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RESUMO

Essa pesquisa objetivou estudar a Lagoa da Pampulha (Belo Horizonte) em
2008 e 2009, abrangendo dois aspectos importantes a qualidade bacterioldgica
da 4gua nas estacdes seca echuvosa e a bacteriologia de diversos tecidos (pele,
branquia, SNC, rim, figado, fezes e filé) dos pescados ciclideos (Cichlidae), em
quatro pontos de maior atividade de pescadores. Em cada ponto foram
coletadas, uma amostra de agua e trés exemplares de peixes, totalizando vinte
e quatro peixes examinados. Tendo em vista a utilizagdo destes como alimento
para as populacoes ribeirinhas, uma estratégia popular de tratamento da carne
do peixe, a adicdo de sumo de limao, foi avaliada quanto a eficiéncia
antibacteriana. Na agua, as contagens de coliformes fecais totais, coliformes
fecais termotolerantes (45°C) e Enterococcus spp. somaram, respectivamente,
18.112, 3.700 e 1.068 NMP/100 mL, valores trés, sete e quatro vezes maiores
que os recomendados pelas portarias N° 518/2004 do Ministério da Saude,
APHA 2005, COPAM N? 010/1986 e CONAMA 2001 N® 020. Nos peixes foi
encontrada contaminacdo por diversas espécies de bactérias da familia
Enterobacteriaceae, GNNF, e géneros Aeromonas spp. e Flavobacterium spp.,
em todos érgdos dos peixes estudados,inclusive nos filés, mostrando um alto
risco sanitario para os consumidores. Ja o sumo de limdo ndo apresentou
resultado satisfatério na reducdo da contaminacdo bacteriana dos filés,
possivelmente devido a alta contagem pré-existente. Os indicadores
bacteriolégicos sdo resultado da urbanizagdo no entorno da Lagoa e
demonstram o risco a saude humana com o consumo de seus peixes e a
necessidade do tratamento dos efluentes domésticos e industriais langcados

incorretamente.

Palavras-chave: coliformes fecais; coliformes totais; coliformes fecais
termotolerantes;enterobacteriaceae; gnnf; enterococcus spp.; aeromonas spp.;
flavobacterium spp.; indicadores de qualidade de agua; saude publica;
contaminacgao bacteriana; cichlidae; efeito antrdpico; efluentes doméstico; Lagoa
da Pampulha; Belo Horizonte.



ABSTRACT

This study aimed to investigate the Pampulha Lagoon (Belo Horizonte, MG)
in 2008 kand 2009, covering two important aspects, the bacteriological quality of
water in the dry and rainy seasons and bacteriology of several tissues (skin, gill,
liver, kdney, central nervous system and muscle)of cichlid (Cichlidae), fish on
four sites regularly chosen for fishing. Considering the use of such fish as food
for coastal communities, a popular strategy for treatment of the fish, addition of
lemon juice, was evaluated for antibacterial efficiency. In water, the counts of total
coliforms, fecal thermotolerant coliforms (45°C) and Enterococcus spp. totaled,
respectively, 18,112, 3,700 and 1,068 MPN/100ml, values, representing three,
seven and four times higher than counts recommended by ordinances No.
518/2004 of the Ministry of Health, APHA 2005, No. 010/1986 and COPAM
CONAMA 2001 No. 020. In fish, contamination with different species of bacteria
of the Enterobacteriaceae, GNNF, and genera Aeromonas spp. and
Flavobacterium spp. was found in all organs, including the fillet, showing a
potential high health risk to consumers. Lemon juice did not show a satisfactory
result in reducing bacterial counts in fillets, possibly due to high pre-existing
numbers. The bacteriological indicators are the result of urbanization around the
lake and show the potential risk to human health with the consumption of fish and
reinforce the need for treatment of domestic and industrial effluents.

Keywords: fecal coliforms; total coliforms; thermotolerant fecal coliforms;
enterobacteriaceae; gnnf; enterococcus spp.; aeromonas spp.; flavobacterium
spp.; indicators of water quality; cichlidae; anthropic effect; domestic effluents;
Lagoa da Pampulha; Belo Horizonte.
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1. INTRODUGAO

A Lagoa da Pampulha é um lago artificial
localizado na cidade de Belo Horizonte, no estado
de Minas Gerais. Foi construida em 1938 como
um reservatério para o abastecimento de dgua, e
ao longo dos anos se transformou em uma das
atracOes turisticas do municipio. Embora Belo
Horizonte tenha sido planejada para dentro do
perimetro urbano da Avenida do Contorno,
ocorreu um crescimento desordenado no sentido
da periferia eentorno da Lagoa, com ocupacio de
suas margens e ndo preservacdo de seus
mananciais.

A Lagoa da Pampulha desdgua no ribeirdo
Pampulha, integrante da bacia do ribeirdodo
Onca, um afluente do rio das Velhas. Sdo
tributdrios diretos da Lagoa da Pampulha os
corregos Olhos d’Agua, Bratna, Agua Funda,
Tijuco, Mergulhdo, Sarandi (Betim) e Ressaca
(Contagem), sendo que esses dois tltimos sdo os
principais, contribuindo com 70,00% dovolume
de 4gua.

Os despejos de esgotos doméstico, industrial e
hospitalar estdo entre as agressdes mais freqiientes
contra a Lagoa da Pampulha, gerando um excesso
de matéria organica. Conseqiientemente foi
estabelecido um processo de eutrofizagdo,
levando a uma reducdo do oxigénio dissolvido
(OD) da 4gua, proporcionando um ambiente
hostil para fauna e flora, além do crescimento
exacerbado de microrganismos patogénicos e
acimulo de metais pesados.

A qualidade microbiolégica da dgua tem relagdo
direta sobre a satide dos organismos aquaticos. As
altas contagens de bactérias com potencial
patogénico podem  significar riscos  aos
consumidoresda carne dos peixes. Os pescados
oriundos da Lagoa da Pampulha sdo utilizados
como alimento para uma significativa faixa da
populacdo de baixa renda, apesar da proibi¢cao da
pesca no local. Na preparacio destes pescados, ha
uma pratica muito

comum na utiliza¢do do caldo de limao como
uma forma de tempero dos filés, etambém como
sanitizante na higienizagdodos mesmos.

A ocupacdo desordenada e o crescimento
acentuado da populacdo de baixa renda na
periferia da regido da Pampulha fizeram com que
a pesca viesse a ser além de uma atividade de
subsisténcia, uma fonte de alimento. Porém o
consumo de peixes criados em um ambiente
desfavordvel, expde a riscos os consumidores e
aqueles que entram em contato direto com a dgua.
Diante dessa situacdo esse trabalho objetivou
estudar e analisar a qualidade bacterioldgica da
dgua, dos peixes e filés in natura e tratados com
caldo de limdo, obtidos na Lagoa da Pampulha
nos anos de 2008 e 2009.

2. LITERATURA CONSULTADA
2.1. Lagoa da Pampulha

A lagoa da Pampulha foi criada em 1938 com o
objetivo inicial de reservatério de 4gua, para
tentar minimizar os efeitos das chuvas e também
como lazer. A bacia hidrogrifica da lagoa tem
drea de 97,91 Km?, delimitada pelas coordenadas
UTMs N78079/77940 e E 5950/6087, situada na
regidao metropolitana de Belo Horizonte, MG.
Parte se encontra em Belo Horizonte (43,97 Km?)
e parte no municipio de Contagem (53,94 Km?).
A capacidade original dearmazenamento, a partir
da suareconstrugdo em 1954 era de 18,0 x 10® m?,
atualmente esta reduzida a 8,5 x 10°(CDTN,
2000), ocupando uma superficie de 2,08 Km2 A
lamina d’agua é rasa devido ao assoreamento,
atingindo 14,0 m nas proximidades do vertedouro.

A ocupag@o urbana desordenada, o desmatamento
das margens e cabeceiras dos cdrregos, o
decapeamento do solo, a deposi¢do inadequada de
residuos solidos, redes de esgoto clandestinas com
lancamento nos cursos d’agua, entre outros,
contribuiram para a degradacdo gradativa da
Lagoa da Pampulha. O excesso de
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nutrientes N, P e K (nitrogénio, fésforo e
potdssio) redundam em eutrofizagdo refletindo na
sua populagdo de organismos, inclusive peixes, no
crescimento subito e exacerbado de algas,
relativamente comum, trazendo mal odor e
mortandade de peixes. Igualmente preocupante é
a presenca demicrorganismos patogé€nicos nas
dguas e peixes, em fun¢do da alta carga de matéria
organica acumulada na Lagoa. Ambientes
saturados de matéria organica (N, P e K) sao
altamente propicios para aodesenvolvimento de
bactérias na 4gua. Adicionalmente tem-se
demonstrado que a microbiota normal bacteriana
do peixe € um reflexo direto da flora da dgua em
que elese encontra.

Na Lagoa da Pampulha a pesca é geralmente
praticada por pescadores de nivel sécio-
econdmico e cultural baixos, sem que as minimas
condi¢des de higiene sejam observadas durante a
captura,manuseio, armazenamento e consumo do
pescado, resultando na obtencdo de produto de
baixa qualidade sanitdria e, portanto colocando
em risco a saide de quem o consome. Muito
embora sejam consumidos apds cocgdo, hd vérios
registros epidemioldgicos apontando os peixes
como responsdveis por grande ndmero de
intoxicagdes alimentares causadas por toxinas
termoresistentes(Oliveira e Viegas, 2004).

A ictiofauna da Lagoa da Pampulha € constituida
essencialmente por espécies de tildpias, as quais
foram introduzidas com o propdsito inicial de
controle populacional dos aguapés. Sabe-se que
esta espécie tolera qualidade de dgua adversa e
outros estressores, muito melhor que outras
espécies de peixes, pelo que recebe o rétulo de
“resistente a doengas”. Mas mesmo estes rusticos
espécimes freqiilentemente sucumbem a intensa
poluicdo da Lagoa da Pampulha.

2.2 Qualidades bacteriolégicas da
agua

Desde os primérdios da microbiologia sanitéria, a
mensuragdo da contaminacio

de 4guas foi determinada por meio de indicadores
microbioldgicos da presencga de material fecal. Ha
décadas, os organismos que melhor tem cumprido
este papel, sdo asbactérias do grupo coliforme, um
eficiente bioindicador. H4 relagdo da presenca
destesmicrorganismos na dgua e riscos potenciais
a saude, pois podem estar associados a presenca
de enterobactérias patogénicas. (Murray et al.,
2007).

O grupo coliforme pertence a familia
Enterobacteriaceae, que é constituida porvarios
géneros: Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella, Edwardsiella,
Proteus, Providencia, Serratia, Harfnia,
Yersinia, com 30 géneros e 210 espécies descritas
(Holt et al.,1994). Estas bactérias sdo Gram
negativas com morfologia variando de coco-
bacilos a bastonetes curtos, € ndo possuem
capacidade deesporular. Todas as enterobactérias
sdo capazes de crescer na presenga de sais biliares
e de fermentar a glicose comproducdo de 4cidos.
Alguns géneros fermentam a lactose com
liberacdo degases como o diéxido de carbono
(CO»),hidrogénio (H,) e algumas produzem 4cido
sulfidrico (H»S), como é o caso de algumas
espécies dos géneros Edwardsiella spp.,
Citrobacter spp., Proteus spp. e Salmonella
spp-- Sdo  anaerdbios facultativos e
quimiorganotrdficos, e tém o metabolismotipo
fermentativo e crescimento 6timo a 37°C. As
enterobactérias estdonormalmente presentes em
locais com grande actimulo de matéria orginica e
minerais, como o nitrogénio, fésforo e potdssio
(Murray et al., 2007).

O antagonismo entre patégenos entéricos pode
ocorrer entre alguns membros do grupo
coliformes, como, por exemplo, Escherichia coli
e Proteus spp., que produzem colicinas,
substancias inibidoras do crescimento das
Salmonella spp. e Shigella spp. (Frederic e
Levine, 1947; Cook et al., 1953; Levine e
Tanimoto, 1954).

Desde o século XIX tem-se desenvolvidométodos
de avaliacdo da qualidade de dgua, por meio da
quantificagdo dos coliformes, sendo Escherichia
coli o maiseficiente indicador, pois constitui 95%
do
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grupo coliforme em fezes humanas e animal
(Dufour, 1977, Rice et al., 1990; APHA, 2005).
Sdo vdrios os testes utilizados para adeteccio de
coliformes e com destaque na Escherichia coli,
como, por exemplo, nimero mais provivel
(NMP) obtido através da detec¢@o da produgdo de
acidos e gasesoriundos da fermentacdo da lactose
em tubos miltiplos; método de membranas
filtrantes; contagem de unidades formadorasde
colonias (UFC); e também o teste enzimatico
Colilert, que detecta a presenca da metil
umbiliferil beta galactosidase, presente na
Escherichia coli e em outros géneros, como
Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella (Trepeta
e Edberg, 1984; Eckner,1998).

A utilizacio das dguas para recreacio de contato
primdrio, como balnedrio, hd na legislacio em
vigor, a regulamentacdo para avaliacdo da
qualidade sanitdria das dguas pela medicdo das
concentracdes de um ou mais organismos
indicadores presentes nos dejetos humanos ou de
animais. Estes numeros sdo empregados na
classificagdo do meio como préprio ou imprdprio
para balneabilidade (Conama, 2001). Destaforma
estas dguas necessitam ser monitoradas por
andlises microbiolégicas para avaliar sua
qualidade, proteger asadde e assegurar o bem
estar humano. Pseudomonas spp. é um patégeno
humano e resistente a cloragdo, que pode ser
considerado como indicador padrio de
balneabilidade, e 1til como pardmetro da
Vigilancia Sanitaria (APHA, 2000; Guidelines
for... 2002).

Os Enterococcus estdo inclusos na se¢do XXII
Lactobacilli, Ordem II Lactobacillales, Familia IV
Enterococcaceae. O género Enferococcus inclui
vinte espécies, sdococos Gram Positivo Aerdbios
ou Anaerébio Facultativo, foi proposto por
Schleifer e Kilpper-Balz (1984) e por Collins et
al. (1984) os quais transferiram algumas espécies
de Streptococcus para o género Enterococcus.
Coliformes e enterococosfecais sdo amplamente
utilizados comoindicadores de contaminagdo de
dgua, sendo importantes no controle sanitdrio
(Bordalo, 1993; Colwell, 1993; APHA, 2000).
Sabe-se que esses agentes, 0s enterococos

fecais, podem sobreviver por mais tempoem
condicdes adversas devido a naturezade sua
membrana de dacido tecoico (Evison, 1989;
Okpookwasili e Akujobi, 1996; APHA,

2000; Bordalo, 2002). A grande preocupacio do
ponto de vista da saddeptblica, com os altos
indices de Enterococcus spp. na dgua, justifica-
sepelos sintomas apresentados por banhistas apds
o contato com esse tipo de &dgua, como febre,
erupcdo cutdnea, ndusea, diarréia, dor de
estomago e tosse (Pruss, 1998). Nao obstante
essas bactériasapresentam grande capacidade de
adquirir resisténcia aos firmacos, como, por
exemplo, a vancomicina o que amplia mais ainda
os problemas existentes (Weber e Rutala, 1997;
Murray, 1998; McEwen e

Fedorka-Cray, 2002).

A avaliacdo da qualidade da dgua por meio da
identificacdo desses enteropatdgenos constitui

importante indicador
epidemioldgico (Serra et al., 2003), além de
possibilitar inferéncia de modo indireto da
ocorréncia de doenca de veiculacdo hidrica na
populacdo (Braz et al., 1999). Do ponto de vista
de saide publica, é importante considerar nio
apenas a possibilidade datransmissido de doengas
de veiculacdo hidrica por contato direto ou
indireto com a dgua contaminada, mas também, a
contaminag@o dos alimentos obtidos destas dguas
(Azevedo, 2001).

2.3 Bacterioses em peixes

H4 uma vasta gama de bactérias que estd
naturalmente presentes na pele dos peixes, o que
reflete a composi¢ao da microbiota dadgua de um
lago. Virios autores tém demonstrado uma
correlacdo entre a biomassa de peixes com a
concentracdo de coliformes fecais na 4gua
(Markosova e Jezek, 1994; Davis et al., 1995),
Pseudomonadales (Nayak; 2010) e
Aeromonadaceae (Janda e Abbott, 2010).Peixes
que vivem em meio ambiente naturalusualmente
abrigam Enterobacteriaceae apenas no trato
digestorio (Polprasert et al., 1984; Nayak, 2010).
Entretanto essas bactérias, quando em elevada
concentracdona 4gua, também sdo encontradas
na pelee tecidos dos animais aquéticos, e podem
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causar doengas em humanos e outrosanimais de
sangue quente (Pillay, 1992).

As bactérias responsdveis por doengas em peixes
ocorrem naturalmente no ambiente aqudtico e
estdo amplamente distribuidas como saprofitas,
utilizando o material orgnico e mineral do
ambiente para do seu crescimento e multiplicagdo.
Essesmicrorganismos fazem parte da microbiota
bacteriana normais dos peixes, tornando-se
patégenos oportunistas no momento em que O
animal sofre algum tipo de estresse ou outros
processos de doencas (Frerichs e Millar, 1993). A
mé qualidade da 4dgua caracterizada pela reducao
dos niveis de

O.D. (oxigenio dissolvido), induz estresse no
animal, manifestado por elevados niveis de
cortisona, um hormonio considerado potente
imunossupressor que tem induzido baixa
imunidade em peixes, resultanto em umamaior
susceptibilidade = a  infec¢des  bacterianas
(Pickering e Pottinger, 1989).

A contaminacdo orgadnica no meio ambiente,
segundo Ranzani-Paiva et al., (2004) faz com que
ocorra um aumento da densidade de patdgenos
oportunistas, o que associado com a diminui¢do
das defesasimunolégicas dos peixes, faz com que
conseqiiente aumento no niimero deenfermidades
apresentadas por esses animais.

Poucas s@o as espécies bacterianas consideradas
patégenos obrigatérios de peixes. Dentre estes
patégenos, podemos destacar as bactérias dos

géneros  Aeromonas, Flavobacterium,
Streptococcus, ordem Pseudomonadales e
familia Enterobacteriaceae. =~ Estas  podem

permanecer por longos periodos no ambiente
aquatico, porém nio sdo capazes de se multiplicar
sem a presenga de umhospedeiro e/ou nutrientes
presentes na dgua (Frerichs e Millar, 1993; Inglis
et al., 1993; Austin e Austin, 2007).

2.3.1 Aeromonas spp.
Aeromonas spp. sdo bactérias da familia

Aeromonadaceae, Gram negativas,fermentadoras
e com morfologia variando

de cocoides a bastonetes curvos. Existem
21 espécies diferentes (Janda e Abbott, 2010), que
fazem parte da microbiota dapele e do intestino de
peixes sadios. Podem causar infec¢Ges nas
branquias e na pele, principalmente quando hd
excesso de matéria orginica na dgua (Diggles et
al.,2002). O Cdédigo OIE indica claramente que
peixes eviscerados com presenga deAeromonas,
apresentam riscos
negligencidveis no que diz respeito a transmissao
deste microrganismo (OIE, 2006a). A grande
quantidade de isolamentos de Aeromonas spp.
em 4guade lagoas altamente poluidas e expostas
a degradacdo ambiental de origem antrdpica,
podem estar relacionada com poluentes quimicos
organicos e inorganicos, veiculados pelos esgotos
(Vieira et al., 2004; Janda e Abbott, 2010).

As movimentagdes de peixes vivos € o principal
meio de propagacio na translocacdo de
Aeromonas, entre os criatérios de producdo de
peixes (Hiney e Olivier, 1999). Aeromonas
hydrophila é a espécie mais freqiiente sendo
capaz de produzir lesdes de pele, no figado e rins,
hemorragias, exoftalmia, ascite, branquiaspalidas
(Camus et al., 1998; Diggles et al., 2002; Janda e
Abbott, 2010). Segundo Evelyn (2001) as visceras
dos animais clinicamente infectados contém
acima de

10.000 coliformes quando comparado com o
tecido muscular.

A septicemia hemorragica bacteriana, também
denominada de peste vermelha, éa principal
patologia determinada porAeromonas spp. em
peixes. E caracterizadapela ruptura de pequenos
vasos sanguineos, por lesdes ulcerativas e
hemorragicas na pele, que se estendem por todo o
corpo do animal, além hemorragia nos 6rgios
internos. Pode também ser observada a presenca
de alargamento da cavidade celomatica, necrose
de nadadeirase cauda, e perda de escamas. Em
casos de septicemia generalizada, ocorre
hipertrofiade baco, rim, hemorragia abundante,
necrose em varios 6rgdos principalmente nobaco
e rim (Diggles et al., 2002).
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Existe uma preocupacdo com 0s potenciais riscos
de infec¢dbes por Aeromonas spp. ao se
manipular e processar pecados, pois hi
possibilidades de se veicular este agente por
alimentos ao ser humano, levando ao
aparecimento de variadas doengas, como, por
exemplo, desordens gastroentéricas,infec¢des de
pele e tecidos moles (Hejkal et al., 1983; Fatal et
al., 1993). A presenca de Aeromonas spp. em
pescados, representa um risco a sauide, se
consumidos crus ou por infec¢do cruzada por
manipulacdo, pois essa bactéria estd envolvida na
doenca diarréica dos viajantes. Em um surto desta
patologia analisado por Hofer et al. (2006)no
estado de Pernambuco nos anos de 2003 e 2004,
a participagdo de Aeromonas spp. foi de 19,50%,
sendo que também foram isoladas nesse mesmo
surto bactérias da familia das Enterobacteriaceae,
Vibrionaceae e Aeromonadaceae.

2.3.2 Flavobacterium

Flavobacterium spp. sao bactérias Gram-
ngativas, moéveis, de morfologia filamentosa e
pertencente a familia Flavobacteriaceae(Holt et
al., 1994). A principal espécie é F. collumnare,
que podem causar necrose de nadadeira e dlceras
de pele tanto em alevinos quanto nos peixes
adultos, com wuma significativa taxa de
mortalidade didria (Figueiredo et al., 2005). Outra
patologia causada por bactérias do género
Flavobacterium ¢é a “sindrome da boca
erosionada, necrose da mancha negra ou
columnariose”, que estd amplamentedistribuida
em peixes de cultivo e selvagens, de qualquer
idade. Epidemiologicamente € estimado que todas
as espécies de peixes sdo sensiveis a infec¢ao por
alguma espécie da familia Flavobacteriaceae
(Shotts e Starliper, 1999).

Fatores estressantes para 0s peixes como
temperatura elevada da dgua, comprometimento
nutricional e presenca de grande concentracio de
matéria organica, podem tornar o animais
vulnerdveis a infecgdes por F. collumnare,
acometendo principalmente branquias, superficie
da pelee as nadadeiras, mesmo a superficie do
animal sendo protegida pelo muco

(Decostere et al., 1998 e 1999). Observacoes
microscopias de bactérias filamentosas em
brinquias e lesOes externas sugerem ser esta a
porta de entrada para patdgenos secunddrios
(Ranzani-Paiva et al., 2004).

2. 3.3 Streptococcus spp.

A primeira notificacdo de doenca em peixe
causada por Streptococcus spp. foi relatada em
tildpias no ano de 1970, sendo o isolamento e a
identifica¢do de Streptococcus iniae realizado
em 1972, em uma lesdo subcutinea de um
golfinho (Inia geoffrensis) criado em cativeiro
naCaliférnia, EUA (Pier e Madin, 1976). S. iniae
causa meningoencefalite e morte em espécies
cultivadas e pode também ser um patdgeno
emergente para humanos, associada com lesdo
ocupacional de trabalhadores na aquicultura
(Bercovier etal., 1997; Weinstein et al.,1997;
Novotny et al., 2004).

Foi observada em 1986, uma infec¢do
estreptocdcica, caracterizada por quadros de
meningoencefalite e mortalidade de 30- 50%,
estava propagando em diferentespopulagdes de
peixes de vdrios criatdrios, especialmente tilapias,
truta arco-iris e Oncorhynchus mykiss (Eldar et
al., 1994;Weinstein et al., 1997).

Figueiredo et al. (2006) isolaram Streptococcus
agalactiae de rim, bago e cérebro de Tildpias
adultas do Nilo,oriundas de pisciculturas dos
estados de Minas Gerais e Espirito Santo. Os
principais sinais clinicos observados foram
escurecimento dos peixes, exoftalmia uni ou
bilateral, pequenas lesdes de pele com perda de
escamas, dreas de petéquias na base das
nadadeiras ventrais, natacdo errdtica e em
movimentos circulares. A doenca apresentou
evolucdo rdpida, com a morte ocorrendo entre
dois a trés dias apds o inicio dos sintomas.

Nos ultimos anos, tem-se observado umamaior
ocorréncia de casos clinicos empeixes associados
a S. iniae, S. agalactiae e Acinetobacter
calcoaceticus em diferentes
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regides do mundo, o que levou o mesmo a ser
considerado patdégeno emergente para peixes em
ambientes de d4gua doce ou marinho (Evans et al.,
2002). O risco desurtos ocorre quando os peixes
sao submetidos a situacdes estressantes, como em
condi¢des de baixa concentracdo de OD, altos
niveis de nitrito, nitrato e elevadasdensidades nos
criatérios Bunch e Bejerano (1997).

2. 3.4 Pseudomonas

Pseudomonas aeruginosa é uma bactériaGram
negativa, mas de familia ndopertencente ao grupo
dos coliformes fecais, ¢ sim a ordem VIII:
Pseudomonadales, e da familia I:
Pseudomonadaceae (Holt et al.,1994).

A sindrome da septicemia hemorragicabacteriana
pode estar associada a vdrios agentes como a
Aeromonas spp., Edwardsiella tarda, Proteus
spp. ePseudomonas spp., que sdo consideradas
como patégenos oportunistas. Suamultiplicagdo
ocorre principalmente quando os peixes sdo
submetidos a manejos indevidos, traumas,
deficiéncia nutricional,baixa qualidade de 4gua
(Plumb, 1999; Ranzani-Paiva et al., 2004).

As principais espécies do género Pseudomonas
spp. que causam infeccdes oportunistas em peixes
podem causar doencas em humanos (Buller,
2004). O isolamento de P. aeruginosa a partir de
peixes € comum em quadros desepticemias.

2.3.5 Enterobacteriaceae

O género Edwardsiella pertence a familia
Enterobacteriaceae, sobrevive em ambiente
aerdbico e anaerébico, fermenta glicose, ¢ Gram
negativo, com morfologia de bacilocurto, mével,
oxidase negativa e catalase positiva. As duas
principais espécies sio E. farda, que é indol
positivo e H»S positivo, e

E. ictaluri, que é indol negativo ¢ H»S negativo
(Holt et al., 1994). Tem distribuiciomundial e
uma ampla gama de hospedeiros,peixes marinhos
e de 4agua doce, répteis,

aves, bovinos, suinos e mamiferos marinhos
(Plumb, 1999; Panangala et al.,2006).

E. tarda é um agente patoldgico, responsavel por
causar septicemia generalizada,

caracterizada por
hemorragias na pele e boca, ulceragdao cutanea,
hiperemia, exoftalmia e prolapsoanal (Plumb,
1999). Lesdes cutaneas podem evoluir para
profundas necrosesmusculares, internamente no
rim e o figado aparece hemorrégico,
desenvolvendo abscessos em O6rgdos internos.
Embora considerada como oportunista, ¢ uma
bactéria importante do ponto de vista de risco
patolégico para os peixes, além de ter potencial
zoondtico (Inglis et al.,, 1993; Muratori et al.,
2001).

E. tarda tem sido relatada em tildpias
(Oreochromis niloticus) no Brasil com indices
de mortalidade bastante significante (Muratori et
al., 2000). Em um estudo realizado por Saleh
(2005) com infecgdesnaturais em Oreochromis,
25% dapopulacdo estudada apresentou sinais
clinico caracteristicos da infeccdo por E. tarda,
sendo que seu isolamento ocorreu em 29% das
amostras de figado, rins e baco. A transmissdo é
direta e horizontalcom a entrada do patdgeno
através de lesdes da pele ou por ingestdo oral
(Plumb, 1999; Wiedenamyer et al., 2006).

Providencia rettgeri é uma enterobactéria
importante na determinagdo dacontaminacio do
pescado. Foi relatado seu isolamento de rim de
tilipia no Egito (Faisal et al., 1989; Import...
2008). P. rettgeri foi isolada de peixes doentes,
que apresentavam Orgdos internos lesionados,
septicemia, degeneracdo muscular e lesdes
ulcerativas profundas na superficie externa (Inglis
et al,, 1993). Patégenos entéricos oportunistas
como Citrobacter freundii, Enterobacter
agglomerans, Serratia spp., tem sido relatado
como agentesoportunistas para peixes e repteis.
Insetos, aves e plantas servem como reservatdrio
desses microrganismos, devido aos efeitos
antrépicos que proporcionam a presenca desses
agentes no ambiente (Inglis et al., 1993; Bejerano
et al., 1979).
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2.3.6. Plesiomonas shigelloides
Plesiomonas shigelloides é uma bactéria
anaerébica facultativa e pertence a familia
Vibrionaceae. Normalmente pode ser encontrada
na 4gua, em esgotos, no trato gastrointestinal de
peixes e aves, sendo causa de intoxicagdes
alimentares em humanos (Carter e Chengappa,
1991). Ocorre principalmente nas regides de
clima tropical e subtropical (Hernandes e Garcia,
1997). P. shigelloides provoca surtos de
septicemia em peixes quando estes estdo sob
condi¢des de estresse (Graevenitz, 1980). Essa
bactéria foi relatada na Nova Zelandia por Buller,
(2004); e em alevinosde tildpias em Taiwan,
determinandoelevada taxa de mortalidade (Faisal
et al., 1989).

Canabarro, (1991) trabalhando com amostras de
peixes de varias espécies encontrou 12,93% de
animais infectados com bactérias dessa espécie,
no estado do Rio Grande do Sul, o que é um
microrganismo normalmente encontrado na dgua,
no organismo de peixes e aves, principalmente em
regides de clima tropicae subtropical, sendo
causa também de intoxicacdes alimentares em
humanos (Carter e Chengappa, 1991).

2.4 Avaliacoes dos filés de peixe

A contaminacio das dguas das bacias pesqueiras
pelas descargas de efluentes de esgotos representa
a mais importante via detransmissao de bactérias
para os peixes, moluscos, crusticeos, rds e
cefaldpodes, podendo comprometer direta ou
indiretamente a qualidade do pescado que serve de
alimento para homens e animais (Germano et al.,
1993). Muratori  (2000) verificou que a
transmissdo de enfermidades entéricas estd
relacionadacom o consumo de alimentos a base de
pescado  contaminado  por  manipulag¢do
inadequada, ou por sua origem de peixes
contaminados no ambiente hidrico. Sdovérios os
registros epidemiolégicos queapontam o consumo
de alimentos a base depeixes como responsaveis
por intoxicacdes alimentares causadas por
toxinas

termoresistentes (ANVISA, 2001; Oliveira e
Viegas, 2004; Vieira et al., 2004).

Peixes contaminados por coliformes fecais ou por
Escherichia coli ndo apresentam qualquer sinal
sensorial que possa servir de alerta ao
consumidor, sendo a identificacdo destes
microrganismos realizada por meio de técnicas
microbioldgicas (Muratori, 2000). Outras
bactérias potencialmente patogénicas como a
Shigella, Aeromonas e Plesiomonas podem
também desempenhar papel importante nas
contaminacdes de  peixes. Aeromonas
hydrophila é a espécie mais freqiientemente
associada a doencas veiculadas por alimentos e P.
shigelloides esta relacionada a gastroenterites
constatadas apds o consumo de peixes. Foi
observada enterite hemorrdgica no interior do
tubo digestivo de Tildpias causada por E.farda, o
que sugere que possa havermigragao desse agente
do intestino para a carne (Muratori et al., 2001).

Ogbondeminu e Okoye (1992) afirmam quea
qualidade microbiana de carpas estocadas em
tanques supridos e com 4gua residuaria ndo
tratada, podem apresentar contaminacio no
musculo por coliformensfecais e Enterococcus
spp. mesmo quanto acontagem desses agentes na
dgua for inferior a 10* UFC/100 mL.
Pseudomonas sp., Aeromonas sp. e
Flavobacterium em &guas temperadas sdo
bactérias que participam mais ativamente do
processo de deterioragdo, levando a putrefacdo e
comprometendo a qualidade do pescado. Além
disso, Proteus spp., Morganella morganii e
Proteus vulgaris sido produtoras de histidina
descarboxilase, que transformaa histidina em
histamina, responsaveis por provocar
intoxicagdes de natureza alérgica nos individuos
que consomem pescados contaminados com estas
bactérias (Barros, 2003).

Sdo dois os processos que contribuem para a
putrefacdo precoce do pescado, um de natureza
bioquimica, como a autélise ou autodigestdo
ocasionada por acdo das enzimas do préprio
musculo, e o outro s@o as bactérias que se
encontram nasbranquias, na superficie exterior e
no intestino (Sales et al., 1988). A
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contaminac@o através dos orificios e cavidades
dos peixes e moluscos por bactérias dos géneros
Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter,
Flavobacterium (grupo CDC 1b), Serratia,
Proteus, Bacillus, Micrococcus, entre outros
géneros também podem desencadear o processo
de deterioracdo e putrefacdo do pescado (Elliott
1948; Lahiry et al.,, 1963; Shewan, 1970;
Schreckenberger e Graevenitz, 1999; Vieira et al.,
2004). Outros agentesbacterianos como Proteus
morganii,  Escherichia  coli,  Shigella,
Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter,
Moraxella, Flavobacterium, Aeromonas, além
de Enterococcus e coliformes fecais sdo
relatados com freqii€ncia comocontaminantes de
pescado fresco, sempre correlacionado com a
qualidade da 4gua de origem do pescado ou

decorrentes da contaminagdo  pds-captura,
acelerando assim o processo de deterioracio
(Shewan 1971; Liston 1980; Leitdo 1984,
Germano et

al., 1993; Vieira et al., 2004).

2.4.1 Avaliacoes dos filés de peixe
submetidos ao extrato suco de limao

O extrato de Citrus aurantifolia (lima) tem sido
amplamente utilizado em varios domicilios como
antimicrobiano para algumas bactérias Gram
negativas epositivas (Oboh et al., 1995; Adedeji et
al., 2007). Hayes e Markovic (2002) observarama
acdo antimicrobiana do Citrus lemon (liméo)
frente Staphylococcus, Klebsiella,
Escherichia coli, Pseudomonas e Candida
albicans. Foi relatado o uso de diferentes 6leos
essenciais de plantas e frutos, como o

limdo, lima, Olea europaea (oliva), canfora,
Eucalyptus spp., Geranium, por povos de
diferentes partes do mundo, com o objetivo de
controlar a contaminacdo bacteriana no filé de
peixe (Upadhyay et al., 2010).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Areas de estudo

A édrea de estudo escolhida foi a Lagoa da
Pampulha em Belo Horizonte, no Estado de Minas
Gerais. Foram selecionados quatro pontos de
coletas de amostragem dospeixes em fun¢do do
maior movimento e atividade de individuos
(pescadores) nestes locais.

A figura abaixo exibe a vista aérea do local
estudado a partir da imagem acessado do Google
Maps em 15 de junho de 2009, na qual sdo
apresentados os pontos de coletas em amarelo,
cujas coordenadas foram obtidas por meio de
aparelho GPS (Geographic Position System) da
marca Garmin modelo Etrex. A saber: Ponto 1:
coordenada  19°51°29”, W, 43°58’46, S,
corresponde a Igreja de Sao Francisco.. O ponto 2
localiza-se na latitude 19°51°17” W elongitude
43°58°27’S, corresponde ao late Ténis Clube. O
ponto 3 localiza-se na latitude 19°50’46”W e
longitude 43°59°55”S, corresponde a Associacdo
Atlética do Banco do Brasil (AABB)/Bratinas, e
o ponto quatro localiza-se na latitude 19°51°40”W
e longitude 43°58°30”S, corresponde ao
Mineirinho. Os pontos de coleta sdo apresentados
na figura 1.
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Eyealt 4.33km

Figura 1: vista aérea superior do local estudado e dos pontos de coletas mostrados em alfineteamarelo.

3.2 Locais de realizacao das analises
bacteriolégicas

As analises bacterioldgicas foram realizadasno
laboratdrio de Ictiosanidade do Departamento de
Medicina Veterindria Preventiva da Escola de
Veterinaria, da Universidade Federal de Minas
Gerais (DMVP/EV/UFMG).

3.3 Coletas das amostras de agua e
peixes

A pesquisa foi realizada durante um ciclo
hidrolégico, ou seja, foram feitas duascoletas de
dgua e peixes na estaciio seca nos meses de agosto
e setembro de 2008, ena estacdo chuvosa nos
meses de fevereiro

e mar¢o de 2009. Em cada ponto foram coletados
uma amostra de dgua e trés exemplares de peixes.
As amostras de dguaforam coletadas em frascos
de vidro estéril e transportadas em caixas
isotérmicas com gelo até o laboratério para seu
processamento (APHA 2005).

3.4 Amostras de referéncia

Para realizacdo do experimento foram utilizadas
amostras bacterianas de referéncia (Tab.1)
oriundas do American Type Culture Collection
(ATCC: CDC AtlantaUSA), gentilmente cedidas
pela Fundacao Ezequiel Dias (Funed/MG), pelo
Laboratério Central de Referéncia do Estado de
Minas Gerais (LACEN-MG) e pela Fundacdo
Oswaldo Cruz (Fiocruz/RJ).



Tabela 1: amostras bacterianas de referéncia do ATCC utilizadas.

Espécie bacteriana

Codificacao

Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Enterococcus faecalis
Salmonella thyphumurium
Aeromonas hydrophila
Edwardsiella tarda

Klebsiella pneumoniae
Proteus vulgaris
Pseudomonas aeruginosa

ATCC 25.922

ATCC 13.047

ATCC 19.433

ATCC 14.028

ATCC 10.666

INCQS: 00097 Lote: 0701097 MinistérioSatide
Fiocruz/RJ

ATCC 13.883

ATCC 13.315

ATCC 27.853

3.5 Meios de cultura para Analises
bacteriolégicas da agua

Para andlise bacteriolégica da dgua foram
utilizados os seguintes meios de cultura: caldo
lactosado (CL) para o teste presuntivo de
coliformes; caldo verde brilhante bile 2% (VB)
para o teste confirmatério de coliformes totais;
caldo Escherichia coli (EC) para o teste
confirmatério de coliformes fecais
termotolerantes a 45° C; meio Colilert para teste
enzimatico de coliformes totais e fecais; caldo
dextrose azida (CDA) para o teste presuntivo de
Enterococcus spp.; agar bile-esculina (B-E) para
o teste confirmatdrio de Enterococcus spp.;
caldo brain heart infusion (BHI) com 6,5%
cloreto de sédio(NaCl) para o teste confirmatério
de Enterococcus spp. termotolerantes a 45°C.

3.6 Anadlises bacteriolégicas da agua
(teste quali-quantitativo)

As amostras foram submetidas a andlise
bacterioldgica quali-quantitativa paraavalia¢do da
presenca de coliformes totais, coliformes fecais
termotolerantes a 45°C e Enterococcus spp.
segundo o American Public Health Association
(APHA 2005), por meio da técnica de multiplos
tubos e pelo método qualitativo enzimatico de
Colilert. Osresultados dos valores de nimero mais
provéavel (NMP) de bactérias por 100 mL de dgua
analisada foram obtidos por meio da interpretagio
e calculo na tabela de Hoskins(com limite de
confianca de 95%) segundo APHA (2005), e
também por meio da metodologia descrita no
Standard  Methods  for ~ Water  and
Wastewater, com as

seguintes modificacdes: as amostras de 4gua
foram diluidas 1: 100 e 1: 5 em solucdo salina
0,85% (NaCl) estéril tamponada (V/V), para a
pesquisacoliformes totais/fecais e Enterococcus
respectivamente. Essas dilui¢des foram realizadas
em razdo da elevada concentragdo bacteriana
presente na dgua desta lagoa, reveladas pelas
andlises nos testes pilotos.

3.6.1 Isolamento de coliformes

As amostras de dgua positivas para presenca de
coliformes fecais foram semeadas, pela técnica de
esgotamento, em Agar Mac Conkey (MC) ou
Agar Eosine Metile Blue (EMB) e incubadas em
estufa bacterioldgica a 35°C por 18 a 24 horas.
Apds a incubag@o, as colonias sugestivas de
Enterebacteriaceae, Pseudomonadales e Gram
negativas ndo fermentadoras (GNNF) foram
submetidas as provas bioquimicas utilizando o
meio preconizado pelo Instituto Adolf Lutz (IAL),
segundo (Rugai e Aradjo, 1968) modificado por
Pessba e Silva, (1972).

3.6.2 Isolamento de Enterococcus

Para o isolamento de Enterococcus spp. foi
utilizada a metodologia da técnica dosTubos
Miiltiplos para a determinacao do NMP/100mLde
dgua analisada (APHA, 2005), e também
desafiados a termotolerancia a 45°C em caldo BHI
com 6,5% NaCl. As amostras de dgua positivas
para Enterococcus spp. foram semeadas em
dgar Mueller Hinton (MH) e incubadas
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em estufa bacteriolgica a 35°C por 24 horas.
Colonias caracteristicas foram coradas pelo
método do Gram e submetidasao teste da catalase
e citocromo oxidase, e também as provas
bioquimicas conforme APHA (2005).

3.6.3 Padroes microbiologicos de
referéncia de agua

Os valores padrao de balneabilidade em 4gua para
recreacdo segundo COPAM (1986) para a
presenca de coliformes totais é de até 5000
NMP/100 mL e para coliformes fecais
termotolerantes é de até 1000 NMP/100 mlL.
Valores encontrados acima de 1000NMP/100 mL
para coliformes fecais classificam a dgua como
imprépria. Para  Enterococcus, segundo
CONAMA (2001) o valor padrdo é até 400 NMP
/100 mL. Os valores de NMP/100 mL para a
dgua ser considerada potdvel deverd ser igual a
Zero.

3.7 Analises bacteriolégicas dos
peixes

Dos peixes foram coletados tegumentos
superficiais através da zaragatoa, apds serem
anestesiados e eutanasiados por choque térmico
em contato com gelo, dentrode caixa de isopor.
Apbs a sedacdo, coletou-se arcos branquiais para
o isolamento de Flavobacterium  spp.,
Salmonella spp. e Aeromonas spp. Apés a
coleta, o espécime foi acondicionado em saco
plastico em isopor com gelo e enviado ao
laboratdrio de Ictiossanidade, onde era dissecado
em capela de fluxo laminar para coleta de
amostras de musculo, rim e conteddo intestinal

para a pesquisa de Enterobacteriaceae,
Pseudomonadales, Aeromonas ¢ GNNF, e do
sistema  nervoso central (SNC)  para

Streptococcus spp. (Noga 1996).

3.7.1 Pesquisa de Enterobacteriaceae,
Salmonella e GNNF

As amostras de branquias, musculo, rim e
contetdo intestinal foram processadas deacordo
com a metodologia empregada do fluxograma
descrito por Hofer, (2006); e

com os protocolos e esquemas de isolamento
propostos pela Agéncia Nacionalde Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2001 e BRASIL, 2001).

As colbnias obtidas como tipicas HoS positivas e
lactose (Lac) negativas suspeitaspara o género
Salmonella, e as atipicas (H.S negativa e Lac
positiva) da familia Enterobacteriaceae foram
submetidas a provas bioquimicas e outras provas
complementares para identificacdo conforme
descrito por Hofer (2006). As amostras
classificadas como GNNF foram identificadas
segundo metodologia proposta por
Schreckenberger CDC modificado (2000).

3.7.2 Pesquisa de Aeromonas spp.

As amostras de branquia, musculo, rim efezes
foram previamente inoculadas em caldo BHI e
incubadas em estufa bacterioldgica a 28-30°C por
24 horas. Ap6seste primeiro passo foram estriadas
em meio ADE (Agar ampicilina, dextrina eetanol)
com alta impediéncia, o que € indicado para
amostras de fontes de dgua poluidas por esgoto,
minimizando assim a microbiota competitiva
(Imziln et al.,, 1997),e incubadas em estufa
bacterioldgica a 28- 30°C por até 24 horas Depois
de 18 a 24 horas de crescimento, as colOnias
tipicasamarelas, com fermentacdo da dextrina, e
crescimento continuo no indulto bacteriano
(CCIB) foram repicadas em &4gar MH. Esse
repique  foi realizado para poder ser
posteriormente proceder a andlise da oxidase,
teste da catalase, avaliagdo morfo- tintorial do
Gram, inoculacgdo em meio OF (oxidation-
fermentation, metabolismo

oxidante e/ou fermentativo), SIM (producdo de
H,S, indol e motilidade), IAL, LIA (Lisina Iron
Agar), TSI (Triple Sugar Iron) e alguns
carboidratos (Hugh e Leifson, 1953; Krieg,1984;
Imziln et al., 1997; Janda e Abbott, 2010).

3.7.3 Pesquisa de Flavobacterium
Spp.
A coleta de amostras de superficie foi obtidacom

suabe (swab), acompanhando a linha lateral
anatOmica e nas reentrancias das
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nadadeiras, logo apds a retirada dos peixes da
lagoa. Fragmentos de lamelas branquiais foram
dissecados, apds sedacdo e eutandsia do animal,
e inoculados em caldo BHI, incubado em estufa
bacteriolégica a27°C por 24 horas. Posteriormente
foram realizados repiques em placas contendo
Agar Cytofaga e incubadas nas mesmas condigdes
descritas anteriormente. As colonias tipicas foram
submetidas a andlise morfo-tintorial pelo Gram e
testes bioquimicos padroes segundo Griffin
(1992),Shamsudin e Plumb (1996) e Decostere,
(1998).

3.7.4 Pesquisa de Streptococcus spp.

As amostras de SNC foram maceradas com bastiao
de vidro estéril, semeados em tubos de ensaio
contendo 10 mL de caldo dextrose azida, e
incubadas em estufa bacteriolégica a 35°C por 24
a 72 horas. Posteriormente foram realizados
repiques em placas contendo dgar sangue azida
sddica, e incubadas nas mesmas condigdes
descritas anteriormente. As colonias
caracteristicas foram submetidas a provas
confirmatdrias de caracteristica morfo- tintorial
de Gram, avaliacdo da presenca ou auséncia de
hemoélise em dgar sangue, teste catalase e
oxidase, teste de Camp, hidrélise da esculina,
crescimento em dgar Mac Conkey e teste de O.F.
com utiliza¢do da D-glicose segundo (Goh et al.,
1998; Dodson et al., 1999; Russo et al., 2006).

3.8 Analise bacterioldgica dos filés
de peixe

3.8.1 Preparacao dos filés de peixe

Os peixes foram adquiridos no momento da pesca
e levados ao laboratério de Ictiosanidade apés
coleta de branquias e tegumentos, acondicionados
em recipientes proprios sob refrigeracdo. No
laboratdrio, em capela de fluxo laminar, os peixes
foram submetidos a assepsia da pele com gaze
estéril embebida em alcool 70% e iodo 0,5%(v/v)
Os filés foram removidos assepticamente, através
uma incisdo no dorso posterior no sentido cranio-
caudal para a retirada da carne, sem perfurar a

cavidade celomatica, para evitar acontaminagio
do musculo com contetdo do trato digestivo. Do
material coletado, foram pesados 25 gramas em
balanga analitica dentro da cabine de fluxo
laminar, para garantir a assepsia (Vieira et al.,
2004; ANVISA, 2001; Sallam, 2007).

3.8.1.1 Tratamento com Extrato de
limao

Lim&o do tipo branco ou galego (Citrus limon)
foi coletado na Fazenda Experimental Professor
Hélio Barbosa, pertencente aEV/UFMG e levados
ao laboratério, onde foram lavados em dgua
clorada e as superficies higienizadas com dlcool
70% (v/v) iodado 0,5% e enxaguados com dgua
destilada estéril. Foram cortados no seu diametro
com laminas de bisturi estéreis e o extrato obtido
por esmagamento e acondicionado em becker
estéril.

Utilizaram-se amostras de filé de peixe em
duplicatas, do um mesmo exemplar, sendo uma
tratada com extrato de limdo (pH 4,0) por 20
minutos e outra mantida sem tratamento. Toda
andlise Dbacteriolégica para a pesquisa de
Salmonella spp-» Aeromonas spp.,
Enterobacteriaceae e GNNF foirealizada segundo
a metodologia proposta pela ANVISA (2001) e
MAPA (2003). Os

protocolos seguidos neste estudo, “Compendium
of Methods for the Microbiological
Examination of foods” e o “Bacteriological
Analytical Manual” foram empregados de acordo
com as exigéncias da legislacdo brasileira para
exames microbioldgicos de alimentos (ANVISA,
2001).

Para pesquisa, do isolamento especifico de
Salmonella spp. e Enterobacteriaceae foi
utilizada a técnica descrita por Hofer (2006),que
consiste em se colocar os 25 gramasde filé em
100 mL de meio de cultura para pré
enriquecimento da amostra com solugdo salina
com 0,85% NaCl Peptonada 1% eTamponada,
homogeneizando por um minuto e incubadas em
estufa bacteriolégicaa 37°C por 24 horas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO lagoa da Pampulha, ao longo das duas esta¢oes
seca e chuva 2008/2009, respectivamente estdo
Os resultados do exame bacterioldgico dadgua, demonstrados natabela 2.

dos quatros pontos estudados na

Tabela 2: resultados do exame bacterioldgico da dgua da Lagoa da Pampulha coletados emquatro pontos,
no periodo de seca e chuva, em 2008 e 2009.

Coliformes Fecais
Coliformes Totais Termotolerantes Colilert Colilert
dfco(;‘gzs (NMP/100 mL X 45°C Coliformes | Coliformes E’Zﬁﬁgggﬁ“ﬁg’p
1000) (NMP/100mL Totais Fecais
x1000)
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
01 18,0 12,0 9,5 6,5 + + + + 160 95
02 35,0 35,0 2,3 2,1 + + + + 1.400 1.200
03 7,0 7,9 7,0 0,0 + + + + 280 160
04 13,0 17,0 1,1 1,1 + + + + 4.400 850

* Estagdo seca: agosto e setembro de 2008(1); estagdo chuvosa: fevereiro e margo 2009(2).

Os resultados bacterioldgicos obtidos comas
amostras de dgua coletadas nos pontos um, dois,
trés e quatro nos anos de 2008/2009, como pode
ser visto na tabela 2 foram superiores aos niveis
minimos de coliformes totais e coliformes fecais
termotolerantes  45°C, estabelecidos pelas
portarias do Ministério da Saide N° 518/2004,
APHA 2005, Copam N° 010/1986,

e Conama N° 020/2001, para que uma aguaesteja
dentro dos padrdes de potabilidade e
balneabilidade.

Pode-se observar na tabela 2 que os valores
médios de coliformes totais noperiodo foram de
15.000 NMP/100 mL valor este trés vezes
superior ao estabelecido pelas portarias, que é de
5.000 NMP/100mL. J4 os valores de coliformes
fecais termotolerantes a 45°C, em quase todos os
pontos de coleta, foram acima de 1.000 NMP/100
mL que € o valor mdiximo permitido pela
legislacdo. Entretanto, no ponto de coleta trés ndo
foi detectado coliformes fecais termotolerantes a
45°C, noperiodo das chuvas, possivelmente pela
presenca de nascentes, que ndo estdo
contaminadas por acdo antropica. Ja no periodo da
seca, o numero de coliformes fecais
termotolerantes a 45°C foi de 7.000 NMP/100 mL,
superior ao nivel maximo exigido, classificando a
dgua da lagoa da Pampulha como imprépria para
recreacdo. Em ambas as estacdes estudadas foram

encontrados valores elevados de coliformes,
embora na estacdo chuvosa, os valores de
NMP/100 mL entre (900 a 6000)encontrados
tenham sido mais Dbaixos, porem ndo
significativos (p >0,05).

Os testes enzimdticos para pesquisaqualitativa
para coliformes totais e fecais termotolerantes a
45°C apresentaram correlacdo positiva com os
testes quali- quantitativos, podendo ser utilizados
como teste de triagem, na avaliagdo de colecdo
de dguas quanto a potabilidade e balneabilidade,
o que esta de acordo comos trabalhos de Trepeta
e Edberg, (1984); Rice et al. (1990); Eckner
(1998).

Quanto ao teste quantitativo para Enterococcus
spp. pode se observar na tabela 2, que os niveis de
contamina¢do nos pontos de coleta um e trés,
apresentaram valores médios nos periodo de
coleta de 128 e 220 NMP/100 mL,
respectivamente, valores inferiores a 400
NMP/100 mL exigido pela legislagdo. Nos outros
dois pontos de coleta (dois e quatro) os valores
médios foram de 1962 NMP/100 mL de
Enterococcus spp., superior ao nivel minimo
exigido. Apesar dos valores de Enterococcus
spp. encontrados nos pontos um e trés de coleta,
serem inferiores aos valores estabelecidos pela
legislacdo, pode-se observar na tabela 2 que os
valores de coliformes totais e fecais
termotolerantes



45°C inviabilizam a utilizacdo da dgua da Lagoa
da Pampulha para recreacdo. A dguados pontos
dois e quatro nos periodos seco e chuvoso
demonstraram altas concentracdes de
Enterococcus spp., caracterizando-se como
impréprias para banho, e no periodo da seca
apresentaram niveis mais acentuados de
contaminacdo que no periodo chuvoso. Quando
existem altos indices de Enterococcus spp. como
os valores encontrados neste trabalho, surgeuma
preocupacdo do ponto de vista da saide publica,
por haver uma associag@o direta destes altos
indices e a contaminagdode humanos apds contato
com esse tipo de dgua, como descrito por Pruss
(1998).

Os valores encontrados neste trabalho estdo de
acordo com os levantamentos feitos por Souza e
Gomes (2007), que obtiveram os resultados das
analises de coliformes fecais realizados nas
amostras de 4guas coletadas, na lagoa da
Pampulha, nos cérregos Agua Funda, Bratnas,
AABB, Olhos D’Agua, Sarandi, Tijuco,
Mergulhdo e Vertedouro, todos com valores
acima de

25.000 UFC/100 mL, desta forma com esses
niveis de coliformes fecais nio estdo de acordo
com os limites de aceitagio do CONAMA, ou
seja, imprépria para utilizacdo, com esses
elevados valores de bactérias presente nas dguas,
as quais sdo um grande risco para satide das
pessoas que ali freqiientam.

Questdes relativas ao impacto ambiental e asaidde
publica sdo os principais fatores associados a
transmissdo de bactérias multirresistentes,
segundo Murray (1998); McEwen e Fedorka-Cray
(2002); Weber e Rutala (1997). O que € de se
preocupar sob o ponto de vista de satde publica,
devidos aos riscos sanitdrios com a qualidade
bacterioldgica da dgua da lagoa daPampulha com
os valores de Enterococcus spp. encontrados,
tornado-a impréprios para o consumo, pela
presenca deste microrganismos, oriundos de
contaminacdo fecal dos esgotos domésticos,
industrial ehospitalar que sdo lancados nesta
lagoa.

A partir dos tubos onde houve crescimento de
Coliformes Fecais Termotolerantes 45°C, foram
obtidos isolados, onde foram identificadas as
seguintes espécies/géneros

de Enterobacteriaceac: = Escherichia coli,
Proteus spp., Enterobacter spp., Klebsiella
spp. ¢ Citrobacter spp. todas da familia das
Enterobacteriaceae. Foram também identificados
bactérias do grupo GNNF, como Alcaligenes
faecalis e Pseudomonas spp. Em nenhuma das
amostras de 4gua trabalhada foram obtidos
isolados deSalmonella spp.

Identificar enteropatégenos € um importante
indicador epidemioldgico, que demonstram
indiretamente a possibilidade de ocorréncia de
doencas de veiculacgao hidrica na populagdo e pde
em risco sanitdrio aqueles que alimentam de
animais oriundos de 4gua com este tipo de
contaminacdo microbioldgica (Braz et al., 1999;
Azevedo, 2001; Serra et al., 2003). Os coliformes
totais e fecais termotolerantes sdoamplamente
usados como indicadores decontaminagdo fecal
para determinar a qualidade de dgua, o fato de
estes microorganismos serem habitantes da
microbiota intestinal, possibilitaria determinar a
origem fecal da contaminacdo da dgua, seja de
animal de sangue quente denominados
homeotérmicos e/ou pecilotérmicos (Bordalo,
1993; Allen e Edberg, 1995; Bordalo, 2002;
APHA, 2005). Embora, Escherichia coli, por sua
alta resisténcia, possa estar presente na agua e
haver origem fecal direta, o isolamento de outras
Enterobacteriaceae como
Enterobacter spp., Klebsiella spp., Citrobacter
spp., Proteus spp. e outros géneros encontrados,
suportam umapolui¢ado fecal na 4gua (Quinn et al.,
1994). Dentre as amostras de coliformes fecais
encontradas, todas foram identificadas como
Escherichia coli sendo este agente,reconhecido
como a principal bactéria indicadora de
contaminacdo fecal em 4gua para consumo,
esgoto, dgua para recreagdoe aquicultura (Murray
et al., 2007; Chou, 2004; Allen e Edberg, 1995;
APHA, 2005).
Este achado permite inferir que o alto nivel de
contaminacdo da Lagoa, estd relacionado ao
despejo de esgoto residencial em suas 4guas,
tornando-a imprépria as atividades de recreacdo e
pesca.

Outra bactéria sugerida como indicador epadrio
de balneabilidade para dgua de
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recreacdo, é a Pseudomonas spp., tendo
associacdo a doencas relacionadas com a préatica
da natacdo, sendo inclusive resistente a cloracdo,
motivo pelo qual sdo sugeridas como indicadoras
de qualidade para dgua de lazer e recreacdo. Sao
indicadores primdrios da contaminacdo da 4gua
por animais de estimacdo, roedores, dgua de
riacho e fontes humanas. Este microorganismo
pode ser um patégenohumano, “oportunista” e
tem a capacidade de se multiplicar em 4gua de
recreagdo na presenca de nutrientes como
nitrogénio, fésforo e potdssio (APHA, 2000,
2005). O indice de isolamento de Pseudomonas
spp. foi muito maior do que de outras
enterobactérias o que ndo era de se esperar,
segundo descri¢do no manual de andlise de dgua
do Guidelines for... (2002). Reforcando a
importancia deste experimento em relacdo a
saide publica, por se tratar de um agente
oportunista.

As implicacdes da qualidade microbioldgica da
dgua sdo diretas sobre a saide dos organismos
aqudticos. Sabe-se que os peixes da Lagoa da
Pampulha, apesar da proibicio da pesca, sdo
utilizados como alimento por uma significativa
parte da populacio local de baixa renda,
representando um alto risco de toxinfeccdo
alimentar. A grande diversidade e carga
bacteriana de coliformes encontrados nasiguas da
lagoa em todos os pontos e épocas estudadas
podem estarrelacionadas ao ndo isolamento de
Salmonella spp. nas amostras de dgua, em razdo
do antagdnismo entre patogenosentéricos como
Escherichia coli e Proteus spp., que produzem
colicinas, que sdosubstancias inibidoras com ac¢ao
bactericida para o crescimento das Salmonellae,
incluindo as espécies de S. fennessee, S.
newport, S. enteritidis e S. schottmuelleri
(paratifo B) e Shigella spp., fato também
observado por Frederic e Levine, (1947), Levine
e Tanimoto (1954).

Foram capturadas nos quatro pontos de coleta as
seguintes  espécies de peixes: Tildpias
Oreochromis spp. (Linnaeus, 1758) (PISCES:
CICHLIDAE) Aphia ID: 313195,

Tucunaré Cichla ocellaris (Bloch &Schneider,
1801) (PISCES: CICHLIDAE)

Aphia ID: 280183 e Acard ou Card

Geophagus brasiliensis (Quoy & Gaimard,
1824) (PISCES: CICHLIDAE) Aphia ID:
280831, segundo International Code Zoologycal
Nomenclature (ICZN) segundo WORMS.

Os peixes estudados eram de aspectosauddvel,
embora  altamente  contaminados. Uma
observacgdo direta do estudo é a aparente falta de
associacdo dessas bactérias com fatores mérbidos
em peixes. Entretanto, oS resultados
bacterioldgicossdo de relevancia tendo em vista
que auséncia de sinais indicativos de doencas,
nenhuma medida serd tomada para a sua
condenagdo. Estes poderdo ser fonte para
toxinfeccdes alimentares. O risco sanitirio é
potencial e direto as populagdes que o0s
consomem, e amplificivel para pessoas em
coabitacdo, onde haja deficiéncias nas condicdes
de higiene.

Os resultados de isolamento bacteriolégico na
pele dos peixes (linha lateral e bordasdas
nadadeiras) revelam a presenca em 100,00% das
amostras trabalhadas de Flavobacterium spp.,
entretanto, em nenhum dos espécimes foi
observado alteragdes anatomopatoldgicas e
clinicas sugestivas da infeccdo por este agente.
Epidemiologicamente ¢ sabido que todas as
espécies de peixes sdo sensiveis a infeccdopor
alguma espécie da familia Flavobacteriaceae,
acometendo
principalmente branquias, superficie da pelee

nadadeiras (Shotts e Starliper, 1999).

Na tentativa de isolamento bacteriolégico noSNC
para Streptococcus spp., apenas um (4,17%) dos
peixes estudados apresentou- se positivo. Em
nenhum dos espécimes foram observadas
alteracdes comportamentais,

assim como ndo foram observados  animais

moribundos (incoordenacio
motora). Isso é preocupantesob o ponto de vista
dos manipuladores desses peixes, que podem se
contaminarpor essa zoonose, tendo em vista que
certos espécimes de peixes podem ndo aparentar
sintomatologia.

Os resultados dos isolados dos pescados em
relacdo as branquias, fezes, rim e filé por familia
de bactérias sdo apresentadosna figura 2
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Figura 2: Distribui¢do de trés familias de bactérias em percentagem em 6rgaos e fezes de peixes da Lagoa
da Pampulha nos periodos de seca e chuva nos anos de 2008/2009, respectivamente.

De acordo com os resultados encontrados na
figura 2, pode ser observado que as
Enterobacteriaceaec foram isoladas com maior
frequéncia das branquias, fezes e filé,nos dois
periodos  estudados, existindo uma forte
correlacdo com os isolados da dgua dalagoa da
Pampulha.

Quanto a familia da Pseudomonadaceae pode ser
observado que a frequéncia deisolados foi maior
nas branquias no periodo das chuvas, este fato
pode estar relacionado com a maior concentragdo
de oxigenio na dgua, que € um fator limitante para
sua multiplicacdo. Os isolados da familia
Aeromonadaceae foram encontradosem grandes
quantidades nas branquias, fezes e filé, em razdo
da alta taxa de contaminagdo da lagoa por
efluentes domésticos, que apresentam niveis
elevados de matéria orginica, ricos em N, Na e
K, que favorecem a multiplicacdo

destes microrganismos como observado porJanda
e Abbott (2010).

Em todos os 6rgdos e nas amostras dosfilés dos
peixes estudados foram encontrados coliformes
fecais e Aeromonas spp., o que reforca o reflexo
da microbiotada dgua e a diversidade bacteriana
presentenos peixes (Markosova e Jezek, 1994;
Davis et al., 1995; Nayak; 2010; Janda e Abbott,
2010). O que demonstra a necessidade da
avaliacdo microbiologica para o género
Aeromonas dos organismos aquaticos quando
sdo destinados para consumo, por oferecerem
grandes riscos, presentes nos alimentos, oriundos
de exposicdes constantes em ambientes aquaticos
contaminados por dgua deesgoto.

Os resultados dos isolados por espécies das
diferentes familias estudadas, sdo apresentados
nas figuras 3,4, 5 e 6.
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Figura 3: Distribuicdo de bactérias isoladas em percentagem nas fezes de peixes da Lagoa daPampulha, no

periodo de seca e chuva nos anos de 2008 e 2009.

Como pode ser visto na figura 3, existe uma
correlacdo entre os agentes bacterianos
identificados na dgua e dos agentes encontrados
nas fezes analisadas.

Da familia Enterobacteriaceae foram isoladas
Citrobacter (66,67%) e Escherichia coli
(29,17%) do grupo dos coliformes fecais
termotolerantes, nas amostras das fezes. Estes
dados confirmam a relagdo dos dois géneros com
a ocorréncia de isolados dos coliformes fecais.
Porém, estes resultados contradizem estudos
anteriores realizadospor APHA, 1992, 2000. e
2005, que cita a presenca, de Citrobacter spp.,
mas em baixa densidade em relacdo a populagdo
deEscherichia coli, a qual representa 95,00% dos
isolados no grupo dos coliformes, segundo
Dufour (1977).

Nas fezes foi de 12,50% para a espécie P.
aeruginosa e 25,00% para o género
Pseudomonas, o que superou muitos géneros da
familia Enterobacteriaceac do grupo dos
coliformes, s6 ndo superando os géneros Proteus
spp. HoS (-) também 25,0% de isolamento,
Escherichia coli com 29,17% e Citrobacter spp.
66,67%.

Os isolados das diferentes
espécies/géneros nas familias estudadas

assim como as Enterobacteriaceae, encontrando
num total de sete géneros, os achados de
Pseudomonadales, como Pseudomanas, GNNF
e  Alcaligenes faecalis, Plesiomonas
shigelloides e Aeromonas spp. sdo bactérias
presentes na coloniza¢@o do trato gastro intestinal
de peixes, o que estd de acordo com a ultima
revisdo microbiota gastrointestinal em peixes de
Nayak (2010). A grande taxa de microrganismos
de ambientes aquaticos, do solo, e dos sedimentos
sdo  bactérias  colonizadoras do trato
gastrointestinal de peixes de 4gua doce e marinha.

Os resultados revelaram o isolamento de 19
(79,17%) dos 24 peixes desta pesquisa com
Aeromonas spp. nas fezes, o encontro elevados
dessa bactéria confirma as observacdes de outros
autores, destacando a ocorréncia bastante
freqliente de membros deste género no ambiente
aqudtico, principalmente em 4gua doce,
compondo a microbiota normal de peixes,
anfibios e répteis, ou como agentes de doengas de
acordo com Janda e Abbott (2010), e cargas altas
desse microrganismo presentes pde em risco o
ambiente para os animais ali presente CDC,
(1990). Varios estudos t€ém demonstrado que a
concentracdo de Aeromonas spp. é
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fortemente correlacionada com atemperatura e
excesso de matéria orginica, sobrecargas
ambientais, concentragdes elevadas de metais
pesados e alta densidade de populagio no
ambiente natural (Rippey e Cabelli, 1980; Imziln
et al.,1997).
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Como pode ser visto na figura 4, existe uma
correlaco entre os agentes bacterianos estudados
na dgua e dos agentes encontrados nas branquias
analisadas.

Citrobacter spp.

GNNF

Alcaligenes faecalis

P, aeruginosa

Pseudomonas spp.
Aeromonas spp. |

Flavobacterium spp.

Acinetobacter baumannii

Figura 4: Distribui¢do de bactérias isoladas nas branquias de peixes da Lagoa da Pampulha,no periodo de

seca e chuva nos anos de 2008 e 2009.

Nas amostras de branquias estudadas na familia
Enterobacteriaceae foram encontrados com as
maiores  frequéncias as especies/géneros:
Citrobacter spp. 41,67% Proteus spp. HoS (-)
29,17% e E.coli 20,83%. A maioria dos dados
encontrados na literatura, destaca E.coli com
valores bastante elevado em termos percentuais
quando comparado aos outros géneros desta
mesma familia. Neste trabalho foi observado um
predominio de outros géneros do grupo dos
coliformes, como Citrobacter spp. e Proteus
spp., 0 que contraria com dados obtidos por
Dufour, 1977 e APHA, 2005, em que
Escherichia coli sempre representa o maior
numero de achados dentre dos coliformes.

Esses resultados mostram que as branquias e
intestinos apresentam maior diversidade de
coliformes fecais. Isso pode ser devido ao fato de
que as branquias estdo diretamente em contato
com a 4gua, e o intestino por ser o hdbitat de
bactérias entéricas. Trabalho semelhante foi feito
no Egito por El-Shafai et al. (2004), onde
encontraram maiores contaminagdes
bacterioldgica por coliformes primeiro no
intestino, em segundo nas branquias, emterceiro
na superficie, e em quarto no figado. O que
corrobora com os valores encontrados das altas
contaminacdes dasbranquias nos peixes da lagoa
da Pampulha, se assemelha aos estudos de El-
Shafai et al. (2004), em comparacdio com a
superficie da pele, podem ser atribuidas



para a estrutura das branquias, que tem grande
superficie de area para o ataque bacteriano, e alta
taxa de circulacdo na passagem de dgua, durante a
filtragdo e hematose.

Os resultados da ocorréncia de Escherichia coli
nas branquias e visceras dos peixespesquisados
reflete os niveis de polui¢docausados por outros
animais e/ou humanos (Muratori, 2000),
(Muratori et al., 2000; 2004) desta lagoa, e estd
entre as principaisresponsaveis por infeccoes do
trato urindrio,diarréias e relacionadas a septicemia
e meningite, demonstrando os riscos em alimentar
destes pescados da lagoa, e também os perigos da
transmissdo cruzada de organismos veiculados
por maos e facas aos outros alimentos crus e
também aoscozidos (Jay, 2005).

Do total das branquias estudadas dos peixes,
12,0% desses 6rgdos estavam infectados com
Acinetobacter baumannii, o que é de se
preocupar devido o contato e manuseio com esses
animais, durante a pesca tendo em vista nos
tempos atuais esse GNNF ¢ um dos destaques em
infeccdes oportunistas nosocomiais para o0
homem, causando pneumonia, septicemia,
meningite e Obitos em seres humanos, e
dificuldades com a eficdcia no antibidtico terapia,
j4 demonstrando muita resisténcia aos farmacos
(Schreckenberger e Graevenitz, 1999; Evans et
al., 2002; Vieira et al., 2004).

A freqiiéncia de isolamentos de Pseudomonas
aeruginosa foi de 25% para essa espécie, e
45,83% para o género

Pseudomonas do total dos isolados nas
branquias, comparando com todas as figuras dos
resultados com os respectivos 6rgdos estudados,
uma das possiveis explicacdes para os valores
mais altos nesse 6rgao, talvez seja devido ao fato
dessa bactéria, ser aerdbia, € ndo sobreviver em
condicdes precérias de oxigénio,
predominantemente mais comum ser encontrada
na lamina d’agua devido a maior oxigenagio
presente na superficie da dgua dos lagos,
oferecendo melhores condi¢des de sobrevivéncia
e manutencdo dessa bactéria, o que demonstra
esse orgdoestudado um excelente micro-habitat
paraas condi¢des de oxigenacao necessarias.

Nesta pesquisa, foram encontrados em 79,17%
Aeromonas spp. das branquias dos peixes
estudados. Esse microrganismo que é comumente
encontrado em 4gua com altas cargas de
poluicdes por esgoto como no caso desta lagoa
estudada, esses animais estdo expostos a muitas
doencas subagudas como variedades cronicas em
peixes mais velhos, como letargia, exoftalmia,
hemorragia nos musculo e 6rgdos internos nas
Tildpias e varais outras espécies de peixes,
segundo Janda e Abbott (2010).

Flavobacterium spp. foram encontradas em
100,00 % das branquias dos peixe, isso demonstra
a grande suceptibilidade para infeccdes dermicas
e lesGes como ulceras nas bordas das nadadeiras,
tendo em vista que todos os peixes foram
positivos, leva a crer que hd grande contaminagio
também na dgua da lagoa (Decostere et al., 1998
e 1999).
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Figura 5: Distribui¢do de bactérias isoladas no
seca e chuva nos anos de 2008 e 2009.

Como pode ser visto na figura 5, existe uma
correlacdo entre os agentes bacterianos estudados
na 4gua e dos agentes encontrados nos rins
analisados, pois os achados com maior freqiiéncia
como Aeromonas spp. 20,83%, Proteus spp.
12,50% e Plesiomonas de 8,33% nos remetem a
forte pressdo da grande carga bacteriana presente
nesse ecossistema aqudtico dessa lagoa, em
ultrapassar barreiras de defesa desses peixes, por
essas bactérias estarem presente nesse 6rgdo, o
que ndo é de se esperar, e coloca em risco a
sanidade dos mesmos.

De acordo com Guzman et al. (2004), bactérias
penetram no organismo do peixe em
concentragdes criticas de 10° UFC/100 mL na
dgua, possibilitando maiores chancesda invasdo
no animal, o que neste estudofoi observado, com
a presenca da agentes bacterianos nos Orgaos
estudados e também no rim, devidos aos
valores altosde microrganismos bioindicadores
para a qualidade da dgua que foram encontrados,
e sete espécies diferentes de bactérias encontradas
nos rins, explicando as

rim de peixes da Lagoa da Pampulha, noperiodo de

correlacdes da saide do peixe com a dgua que
habita, no ambiente aquético poluido.

A taxa de isolamento de Plesiomonas
shigelloides de 8,33% nos peixes da lagoa da
Pampulha foi semelhante ao encontrado por
Canabarro (1991), que trabalhando com amostras
de peixes de varias espécies encontrou 12,93% de
animais infectados com bactérias dessa espécie,
no estado do Rio Grande do Sul, sendo um
microrganismo normalmente encontrado na dgua,
no organismo de peixes e aves.

Com os maiores achados nas amostras dos rins
pesquisados, foram de 20,83%, paraespécies de
Aeromonas spp., O que somente esse
microrganismo ou como co- patégenos pode gerar
invasdo secunddria para infecgdes iniciadas por
questdo do meio ambiente com muita presenca da
mesma, portanto em vista desse 6rgdo estudado
atingido por essa bactéria, colocam esses peixes
desta lagoa expostos a riscos para a sanidade dos
mesmos, segundo Janda e Abbott (2010).
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A figura 6 demonstra a distribuicdo das diferentes
espécies/géneros de bactérias encontradas durante
as duas estacdes

(seca e chuva) de todos os filés dos peixes
analisados.
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Figura 6: Distribuicdo de isolados nos filés dos peixes da Lagoa da Pampulha nos periodosseca e

chuvoso nos anos de 2008/2009.

Como pode ser observado no grafico da figura 6,
h4 uma grande diversidade de espécies/géneros de
bactérias do grupo dos coliformes fecais
encontradas nos filés, dos quais o maior
percentual é Escherichia coli, causadoras de
infeccoes alimentares. Entre as enterobactérias
mais  frequentes encontradas, além de
Escherichia coli com 25,00%, destacam-se os
isolados do géneroCitrobacter spp. com 16,67%.
Os resultados encontrados foram similares aos
estudos anteriores que citam a presenca, de
Escherichia coli em maior concentragio quando
comparado aos valores de Citrobacter spp.
(APHA, 2000 e 2005 e Dufour, 1977). A
ocorréncia desses enteropatégenos nos espécimes
analisados compromete a qualidade destes
pescados, necessitando que sejam preconizados
medidas e procedimentos que minimizem estes
riscos para o consumo.

Nos filés, o género Aeromonas spp. estapresente
em maior frequéncia 37,50%, que

os coliformes fecais. Estes agentes podem causar
infeccdes aos consumidores dos pescados desta
lagoa, como gastroenterites € vdrias outras
sindromes (Veira et al., 2004; Hofer et al., 2006;
Janda e Abbott, 1996, 2010). Entretanto ndo
fazem parte dos agentes bacterianos indicadores
da polui¢do de dguas estabelecidos pela legislacio
vigente.

Os resultados do isolamento de Escherichia coli
e Aeromonas spp. nos filés destetrabalho foram
semelhantes aos encontrados por Ogbondeminu e
Okoye (1992), que avaliarm a qualidade
microbianade peixes mantidos em tanques com
dguas residuarias ndo tratadas e apresentaram
contaminacdo do musculo, por coliformes fecais
e Enterococcus spp. mesmo quandoo NMP foi
inferior a 10* UFC/100 mL. Outrospesquisadores
como Hejkal et al. (1983) e Fatal et al., (1993)
também encontraram resultados similares a
contaminacdo por Enterobactereaceae  nos
musculos de
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pescados criadas nas mesmas condi¢des deste
trabalho.

A contaminagdo dos miusculos por Aeromonas
spp. pde em risco o consumo eo manipulacio dos
pescados, podendoocasionar uma variedade de
sindromes em humanos, como gastroenterites,
diarréia, problemas intra abdominal, infeccdes
oculares, tratos respiratério e urogenital,
septicemia, como relatado por diversos
pesquisadores (Janda e Abbott, 1996; Vieiraet al.,
2004; Janda e Abbott, 2010). Entretanto a
legislacdo vigente ndo contempla a pesquisa desse
agente como indicador de contaminacdo 4gua e
organismos aquaticos.

Os resultados negativos observados napesquisa de
isolamento de Salmonella spp., podem estar
relacionados ao antagonismo entre patdgenos
entéricos (Levine e Tanimoto, 1954), como
Escherichia coli e Proteus spp., que foram
freqlientemente encontradas (25,00% e 8,33%
respectivamente) nas amostras examinadas nos
filés. Estes géneros produzem colicinas,que sdo
substancias inibidoras para o crescimento das
Salmonella spp.. Este fato podera proporcionar
resultados falsos negativos, o que pde em risco o
consumo desses pescados.

A E.coli exerce antagonismo microbiano na
microbiota competitiva, sendo assim persistem
por tempo superior ao de bactérias patogénicas
intestinais como Salmonella e Shigella, o que
estd de acordo com os resultados obtidos de E.coli
e Proteus spp. com freqiiéncia na dgua daLagoa
e nos peixes estudados. Essesmicrorganismos sao
deteriorantes e patogé€nicos oportunistas, que
consistem em um risco potencial para os
consumidores destes pescados, essas bactérias
encontradas interferem na qualidade da carne,
pois mais rdpida € a sua deterioracdoe menor sua
vida 1til para o consumo deste pescado (Vieira et
al., 2000).

Segundo as portarias vigentes, a auséncia de
Salmonella spp. a presenca das diferentes
espécies/géneros de coliformes encontrados, tais
como Escherichia coli,

Citrobacter spp., Proteus spp. H.S(-),
Enterobacter spp. e Klebsiella spp., nao permite
a utilizacdo do pescado. Pelos resultados do
estudo, os filés estdoimpréprios para 0 consumo
em razdo dagrande diversidade de isolados e seu
potencial impacto a saide publica. Noentanto, do
ponto de vista higiénico  sanitirio e
epidemioldgico, abre-se um precedente para o
questionamento dos protocolos de andlise
microbiana de alimentos, principalmente por ndo
estabelecerem parametros de ocorréncia de outros
agentes bacterianos como Aeromonas spp.,
mesmo com surtos reportados na literatura deste
assunto.

Com os elevados valores encontrados de
Citrobacter spp., Proteus spp. e Escherichia
coliem todos os 6rgdos estudados, inclusive nos
filés, nesta pesquisa demonstram a relevancia
desses dados (além de Enterobacter spp. e
Klebsiella spp.), fica ressaltado a patogenia
destas bactérias com as implicacdes destes filés
para o consumo humano. Por ter a maior
importancia na contaminac¢do alimentar, pode-se
destacar o grupo coliforme, os quais sdo inerentes
ao trato intestinal (Hobbs e Roberts, 1999;
Muratori, 2007).

Bactérias que foram encontradas nos filés, como
Escherichia coli, Citrobacter spp., Proteus
spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp.,
Pseudomonas spp. e Aeromonas spp., ja
Flavobacterium spp. (100% nas branquias) tém
uma participacdo na deteriora do peixe, podem
contribuir participando deste processo, da
degradacdoinicial das proteinas. Apds o rigor
mortis, o ndmero de bactérias aumenta e
consequentemente as enzimas presentes nesses

microrganismos, aceleram o processo de
putrefacao por essas bactérias putrefativas com as
descarboxilacdes e desaminacdes de vdrios

aminodcidos presente na carne dos peixes, como
a descarboxilagdo da lisina e produgdo da
cadaverina (Citrobacter), a desaminagdo do
triptofano em putrefacina (Pseudomonas,
Escherichia coli), a transformagio dehistidina
em histamina (Proteus spp., Morganella
morganii e Klebsiella spp.), o
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que pode provocar intoxicagdes de natureza
alérgica.

Revela-se uma alarmante condi¢do de risco a
populagdo carente, que subsiste com a proteina de
pescado da Lagoa da Pampulha. A grande
contaminacdo dospeixes e da dgua pode estar
relacionada a contaminacdo fecal da dgua da
Lagoa pela intensa impactacdo antrdpica,
demonstrada tipicamente por Aeromonas spp.
isoladas nas diferentes amostras e pontos de
coleta, sem levar em conta as variagdes sazonais.

Os achados de Plesiomonas shigelloides de
12,50% nos filés dos peixes estudados da Lagoa
da Pampulha foram semelhantes aosencontrados
por Canabarro (1991), que trabalhando com
amostras de peixes de vdrias espécies encontrou
12,93% dos animais infectados com bactérias
dessa espécie no estado do Rio Grande do Sul, o
que demonstra os riscos da alimentacdo destes
pescados em surtos de doencgas de origem hidrica,
em humanos como diarréia, vomito, e alteracdes
sistémicas, como descrito por Novotny et al.,
(2004), em surtos de toxinfeccdo alimentar em
humanos causados por este agente.

A qualidade bacterioldgica de filés(misculo) dos
peixes da Lagoa da Pampulha submetidos a
acidifica¢do com suco de limao (pH 4,0).

O 4cido citrico do liméo (Citrus limon) (4cido2 —
hidréxi -1,2,3, - propanotricarboxilico) €o aditivo
INS 330 e neutraliza aminas na carne de pescado,
convertendo-as em sais nao-volatéis de amonia
(ANVISA, 2011).

Nos filés submetidos ao caldo de limdo foram
isolados Escherichia coli, Citrobacter spp.,
GNNF, Alcaligenes faecalis e Aeromonas spp.
indicando que a acidifica¢@o ndo foi eficaz como
bactericida, embora a quantidade de isolados
tenha sidomenor quando comparado com o filé
sem

tratamento, aonde foram isolados Enterobacter
spp., Klebsiella  spp., Proteus  spp.,
Plesiomonas shigelloides e Pseudomonas
spp.. A utilizacdo do extrato de citricos foi
empregada com resultados satisfatérios por
diversos pesquisadores (Oboh et al., 1995;
Adedeji et al., 2007) frente bactérias Gram
negativas e positivas. O resultado desfavoravel
encontrado neste experimento pode ter sido
causado pelo alto nivel de contaminacdo
bacteriana dos pescados da Lagoa da Pampulha.

A partir dos filés tratados com caldo de limdo
foram isolados Escherichia coli, Citrobacter
spp., GNNF, Alcaligenes faecalis e
Aeromonas spp., indicando que a acidificacdo
niao foi eficaz como bactericida, embora a
quantidade de isolados tenha sidomenor quando
comparado com o filé sem tratamento. Um fator
que pode ter interferidono efeito bactericida do
dcido seria o tempo em que a carne ficou em
contato com omesmo.

5. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos neste experimento
pode-se concluir que a Lagoa da Pampulha
apresenta uma elevada taxa de contaminagdo
bacteriana na d4gua em todos os pontos estudados,
tanto na estacdo seca como na chuvosa
aumentando os riscos de doencas de veiculacdo
hidrica. Os peixes da Lagoa constituem um risco
a  sadde publica, quando consumidos,
principalmente pelo o fato de nio apresentarem
sintomatologia. O suco de limdo mostrou-se
ineficiente como bactericida frente a grande
contaminacdo e que a ocorréncia desses
enteropatdgenos na 4dgua e nos espécimes
analisados, compromete a qualidade destes
pescados, implicando em necessidade de medidas
e procedimentos de saneamento, que minimizem
os riscos potenciais de doencas de veiculagdo
hidrica.
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