribui para um efeito deletério na sobrevivéncia de E.
coli, enquanto que um pH mais acido, de aproximadamente 5,0, favorece o desenvolvimento da
bactéria. Nesta pesquisa os valores encontrados de pH, estdo todos de acordo com a legislacdo
vigente (Conama 2005), e se encontraram dentro do padrdo para o desenvolvimento das bactérias

e Escherichia coli mostrou correlagéo significativa inversa com o pH.

Os valores de OD estiveram abaixo do preconizado na Resolugdo n® 357 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (Conama 2005) na qual é citada que, aguas salobras, onde haja
pesca ou cultivos de organismos para fins de consumo intensivo, devem apresentar uma medida
de OD n#o inferior a 4 mg I™%. Valores mais elevados da DBO coincidiram com as maiores taxas
de saturacdo do OD, exceto para o més de abril/2010. O percentual de saturacdo variou de 0% a
253% em decorréncia da variacdo de aporte de matéria organica, trazida pelos efluentes
domeésticos oriundos dos rios que desdguam na Bacia do Pina. Os dados de DBO e OD estiveram
correlacionados com as treze espécies de coliformes, porém, com baixo poder explicativo.

A utilizacdo de indice de coliformes na avaliacdo da balneabilidade e de qualidade
microbioldgica de dgua tem sido discutida. Segundo Hagler et al. (1986) a especificidade de um
indicador depende da elevada temperatura de incubacdo como fator seletivo para a sua

enumeracao.
96



Segundo Vieira (2000) ha possibilidade de interferéncia nos resultados, microrganismos
autoctones adaptados a altas temperaturas de ambiente como € o caso das espécies de Klebsiella,
Enterobacter e Citrobacter, podem ser isoladas também nos testes para coliformes
termotolerantes.

Ressalta-se que, a contaminacgdo bacteriolégica do ambiente estuarino, principalmente em
regides de alta densidade demogréfica, além de colocar em risco a salde humana, pode causar
danos as espécies presentes no habitat, interferindo na resisténcia dos bivalves a fatores abidticos
(exposicdo ao ar e variagdo da temperatura e salinidade), ou a fatores bi6ticos (predisposicéo ao
parasitismo) (Henriques et al. 2003, Henriques et al. 2007).

A contaminacdo de moluscos bivalves por bactérias ocorre exclusivamente por via
hidrica, uma vez que a alimentacéo e respiracdo dos moluscos sdo realizadas através da corrente
ventilatoria e filtracdo da &dgua na cavidade do manto. Dessa forma, a bactéria encontrada no
molusco e ndo detectada nas amostras de &gua, indica que a contaminagdo bacteriana ocorreu
antes da captura do molusco. A microbiota isolada dos bivalves reflete as condi¢cdes de qualidade
da &gua anteriores a sua coleta, e a isolada da agua pode refletir os microrganismos de fontes
exogenas e/ou oriundas do proprio bivalve. Uma vez que o molusco pode funcionar como um
meio de cultura vivo para proliferagdo da bactéria e, inclusive, atuar como um hospedeiro
temporario. Dessa forma, os bivalves sdo potenciais exportadores das bactérias presentes na
agua.

Romalde & Barja (2010) reportam-se que espécies de moluscos servem como
hospedeiros para bactérias patogénicas, pois as bactérias se proliferam nas branquias, hemolinfa,
manto, velum e tecidos internos. Cerutti & Barbosa (1991) afirmaram que além da adaptacdo da
bactéria ao ambiente marinho, fatores como a resisténcia bacteriana a degradacéo enzimatica e
utilizacdo do contetdo digestivo como fonte de nutrientes sdo provavelmente decisivos na

selecdo das bactérias pelos bivalves.
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A auséncia de padrdo de distribuicdo espacial e temporal das densidades de bactérias e a
falta de correlacdo entre as densidades e as variaveis dos parametros ambientais, afirmam que a
Bacia do Pina comporta uma grande diversidade de bactérias ambientais e patogénicas na agua,
porém a ocorréncia é aleatdria e influenciada por aportes de efluentes de diversas origens.

O bivalve A. brasiliana é considerado uma espécie bastante resistente, tanto a deficiéncia
do oxigénio dissolvido quanto a variacdo de salinidade, condi¢Ges observadas neste estudo. Por
possuir boa adaptagdo a condi¢des de hipoxia e até de anoxia, a presenca desta espécie pode ser
favorecida em locais com essas condigdes. A. brasiliana esteve presente durante todo o periodo
de estudo, apresentou capacidade de acumular bactérias em seus tecidos, e demonstrou tolerancia
a poluicdo ambiental, caracteristicas que favorecem sua utilizacdo como indicadora dos niveis de

coliformes na &rea estudada, quando comparada com T. plebeius.
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months, otherwise they may be considered as withdrawn.

Titles of accepted manuscripts are added to 'Forthcoming publications' on the IR Web site,
together with a prepress abstract. Articles are published within a few days after corrected proofs
have been returned by the corresponding author. Orders for offprint must be made when
returning the proof (use the form provided). A copy of the journal volume or number, and

offprints ordered will be mailed to the corresponding author after an issue is printed.

MANUSCRIPT PREPARATION
Please consider the following when preparing your ms. Consult recent IR publications as a

general guide.

Once a ms has been accepted, upload or send it as a word-processing file (e.g. MS Word, not pdf
or TeX), with separate figure files. Large files (>1 MB) can be uploaded to our ftp site (ftp.int-
res.com), which can be freely accessed (please inform us if you upload anything).

Manuscript length
The target length of Research Articles is approximately 10 printed pages (about 6000 words).

Cover page
Title: Avoid 'A', 'An’, 'The', 'On’, etc. at the beginning; the title should have not more than 100

characters (ca. 15 words, 2 lines in print), and 150 characters at most. Compare:
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‘A novel method for the production of monoclonal antibodies (MAbs) specific to an envelope
protein (28kDa) of white spot syndrome virus (WSSV) of shrimp and detection of WSSV by MAb-
based antigen-capture enzyme-linked immunosorbent assay’

(236 characters, 37 words)

VS.

'‘Detection of white spot syndrome virus of shrimp by means of monoclonal antibodies specific to
an envelope protein’

(114 characters, 19 words).

Provide a running head with 3 to 6 words; e.g. 'Detection of shrimp WSSV".
Authors and addresses: If a ms has several authors from different institutions:

e use superscript numerals for identification;

e provide the address of each author's institution, including present address(es) if applicable.
Include zip or postal code but not street address or box number

e use * to refer to a footnote that identifies the corresponding author and provide her/his e-

mail.

Abstract: Limit length to 250 words. Provide concise information on your work and its principal
results. Avoid literature cites, series of data, or meaningless clauses such as 'the results are

discussed'.
Key words: Supply 3 to 8 key words, listed in order of importance.

Text

Please use numbered pages and lines, 12 point font, and double spacing. Do your very best to use
correct English grammar, spelling and punctuation; if you are not a native English speaker, you
should have the text edited by someone who is, before sending the ms to IR. You may also wish
to consult a 'How to' book such as Day & Gastel (2006) How to write and publish a scientific

paper, 6th edn (Greenwood Press, Westport, CT).

Verbosity: Please eliminate verbiage; example:

"This speed was chosen because past studies by Miller (1995) and Smith (1998) have shown this
to be slightly greater than the maximum sustained swimming speed.’

VS.

"This is slightly greater than the maximum sustained swimming speed (Miller 1995, Smith 1998).'
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Genus and species names must be in italics; write the genus name in full at first mention in
each paragraph and abbreviate whenever mentioned again in the same paragraph. When referring
to a species, do not use the genus name alone, unless you have previously defined it that way; be
precise when using 'sp.' (singular) and 'spp." (plural).

Abbreviations: Define abbreviations and acronyms in the 'Abstract’ and at first mention in the

main text, and thereafter use only the abbreviation / acronym.

Equations and units: Use standard Sl units. Relations or concentrations (e.g. mg per |) must be
given as 'mg I (not mg/l). Variables are usually italicised (except for Greek letters). Italicisation
should be consistent in normal, superscript and subscripted text. Leave one blank space on either
side of '=', ">, & etc. where these denote equalities or inequalities.

Example: 'p < 0.05, r’= 0.879' (not 'p<0.05, r’=0.879'); but: 'we studied organisms of size <0.5
pm'

Figures and tables

Figures: Please consult Guidelines to Authors on Figure Preparation.

Figures, tables, and their captions should be self-explanatory; e.g. abbreviations and acronyms
must be defined again here. If a figure or table provides data on biological species, its legend
should begin with the full Latin name of that species. For table footnotes, use superscripted

lower case letters; asterisks can be used to indicate statistical significance.

Literature cited

All quoted literature must be listed, and all listed literature must be quoted.

Periodicals: Use standard abbreviations according to 'BIOSIS Serial Sources. You can

download a list of journal abbreviations from www.int-res.com/misc/journallist.txt or use the

bibliographic database software 'EndNote’. You can obtain styles for IR journals at

www.endnote.com/support/enstyles.asp or download here.

How to cite from MEPS (example):

o Blowden DA, Clarke A, Peck LS, Barnes DKA (2006) Antarctic sessile marine benthos:

colonisation and growth on artificial substrata over three years. Mar Ecol Prog Ser 316:1-6

Books: Write the title of the book in lower case, and give the publisher and place of publication.
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e Hanski I (2005) The shrinking world: ecological consequences of habitat loss. In: Kinne O

(ed) Excellence in ecology, Book 14. International Ecology Institute, Oldendorf/Luhe

Papers from books, conference reports, symposium proceedings, etc.: Give the title of the
chapter, the editor(s) and title of the volume, the publisher and place of the publisher (not the
location where the conference was held), and the pages of the chapter. The date of the cite must

be the year of publication (not the year in which the conference was held). Example:

e West TL, Amrose WG (1992) Abiotic and biotic effects on population dynamics of
oligohaline benthic invertebrates. In: Colombo G, Ferrari I, Ceccherelli VU, Rossi R (eds)
Marine eutrophication and population dynamics. Proc 25th Eur Mar Biol Symp. Olsen &

Olsen, Fredensburg.

Dissertations: Write the title in lower case, 'MS / PhD thesis / dissertation’, and give the

university and its location. Example:

e Eve TM (2001) Chemistry and chemical ecology of Indo-Pacific gorgonians. PhD
dissertation, University of California, San Diego, CA

Websites: Permanent databases such as FishBase, GenBank, or climatological sources may be
included in the Literature Cited list; the date accessed must be given. URLs for printed
publications also available online may be included with their citations. Other website references

should only be cited in the body text. Example:
o Froese F, Pauly D (2009) FishBase. Accessed 13 Jan. www.fishbase.org

Electronic supplements

Material in a format unsuitable for inclusion within the article (overlong tables, video clips,
mathematical derivations, etc.) may be published on the Inter-Research web-site as an electronic
supplement, with a direct link from the online article. Supplementary Material must be closely
integrated with the article itself and should not be misused as a convenient way of disseminating
large amounts of extra information that would be better presented in a separate article or in an
online repository. It must be carefully prepared, as it will not go through the full prepublication
process of checking and copyediting. Inclusion of material in the electronic supplement is at the

discretion of the Editors.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A Bacia do Pina é um estuario produtivo e muito importante do ponto de vista econdémico
para 0s pescadores artesanais de moluscos infaunais, porém ndo existe seguranca sanitaria
devido a alta presenca de bactérias nos bivalves e na dgua em toda a extensdo do Coroa do

Passarinho e em todos o meses estudados;

A espécie Escherichia coli esteve presente durante todo o periodo estudado em
Anomalocardia brasiliana, Tagelus plebeius e na agua, confirmando a alta contaminagéo

bacterioldgica provenientes de impactos causados por efluentes nao tratados;

Apesar de Salmonella spp. ser bastante comum em ambientes impactados por efluentes
domeésticos e esgotos, nesta investigacdo a sua presenca ndo foi detectada;

A alta frequéncia de bactérias identificadas nos dois bivalves ratifica a recomendacéo de
evitar o consumo desses moluscos mal cozidos e sem depuracdo, visto que a presenca de

algumas espécies consideradas patogénicas pode ocasionar risco a saide humana;

A auséncia de diferenca significativa na composicao qualitativa das bactérias em Tagelus
plebeius e Anomalocardia brasiliana indica que ambas as espécies possuem capacidade de
bioacumular, exibindo excelente caracteristica como indicadoras de contaminacdo bacteriana e

de poluicéo orgénica na agua;

Devido a maior abundancia, a maior amplitude de distribuicdo espacial, a alta frequéncia
de ocorréncia, ao menor de esfor¢o de captura e maior resisténcia, Anomalocardia brasiliana
demonstra ser a espécie melhor indicada como instrumento de afericdo de qualidade

microbioldgica da agua, quando comparada com Tagelus plebeius;

As espécies T. plebeius e A. brasiliana sdo contaminadas por via hidrica, bioacumulam,

funcionam como hospedeiro intermediario de bactérias e as exportam para o ambiente.

Recomenda-se promover projetos de educacdo sanitaria e ambiental a populacdo que se
alimenta ou vivem da pesca de bivalves conscientizando-a dos riscos decorrentes do consumo
das espécies oriundas de aguas com percentual de microorganismos indicadores de poluicao,
como também reforcar a fiscalizagdo da vigilancia sanitaria quanto aos procedimentos de

acondicionamento, transporte, estocagem, conservacao e processamento desses moluscos.
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