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RESUMO

FONTANA, I. Propostas para o sistema de vigilancia de moluscos bivalves de
Santa Catarina. [Proposals for the bivalve molluscs surveillance system of the Santa
Catarina coast, Brazil]. 2016. 139 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2016.

Moluscos bivalves sé&o organismos filtradores capazes de concentrar susbtancias
produzidas por microalgas toxicas. No estado de Santa Catarina, lider na producédo
nacional, os cultivos tém sido oficialmente monitorados para a deteccdo de
ficotoxinas causadoras dos Envenenamentos Diarreico (DSP), Amnésico (ASP) e
Paralisante (PSP) por Consumo de Moluscos nas partes comestiveis. Amostras de
agua também sao coletadas para a quantificacéo de algas nocivas. O objetivo deste
trabalho foi sugerir o uso de areas amostrais para coletas semanais, bem como
calcular o tamanho das amostras agrupadas e analisar os dados de ocorréncia.
Diferentes cenarios foram desenvolvidos para simular a variacdo dos tamanhos
amostrais, utilizando-se o EpiTools®. Considerando-se uma alta prevaléncia e altas
sensibilidades dos testes, é possivel sugerir dois pools amostrais para a deteccéao de
Toxinas Lipofificas (2x30), duas para detectar PSP (2x15) e uma para detectar ASP
(1x20) em cada uma das 24 areas amostrais sugeridas. Se o teste de Cromatografia
Liquida com Espectrometria de Massa (LC-MS/MS) for validado para todas as
biotoxinas, apenas um pool amostral seria suficiente (1x15). Informa¢des espaco-
temporais de ocorréncia também foram analisadas e apenas ficotoxinas causadoras
de DSP foram encontradas. Utilizando-se os softwares SaTScan® e QGIS 2.12.2-
Lyon®, foram desenvolvidos mapas de calor com os dois clusters espaciais
encontrados para as deteccdes de DSP em moluscos e os quatro para Dinophysis
acuminata (=100cels/L) em amostras de agua. Os resultados com maiores riscos
relativos corresponderam ao cluster temporal do segundo semestre de 2014, os
clusters espaciais das areas 7 a 11 para DSP e areas de 7 a 9 para D. acuminata.
Esses resultados poderdo contribuir para o planejamento de estratégias a serem

incorporadas num futuro sistema de vigilancia de moluscos bivalves do estado.

Palavras-chave: Sistema de vigilancia. Amostragem de moluscos bivalves.
Malacocultura de Santa Catarina. Biotoxinas. Algas nocivas.






ABSTRACT

FONTANA, I. Proposals for the bivalve molluscs surveillance system of the
Santa Catarina coast, Brazil. [Propostas para o sistema de vigilancia de moluscos
bivalves de Santa Catarina]. 2016. 139 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Séo
Paulo, 2016.

Bivalve molluscs are filtering organisms capable to concentrate substances produced
by toxic microalgae. In Santa Catarina state, main Brazilian producer, the crops have
been officially monitored for the detection of phycotoxins that cause Diarrheic (DSP),
Amnesic (ASP), and Paralyzing (PSP) Shellfish Poisonings in edible parts. Water
samples are also collected for harmful algae quantification. The goal of this study
was to suggest the use of areas to be weekly sampled, as well as to calculate pooled
sample sizes and to analyze the occurrence data. Different scenarios were
developed to simulate the variation of sample sizes in EpiTools®. Considering a high
prevalence and high tests sensitivities, we can suggest two pools to detect Lipophilic
Toxins (2x30), two to detect PSP (2x15), and one to detect ASP (1x20) in each of the
24 suggested sampling areas. If the test of Liquid Chromatography with Mass
Spectrometry (LC-MS/MS) becomes validated for all biotoxins, only one pool would
be enough (1x15). Space-time occurence information was also analyzed and only
phycotoxins causing DSP were found. Using SaTScan® and QGIS 2.12.2-Lyon®
softwares, we developed heatmaps with two clusters found for DSP detection in
shellfish and the four found for Dinophysis acuminata (=100cels/L) in water samples.
The results with higher relative risk values corresponded to the time cluster of the
second semester of 2014, spatial cluster of the areas 7 to 11 for DSP, and areas 7 to
9 for D. acuminate. These results can contribute for the strategic plans to be

incorporated in a future bivalve molluscs surveillance system of the state.

Keywords: Survellance system. Bivalve molluscs sampling. Shellfish production in

Santa Catarina. Biotoxins. Harmful algae.






Gréfico 1 -

Gréfico 2 -
Grafico 3 -

Gréfico 4 -

Grafico 5 -

Figural -

Figura 2 -
Figura 3 -

Figura 4 -

Figura s -

Figura 6 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Producéo de organismos aquaticos (ton./ano) nos principais
municipios de Santa Catarina ............cccueeeeiieeiniiiiiiiieeee e
Numero de cultivos registrados por espécie no estado de SC.........
Numero de maricultores nos principais municipios do estado
de Santa CatariNa ............eeeiieeeriiiiiiiese e
Tamanhos das areas aquicolas destinadas a maricultura nos
principais municipios do estado de SC ............ccooeeeiiiiiii
Quantidade de localidades onde foram detectadas toxinas

NS r=To R (o] gTe Tole [0 18 (=] 1 o] oo TR 108

A) Mexilhdo (Perna perna). B) Ostras-do-pacifico (Crassostrea
gigas). C) Vieira (Nodipecten nodosus). D) Ostra-do-mangue
(C. rhizophorae). E) Ostras-do-mague (C. brasiliana). F)
Berbigbes (Anomalocardia brasiliana) extraidos da Reserva
do Pirajubaé, em Santa Catarina ...........ccceevvvveiiiiiiiiii e
A) Sururu (Mytella charruana); B) Turu (Teredo navalis) seco.........
A) Asa-de-anjo (Cyrtopleura costata); B) Ptéria, ostra perlifera
(Pteria hirunNdO) ....oooceeieeeecee e
Cultivos marinhos em sistemas de long-line (A), suspenso fixo
(B) e em mesas (C) utilizados na costa de Santa Catarina..............
Células intestinais marrons de berbigdo japonés (Venerupis
philippinarum) indicando exposicdo a poluentes, como o
DENZOPITENO ... e e e
A) Mapa tematico das concentracdes de E. coli e pontos de
maior risco de contaminacdo em berbigbes da regido das
Marcas, Itélia; B) Exemplo de cenario de maior risco de

contaminagao Na MEeSMA FEQIA0 .....uvvvuuiiieeeeieieeiiiiiae e e e e eeeeeeiies



Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -
Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Mapa 1 -

Mapa 2 -
Mapa 3 -
Mapa 4 -
Mapa 5 -
Mapa 6 -
Mapa 7 -
Mapa 8 -

Mapa 9 -

A) Mangueira e garrafas de amostragem de agua; B) Rede
para amostragem de fitoplamcton; C) Disco de Secchi para
afericacdo da turbidez da Agua ...........ccccceeeiiiiiiiiiiiiiiiie e 64
Coleta de mexilhées (Perna perna) para o monitoramento de
moluscos bivalves em Santa Catarina...........ccccevvvveiiieeeeeeeeeiiiinnnn. 66
Desconchamento de mexilhdes para deteccédo de toxinas DSP ..... 67
Niveis de alerta de acordo com os resultados das analises de
moluscos do programa de monitoramento da Escécia.................... 80
Caixas de depuracao de moluscos bivalves de acordo com o
recomendado pela UE........cccoooii i 87
Procedimento de embalagem de moluscos bivalves vivos de
acordo com o recomendado pela UE ..........cccoociiiiiiiiiiiiiis 88
Exemplos de rotulos de embalagens de moluscos bivalves

vivos de acordo com o recomendado pela UE ...........ccccoeeveeevieeennn, 88

Localizacdo das 24 areas amostrais determinadas para a

deteccdo de biotoxinas em moluscos bivalves da costa de

SANTA CAANNA. ... eiveeiiiiiiiiiiiiiieie ettt e e e e ee e eeeeeeeeeeees 97
Detalhamento espacial das areas amostraisde 1 a5..................... 98
Detalhamento espacial das areas amostrais6 e 7...........ccccevvvvnnnn. 99
Detalhamento espacial das areas amostraisde 8 a 11................. 100
Detalhamento espacial das areas amostrais de 12 a 16................ 101
Detalhamento espacial das areas amostrais de 17 a 23................ 102
Detalhamento espacial da area amostral 24 ...............ccccovvvvvvnnnnnn. 103

Mapa de densidade de ocorréncias de DSP em moluscos,
areas amostrais sugeridas e o0s clusters espaco-temporais
de 6 meses e 7 dias de agrupamento ..........cccceeeeeeeiieiiiiiiiiieeeeeenn, 118
Densidade de ocorréncias detectadas de D. acuminata

(>100 cel./L) e os clusters espaco-temporais encontrados ........... 119



Quadro 1 -

Quadro 2 -

Quadro 3 -

LISTA DE QUADROS

Niveis méaximos permitidos de concentracdo de biotoxinas
por kg de parte comestivel de moluscos bivalves (inteiros ou
qgualquer parte destinada ao consumo), métodos de
deteccdo e as concentracfes minimas detectaveis...........c...........
Parametros de classificacdo de zonas de producao utilizados
pela Comunidade EUrOPEIA. ......ccuuieeei e
Numero de mexilhdes necessarios em cada pool amostral

para detecCao de DIOTOXINAS ......ooeeeeviieiiiiiiiee e



Tabela 1 -
Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela s -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

Tabela 12 -

LISTA DE TABELAS

Niveis de alerta de fitoplancton em amostras de agua...................

NUmero minimo de amostras a serem coletas de acordo com o

peso do lote de alimento produzido (Diretiva 2001/22/CE) ............

Numero de grupos a serem coletados em cada lote (Diretiva

200L/22/CE) «.voveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e see s ee et e s e

Critérios para a definicdo de retirada de moluscos bivalves de

acordo com as contagens de E. COli......cooveevviiiiiiiiiiiiiiiiiee e

Sensibilidades estimadas, numero de pools e numero total de
mexilhbes necessarios para deteccdo de biotoxinas
causadoras de ASP, PSP e DSP no cenario 1.........ccccccceeunnnnnnnns
Sensibilidades estimadas, numero de pools e numero total de
mexilhdes para deteccdo de biotoxinas causadoras de ASP,
PSP € DSP NO CENANO 2 .ccoovviiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
Sensibilidades estimadas, niumero de pools e numero total de
mexilhdes para deteccdo de biotoxinas causadoras de ASP,
PSP € DSP NO CENANIO 3 ...coiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
Sensibilidades estimadas, niumero de pools e nimero total de
mexilhdes para deteccdo de biotoxinas causadoras de ASP,
PSP € DSP NO CENANIO 4 ...coooviiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
Sensibilidades estimadas, nimero de pools e tamanhos das
amostras para deteccdo de biotoxinas causadoras de ASP,
PSP e DSP em mexilhdes no cenario 5.........ccevvvvvvvvvviiiiiiiiieennnne.
Sensibilidades estimadas, numero de pools e tamanhos das
amostras para deteccdo de biotoxinas causadoras de ASP,
PSP e DSP em mexilhdes no cenario 6 ...........cceevvvevveeeeeieeeneennnne.
Numero de pools positivos em relacdo aos analisados
anualmente para cada grupo de biotoxina marinha.......................
Proporcdo de deteccdo anual de moluscos contaminados por
toxinas causadoras de DSP e os respectivos intervalos de

CONFIANGA € 9590 ...evvviiii i



Tabela 13 -

Tabela 14 -

Tabela 15 -

Tabela 16 -

Tabela 17 -

Tabela 18 -

Tabela 19 -

Proporgéo de detecgdo de DSP em amostras de moluscos por

localidade entre os anos de 2008 € 2011 ....ooevvinieiiiieeiieeeaaeaan

Proporgéo de detecgcdo de DSP em amostras de moluscos por

localidade nos anos de 2012 @ 2015, ...

Proporgéo de deteccdo de DSP em amostras de moluscos por

area amostral SUGEMda .........ooouuviiiiiiiieee e

Quartis das concentracbes (cel./L) de diferentes espécies do
género Dinophysis identificadas durante o monitoramento em

Quartis das concentracdes de Pseudo-nitzschia spp. do

monitoramento de fitoplancton ...

Clusters de ocorréncia de DSP obtidos de diferentes

agrupamentos temporais e seusrespectivos riscos relativos e

Proporcoes de POO0IS POSILIVOS......ccccvveeeiiiiiiie e eeee e e e e

Clusters temporais de ocorréncia de DSP obtidos de diferentes

agrupamentos e seus respectivos riscos relativos ................ueeee..



AO
AOAC
ASP
AZA
BTX
CCFFP
CCMAS
CE
CEFAS
CGSAP
Cl
CIDASC
CTX

DA

DSP
DTX
EFSA
Epagri
FAO
FATMA
HAPs
HPLC
HPLC-DAD
HPLC-MS/MS
HPLC-UV
IBAMA
IN

I0C
LCMM
MAPA
NMP
NSP
OIE
P1TX

LISTA DE SIGLAS

Acido ocadaico

Associacao de Analistas Quimicos Oficiais

Sindrome de intoxicagdo amnésica por consumo de moluscos
Azaspiracidos

Brevetoxinas

Comité do Codex sobre Peixes e Produtos Pesqueiros

Comité do Codex sobre Métodos de Analise e Amostragem
Comunidade Européia

Centro para Ciéncias do Meio Ambiente, da Pesca e da Aquicultura
Coordenacgéo-Geral de Sanidade Pesqueira/MAPA

Iminas ciclicas

Companhia Integrada de Desenvolvimento Agrario de Santa Catarina
Ciguatoxinas

Acido domoico

Sindrome de intoxicacao diarreica por consumo de moluscos
Dinofisistoxinas

Autoridade Européia para a Seguranca Alimentar

Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacéo e Agricultura
Fundacéo do Meio Ambiente

Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

HPLC com detecc¢do com fotodiodo

HPLC com espectrometria de massa

HPLC com método de deteccéo por ultravioleta

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente

Instrugdo Normativa

Comissao Oceanografica Intergovernamental

Laboratério de Cultivo de Moluscos Marinhos

Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento

NUmero mais provavel

Sindrome neurotdxica por consumo de moluscos

Organizagdo Mundial de Saude Animal

Palitoxinas



PCT
PNCMB

PSP
PTX
PVvC
SC
STX
UE
UFSC
WHO
YTX

Proteinas do choque térmico

Programa Nacional de Controle Higiénico-Sanitario de Moluscos
Bivalves

Sindrome de intoxicagéo paralisante por consumo de moluscos
Pectenotoxinas

Policloreto de polivinila

Santa Catarina

Saxitoxinas

Unido Européia

Universidade Federal de Santa Catarina

Organizacdo Mundial de Saude

Yessotoxina



2.1
2.2
2.3
2.4
24.1

2.4.2
2421
24.2.2
2.4.2.3
2.4.3
2.5

2.6

2.7

2.8

2.9
29.1
2.9.2
2.10
2.11
2.12

3.1
3.2
3.21
3.3

SUMARIO

INTRODUGAO . ......ooiieeeeeeeeeeee ettt e, 27
REVISAO DE LITERATURA ..., 29
A PRODUQAO DE MOLUSCOS BIVALVES NOBRASIL ....ccccveviiieiiis 29
QUESTOES AMBIENTAIS ...ttt 38
SITUACAO SANITARIA ATUAL ......ooivieieieeie e en s, 40
PERIGOS ASEREM INVESTIGADOS ... 42
Microrganismos patogénicos e indicadores de qualidade

AMDIENTAl ..o 42
2 7T} (0 D q] = L 45
ToxXinas amMNESICAS (ASP) ....eiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee et 49
Toxinas paraliSAnteS (PSP).........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee e 50
Toxinas lipofilicas (DSP, YTX € PTX) ..cciiiiiiiiiiiiiiii e eeeeeeeiee e e 51
Contaminantes QUIMICOS ..uuuuuiiieeeeieiieiiiiis e e e et e e e e e e e e e e e e 55
O USO DOS MOLUSCOS BIVALVES COMO BIOINDICADORES............. 57
PONTOS DE COLETADE AMOSTRA ....ciiiiiiiiitieieeeee e 59
COLETADE AGUA E MOLUSCOS.......cooiiieciecteeeete e, 63
FREQUENCIA DAS AMOSTRAGENS .......coiiieiieeieeecee e, 68
TAMANHO AMOSTRAL ....ccoi ittt e e e e e e nnnes 71
AMOSIras de MOIUSCOS . ....cuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ittt e e eeeeeeeeeees 71
AMOSIIas A€ AQUA .......uuuuiiiii i e e e e e e e eeeaanes 75
MONITORAMENTO E ACOES ESTRATEGICAS .....ccoeoeieeeceeeeeee e, 76
CLASSIFICACAO DE ZONAS DE PRODUGCAO ........coevveveeveieceeeee e, 81
DEPURAGAOD ...ttt ete e eae e 85
MATERIAIS E METODOS .......coviiieciecieeeeeeee ettt 89
AREAS AMOSTRAIS ...t 89
TAMANHOS AMOSTRAIS ...ttt 89
DefiniCa0 dOS CENANIOS ....ccceieiiiiee e 91
ANALISES DAS OCORRENCIAS DE DSP E DE FITOPLANCTON

TOXICO ittt sttt 93
RESULTADOS E DISCUSSAO ........coiieeecieeeeceeeee e, 96
AREAS AMOSTRAIS ...ttt 96



4.2.
4.3
43.1
4.3.2
4.4
44.1
4.4.2
4.5
45.1
45.2
4.5.3
45.4

TAMANHOS AMOSTRAL E ANALISE DOS CENARIOS .......coooeeeevn. 103

ANALISE DAS DETECCOES .....o.oviveeeeeee e, 107
Deteccéo de biotoxinas em MolUSCOS.......cccvvviiiiiiiiiiiiiiiciee e 107
Ocorréncia de fitoplAnCton tOXICO....uuuviieeei i 113
ANALISES DE CLUSTERS ESPACO-TEMPORAIS........ccoooveeviieeraene. 115
17710 ] 10 ] o o 1 3SR 115
FItOPIANCLON tOXICO . .uuiiiiiiieiiiiiieeee e 117
RECOMENDACOES PARA O SISTEMA DE VIGILANCIA..........cccoeeue.. 121
Otimizagcdo do banco de dadosS ...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiii s 121
Consideracfes sobre o plano de amostragem ........ccccceevveeevvvveiiiinnnnnn. 121
Outras fontes de dados IMPOItaANtes ...........cueuummiimiiiiiiiiiaees 122
OULras CONSIAEIAGOES .....uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 123
CONCLUSAO ..ottt 125
REFERENCIAS ......oviiitiiieee ettt 127

APENDICE .. oo ettt et e e e e et e e e e et e e e e e e e, 139









27

1 INTRODUCAO

Fitoplancton € o nome do grupo microscépico de organismos aquéticos que
realizam fotossintese. De acordo com condi¢cdes oceanogréficas, limnoldgicas® e
meteoroldgicas, esses organismos podem formar densas e extensas aglomeracdes
chamadas floracGes. Este tipo de evento pode fazer com que a superficie da agua
torne-se vermelha, verde ou marrom e, por isso, frequentemente é chamado de
“‘maré vermelha”. Devido as suas altas taxas de atividade bioldgica, o fitoplancton é
muito importante para a manutencao da vida nos ambientes aquaticos e é capaz de
influenciar o clima em escala global.

As microalgas sdo os principais organismos que compdem o fitoplancton e
existem aproximadamente 300 espécies capazes de formar floracdes. Destas, um
guarto é considerado nocivo devido a producdo de substancias toxicas, chamadas
biotoxinas ou mais especificamente ficotoxinas, que provocam algum tipo de dano
ao ser humano ou ao ambiente.

Os organismos aquaticos acumulam essas substancias em seus tecidos, que
ao serem ingeridos podem causar intoxicacdes tanto em humanos, quanto em
animais. No caso dos moluscos bivalves (Mollusca: Bivalvia), por serem organismos
filtradores, elevadas concentracdes podem ocorrer causando sintomas severos, tais
como diarreia, vomitos, dores abdominais, amnésia, disturbios cardiacos, nervosos e
respiratérios, convulsdo, coma e morte. Um fator complicador para a seguranca dos
alimentos é o fato das ficotoxinas serem resistentes ao calor, ndo sendo eliminadas
com o cozimento.

Em locais onde a ocorréncia de microalgas toxicas é frequente, programas de
monitoramento em conjunto com setores governamentais SA40 necessarios para se
evitar que produtos impréprios cheguem aos consumidores. Os esfor¢cos na coleta
de amostras sdo grandes e onerosos devido as longas distancias e quantidades a
serem coletadas. Os maricultores sdo reembolsados pelos moluscos extraidos de
seus cultivos.

Além das biotoxinas, outros contaminantes e residuos, tais como metais

pesados, pesticidas, organofosforados e substancias petroguimicas devem ser

L A limnologia é o estudo das condicbes e aspectos bioldgicos, quimicos e fisicos de lagos, lagoas,
rios, reservatorios, pantanos e regides costeiras (POMPEO; MOSCHINI-CARLOS, 2016).
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incorporados ao sistema. E importante lembrar que muitas vezes os moluscos
bivalves sdo consumidos vivos, crus ou apOs cozimento insuficiente. Portanto,
contaminantes, como coliformes termotolerantes e Vibrio spp. também devem ser
sistematicamente monitorados ndo apenas por serem importantes indicativos de
qualidade da 4gua, mas também por causarem impactos na saude publica. Alguns
residuos quimicos, como os metais pesados, podem permanecer nos tecidos dos
moluscos bivalves mesmo apds 72 horas de depuracado, representando riscos de
graves casos de intoxicacdo alimentar.

Para que os resultados deste monitoramento tenham significancia estatistica
e possam ser incorporados a um futuro sistema de vigilancia € primordial que se
estabeleca um bom delineamento amostral. Este trabalho tem como objetivo propor
areas de amostragem, o tamanho das amostras e estratégias para a deteccao de
biotoxinas marinhas nos moluscos bivalves cultivados e extraidos na costa de Santa
Catarina. Dados de ocorréncia de biotoxinas, de fitoplancton toxico e informacdes
espaco-temporais serdo analisados para identificacdo de clusters e elaboracdo de

mapas para visualizacao da situacéo e auxilio na estruturacdo das propostas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A PRODUCAO DE MOLUSCOS BIVALVES NO BRASIL

O Brasil é 0 segundo maior produtor de pescado da América do Sul sendo
superado apenas pelo Chile (OSTRENSKY; BORGHETTI; SOTO, 2008). Em 2003, a
producéao total de pescado foi de 712.144 toneladas, e em 2012, de 842.987, o que
representa um aumento de mais de 15% em nove anos (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION, 2014). Na regido Sul, a maricultura se iniciou no
final da década de 80 (TAVARES; PROENCA; COEBRECHT, 2009) e representa
19% da producado nacional de organismos marinhos.

O estado de Santa Catarina (SC) se destaca como o lider nacional na
producdo de moluscos bivalves (Mollusca: Bivalvia), sendo responsavel por,
aproximadamente, 90% da producdo brasileira, em 2009 (OSTRENSKY;
BORGHETTI; SOTO, 2008; DE SOUZA et al., 2011). Em 2014, a producéo de foi de
21.553,6 toneladas (um aumento de 12,95% em relacdo a 2013), com destaque para
0 municipio de Palhoga, na grande Florianopolis. Esta producéo representa 98% dos
moluscos coletados e consumidos em todo o Brasil (ROSA, 2014; DOS SANTOS;
DA COSTA, 2015). O Gréfico 1 mostra as quantidades de organismos aquaticos

produzidas (ton./ano), em 2014, nos principais municipios do estado de SC.
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Gréfico 1 - Producao de organismos aquaticos (ton./ano) nos principais municipios de Santa Catarina
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Fonte: (CGSAP, 2014).

Os principais animais produzidos sdo os mexilhdes Perna perna (Linnaeus,
1758) (Mytilidae) que representam mais de 80% da producéo, seguidos pelas ostras-
do-Pacifico Crassostrea gigas (Thunberg,1793) (Ostreidae), pela vieira Nodipecten
nodosus (Linnaeus, 1758) (Pectinidae) e pelas ostras nativas, Crassostrea
rhizophorae (Guilding, 1828) (Ostreidae) e Crassostrea brasiliana (Lamarck, 1819)
(Ostreidae) (Figura 1) (OSTRENSKY; BORGHETTI; SOTO, 2008).

De acordo com as informacfes disponibilizadas pela Coordenacao-Geral de
Sanidade Pesqueira (CGSAP, 2014), do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA),
gue atualmente denomina-se Coordenacdo de Animais Aguaticos (CAA) e pertence
ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), foram registrados
534 cultivos de moluscos bivalves em SC. Existem 241 produtores cadastrados de
moluscos bivalves produzindo em aproximadamente 372 unidades de producao, que
podem conter um ou mais cultivos (CIDASC, 2014). O Grafico 2 mostra as

guantidades de cultivos para cada espécie cultivada.
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Figural- A) Mexilhdo (Perna perna). B) Ostras-do-pacifico (Crassostrea gigas). C) Vieira
(Nodipecten nodosus). D) Ostra-do-mangue (C. rhizophorae). E) Ostras-do-mangue (C.
brasiliana). F) Berbigbes (Anomalocardia brasiliana) extraidos da Reserva do Pirajubaé,
em Santa Catarina

2y X

Fonte: A) (CENEMAR, 2008); B) (PANORAMA DA AQUICULTURA, 2013); C) (GISELA-SHELLS,
2008); D) (GOFAS, 2015); E) (HOSHINO, 2009); F) (BARTABURU, 2013).

Gréfico 2 - Numero de cultivos registrados por espécie no estado de SC
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O berbigdo (Anomalocardia brasiliana) (Gmelin, 1791) (Veneridae), (Figura
1F) é um exemplo de molusco bivalve, de origem extrativista, que também é
consumido e comercializado no Brasil. Tornou-se conhecido devido ao importante
mercado consumidor que se desenvolveu em Sao Paulo e gragas a criagdo, em
1992, da primeira reserva extrativista marinha do Brasil, a Reserva do Pirajubaé, em
SC. Aproximadamente 1.700 hectares ao sul de Floriandpolis foram destinados a
coleta deste molusco (BARTABURU, 2013).

O sururu, Mytella charruana (d’Orbigny, 1842) (Mytilidae), € extraido de
regides lagunares da regido Nordeste (NAVARRO, 2013) e o turd (Teredo spp.),
conhecido também como gusano, busano ou cupim-do-mar, é encontrado em
manguezais e consumido principalmente na regido Norte (Figura 2) (HOUAISS,
2001; CHADA, 2008).

O surgimento da ostreicultura em SC esta diretamente ligado ao inicio das
atividades do Laboratorio de Cultivo de Moluscos Marinhos (LCMM) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). Este laboratério é responsavel por produzir e
fornecer sementes > de ostra-do-Pacifico, ostras-do-mangue, pré-sementes e
sementes de vieiras, larvas de mexilh&o, larvas de asa-de-anjo, Cyrtopleura costata
(Linnaeus, 1758) (Pholadidae), e das espécies de ostras perliferas ptéria, Pteria
hirundo (Linnaeus, 1758) (Pteriidae) (Figura 3) e Pteria colymbus (Rdding, 1798)
(Pteriidae), atendendo a demanda, inclusive de outros estados (UFSC, 2006, 2016;
VICENTE, 2010; BACHI, 2015).

2 Semente é o termo zootécnico que se d4 ao molusco bivalve jovem que j& passou pela fase larval,
presenta concha e é capaz de se fixar para dar continuidade ao desenvolvimento (PEREIRA et al.,
1998).
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Figura 2 - A) Sururu (Mytella charruana); B) Turl (Teredo navalis) seco

Fonte: A) (ALAGOAS, 2014). B) Fonte: (UNITED STATES GEOLOGICAL SURVEY, 2005).

Figura 3 - A) Asa-de-anjo (Cyrtopleura costata); B) Ptéria, ostra perlifera (Pteria hirundo)

Fonte: A) (CASTRO, 2013). B) Fonte: (HENCKES, 2016).

A malacocultura em SC inclui um contigente de aproximadamente 700
maricultores, que chegaram a comercializar 12.462 toneladas de moluscos no ano
de 2009 e de 18.253 toneladas em 2011 (DE SOUZA et al., 2011; ROCHA et al.,

2011). O Grafico 3 mostra a quantidade aproximada nos principais municipios de SC.
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Gréfico 3 - NUmero de maricultores nos principais municipios do estado de Santa Catarina
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Fonte: (CGSAP, 2014).

A atividade esteve em plena expansao nos anos 90, mas a partir de 2001
entrou num periodo de oscilacdo, indicando a existéncia de dificuldades no
desenvolvimento do setor. Alguns autores sugeriram que um importante fator
relacionado a tal limitacdo foi o inicio da regulamentacdo de utilizacdo do espaco
marinho para os cultivos, iniciado em 2000 (VICENTE, 2010; DE SOUZA et al.,
2011). Apenas em 2011, houve a legalizacdo de areas para a producédo de moluscos
bivalves, o que definitivamente foi um marco na historia da maricultura catarinense
(VICENTE, 2010; DE SOUZA et al., 2011). A maioria dos parques aquicolas foram
licenciados pela Fundacdo do Meio Ambiente (FATMA), que € o 6rgao ambiental
licitador da esfera estadual do governo de SC, e outras por 6rgdos municipais
(NOVAES et al., 2010; SILVEIRA, 2012; FATMA, 2016).

O Grafico 4 mostra os tamanhos das areas legalizadas para maricultura nos
principais municipios de SC. Dos 965 hectares de producéo, registrados em 2014,
aproximadamente 403 foram destinados a producdo de moluscos bivalves (CGSAP,
2014).
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Gréfico 4 - Tamanhos das areas aquicolas destinadas a maricultura nos principais municipios do
estado de SC

350 -+

303.58
300 -
250 - 234.02
200 -
150 -

92.31

100 -+ 73.46 69.31 61.22
0 7 5496 4657

| 16.53

I I I I 503 382 3.75
O 1 T T T T T T T T -_I___I___I___\
2> © o £ @ N o2 R \O R G >
é{\og’ & \&(\“’b Qg,@o QQ,(\Q . og’rbg Ho\o°’ bo‘o & bo‘o & S
R O T ¥ ® NG NS
\O‘ o) (J?> 0(4\‘9 R Q;'b <\0
S o 0 ®
L & R &
N &P N P
OAQ’ i
o

Fonte: (CGSAP, 2014).

As técnicas de cultivo geralmente empregadas sédo artesanais, utilizando-se
mao de obra familiar e basicamente embarcac¢des impulsionadas por remo ou vela
(OSTRENSKY; BORGHETTI; SOTO, 2008, FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION, 2014). Os maiores problema enfrentados pelo setor sdo, além da
informalidade de grande parte dos produtores, a falta de incentivos fiscais, a falta de
estruturas apropriadas de producdo e processamento imediato, a dependéncia da
extracdo de sementes de mexilhdo de bancos naturais (aglomeracdes de formas
jovens de moluscos bivalves) e o déficit na producdo de sementes produzidas em
laborat6rio (OSTRENSKY; BORGHETTI; SOTO, 2008).

A atividade de extracdo de sementes de bancos naturais s6 pode ser feita
apos autorizacdo do 6rgdo ambiental. O fato de alguns produtores ndo possuirem tal
licenca, somado & baixa eficiéncia dos coletores artificiais® séo fatores que limitam a
producdo. Em entrevistas realizadas em 2010, maricultores, extencionistas e
pesquisadores apontaram a licitagdo de areas de cultivo e a comercializagdo como

0s principais problemas do setor. Extencionistas sugeriram que a falta de

® Coletores artificiais s@o estruturas simples (bdias, cordas e cabos de madeira), instaladas no
ambiente costeiro, em épocas e locais adequados, onde as larvas dos moluscos bivalves se fixam
para serem cultivadas posteriormente (CASTILHO-WESTPHALL, 2014).
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associativismo e/ou cooperativismo, manejo inadequado das sementes e uso
incorreto dos coletores possam ser importantes fontes de problemas (VICENTE,
2010).

Os principais problemas relacionados a comercializacao para os maricultores
foram o baixo preco do produto, em relacdo aos gastos de producdo, em grande
parte devido a acdo de atravessadores (comerciantes ilegais), falta de certificacéo e
mercado restrito de consumidores. Na visdo de extensionistas e pesquisadores, a
falta de inspecéo, beneficiamento e industrializacdo dos produtos também foram
importantes fatores (VICENTE, 2010).

Em relacdo as causas de mortalidade ou perdas, maricultores e
extensionistas apontam a acao de predadores, aumentos de temperatura no verao,
furtos de produtos e dessalinizacdo da agua devido ao excesso de chuvas como as
principais causas. Entretanto, os pesquisadores da mesma regido sugerem que 0S
fatores mais importantes sejam causas naturais e 0 manejo inadequado (VICENTE,
2010).

Segundo Ostrensky et al. (2008), o aumento da producao de mexilhdes esta
fundamentado nos baixos custos de producdo e representa uma importante
alternativa para pescadores e ex-pescadores, que vém sendo afetados pela falta de
perspectivas para a pesca tradicional e que migraram para a maricultura como
principal atividade de geracdo de renda. O Brasil ainda ndo possui um sistema de
assisténcia técnica e extensao rural eficiente e isso impede o desenvolvimento de
uma aquicultura mais produtiva e rentavel. Entretanto, as dificuldades de producao
de moluscos associadas as causas de mortalidade e baixo preco de comercializacéo
levaram muitos maricultores a desistirem dessa atividade (OSTRENSKY;
BORGHETTI; SOTO, 2008).

Os maricultores de SC estdo representados por 21 associacdes municipais e
uma estadual, uma cooperativa e duas federacdes, distribuidos por 12 municipios
(DOS SANTOS; DA COSTA, 2016). O sistema de producdo predominante é o
suspenso flutuante, com estruturas do tipo espinhel ou long-line (Figura 4A) de
aproximadamente 100 m de comprimento, com 10 m de distancia entre si e
profundidade superior a 3 — 4 m. Onde a profundidade é menor, 0 sistema mais

utilizado é o do tipo suspenso fixo (Figura 4B) ou com estruturas do tipo mesa
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(Figura 4C), geralmente confeccionadas com policloreto de polivinila (PVC) ou
madeira (OLIVEIRA NETO, 2005; VICENTE, 2010).

Figura 4 - Cultivos marinhos em sistemas de long-line (A), suspenso fixo (B) e em mesas (C)
utilizados na costa de Santa Catarina

Fonte: (FONTANA, I, 2013).

O beneficiamento e a transformacdo da maior parte da producédo de moluscos
bivalves em SC sédo feitos pelos proprios maricultores e geralmente em condi¢cfes
precarias com pouco ou henhum controle higiénico-sanitario (GALLON et al., 2011).
As agroindustrias de beneficiamento seriam uma importante alternativa para o0s
produtores que ndo possuem condicdes de beneficiar seus produtos. Eles poderiam
vender diretamente a industria podendo dedicar-se exclusivamente a producao,
entretanto muitos maricultores se véem frustrados devido a grande diferenca de
preco entre o produto pescado e o beneficiado, fazendo com que muitas vezes
optem por ndo participar desta cadeia produtiva e continuem a adotar praticas
inadequadas (VICENTE, 2010).

Em 2004, a producéo de ostras, incluindo a de ostras do mangue, no Brasil foi
de 2.682 toneladas com US$ 5,4 milh6es de receita gerada (1% da producéo total
da aquicultura nacional). O cultivo deste molusco no Brasil vem demonstrando um
crescimento bastante acentuado, sendo que no ano de 2004, verificou-se um
incremento de 22% da produgdo nacional (OSTRENSKY; BORGHETTI; SOTO,

2008). Em relacéo aos mexilhdes, novas técnicas, tais como o assentamento remoto
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de larvas olhadas diretamente no mar, tém apresentado resultados promissores na
producéo observados em projetos de pesquisa com parceria da iniciativa privada, o
gque também tem contribuido bastante para o aumento da producédo (DE SOUZA et
al., 2011).

Apesar de avancos consideraveis, ainda existe a demanda por maquinas,
como de selegdo, de limpeza de moluscos e debulhadora de mexilhdes,
embarcacdes mecanizadas e outros maquinarios e implementos, como guinchos e
equipamentos para confeccdo de cordas. O atendimento a essas demandas ira
melhorar o trabalho dos maricultores e impulsionar o sistema produtivo (VICENTE,
2010).

2.2 QUESTOES AMBIENTAIS

O cultivo de moluscos bivalves ndo é caracterizado como uma pratica
ambientalmente impactante, ja que estes animais obtém alimento por conta propria
do ambiente. A atividade de pesca de ostras e mexilhdes, por exemplo, ndo causa
danos ambientais. Além disso, € uma producdo conveniente, pois a atividade de
filltracdo dos moluscos pode auxiliar na retirada de residuos e contaminantes
presentes no ambiente, neste caso, ndo podendo ser encaminhados ao consumo.
Entretanto, instituicdes internacionais indicam que a coleta de moluscos bivalves
fossoriais pode ser extremamente danosa caso ndo sejam respeitados os limites e
as normas ambientais de extracdo de cada pais (SLOW FOOD ITALIA, 2014).

O conhecimento das técnicas e do historico de outros paises € importante
para que se compreenda os riscos ambientais envolvidos. A Itélia, por exemplo, é o
maior produtor europeu de berbigdo japonés, Venerupis philippinarum (Adams &
Reeve, 1850) (Veneridae) (ROBERT et al., 2013), conhecido também como améijoa
japonesa. Neste pais, o0 sistema de coleta nas lagoas da Regido do Véneto, é feito
de forma manual ou mecénica, sendo a coleta manual feita utilizando-se uma rede
de arrasto (rasca) ou um rastelo, ambos manuais. E a coleta mecéanica, utilizando-se
uma rede de arrasto tracionada mecanicamente (rusca) ou por meio de um vibrante
com caixa hidraulica de comprimento maximo de 80 cm (BOFFO; ARCANGELI;
ROSSETTI, 2008).
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Os métodos manuais séo realizados em areas com até 1,5 m de profundidade
e as ferramentas utilizadas penetram de 10 a 12 cm o leito das lagoas do Véneto.
Este método de coleta possui baixo impacto ambiental nos ecossistemas lagunares,
principalmente se comparado aos sistemas que utilizam instrumentos, como: rusca,
draga hidraulica ou bomba hidraulica e rastelo vibrante, métodos considerados mais
impactantes. Em 2004, na Italia, foi aprovada a utilizacdo de um novo tipo de draga,
qgue produz jatos de agua a baixa pressdo e é utilizada manualmente (BOFFO;
ARCANGELI; ROSSETTI, 2008).

No Brasil, os principais moluscos bivalves fossoriais coletados séo o berbigéo
e 0 sururu, retirados artesanalmente de reservas extrativistas pelas comunidades
tradicionais. Tal atividade € considerada pouco lesiva ao ambiente. Entretanto, a
emissdo de esgotos e 0 assoreamento sdo grandes ameacas, ndo apenas para este
tipo de extracdo, mas também para o equilibrio ambiental das reservas (IABSTV,
2014; ICMBIO, 2016).

No caso dos mexilhdes, o principal problema ambiental associado a
malacocultura, no Brasil, € a obtencdo de sementes. Segundo Melo et al. (2006),
utilizar apenas sementes de mexilhdo provenientes de bancos naturais €
insustentavel ambiental e economicamente. Em entrevistas realizadas com 61
maricultores de SC, em 2010, 25% afirmaram que retiravam sementes de bancos
naturais (VICENTE, 2010). Tal atividade requer a autorizacdo do o6rgao ambiental
local (FATMA), sendo proibida entre os dias 01 de setembro e 31 de dezembro, de
acordo com a Instrucdo Normativa (IN) n® 105/2006 do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente (IBAMA), para que seja respeitado o periodo de defeso desses animais. A
referida IN também regulamenta os critérios para a retirada, os limites de quantidade
e a forma de extracdo (LABORATORIO DE MOLUSCOS MARINHOS, 2006; DE
SOUZA et al., 2011).

A autorizacdo apenas pode ser fornecida aos maricultores que possuirem
concessdo de areas marinhas para cultivo, o que foi um dos fatores limitantes do
crescimento da malacocultura, principalmente durante o periodo de 2001 a 2011 (DE
SOUZA et al.,, 2011). A demanda para aumento de producdo e a fiscalizacao
deficiente fazem com que muitos maricultores atuem de forma ilegal, realizando a
raspagem de costdes de maneira inadequada. Esse método prejudica 0 meio

ambiente, pois 0s estoques naturais possuem baixa capacidade de recuperagéo.
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Além disso, estudos comprovaram que as sementes provenientes da raspagem dos
costdes apresentam baixo desempenho em cultivo (LABORATORIO DE
MOLUSCOS MARINHOS, 2006).

2.3 SITUACAO SANITARIA ATUAL

O estresse cronico gerado pela intensificacdo da aquicultura predispde os
organismos aquaticos a doengas, uma vez que esse €& um dos fatores
imunossupressores mais importantes. A auséncia de vacinas e testes diagnosticos
suficientemente sensiveis/especificos torna o sistema ainda mais complexo. Por
iSso, a biosseguranca e outras formas de prevencao tém se tornado cada vez mais
interessantes na producéo aquicola (OSTRENSKY; BORGHETTI; SOTO, 2008).

Por albergarem organismos macro e microscopicos importantes em ciclos
infecciosos, os moluscos devem ser incluidos em rotinas de monitoramento (HELM,;
BOURNE, 2004; LAWRENCE et al., 2011). Alguns testes diagnésticos disponiveis
para animais aquaticos, como os testes de biologia molecular, apenas demonstram
a presenca de um patdgeno especifico e, por isso, devem ser utilizados juntamente
a testes que demonstrem a atuacao dos patdgenos, como 0s bioensaios (sintomas),
histologia (les6es) e cultura (proliferacdo in vitro) (HELM; BOURNE, 2004).

Devido a diversidade de espécies presentes em ambientes abertos, a falta de
conhecimento cientifico na susceptibilidade da maioria das espécies ndo cultivadas
e a dificuldade de se estabelecer precisamente a situacdo sanitaria de populacdes
selvagens, populacdes ndo testadas deveriam ser consideradas suspeitas de
carrear agentes infecciosos relevantes ao menos que se prove o contrario (HELM;
BOURNE, 2004).

Segundo Helm e Bourne (2004), em algumas instancias, as investigacfes
podem nado resultar em diagndsticos conclusivos, podendo estar limitadas a
descrever a ocorréncia de uma doenca (morbidade, mortalidade, duracdo do
problema, sinais clinicos, presenca de lesdes). Isso é particularmente comum nos
caso das doencas de animais aquaticos, muitas das quais (principalmente as

bacterianas) sdo consideradas novas para a ciéncia.
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A qualidade da agua varia consideravelmente com o aquecimento das aguas
na primavera e inicio do verdo. Bactérias do género Vibrio sp. podem se proliferar e
dominar a microbiota. Por isso, a limpeza e a inspecdo de filtros, tanques e
equipamentos devem ser feitas com frequéncia (HELM; BOURNE, 2004).

Segundo Helm e Bourne (2008), ndo existe no Brasil nenhum programa de
controle da qualidade sanitaria das formas jovens produzidas e comercializadas.
Além disso, problemas relativos a transporte, que podem ocasionar sementes com
gualidade duvidosa, prazos de entrega ndo cumpridos, que podem atrasar toda a
producdo, e quantidade disponivel sdo alguns dos problemas enfrentados pelos
produtores que dependem desses juvenis.

Doencgas que afetam a fase larval dos moluscos bivalves geralmente s&o
altamente impactantes. As larvas raramente apresentam sinais clinicos, podem
aparentar perfeitamente normais em termos de coloracdo e comportamento e no dia
seguinte amanhecerem no fundo do tanque, mortas ou moribundas, com as conchas
desprovidas de tecido e repletas de protozoarios ciliados atuando como saprofitas
oportunistas. Quando infectadas por algum tipo de patdgeno, geralmente as larvas
morrem antes da metamorfose. Nesses casos, 0 incubatério deve ser despovoado,
desinfetado por meio de fumigacao e inutilizado por pelo menos duas semanas. O
uso de antibioticos é desaconselhado devido ao baixo sucesso e risco de inducéo de
resisténcia dos patdgenos. Nas zonas temperadas, a criacdo de larvas é
concentrada no periodo do inverno até o inicio da primavera devido a menor chance
de ocorréncia de surtos infecciosos e logo antes do aumento populacional do
fitoplancton (HELM; BOURNE, 2004).

Sem boas fontes de agua dificilmente desenvolve-se atividades de incubacao
de maneira eficiente e proveitosa. Tanto as larvas de moluscos bivalves, como as
formas jovens e adultas possuem diferentes requerimentos de temperatura,
salinidade e oxigenacdo. Altas concentracdes de algumas algas marinhas e
bactérias, por exemplo, podem liberar substancias téxicas que causam reducao na

sobrevivéncia e no crescimento dos moluscos bivalves (HELM; BOURNE, 2004).
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2.4 PERIGOS A SEREM INVESTIGADOS

Segundo Australia (2009) e Lawrence et al. (2011), os perigos a serem
avaliados em pontos de coleta de amostras de um programa de monitoramento de
moluscos bivalves incluem:

e Patdgenos bacterianos entéricos (ex. Salmonella spp.);

e Patdgenos virais entéricos (ex. norovirus, virus causadores de
hepatite);

e Patdgenos bacterianos de ocorréncia natural (ex. Vibrio spp.);

e Biotoxinas (ex. acido ocadaico [DSP], saxitoxinas [PSP], brevetoxinas
[NSP], acido domaico [ASP], azaspiracidos [AZP]);

e Contaminantes quimicos (ex. metais pesados, pesticidas,

organofosforados, substancias petroquimicas).

2.4.1 Microrganismos patogénicos e indicadores de qualidade ambiental

Os microorganismos de origem humana ou animal podem se concentrar até
100 vezes mais no interior de moluscos bivalves (CROSSAN et al., 2012). Segundo
Australia (2009), o monitoramento de organismos patogénicos deve ser capaz de
determinar a extensédo de contaminacdes fecais, de prover dados quantitativos para
a classificacdo e de delimitar o fechamento das areas de cultivo. Os critérios para
tais classificacfes ou procedimentos serdo discutidos na sec¢éo 2.11, que se refere a
classificacao das zonas de producéao.

A deteccao de coliformes fecais (ou ditos termotolerantes) pode ser utilizada
como indicativo da presenca de patdgenos entéricos tanto bacterianos, quanto virais
em éareas de cultivo de moluscos bivalves (AUSTRALIA, 2009). Entretanto, tanto o
Regulamento (CE) No. 854/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho da Uniéao
Europeia (EUROPA, 2004a), quanto a Organizacdo das Nacbes Unidas para a
Alimentagdo e Agricultura (FAO) estabeleceram parametros referentes
especificamente & contagem de E. coli e de Salmonella spp. para seguranca
microbiologica (LAWRENCE et al.,, 2011). O Reg. (CE) n. 2073/2005 também
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recomenda que seja utilizada a contagem de E. coli ao invés da de coliformes fecais
para indicar contaminacdo fecal em é&reas de cultivos de moluscos bivalves
(EUROPA, 2005).

Para os moluscos que serdo consumidos crus e que, portanto, devem estar
vivos imediatamente antes do consumo, a recomendacdo da FAO descritas no
Codex Alimentarius é a de que se analise cinco amostras de 100 g de parte
comestivel, onde nenhuma pode conter mais do que 700 E. coli e no maximo uma
pode conter entre 230 e 700 E. coli. Para Salmonella sp., recomenda-se que a
analise consista também em cinco amostras, porém de 25 g cada de parte
comestivel. Nenhuma amostra pode indicar a presenca deste agente (LAWRENCE
et al., 2011; FAO/WHO, 2013).

Apesar de ainda ndo existir um regulamento especifico, a Autoridade
Européia para a Seguranca Alimentar (EFSA) recomenda que, para oS moluscos
bivalves ndo destinados ou que ndo se tenha a intensdo de consumir crus, uma
instrucdo para se consumir 0 produto apenas apés cozimento seja inserida no rétulo
da embalagem. Isso porque ainda ndo foram estabelecidos limites de seguranca
para os niveis de virus transmitidos por alimentos, como o Norovirus e 0s virus das
Hepatites A e E (EFSA, 2011).

Os regulamentos que determinam as contagens de E. coli como um indicativo
de contaminacdo provavelmente reduzem o namero de infec¢des, principalmente as
bacterianas. Porém, podem ndo ser adequados para controlar os riscos de
contaminacdes virais (CROSSAN et al., 2012).

Segundo a EFSA (2010), o Norovirus e o virus da Hepatite A em moluscos
bivalves, produtos carneos e alimentos prontos para o consumo Sao as causas mais
frequentes de doencas virais transmitidas por alimentos. Um tratamento térmico a
temperaturas internas de 85-90°C por 90 segundos seria 0 necessario para se
destruir os virus presentes em moluscos, mas cuidados no tratamento devem ser
seguidos para ndo endurecer o produto e comprometer a qualidade (EFSA, 2010).
Virus viaveis podem representar risco a saude publica em moluscos que foram
apenas levemente cozidos a vapor, defumados ou preservados em ambiente acido
(CROSSAN et al., 2012).

Em regides tropicais e temperadas, espécies de Vibrio podem ocorrer

naturalmente em ambientes marinhos, costeiros e estuarinos, sendo mais
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abundantes no ultimo. O género contém pelo menos 12 espécies patogénicas para
humanos, das quais dez podem causar doencas transmitidas por alimentos.
Destacam-se as espécies V. parahaemolyticus, V. cholerae e V. vulnificus.

Os moluscos bivalves sdo veiculos bem conhecidos de Vibrio spp.,
especialmente o V. parahaemolyticus e o V. vulnificus. Em muitos paises, eles sao
mantidos vivos a temperatura ambiente, o que favorece o crescimento de ambas
species. As infeccdes em humanos estao frequentemente associadas a ingestéo de
alimentos com pH baixo. O cozimento é capaz de inativar estes micro-organismos
mesmo em produtos altamente contaminados (FAO, 2010).

A multiplicagéo de V. vulnificus no tecido das ostras ocorre em temperaturas
superiores a 13°C. Em areas endémicas com temperatura superior a 20°C, a
concentragdo pode ser alta. A salinidade otima varia consideravelmente de acordo
com a regido, mas as maiores contagens sao geralmente encontradas em
salinidades de 5 a 25g/L. Transferindo-se as ostras para salinidades mais altas (>32
g/L) consegue-se reduzir a contagem de V. vulnificus (<10 por g) em duas semanas
(FAO, 2010).

Temperaturas abaixo de 15°C para V. parahaemolyticus e abaixo de 20°C
para V. vulnificus ndo tém sido, em geral, associadas a ocorréncia de enfermidades
nos humanos. Da mesma maneira, em niveis de salinidade acima de 35 e 30g/L,
respectivamente, poucos casos de doencas tém sido associados a ingestdo de
moluscos bivalves. E por isso que a temperatura e a salinidade dos locais de coleta
dos moluscos bivalves sdo fatores a serem considerado na determinacdo de
necessidade de controle de agente patogénicos (FAO, 2010).

As diretrizes de higiene alimentar para controle de Vibrio em organismos
aquaticos disponiveis no Codex Alimentarius, documento CAC/GL 73-2010,
recomendam que seja feito o monitoramento de moluscos bivalves durante as
coletas para identificacdo dos niveis de V. vulnificus totais e V. parahaemolyticus
patogénicos e totais para determinacdo de variacdes regionais e sazonais. As
prevaléncias de cepas patogénicas e outros dados epidemiolégicos, incluindo
susceptibilidade da populagcéo, devem ser considerados. Essas informagdes seréo
Uteis para serem incluidas em modelos, para avaliagdo de resultados e para

aplicacdo em medidas de controle (FAO, 2010).
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2.4.2 Biotoxinas

Sob condic6es ambientais favoraveis, relacionadas ao clima e a hidrografia, a
proliferacdo do fitoplancton, com a ocasional dominancia de determinada espécie,
pode resultar em altas densidades de algas e na formacéo de floragdes. Quando as
espécies envolvidas nas floragdes sdo produtoras de toxinas, podemos dizer que se
trata de uma floracdo de algas téxicas (HALLEGRAEFF; ANDERSON; CEMBELLA,
1995; VAN DER FELS-KLERX et al., 2012).

O risco de intoxicacdo por biotoxinas algais esta altamente relacionado ao
consumo de moluscos bivalves (principalmente mexilhdes) devido ao acumulo de
tais substancias nos organismos filtradores. Os berbigdes, geralmente, nao
representam um grande risco aos consumidores, ja que sdo moluscos fossoriais e
por isso dificilmente filtrardo algas toxicas (BOFFO; ARCANGELI; ROSSETTI, 2008).
As ficotoxinas tendem a se concentrar nas colunas mais superficiais d’agua por
serem produzidas por organismos fotossintéticos, ou seja, aqueles que precisam da
luz solar para realizarem seus processos metabolicos (AUSTRALIA, 2009).

A questao das biotoxinas em moluscos bivalves tem assumido uma dimensao
preocupante no setor da mitilicultura devido ao aumento do nimero de algas toxicas.
Isto se deve tanto a eutrofizacdo das areas marinhas costeiras, quanto a progressiva
difusdo de fitoplancton em novas areas geogréficas. A agua de lastro dos navios é
um bom exemplo de forma de difusdo de microorganismo e outros contaminantes e
mantém-se em continua expansdo (BOFFO; ARCANGELI; ROSSETTI, 2008;
AUSTRALIA, 2009).

Entre marco e maio de 2016, ocorreu a maior floracdo de algas toxicas da
historia do Chile, afetando drasticamente a indlstria pesqueira do pais.
Pesquisadores apontaram o fendmeno climatico “El Nifo”, deste ano, como um
fator-chave para a ocorréncia. Entretanto, a presenca de fertilizantes inorganicos,
outros residuos advindos da agricultura industrial e a producdo em larga escala de
salmdo, devido a grande deposicdo de matéria organica, também tém sido
apontados como importantes fatores agravantes (CHOW, 2016; THE GUARDIAN,
2016).
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As caracteristicas das biotoxinas também tornam a prevencdo e o controle
das intoxicacbes dificeis, pois sdo de natureza ndo protéica e extremamente
estaveis (GILL; THOMPSON; GOULD, 1985), ndo alterando as caracteristicas
organolépticas do pescado e ndo sendo destruidas pelos processos de cozimento,
defumacéao, secagem ou salga (HUSS, 1997).

Por causa dos riscos associados ao consumo, programas de monitoramento
de biotoxinas em moluscos bivalves foram desenvolvidos em varios paises,
seguindo-se as recomendacfes dos Regulamentos n°. 853/2004, 854/2004 e
786/2013 da Comunidade Européia (CE) (CEFAS, 2011). O Reg. n°. 853/2004
estabeleceu regras especificas de higiene aplicaveis aos produtos de origem animal,
incluindo especificacbes detalhadas a respeito dos moluscos bivalves e estabeleceu
os limites maximos pertimidos de cada grupo de biotoxinas por quilo de partes
comestiveis de moluscos (EUROPA, 2004b). O Reg. n°. 786/2013 foi publicado
posteriormente para aumentar o limite de yessotoxina (YTX) ap0s a emissédo de um
parecer de especialistas da EFSA garantindo a seguranca na alteracao do limite de
1 mg de equivalente de YTX/kg para 3,75 mg/kg de carne de moluscos bivalves
(EUROPA, 2013). E o Reg. n° 854/2004 estabeleceu regras especificas de
organizacdo dos controles oficiais de produtos de origem animal destinados ao
consumo humano, incluindo os critérios de classificacdo de zonas de producéo
(Classes A, B e C), afinacéo e diretrizes basicas para os planos de amostragem de
moluscos bivalves para monitoramento de biotoxinas e outros contaminantes
(EUROPA, 2004a).

Tanto os programas sanitarios, quanto os de qualidade de agua tém como
objetivo aumentar a qualidade dos produtos para os comércios local e internacional.
Para isso, € necessario ter-se conhecimento do risco da presenca de microalgas
nocivas nas regides costeiras (TAVARES; PROENCA; COEBRECHT, 2009).

Segundo Australia (2009), todas as areas de cultivo, incluindo as localizadas
em mar aberto, devem ser monitoradas para a presenca de biotoxinas e fitoplancton
potencialmente toxicos. E importante levar em consideracéo que o risco de floracées
toxicas pode apresentar sazonalidade e que é possivel que algas toxicas
desconhecidas afetem a regiéao.

A junta de especialistas da FAO/IOC/WHO determinou, em 2004, que as

biotoxinas podem ser classificadas em oito grupos de acordo com a estrutura
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quimica: azaspiracidos (AZA), brevetoxinas (BTX), iminas ciclicas (Cl), &cido
domdico (DA), acido ocadéico (AO) e seus analogos (incluindo as dinofisistoxinas —
DTX), pectenotoxinas (PTX), saxitoxinas (STX) e yessotoxinas (YTX). Dois novos
grupos devem ser considerados, o das palitoxinas (P1TX) e o das ciguatoxinas
(CTX) (EFSA, 2010).

Algumas destas toxinas sédo capazes de causar, no total, quatro sindromes de
intoxicagdo em humanos associadas ao consumo de moluscos bivalves. A STX e
seus derivados s&o responsaveis por causar a Sindrome de intoxicagdo paralisante
por consumo de moluscos (“Paralytic Shellfish Poisoning” ou PSP), o DA causa a
Sindrome de intoxicagdo amnésica (“Amnesic Shellfish Poisoning” ou ASP), as
toxinas do grupo do AO, DTX e AZA causam a Sindrome diarreica (“Diarrhetic
Shellfish Poisoning” ou DSP) e as BTX, a Sindrome neurotéxica (“Neurotoxic
Shellfish Poisoning” ou NSP) (EFSA, 2010; CEFAS, 2014a).

As CI, PTX, YTX apresentam alta toxicidade em camundongos inoculados,
entretanto relatos de intoxicacdes em humanos ainda ndo foram descritos
(TOYOFUKU, 2006; EFSA, 2009; CEFAS, 2011; OTERO et al., 2011). As P1TX
causam sintomas neuroldgicos e gastrintestinais, como gosto metalico na boca,
nausea, vomito, diarréia, letargia, espasmos musculares, mialgia e dispnéia,
podendo causar morte por lesdo do miocardio (LOUZAO; ARES; CAGIDE, 2008;
RAMOS; VASCONCELOS, 2010). As CTX sédo as mais frequentes causadoras de
intoxicacdo por biotoxinas, causam sintomas semelhantes ao das P1TX, porém
raramente sao letais (ISBISTER; KIERNAN, 2005).

No Brasil, ndo existem relatos de deteccdo de toxinas causadoras da NSP,
entretanto as outras sindromes de intoxicacdo devem ser monitoradas devido a
ocorréncia ja registrada da sindrome ou do fitoplancton téxico correspondente. O
Programa Nacional de Controle Higiénico-Sanitario de Moluscos Bivalves (PNCMB)
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) segue as
recomendac¢des da Unido Européia (UE) estabelecendo as concentracdes maximas
permitidas de biotoxinas causadoras destas trés sindromes nas amostras de partes
comestiveis de moluscos. Em SC, as analises laboratoriais sdo realizadas pelo
Laboratorio Oficial de Analise de Residuos e Contaminantes em Recursos
Pesqueiros — LAQUA-Itajai/SC (BRASIL, 2012, 2013; CEFAS, 2014a).
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Os niveis maximos de concentracdo de biotoxinas permitidos pela legislacdo
européia, os métodos de deteccdo e as concentragcdes minimas detectaveis estédo
dispostos no Quadro 1.

Segundo Alexander et al. (2009), as doses criticas de referéncia para
intoxicagbes por cada biotoxina podem variar de acordo com o consumo de
moluscos bivalves. Sendo assim, os limites definidos pela UE para AO, STX e DA
podem ndo ser suficientes para 0s que consomem grandes quantidades.
Especialistas acreditam que por¢coes de 250 g representariam 97,5% dos
consumidores da maioria dos paises em que os dados estdo disponiveis. Os limites
de referéncia sdo baseados num consumo de 100 g, valor frequentemente utilizado

em avaliacdes de risco.

Quadro 1 - Niveis maximos permitidos de concentracdo de biotoxinas por kg de parte comestivel de
moluscos bivalves (inteiros ou qualquer parte destinada ao consumo), métodos de
deteccao e as concentracdes minimas detectaveis

Concentragéo i .
o Meétodo de Concentragao
maxima ] ]
. ] o deteccdo atual | minima detectavel
Nome do grupo de biotoxinas permitida/kg de .
do LAQUA- pelo método
carne de o ]
Itajai/SC** laboratorial
molusco*
2 HPLC-DAD
3 ASP DA <20 mg 100-150 g (10-21 | 0,02-0,03 mg/kg*
o
7 mexilhdes)
o
° . .
= Bioensaio
0 <0,8mgde
s PSP STX _ 150 g (15-21 0,004 mg/kg*
= equivalente o
2 mexilhdes)
<0,16 mg de Bioensaio
AO e DTX _
" DSP equivalente de AO 25gde
g AZA <0,16 mg hepatopancreas | Considerar = 0,10
E (28-39 a 0,14 mg/kg para
é <1mgde mexilhdes) ou amostras de
% YTX equivalente ou 150 g de tecido | hepatopancreas***
= 3,75 mg*** integral (15-21
mexilhdes)

Fonte: BRASIL (2013). * (HALLEGRAEFF; ANDERSON; CEMBELLA, 1995); ** Protocolos
laboratoriais do LAQUA-Itajai (comunicacdo pessoal). E-mail: Marina Delphino
<marina.delphino@mpa.gov.br>; ** Reg. (CE) no. 786/2013 (EUROPA, 2013); **** Definido
para AZA (HESS et al., 2009). Legenda: HPLC-DAD — Cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detecc¢éo de arranjos de diodo.
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2.4.2.1 Toxinas amnésicas (ASP)

A ficotoxina responsavel pela ASP é o DA, que € produzido por diatoméaceas
do género Pseudonitzschia. Os sintomas incluem vémito, diarréia, célica abdominal
e perda da memoéria de curto prazo, o que pode tornar-se permanente. Em alguns
poucos casos, a intoxicacdo por ASP pode ser fatal. Niveis acima do permitido séo
encontrados no periodo de abril a novembro nas dguas da Escécia (CEFAS, 2011).

A ocorréncia de Pseudo-nitzschia foi descrita entre os periodos de 2000 a
2002, por Tavares et al., (2009), em aproximadamente 72% das amostras da regiao
da Baia da Enseada do Itapocoroy, em SC. As mais altas concentracdes ocorreram
em 2002, chegando a 1.000.000 cel./L, a temperaturas superiores a 24°C e
salinidade de 27-35 ppm.

Os limites de deteccéo de DA por meio da cromatografia liquida dependem do
método de extracdo e limpeza. Se extratos de moluscos crus forem utilizados sem
limpeza, o limite de quantificacdo € de 1 mg/kg. Interferéncias com outras
substancias, como o triptofano, sdo comumente encontradas, o que pode gerar
resultados falso-positivos nos extratos crus. Utilizando-se a combinacéo de extracdo
com metanol aquoso, limpeza com SAX-SPE (forte permutador anibnico para
extracdo da fase sdlida) e analise com cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) com método de deteccao por ultravioleta (HPLC-UV), os limites de deteccao
caem para 0,02-0,03 mg/kg e os cromatogramas ficam livres de interferéncias, ou
seja, aumenta-se a sensibilidade e a especificidade do teste. A deteccdo com
fotodiodo (HPLC-DAD) pode ser usada para confirmacdo, aumentando-se a
especificidade do teste (HALLEGRAEFF; ANDERSON; CEMBELLA, 1995). As
toxinas causadoras de ASP também podem ser detectadas por meio de HPLC com
espectrometria de massa (HPLC-MS/MS) (AUSTRALIA, 2009).

Considerando que as concentracdes maximas de DA permitidas pela UE sao
bem superiores as concentragcdes minimas detectaveis pela técnica de HPLC em
amostras frescas ou refrigeradas por até 6 dias, que o uso do metanol aquoso
diminui as interferéncias no diagndstico e que a detec¢cdo com fotodiodo € utilizada
como método confirmatério, € possivel dizer que o diagnéstico pelo referido teste

possui altas sensibilidade e especificidade para a classificacdo dos resultados como



50

positivo e negativo (HALLEGRAEFF; ANDERSON; CEMBELLA, 1995; SCHRAMM,
2008).

Na Escécia, onde o mesmo método de diagndstico é empregado, toxinas
desse grupo foram detectadas em 94 amostras de 1891 amostras testadas entre
abril de 2011 e marco de 2012, sendo que nenhuma excedeu o limite maximo
permitido de 20 pug/g (CEFAS, 2011).

2.4.2.2  Toxinas paralisantes (PSP)

A PSP esta associada as algas dos géneros Alexandrium, Gymnodinium e
Pyrodinium. Os componentes ativos da intoxicacdo sdo a saxitoxina (STX) e seus
derivados, que bloqueiam os canais de sddio dos nervos, impedindo a conducéo do
impulso nervoso. Os sintomas surgem logo ap0s o0 consumo de mariscos
contaminados e incluem: dorméncia/formigamento dos labios, incoordenacéo
muscular, dificuldade e parada respiratérias. Casos de PSP ocorreram nas llhas
Shetlands e Orkney, na Escocia, e a presenca dessas toxinas sdo eventos anuais
nestes locais, apesar de geralmente apresentarem-se em concentracfes abaixo do
nivel maximo permitido (EUROPA, 2004b; CEFAS, 2011).

Na Baia Armacédo do Itapocoroy, no sul do Brasil, a espécie Gymnodinium
catenatum foi observada em cadeias de até 14 células durante um periodo de duas
semanas e chegou a uma concentracado de 16.000 cel./L no més de marco de 2000.
Semanas antes, haviam sido identificadas mudancas ambientais indicativas de
adveccdo de aguas mais frias e salgadas, caracteristicas dos fenémenos de
ressurgéncia nas aguas subtropicais. Estas aguas sdo ricas em nitrato e tais
mudancas nas aguas podem ter favorecido a floracdo. As células encontradas
podem ter sido trazidas pela corrente advectiva ou podem ter germinado a partir dos
cistos bentbnicos que se suspenderam, ja que o G. catenatum € capaz de produzir
cistos latentes que permanecem viaveis por muitos anos (DALE, 2001; TAVARES;
PROENCA; COEBRECHT, 2009). Se estimulados por mudancas ambientais, estes
cistos podem germinar em periodos curtos, como duas semanas (BLACKBURN;
HALLEGRAEF; BOLCH, 1989).
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Segundo Tavares et al. (2009), existe uma proeminente variagdo anual na
abundancia e nos padrbes sazonais de ocorréncia de fitoplancton do complexo D.
acuminata na Baia da Armacdo do Itapocoroy. No mesmo local, foram detectados
também fitoplancton do género Alexandrium em baixas concentragées. Entretanto, a
principal espécie encontrada foi a A. fraterculus, que ndo € toxica (OMACHI,
TAMANAHA; PROENCA, 2007; TAVARES; PROENCA; COEBRECHT, 2009).

Nas pesquisas de Schramm (2008), a técnica de HPLC baseada no método
de Oshima (1995), com pequenas alteracoes, identificou variacdes no limite de
deteccdo de apenas 0,001 a 0,020 eq-STX mg/kg, sendo o limite minimo para a
classificacado de risco de 0,8 mg/kg. O método atualmente utilizado pelo LAQUA-
Itajai/SC €& o de bioensaio em camundongos, que ainda é a base de muitos
programas de monitoramento de toxicidade em moluscos bivalves. O método é
antigo e foi padronizado pela Associacdo de Analistas Quimicos Oficiais (AOAC)
para o desenvolvimento de medicOes rapidas e precisas. O limite de deteccéo deste
método é de aproximadamente 40 pg STX/100g (0,004 mg/kg) de carne de
moluscos e com uma precisdo de 15 a 20%. A sensibilidade do teste pode ser
variavel, ja que altas concentracdes de sal podem suprimir os efeitos das toxinas e
altos niveis de zinco podem ser letais para 0s camundongos enquanto nao
apresentariam risco para a saude humana (FAO, 2004a). As toxinas causadoras de
PSP podem ser detectadas por meio de bioensaio ou HPLC (AUSTRALIA, 2009).

De 2435 amostras testadas pelo método de bioensaio, de abril de 2011 a
marco de 2012 na Escécia, nenhuma apresentou resultados acima do limite maximo
permitido de 80 pug/100g, embora niveis detectaveis tenham sido encontrados em 10
amostras de mexilhdes (CEFAS, 2011).

2.4.2.3  Toxinas lipofilicas (DSP, YTX e PTX)

As toxinas lipofilicas incluem AO, DTX, AZA, YTX e PTX, sendo as trés
primeiras responsaveis pela DSP em humanos. As toxinas da DSP séo produzidas
pelas microalgas do género Dinophysis e Prorocentrum. Os principais sintomas sao
diarréia, ndusea, vomitos e dor abdominal (EFSA, 2010; CEFAS, 2011). O AO e a
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DTX-1 mostraram-se também como promotores de cancer em experimentos em
camundongos (VAN EGMOND et al., 1993; CEFAS, 2011). Aproximadamente 5%
das amostras anuais enviadas para analises pelos controles oficiais, no norte da
Inglaterra e na Escdcia, sdo positivas para DSP (CEFAS, 2011).

As YTX e as PTX faziam parte do grupo das DSP. Entretanto, seus principais
efeitos afetam o coracdo e o figado de camundongos inoculados, respectivamente,
ao invés de afetarem o sistema gastro-intestinal. As YTX sdo produzidas pelos
dinoflagelados Proceratium reticulatum e Lingulodinium polyedrum. Enquanto as
PTX séo produzidas pelo género Dinophysis. Apesar de frequentemente ocorrerem
juntamente com o AO e as DTX, ndo existem relatos de intoxicagdo humana
causada pelo consumo de moluscos bivalves contaminados com YTX e PTX e por
isso, estas ndo devem ser incluidas no grupo das DSP. Entretanto, séo incluidas nos
monitoramentos devido aos seus potenciais riscos a saude humana devido a
significativa toxicidade observada em animais (ALEXANDER et al., 2008a,b; EFSA,
2010; VAN DER FELS-KLERX et al., 2012).

No sul do Brasil, entre o pleno inverno e o verdao dos anos 2000 a 2002, foram
detectadas altas concentracdes de células do complexo D. acuminata (>1000 cel./L).
Uma floracao foi identificada no final de julho de 2000, uma semana ap0s a entrada
de uma massa de agua fria (12°C) na Bahia da Armacao do Itapocoroy, e teve
duracdo de aproximadamente 50 dias. A floracdo se formou com valores de
temperatura e salinidade da agua do mar relativamente baixos (15-17°C e 31-32
ppm) e a maior concentracao registrada foi de 9.800 cel./L, trés semanas apds o
inicio. Quatro amostras de moluscos foram positivas para DSP nos bioensaios dos
dias 13/08/00, 20/08/00, 27/08/00 e 08/09/00 (SCHMITT; PROENCA, 2000;
TAVARES; PROENCA; COEBRECHT, 2009).

Entre o periodo de marco do ano 2000 e mar¢o do ano 2001, no mesmo local,
0 género Prorocentrum spp. foi detectado em 91% das amostras, chegando a atingir
a concentracdes de 1.000-10.000 cel./L. As principais espécies identificadas foram
P. minimum e P. balticum, sendo a ultima ndo considerada toxica (TAVARES;
PROENCA; COEBRECHT, 2009).

O primeiro caso bem registrado de DSP no Brasil ocorreu em 2007, numa
area de 200 km da costa sul. Pelo menos 150 pessoas foram intoxicadas e a coleta

de mexilhdes para consumo foi suspensa temporariamente (PROENCA et al., 2007).
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O evento ocorreu no verdo e a concentracdo de D. acuminata na agua chegou a
52.000 cel./L (TAVARES; PROENCA; COEBRECHT, 2009).

Em relacdo as toxinas diarreicas, a andlise pela técnica de HPLC exige um
alto nivel de limpeza prévia das amostras devido a falta de bons cromdéforos na
estrutura destas toxinas. Além disso, o uso de reagentes pouco estaveis e a
presenca de varias substancias reagentes no tecido dos moluscos faz com que a
confiabilidade dos resultados seja afetada. Estas caracteristicas indicam
principalmente uma baixa especificidade do teste (HALLEGRAEFF; ANDERSON,;
CEMBELLA, 1995).

A espectrometria de massa € um dos sistemas de deteccéo utilizados pela
HPLC e é uma ferramenta poderosa para a analise de biotoxinas marinhas. Possui
altas sensibilidade e especificidade e é capaz de fornecer informacdes estruturais
Uteis para a confirmacéo da identificacao inclusive de novas toxinas. A combinagao
da HPLC com a espectrometria de massa (HPLC-MS/MS) parece ser um dos
métodos mais sensiveis, especificos e rapidos de analise das toxinas causadoras de
DSP. O limite de deteccdo é de 1 ng/g, ou seja 10° mg/kg de parte comestivel de
moluscos, sendo que o limite maximo permitido pela legislacdo européia e
neozelandesa € de 0,16 mg/kg equivalente de AO ou AZA (baseando-se num
consumo de 100g por adulto) (HALLEGRAEFF; ANDERSON; CEMBELLA, 1995;
SCHRAMM, 2008; AUSTRALIA, 2009).

O programa de monitoramento australiano permite o limite maximo de 0,2
mg/kg, mas explica que em determinadas situacdes pode-se utilizar o valor indicado
pela UE, principalmente se o objetivo é exportar mariscos para esta localidade
(AUSTRALIA, 2009). Se os limites maximos fossem alterados para 0,08 ou 0,05
equivalentes de AO/kg, conforme sugerido por Toyofuku (2006), de acordo com os
consumos de 250 g e 380 g por adulto respectivamente, ainda assim o método de
deteccdo poderia ser considerado altamente sensivel. Comumente utilizam-se
apenas as glandulas digestivas (hepatopancreas) dos moluscos para as analises de
DSP, o que contribui para uma sensibilidade ainda maior do diagnostico (ALVES;
DIAS; PINTO, 2013).

O uso da HPLC-MS/MS para a deteccdo de grupos mdultiplos de toxinas é

uma ferramenta robusta e provou ser superior ao uso do bioensaio para a detecgao
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de toxinas DSP na determinagdo da distribuicdo espacial e determinacdo de
caracteristicas das toxinas lipofilicas em moluscos bivalves (STOBO et al., 2008).

Segundo a FAO (2004b) e Lawrence et al. (2011), as principais desvantagens
do bioensaio sdo a sua baixa especificidade (ndo ha diferenciacdo entre as varias
toxinas detectadas), a subjetividade relativa aos sintomas e tempo de morte dos
animais, a necessidade de manutencdo de um biotério e questdes éticas que
envolvem o bem-estar animal. De um modo geral, 0 método ndo € eficiente na
diferenciacdo entre os varios componentes das toxinas causadoras da DSP.

Resultados de deteccao falso-positivos podem ocorrer devido a presenca de
acidos graxos livres nos moluscos, 0 que resulta em alta toxicidade aos
camundongos (SUZUKI et al., 1996). Outra desvantagem do bioensaio é que este
fornece resultados apenas qualitativamente, o que ndo é o mais adequado para um
sistema de monitoramento, enquanto a HPLC-MS/MS informa resultados
guantitativos (STOBO et al., 2008; HESS et al.,, 2009; LAWRENCE et al., 2011).
Além disso, a deteccdo de toxinas lipofilicas pelo bioensaio ainda nao foi validada
por provas interlaboratoriais e as caracteristicas do seu desempenho ndo estao bem
estabelecidas (LAWRENCE et al., 2011).

A UE ainda considera o bioensaio como um dos métodos oficiais de deteccéo,
mas sugere gque meétodos alternativos sejam utilizados para a deteccdo de DSP, ja
gue estes sdo capazes de sozinhos ou em combinacdo detectar todos os analogos
de DSP (EURLMB, 2013). Da mesma maneira, o Codex Alimentarius reconhece as
limitacdes do bioensaio e recomenda que novas técnicas quimicas e instrumentais
sejam desenvolvidas para futura validacdo inter-laboratorial (AUSTRALIA, 2009;
FAO/WHO, 2012). Seguindo estas recomendacdes, pesquisadores escoceses ja
desenvolveram e validaram um método de HPLC-MS/MS para deteccédo de toxinas
DSP e outras toxinas lipofilicas (STOBO et al., 2008).

Para os casos em que se utiliza apenas o hepatopancreas dos mexilhdes
para anadlise laboratorial, € importante lembrar que o conteddo do hepatopancreas
varia sazonalmente de acordo com a disponibilidade de alimento e fase do ciclo
reprodutivo. E preferivel que se tenha acesso a um conjunto grande de dados para
se verificar a real extensdo dessa variabilidade (HESS et al., 2009). Nas pesquisas

de Alves et al. (2013), foi possivel determinar um valor médio de peso de
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hepatopéancreas de mexilh6es da costa de Santa Catarina, o que possibilita ajustes
relacionados a amostragem.

Utilizando-se a HPLC-MS/MS como padréo-ouro para avaliar o desempenho
do bioensaio na deteccdo de azaspiracidos (AZP-DSP) foi possivel notar que este
ultimo possui capacidade de detecgéo de 0,10 a 0,14 mg/kg. Apesar das conhecidas
limitac6es do bioensaio, esta variacdo de valores possui um limiar muito proximo ao
valor de 0,16 mg/kg, atualmente permitido pelas normas internacionais. Portanto,
com base no limite maximo de AZP, é possivel dizer que o bioensaio possui
equivaléncia diagndstica a HPLC-MS/MS. Caso o limite tenha que ser reduzido para
0,08 mg/kg, conforme sugerido para os casos de consumo elevado de moluscos, a
probabilidade de deteccdo do bioensaio cairia para 5%, o0 que ndo seria confiavel
para o programa de monitoramento (HESS et al., 2009).

Em relacdo as YTX, o limite maximo permitido que havia sido estabelecido
pelo Regulamento (CE) 853/2004 era de 1mg/kg de equivalente de YTX. Entretando,
em 2013, entrou em vigor o Regulamento (CE) 786/2013, aumentando o limite para
3,75 mg/kg (EUROPA, 2013).

As toxinas causadoras de DSP podem ser detectadas por meio de bioensaio
ou HPLC-MS/MS (AUSTRALIA, 2009). Atualmente, o LAQUA-Itajai/SC utiliza o
método de bioensaio, entretanto existem perspectivas para que se inicie as analises
por meio da HPLC-MS/MS, assim que forem definidos os novos protocolos
laboratoriais (LAQUA-ITAJAI/SC, 2014).

De 2493 amostras, coletadas em 38 pontos diferentes da costa da Escécia,
de abril de 2011 a marco de 2012, 132 resultaram positivas aos testes de bioensaio.
Destas, 111 amostras eram de mexilhdes, 20 de ostras-do-Pacifico e 1 de leque,
Aequipecten opercularis (Linnaeus, 1758) (Pectinidae) (CEFAS, 2011).

2.4.3 Contaminantes quimicos

Em um monitoramento de regides costeiras, é importante identificar e avaliar
todos os fatores que influenciam a qualidade das aguas nos cultivos de moluscos.

Informacdes devem ser usadas para ajudar na selecdo dos contaminantes quimicos
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importantes a serem incluidos no monitoramento de moluscos bivalves
(AUSTRALIA, 2009).

As principais fontes de contaminantes quimicos podem incluir: residuos de
estacbes de tratamento, mineracdo, navais, agropecuarios e de refinarias de
petréleo, esgoto, fossas sépticas, rejeitos industriais, contaminantes geofisicos
(AUSTRALIA, 2009). E por isso que recomenda-se que o 6rgdo competente do pais
interessado em implantar um sistema de vigilancia de moluscos bivalves elabore um
inventario das potenciais fontes de poluicdo que possam afetar as areas de cultivo
(EUROPA, 2004a).

Para um sistema de monitoramento, € importante identificar os produtos
qguimicos utilizados mais intensamente e suas tendéncias de bioacumulacdo. Os
produtos que ndo forem identificados ou que estiverem em niveis muito baixos para
se bioacumularem nédo precisam ser incluidos no monitoramento. Assim que 0S
residuos quimicos a serem testados forem identificados, é necessario verificar se
existem testes laboratoriais disponiveis e se existe capacidade laboratorial para
realizar as analises (AUSTRALIA, 2009).

As concentracdes aceitaveis de cada substancia toxica, estabelecidas pelas
organizacfes competentes e pela WHO, devem ser utilizadas como referéncia nas
analises da carne dos moluscos (AUSTRALIA, 2009).

N&o existem métodos laboratoriais padronizados para muitos dos residuos
guimicos que deveriam ser investigados e onde métodos reconhecidos existem
(recomendados pela WHO), a capacidade dos laboratorios ndo é suficiente para que
se estabeleca uma rotina intensa de analises. Além da disponibilidade de métodos e
da capacidade laboratorial, 0 custo das analises € um fator importante para
estabelecimento de um monitoramento (AUSTRALIA, 2009).

De acordo com o Programa Australiano de Garantia de Qualidade de
Mariscos, 0 monitoramento de contaminantes quimicos deve ser feito anualmente ou
duas vezes ao ano durante um periodo de trés anos. Em seguida, a frequéncia
poderia ser reduzida para uma vez a cada dois ou trés anos. Em areas com maiores
fontes municipais ou industriais, amostragens trimestrais podem ser apropriadas até
que se conclua que a bioacumulacdo néo esteja ocorrendo (AUSTRALIA, 2009).

Pontos com concentracdes de residuos quimicos acima dos niveis

aceitaveis devem ser imediatamente reamostrados de maneira intensiva para que se
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determine a extensdo da contaminagcdo e os valores encontrados devem ser
armazenados em bancos de dados para comparagbes em futuros eventos de
contaminacdo. Um banco de dados bem elaborado ira auxiliar na determinacéo das
frequéncias das amostragens (AUSTRALIA, 2009).

Os hidrocarbonetos arométicos policiclicos (HAPsS) sao contaminantes
importantes a serem investigados, pois ao atingirem o ambiente marinho tornam-se
biodisponiveis aos animais aquaticos por meio da cadeia alimentar e podem causar
efeitos deletérios graves, como alteracdes génicas, disfuncdes imunese enddcrinas,
malformacgdes, fibrose e cancer (BOSCOLO PAPO et al., 2014a).

Dentre os HAPs que aparecem em altas concentragcbes nas costas mais
urbanizadas, geralmente resultantes de atividades industriais, o benzopireno € um
dos mais importantes indicadores. Por meio de analises de HPLC, é possivel
observar que moluscos expostos ao benzopireno permanecem contaminados
mesmo apos 24 horas de depuracdo. A identificacdo destes poluentes ou de
indicativos semelhantes em moluscos bivalves ndo € apenas um indicativo de risco
aos consumidores, mas funciona também como uma importante ferramenta para se
fazer inferéncias relativas as atividades industriais que afetam o ambiente
(BOSCOLO PAPO et al., 2014a,b).

2.5 0O USO DOS MOLUSCOS BIVALVES COMO BIOINDICADORES

Um dos modos mais eficazes de se verificar 0o estado de saude de um
ecossistema aquatico é observando-se seus componentes bioldgicos. A poluicdo e
as alteracoes fisicas do ambiente influenciam o bioma, seja direta ou indiretamente.
Portanto, € possivel avaliar os distlrbios por meio da resposta dos organismos (LE
FOCHE; NOTARGIACOMO; MANCINI, 2005).

E neste contexto que se inserem os conceitos ecotoxicolégicos de “organismo
sentinela” ou “bioindicador”. Ambos termos sao definidos como organismos capazes
de responder de maneira quantificavel a contaminagdo ambiental antes que esta
cause alteracdes bioldégicas no homem. Tais organismos nos fornecem uma medida
da biodisponibilidade dos contaminantes e podem ser utilizados em programas de

monitoramento como sinalizadores precoces de perigo, mesmo na auséncia de



58

respostas quimico-fisicas claras (STAHL, 1997; MORGADO; BEBIANO, 2005; VICO;
CARELLA, 2012).

Define-se como biomarcador qualquer alteracdo quantificavel de uma
determinada resposta bioldégica (molecular, celular, bioquimica, fisiolégica ou
comportamental) que possa ser correlacionada a exposi¢céo e/ou ao efeito toxico do
composto contaminante (PEAKALL, 1994). Existe uma tendéncia a se associar o
conceito de biomarcador aquele de dano celular (reversivel ou irreversivel), que é
capaz de identificar alteracBes fisico-quimicas do ambiente (temperatura, pH,
salinidade, oxigénio e gas carbbnico dissolvidos) e as intera¢cdes com organismos
patogénicos (VICO; CARELLA, 2012).

Existem varias caracteristicas que levam ao uso dos moluscos como modelos
para programas de monitoramento ambiental: (1) Possuem relevancia ecologica e
reconhecida importancia em termos soécio-econdmicos e sanitarios; (2)
Particularmente, os moluscos gastrépodes e bivalves possuem ampla e abundante
distribuicdo nos varios ecossistemas aquaticos, sendo algumas espécies (por
exemplo, 0 género Mytilus) cosmopolitas, o que permite estudos em larga escala
geografica; (3) Sdo espécies chave para o funcionamento de muitos ecossistemas
aquaticos e terrestres, ja que o estresse ambiental sofrido por eles pode determinar
efeitos negativos para todo o ambiente; (4) A maioria das espécies é extremamente
sedentaria e longeva, podendo sobreviver de 14 a 100 anos, o que favorece uma
boa representacdo da situacdo ecoldgica a curto, médio e longo prazo da area
pesquisada; (5) Possuem estratégias reprodutivas variadas e seus aparatos
reprodutivos podem responder de maneira bastante peculiar aos diversos tipos de
estresse ambiental; (6) Muitas espécies estudas sao grandes, o que possibilita 0
manuseio com facilidade; (7) O contato com a agua, sedimentos e contaminantes é
direto; (8) A capacidade de metabolizar e de desintoxicar contaminantes é
relativamente baixa, se comparada a outras espécies, por isso, tendem a acumular
moléculas toxicas e a responderem em termos biologicos a baixas concentracdes de
poluentes, sendo portanto, capazes de representar o estado de contaminacdo do
seu habitat (VIARENGO et al., 1999; OEHLMANN; SCHULTE-OEHLMANN, 2003;
NARBONNE et al., 2008; ROLA et al., 2012; VICO; CARELLA, 2012).

Os benzopirenos, anteriormente citados, assim como outros poluentes, sao

capazes de induzir a deposicao de lipofuscina nos tecidos dos moluscos filtradores
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causando alteracBes histologicas. Além disso, eventos estressantes, como a
exposicdo a choques térmicos, pesticidas, virus, metais e outros componentes
toxicos, podem desencadear a expressao de proteinas conhecidas como proteinas
do choque térmico (PCT). A identificacdo das alteracdes histolégicas e a deteccdo
destas proteinas podem ser utilizadas como biomarcadores Uteis para estudos de
biomonitoramento (BOSCOLO PAPO et al., 2014a).

O berbigéo japonés V. philippinarum é um importante recurso econdémico da
Lagoa de Veneza, na ltdlia, onde é pescado e cultivado. E também utilizado como
sentinela em programas de monitoramento para investigar a qualidade da agua e a
presenca de sedimentos de poluicdo no ecossistema costeiro da lagoa. Por meio de
analises histolégicas e imunohistoquimicas, é possivel localizar PCT nas células
intestinais marrons dos moluscos (Figura 5) (BOSCOLO PAPO et al., 2014a).

Figura 5 - Células intestinais marrons de berbigdo japonés (Venerupis philippinarum) indicando
exposicao a poluentes, como o benzopireno

Fonte: (BOSCOLO PAPO et al., 2014).

2.6 PONTOS DE COLETA DE AMOSTRA

Planos de amostragem devem ser instituidos tanto para o monitoramento das
areas de cultivo, quanto para a classificacdo das zonas de producéo, utilizando-se
parametros pré-estabelecidos e baseados em andlises de dados histéricos. O

namero de pontos de amostragem, a distribuicdo geografica e a frequéncia de
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amostragem devem ser 0S mais representativos possiveis para garantir as analises
adequadas posteriormente (EUROPA, 2004a).

Os pontos de coleta de amostras de agua devem ser definidos para se atingir
em longo prazo os seguintes objetivos: (a) compor um banco de dados ao longo do
tempo com os resultados do monitoramento para avaliacdes de risco, analises de
tendéncias e previsfes de floracdes toxicas; (b) estabelecer mecanismos de alerta a
partir da deteccdo de mudancas na abundancia de espécies de fitoplancton
potencialmente toxicos; (c) determinar a dindmica populacional das espécies de
fitoplancton produtoras de toxinas durante os eventos de contaminacao, incluindo a
variacdo entre as areas de cultivo e a influéncia das marés e ciclos diurnos na
abundancia dessas espécies; (d) aumentar o conhecimento e ter uma maior
copreenséo das espécies produtoras de biotoxinas (AUSTRALIA, 2009).

A determinacdo da localizagdo dos pontos de coleta deve levar em
consideracao o historico da ocorréncia de fitoplancton e biotoxinas marinhas, a area
de cobertura da maioria dos cultivos de moluscos bivalves, a necessidade de
realizar amostragens imediatamente antes e durante os periodos de extracdo, o
acesso aos pontos de coleta, as condi¢bes climaticas durante as coletas, a
localizacdo de bancos naturais de mariscos, as areas onde floracbes e mortalidade
de peixes tém sido regularmente observados, as areas onde 0s rios exercem
maiores impactos, o impacto de escoamentos e pontos de concentracdo de agua
infiltrada do solo, a necessidade de pontos secundarios de coleta, a adveccédo das
floracbes téxicas para dentro das éareas de cultivo, os pontos de emissdo ou
escoamento de poluentes e outros critérios oceanograficos que possam influenciar a
distribuicdo das microalgas (AUSTRALIA, 2009; LAWRENCE et al., 2011). De uma
forma mais simplificada, sugere-se que o ponto exato de coleta de amostras seja o
de maior probabilidade de ocorréncia de microalgas toxicas e biotoxinas marinhas
numa area de cultivo baseando-se nas experiéncias histéricas (VAN DER FELS-
KLERX et al., 2012).

Os fatores ambientais que podem influenciar diretamente a amostragem,
como hidrografia, pontos de ressurgéncia, marés, correntes, zonas de retencdo e
padrdes circulares também devem ser levados em consideracdo (AUSTRALIA,
2009). Por isso, modelos hidrograficos sdo de grande importancia na

predeterminagéo de pontos de coleta apropriados e o julgamento de especialistas
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deve sempre ser levado em consideracdo (LAWRENCE et al., 2011). O
monitoramento de regides costeiras fornece informagbes essenciais para a
determinacdo das quantidades, localizacdo e frequéncia de coleta dos pontos de
amostragem de agua e moluscos (AUSTRALIA, 2009).

E importante lembrar que estas localizaces podem ser alteradas de acordo
com os resultados obtidos nas analises ou caso as necessidades do programa de
monitoramento sejam modificadas. Pontos adicionais podem ser utilizados para se
determinar a extensdo e a dinamica das floracfes. Estes pontos secundarios nao
precisam ser monitorados regularmente, mas apenas quando uma floracdo toxica
ocorrer em areas de cultivo (AUSTRALIA, 2009).

Critérios mais especificos para a selecdo dos pontos de coleta sdo: devem
ser escolhidos para que amostras de agua coletada sejam realmente representativas
da agua que esta sendo filtrada pelos moluscos bivalves, devem ser localizados
onde as biotoxinas marinhas possuem maior probabilidade de ocorrer de acordo
com experiéncias passadas, deve-se levar em consideracdo a maré para assegurar
gue a amostra represente a agua que ainda sera filtrada pelos moluscos e néo a que
ja foi filtrada, a batimetria® do local de cultivo deve ser representada nas amostras,
amostragens ndo devem ser feitas em locais de arrebentacdes de ondas devido a
alta fragilidade das células e presenca de lodo, o que dificulta ou impossibilita a
identificacdo, as amostras de moluscos devem ser representativas da fase de
desenvolvimento correspondente a de extracdo para consumo e devem ser obtidas
das principais bordas dos cultivos, pois nesses locais a agua muito provavelmente
ainda nao foi filtrada por outros organismos filtradores (AUSTRALIA, 2009).

A Figura 6A ilustra um exemplo de mapa tematico utilizado no auxilio da
determinacdo dos pontos de monitoramento de berbigdes na regido das Marcas, na
Itdlia. Os pontos vermelhos indicam as areas de maior probabilidade de
contaminacao, determinados de acordo com as concentracbes de E. coli de cada
zona de extracdo, localizacdo de portos e também de acordo com a localizacédo de
grandes e pequenos estuarios (Figura 6B), que sdo importantes carreadores de
contaminacdo (DURANTI, 2015; LATINI, 2015). Zonas petroliferas também sé&o
consideradas de alto risco (AUSTRALIA, 2009).

* A batimetria é a medicdo da profundidade dos oceanos, lagos e rios (DNIT, 2015).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Oceano
https://pt.wikipedia.org/wiki/Lago
https://pt.wikipedia.org/wiki/Rio
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Para que a amostragem tenha significancia estatistica e ndo atinja custos
excessivos, a quantidade de pontos de coleta de amostras deve ter uma cobertura
apropriada da extensdo de um evento de floracdo tOxica e contaminagéo
microbiologica ou ser capaz de demonstrar o pior cenario possivel e de acordo com
as viabilidades do 6rgéo executor (LAWRENCE et al., 2011).

Figura 6 -A) Mapa tematico das concentracdes de E. coli e pontos de maior risco de contaminagao
em berbigbes da regido das Marcas, Italia; B) Exemplo de cenario de maior risco de contaminagdo na
mesma regido

A

Fonte: 6A) (DURANTI, 2015); 6B) (FONTANA, I., 2015).

Na Escdcia, as areas de cultivo sdo agrupadas para fins de amostragem de
acordo com semelhancas hidrograficas e ambientais. Em cada grupo, séao
estabelecidos pontos de monitoramento, que seriam 0s locais mais provaveis de
serem representativos ou indicativos de qualquer toxicidade presente. Em cada
grupo sdo designadas também &reas de coleta associadas. Além das areas de
cultivo, amostram-se também pectinideos selvagens de processadores comerciais
autorizados (CEFAS, 2011).

De abril de 2010 a marco de 2011, 13 autoridades locais contribuiram para a
amostragem de 87 areas de amostragem da costa escocesa. Foram coletadas no
total 2747 amostras de diferentes espécies em 118 pontos de amostragem e de
acordo com os protocolos do Centro para Ciéncias do Meio Ambiente, da Pesca e
da Aquicultura (CEFAS). Além disso, foram coletadas também 49 amostras de
pectinideos selvagens de 16 diferentes locais (CEFAS, 2011).

Segundo oceandgrafos especialistas no monitoramento de fitoplancton da

regido costeira de Santa Catarina, os pontos de coleta de amostras do
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monitoramento de moluscos bivalves da regido possuem boa representatividade em
termos de distribuicdo espacial e variagdes oceanograficas (informacdo verbal)®.
Além disso, esse numero de pontos é economicamente e logisticamente viavel pelo
menos numa fase inicial de transicdo de um servico de monitoramento para um
sistema de \vigilancia a ser executado pela Companhia Integrada de
Desenvolvimento Agrario de Santa Catarina (CIDASC) (informacé&o verbal)®.

2.7 COLETA DE AGUA E MOLUSCOS

Tanto amostras de partes de agua, utilizando-se mangueiras ou garrafas
dispostas verticalmente, quanto as coletadas por meio de redes conicas, com coletor
adaptado a extremidade, devem ser obtidas. As partes de agua séo preferidas, pois
algumas células podem estar frageis e terdo viabilidade reduzida nas redes,
entretanto, estas Ultimas podem ser Gteis quando a contagem celular esta baixa. O
ideal é coletar as amostras de agua entre 10h e 14h, quando existe maior
probabilidade das microalgas estarem préximo a superficie para realizacdo da
fotossintese (AUSTRALIA, 2009).

As amostras integradas constituem-se de uma determinada coluna d’agua,
sendo, portanto, coletadas com o auxilio de uma mangueira continua. Estas séo
preferidas as amostras coletadas com garrafas, em diferentes profundidades,
guando aguas mais profundas devem ser amostradas. Isso porque a estratificacéo
da coluna d’agua permite que as microalgas migrem entre os estratos, fazendo com
gue a amostragem com uso de garrafas possa nado coletar o estrato de maior
acumulo de microalgas em um determinado momento. Geralmente, coleta-se de 500
mL a 1L de agua, mas o volume pode variar de acordo com o método de analise
utilizado. As amostras devem ser colocadas em recipientes deixando-se uma
pequena quantidade de ar e ndo devem ser submetidas a grandes variacfes de
temperatura (AUSTRALIA, 2009).

® Mencionado pelos Doutores Luis Antonio de Oliveira Proenca e Mathias Alberto Schramm durante o
curso de Monitoramento de Algas Nocivas e Ficotoxinas, Itajai-SC, 2013.

® Mencionado pelo Médico Veterinario Pedro Mansur Sesterhenn durante visita técnica, Floriandpolis-
SC, 2013.
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No Brasil, a coleta de amostras de agua € geralmente feita utilizando-se uma
mangueira de plastico com 2,4 cm de didmetro e que possui uma valvula para
fechamento na parte superior (Figura 7A). A mangueira pode chegar a 5 m de
comprimento dependendo da profundidade da coluna d’agua no ponto de coleta. O
conteudo da coluna d’agua é colocado num recipiente para ser homegeinizado e dali
se retiram aliquotas de 200 mL a serem mantidas em garrafas de cor ambar com 2%
de solucéo de lugol. Estas aliquotas sdo utilizadas para as analises quantitativas de
fitoplancton. Para as andlises qualitativas, as amostras sdo coletadas utilizando-se
uma rede conica com malha de 20 um (Figura 7B) e sdo mantidas em garrafas
plasticas com formaldeido a 4%. As células sao identificadas de acordo com as
caracteristicas morfoldgicas e contadas utilizando-se cameras de sedimentacao (10
ou 50 mL) e microscépio de luz invertida (TAVARES; PROENCA; COEBRECHT,
2009), de acordo com o método Utermohl (HASLE, 1978). Sdo mensurados também
0s parametros de temperatura, salinidade (refratbmetro) e transparéncia (disco
Secchi - Figura 7C) da agua do mesmo local (TAVARES; PROENCA; COEBRECHT,
2009).

Figura7 - A) Mangueira e garrafas de amostragem de agua; B) Rede para amostragem de
fitoplamcton; C) Disco de Secchi para afericacé@o da turbidez da agua
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Fonte: A) (PIZARRO et al., 2013): B) (FONTANA, |., 2013): C) (CONSULPESC, 2016).

Antes de 2005, no Reino Unido, os dados de parametros fisicos, quimicos e

biolégicos eram coletados por cientistas que iam ao mar com embarcacbes de
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pesquisa ou por equipamentos de gravacao continua instalados em estaces fixas.
A partir do referido ano, tais parametros passaram a ser detectados por satélites ou
por sensores automaticos posicionados sobre a superficie do mar. Foi desenvolvido
um sistema de monitoramento auténomo que fornece uma alta frequéncia de dados
espaco-temporais. Isso inclui a determinacdo da biomassa e a coleta de amostras
de &gua para posterior identificacdo automatizada das espécies de fitoplancton, em
laboratdrio, relativas a pontos selecionados ao longo da costa da Inglaterra e do
Pais de Gales (CEFAS, 2014b; SAMS, 2016).

Na Inglaterra e no pais de Gales, foram definidas concentrages que indicam
a necessidade de medidas de precaucdo nos cultivos (Tabela 1) (FSA, 2014). Na
Escodcia, a concentracao de alerta para Pseudo-nitzschia (ASP) € de 50.000 células
por litro (CEFAS, 2011).

Tabela 1 - Niveis de alerta de fitoplancton em amostras de agua na Inglaterra e Pais de Gales

Grupo de biotoxinas Fitoplancton/toxina Niveis de alerta (cel./L)
Alexandrium

PSP /Saxitoxina >0

DSP Dinophysis > 100 e dados historicos

/Acido ocadaico
Psgudo—nitzschia
/Acido domoéico

Fonte: (FSA, 2014).

ASP > 150.000 e dados histéricos

As amostras de moluscos bivalves devem ser de tamanho suficiente para que
se teste todos 0s grupos de biotoxinas necessarios e para que se represente bem o
ponto de coleta. Devem ser mantidas sob refrigeracdo (10°C ou menos) e enviadas
ao laborat6rio o mais rapido possivel (AUSTRALIA, 2009).

Para o monitoramento de moluscos bivalves das regides italianas do Veneto e
do Lazio, costuma-se coletar uma quantia aproximada de 4 kg de moluscos com
conchas, da qual 2 kg sdo destinados a investigacao de biotoxinas, 1,5 kg para
contaminantes quimicos e 500 g para parametros microbiolégicos. Parte das
amostras é congelada, caso necessite-se de confirmagdo (MODALITA, 2011).

Recomenda-se também que durante um evento de floracéo téxica, o foco seja
frequentemente amostrado em diferentes profundidades. Um exemplo de esquema
de coleta consiste na utilizagdo de cordas marcadas em intervalos regulares para

definicdo de transectos e os moluscos seriam coletados de acordo com cada marca
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na corda. Com o auxilio de um aparelho de GPS, € possivel que a equipe de coleta
localize o ponto selecionado previamente. Os moluscos mais proximos ao ponto
seriam coletados. Para o caso de moluscos bivalves criados verticalmente, como
nas lanternas de ostras e vieiras, uma estratégia sistematica poderia ser adotada
para levar em consideracao as diferentes profundidades de criacdo. Numa primeira
amostra agrupada, individuos seriam coletados da superficie; na segunda, seriam
amostrados de uma profundidade mediana e na terceira, os individuos mais
profundamente distantes que possam ser apanhados da embarcacdo (CORSIN et
al., 2009).

Recomenda-se a coleta de individuos de tamanho considerado
comercializavel para que o numero de individuos coletados n&o tenha grandes
variacbes (Figura 8). A porgdo dos moluscos bivalves a serem analisadas
laboratorialmente deve corresponder a parte comestivel (Figura 9), que geralmente
se refere a todo o tecido mole. No caso das analises de partes mais contaminadas,
como o hepatopancreas, os resultados devem ser corrigidos por meio de um fator de

conversdo para uma base de analise de parte comestivel (LAWRENCE et al., 2011).

Figura 8 - Coleta de mexilhdes (Perna perna) para o monitoramento de moluscos bivalves em Santa
Catarina

Fonte: (FONTANA, 1., 2013).

Quando a amostragem estiver sendo feita em resposta aos resultados de uma
alta contagem de fitoplancton, todas as espécies de moluscos cultivados e extraidos
da regido devem ser amostradas. Caso isso ndo seja possivel ou quando se estiver

realizando apenas amostragens de rotina, deve-se amostrar as espécies que tenha
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a maior probabilidade de revelar precocemente a presenca de biotoxinas marinhas e
as que mostrem os niveis mais altos de toxinas (AUSTRALIA, 2009). O uso de uma
espécie de molusco bivalve como indicadora implica que a auséncia de toxicidade
nesta espécie indica a provavel auséncia na outras espécies produzidas e extraidas
da mesma regido (LAWRENCE et al., 2011).

Mesmo sabendo-se que as vieiras parecem ser mais sensiveis ao acido
domdico, os mexilhdes sdo usados como espécies sentinelas internacionalmente.
Em termos gerais, eles indicam a presenca de biotoxinas antes que outras espécies
(AUSTRALIA, 2009; INTECMAR, 2014).

Figura 9 - Desconchamento de mexilhfes para deteccao de toxinas DSP

_—

Fonte: (FONTANA, |, 2015).

Segundo Alves et al. (2013), devido as caracteristicas alimentares e
fisiol6gicas do mexilhdo marrom, P. perna, este organismo adquiriu o status de
biomonitor ambiental marinho sendo amplamente utilizado em impactos ambientais,

no monitoramento de condi¢bes sanitdrias e da qualidade da agua. Em Santa
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Catarina, geralmente utiliza-se o mexilhdo como sentinela nas amostragens devido a
sua alta densidade populacional, sistema de filtracdo mais rudimentar que o das
ostras e pelo menor custo ao produtor.

Caso existam dados suficientes que demonstrem que alguma espécie ou
produto de moluscos bivalves ndo acumulam biotoxinas, eles podem ser excluidos
do plano de manejo durantes os fechamentos. Por exemplo, existem muitas
evidéncias de que as vieiras quando vendidas sem as ovas nao representam risco
de presenca de biotoxina (AUSTRALIA, 2009).

Além das amostras, é importante também coletar dados ambientais, como:
salinidade, temperatura da agua, visibilidade, escoamento dos rios, pluviosidade,
velocidade e direcdo do vento, irradiancia, teor de compostos nitrogenados
inorganicos e teor de fosforo, que irdo compor os bancos de dados a serem
periodicamente analisados (AUSTRALIA, 2009).

O Brasil participa de um projeto denominado ANTARES, criado em 2003, que
tem como objetivo avaliar as mudancas de longo prazo dos ecossistemas costeiros
da América do Sul. Este projeto utiliza uma base de dados obtidos por meio de
estacdes oceanograficas e satélites que captam a concentracdo de clorofila a e a
temperatura da superficie do mar. Estas informacfes podem ser Uteis para se
estimar as densidades de microalgas e poderiam ser incorporadas a um futuro
sistema de vigilancia. Entretanto, desde o inicio de 2010, as informacdes nao tém
sido mais disponibilizadas no site. Os organizadores apontam a necessidade de

mais recursos humanos para a continuidade do projeto (INPE, 2014).

2.8 FREQUENCIA DAS AMOSTRAGENS

A frequéncia das amostragens deve ser suficiente para acessar mudancas
espaco-temporais nas microalgas, na presenca de toxinas nos moluscos bivalves e
cobrindo os possiveis riscos de rapido aumento na toxicidade dos mesmos
(LAWRENCE et al., 2011).

A deteccao de biotoxinas marinhas na carne de molusco bivalves, além de ser
feita periodicamente por meio dos monitoramentos, deve ser feita sempre que forem

detectados niveis de fitoplancton nocivos acima do esperado. Com o aumento dos
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niveis toéxicos na agua ou em moluscos, a frequéncia das amostragens deve
aumentar para assegurar o fechamento das &reas em tempo apropriado
(AUSTRALIA, 20009).

Inicialmente, as amostragens deveriam ser feitas regularmente ao longo do
ano, ja que espécies potencialmente nocivas podem ocorrer em qualquer periodo. A
amostragem semanal de fitoplacton € uma norma estabelecida internacionalmente
para areas onde ha ocorréncia de toxinas ou em pontos de coleta pré-definidos
(EUROPA, 2004a; STOBO et al., 2008; VALE et al., 2008; AUSTRALIA, 2009;
MURRAY, 2010; CEFAS, 2011; NSW FOOD AUTHORITY, 2011; INTECMAR,
2014), mas em alguns casos pode ser feita em frequéncias menores ou de acordo
com os resultados das analises espaco-temporais (EUROPA, 2004a; LAWRENCE et
al., 2011). Alguns exemplos seriam os locais de extracdo sazonal ou areas as quais
ja existe uma base de dados significativa capaz de indicar baixo risco de ocorréncia
de floracbes toxicas ou que possuem baixo risco em determinadas épocas do ano
(AUSTRALIA, 2009).

A frequéncia das amostragens poderia ser inicialmente menor e ir
aumentando de acordo com os resultados do monitoramento. Quanto maior for a
frequéncia, mais efetivo serd o programa de monitoramento, pois favorece um
sistema de alerta precoce do risco de floracdes nocivas (AUSTRALIA, 2009).

Em Portugal, a amostragem pode ser feita quinzenalmente ou mensalmente
guando toxinas do grupo da PSP ndo sdo encontradas no outono/inverno anterior,
caso contrario, é seguido o Regulamento EC 854/2004 referente as amostragens
semanais (VALE et al.,, 2008). Na Australia, a amostragem de moluscos é feita
mensalmente nos locais de cultivo e semanalmente onde existem estoques
temporarios como em areas de mar aberto (NSW FOOD AUTHORITY, 2011).

Na Escécia, a frequéncia das amostragens segue 0 seguinte esquema,
baseado em avaliacdo de risco sazonal (CEFAS, 2011):

e PSP: semanalmente de abril a outubro e a cada duas semanas de
novembro a margo;

e DSP: semanalmente de abril a dezembro e mensalmente de janeiro a
margo;

e ASP: semanalmente de junho a outubro, a cada duas semanas em

maio e mensalmente de novembro a abril. Com excessdo dos
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pectenideos selvagens, que sdo coletados semanalmente durante todo
0 ano.

Considera-se necessario realizar amostragens regulares de moluscos
principalmente quando os cultivos visam a exportacdo, quando a amostragem de
microalgas € dificil ou ineficaz, como em é&reas de mar aberto, zonas de muita
guebra de ondas e zonas com a finalidade de producdo de pérolas, ou quando a
area de cultivo € nova e possui poucas informacdes sobre riscos de ocorréncia de
biotoxinas (AUSTRALIA, 2009).

A frequéncia de coleta ideal deve ser baseada em avaliacées de risco que
incluam os fatores ambientais citados anteriormente (LAWRENCE et al., 2011). Na
Italia, a frequéncia das amostragens é determinada com base nos dados historicos,
nas atividades do centro de depuracao, em fatores climaticos que possam influenciar
as caracteristicas microbiolégicas, quimicas e fisicas e em outras variaveis que
possam ser levadas em consideracdo. Geralmente, sdo previstas de duas a trés
amostragens por semana relativas aos riscos biolégicos (E. coli e Salmonella). Para
os demais riscos, a frequéncia deve ser estabelecida de acordo com as avaliacbes
do risco pelo servico veterinario oficial (BOFFO; ARCANGELI; ROSSETTI, 2008).

O monitoramento de fitoplancton nas amostras de agua € uma valiosa
ferramenta complementar ao monitoramento dos moluscos. Deve ser feito com o
objetivo de se obter resultados quantitativos que suportem a tomada de decisdes
(AUSTRALIA, 2009; LAWRENCE et al., 2011), como as tendéncias de abundancia
de fitoplancton. Esta informacdo pode gerar alertas para que se impessa 0 acumulo
de biotoxinas nos mariscos e serve como guia para a determinacéo da frequéncia da
amostragem de moluscos (LAWRENCE et al., 2011). Portanto, a coleta de moluscos
deveria ocorrer juntamente com a coleta de amostras de 4gua ou em resposta aos
resultados do monitoramento do fitoplancton (AUSTRALIA, 2009).
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2.9 TAMANHO AMOSTRAL

2.9.1 Amostras de moluscos

Segundo o0 guia de amostragem disponibilizado no relatério da junta
FAO/IOC/WHO, especialistas em biotoxinas de moluscos bivalves recomendam que
0s protocolos de amostragem sejam definidos de acordo com a localizacdo e o
namero de pontos de coleta de amostras de microalgas e de moluscos bivalves
(LAWRENCE et al., 2011).

Em relagdo ao tamanho amostral, ndo existe nenhum consenso internacional
para as diferentes espécies de moluscos bivalves. A quantidade de individuos
coletados deve ser suficiente para suprir a variabilidade entre as espécies. E por
iSso que o numero de individuos de tamanho comercializavel, ao invés da massa de
parte comestivel, deveria ser o fator determinante do tamanho amostral (EFSA,
2008; LEE; LOVATELLI; ABABOUCH, 2008; LAWRENCE et al., 2011).

Além das possiveis diferencas entre espécies, sabe-se que a maioria dos
métodos disponiveis ndo se encontra totalmente de acordo com os critérios do
Codex de calibracdo e padronizacdo. Por isso, a EFSA sugere que o Comité do
Codex sobre Peixes e Produtos Pesqueiros (CCFFP) deveria considerar varios
métodos de analise de biotoxinas. Se possivel, os métodos de referéncia nao
deveriam se basear em bioensaios, mas em métodos quimicos, bioquimicos e
imunoldgicos validados pelo CCFFP para que depois possam ser recomendados ao
Comité do Codex sobre Métodos de Analise e Amostragem (CCMAS) para revisao e
determinacdo como regulamento (EFSA, 2010).

Estimativas realistas de sensibilidade e especificidade de cada um dos
métodos utilizados devem ser usadas para o delineamento amostral. Estas
estimativas podem ser feitas incorporando-se a opinido de especialistas as
premissas necessarias. Deve-se também levar em consideracdo o uso de amostras
agrupadas ao se determinar o valor da sensibilidade do teste, jA que isso tende a
reduzi-la (CORSIN et al., 2009; PEELER; TAYLOR, 2011).

Segundo Williams e Moffitt (2001), interpretagGes baseadas nos resultados

positivos de amostras agrupadas podem estar equivocadas. A propor¢cao de pools
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positivos em relacdo a cada pool negativo € maior que a estimativa de maxima
verossimilhanca da prevaléncia aparente. E possivel obter um intervalo de confianca
menor quando um numero maior de grupos é utilizado na analise com poucos
individuos por pool. Nas populagcdes com alta prevaléncia, o uso de amostras
agrupadas reduz significativamente a confianca nas estimativas de prevaléncia.
Porém, torna-se uma importante ferramenta quando pretende-se realizar estudos de
deteccédo de agentes.

Deve-se evitar que o plano de amostragem com amostras agrupadas
encontre positividade em todos os pools, ou seja, que tenham baixa especificidade.
Quando a prevaléncia € alta, o ideal seria n&o utilizar amostras agrupadas, mas usar
um ndamero maior de pools ou usar uma combinacéo de estratégias. Neste caso, a
variacdo da prevaléncia estimada pode ser alta. Existem métodos de se estimar a
prevaléncia com amostras agrupadas com qualquer combinacdo de tamanhos
amostrais para se obter informacfes populacionais de maneira eficiente nos
programas de amostragem (WILLIAMS; MOFFITT, 2001).

A escolha do tamanho amostral dependera ndo apenas de consideracdes
estatisticas, mas também da precisdo desejada, da frequéncia esperada de cada
toxina e de consideracfes ndo estatisticas, como recursos disponiveis (CORSIN et
al., 2009).

Os fatores que devem ser levados em consideracdo sdo (CORSIN et al.,
2009):

e Sensibilidade e especificidade dos testes utilizados;

e Incerteza em relacao a sensibilidade e a especificidade;

e Prevaléncia minima detectavel desejada,;

e A sensibilidade do sistema;

e Precisao desejada;

e Tamanho populacional (muitas vezes assume-se que € infinitamente
grande);

e O poder desejado do inquérito.

Em areas de cultivo onde as emissGes de poluentes ainda ndo estdo
claramente compreendidas e este tipo de contaminagcédo pode estar ocorrendo de
maneira aleatdria e imprevisivel, uma estratégia de amostragem sistematica pode

ser utilizada. Esta estratégia assume que uma seccao transversal estatisticamente
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representativa de todos os fatores meteorolégicos, hidrodindmicos e outros sera
incluida na analise de dados e entdo a classificacdo das &reas de cultivo serd
baseada nos dados que representam as condicfes mais provaveis de contaminacao
(AUSTRALIA, 2009).

A amostragem aleatéria e continua presume que se mudancas desfavoraveis
e intermitentes ocorrem na qualidade da agua, elas serdo detectadas nos resultados
laboratoriais. No caso de contaminac¢des associadas a alguma condi¢cdo sazonal ou
meteoroldgica, como contaminacdes de cultivos préximos a areas urbanas durante a
estacdo chuvosa devido ao escoamento de contaminantes, uma estratégia de
amostragem com uma frequéncia adequada as condi¢cdes adversas seria ideal para
acessar a qualidade dos moluscos (AUSTRALIA, 2009).

Na Australia, cada amostra consiste de 15 a 18 individuos de tamanho
comercial, que sdo submetidas ao teste Jellet de triagem e, se positivas, aos testes
de confirmacgédo, como bioensaio e LC-MS. O nimero minimo de animais a serem
coletados € 12 e aproximadamente 100 g da parte comestivel deve ser designada
para cada toxina testada ou conforme especificado pelo laboratério (LEE;
LOVATELLI; ABABOUCH, 2008; AUSTRALIA, 2009).

No Canada, sdo coletadas no minimo 15 amostras de cada area amostral.
Nas areas de cultivo mais remotas, essa exigéncia pode ser alterada se as
condicBes sanitarias forem garantidas. Em certas circunstancias, uma estratégia de
amostragem sistematica pode ser seguida, estabelecendo-se a primeira localizacéo
de coleta de forma aleatéria e prosseguindo-se com um esquema preestabelecido
para a determinacdo das proximas coletas, de acordo com os cultivos, distancias ou
pontos de amostragem (CCME, 2011).

A CE recomenda que os planos de amostragem para controlar a presenca de
contaminantes quimicos devem ser capazes de detectar niveis superiores ao
estabelecido no Regulamento (CE) n. 466/2001. Este determina o valor maximo
permitido de 1 mg/kg de metais pesados em moluscos bivalves frescos. Os critérios
de desempenho para a colheita de amostras e para os métodos de andlise seguem
a Diretiva 2001/22/CE, relativa aos teores de chumbo, cadmio, mercurio e 3-MCPD
(3-monocloropropano-1,2-diol) e que determina o nimero minimo de amostras de

acordo com o peso (em kg) de cada lote de alimento produzido (Tabela 2).
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Tabela 2 - Niamero minimo de amostras a serem coletas de acordo com o peso do lote de alimento
produzido (Diretiva 2001/22/CE)

Peso do lote (kg) NUmero minimo de amostras
<50 3
50 — 500 5
> 500 10

Fonte: (EUROPA, 2001).

Se o lote consiste de grupos de individuos, como 1lkg de berbigdes
embalados em redes plasticas, o nimero de grupos a ser coletado para formar as

amostras agrupadas deve seguir o esquema da Tabela 3.

Tabela 3 - Numero de grupos a serem coletados em cada lote (Diretiva 2001/22/CE)

Numero de grupos em Numero de
cada lote grupos
1-25 3
26 — 100 5
> 100 10

Fonte: (EUROPA, 2001).

Amostras dos mercados locais e de diferentes etapas de processamento
poderiam ser incluidas, como parte de um sistema de vigilancia ativa (CORSIN et al.,
2009), ja que a contaminacdo com biotoxinas ndo provoca sinais clinicos ou
anormalidades visiveis nos moluscos bivalves, consequentemente néo afetando a
disponibilidade destes nos mercados para a venda (HUSS, 1997). Além disso,
informacBes como numero, tamanho e distribuicdo das unidades de producédo séo
necessarias para estruturacao e refinamento do sistema (CORSIN et al., 2009).

Amostragens rotineiras de moluscos bivalves geralmente sdo compostas de
varios individuos numa mesma amostra. Assim, uma amostra pode conter
efetivamente entre 10 e 20 animais e da mesma maneira, cinco amostras podem
conter até 100 animais. A composicdo da unidade amostral afeta consideravelmente
a sensibilidade do teste diagnéstico dependendo da propor¢édo de individuos e do
nivel de contaminacdo de cada amostra. Dependendo do planejamento amostral, os

resultados podem ser ambiguos ou pouco conclusivos (FAO/WHO, 2012).



75

Para o caso de areas onde pontos de amostragem ndo foram pré-
estabelecidos, é indicada uma amostragem espacial para se obter aleatoriedade.
Neste tipo de amostragem, pontos georreferenciados séo selecionados
aleatoriamente e entdo 0os moluscos proximos aos pontos seriam coletados. Para
isso, as areas com producdo significativa devem ser indicadas no mapeamento dos
estuarios e das baias (CORSIN et al., 2009).

2.9.2 Amostras de dgua

O objetivo chave de um estudo piloto de programa de monitoramento
ambiental € determinar o poder estatistico e o tamanho amostral para
implementacfes de estratégias futuras. Para se avaliar corretamente o impacto e as
mudancas nas condi¢des ambientais em pontos de monitoramento da qualidade de
agua, € preciso conhecer essas variaveis para que se possam realizar
interpretacdes sensatas (SHAO; WANG, 2009).

Shao e Wang (2009) sugerem que os resultados dos pontos de
monitoramento sejam comparados a pontos de referéncia para ocorréncia de
determinados tipos de fitoplacton. Assim, ao invés de se fazer as comparacdes entre
as meédias, os autores sugerem que se facam comparacdes entre as médias do
monitoramento e o 80° percentil dos resultados de pontos de referéncia previamente
definidos. Caso a média do ponto de monitoramento seja inferior a este limite,
considera-se que a diferenca esta dentro do esperado. Entretanto, se o inverso
ocorrer, novas investigacbes devem ser feitas. Da mesma maneira, caso 0S
resultados do monitoramento ultrapassem valores de referéncia fixados por
regulamento especifico, recomenda-se que mais analises sejam feitas.

Tradicionalmente, utiliza-se um poder estatistico de 80% ou 90% para
determinacdes praticas de tamanhos amostrais, sendo que o primeiro € o valor
recomendado pelo Conselho de Conservagédo e Meio Ambiente da Austrélia e Nova
Zelandia para seus programas de monitoramento oceanico (SHAO; WANG, 2009;
WATER CORPORATION, 2012).



76

Esse método de comparacdo com valores de referéncia se aplica,
principalmente, para 0s casos em que se tem uma grande quantidade de resultados
com valores abaixo da capacidade minima de deteccdo dos equipamentos
atualmente disponiveis, como é o caso de alguns contaminantes quimicos. Isso
afeta bastante o célculo das médias, pois os valores séo lidos como zero, mas nao o
calculo dos quantis, especialmente se forem quantis mais altos (SHAO; WANG,

2009).

2.10 MONITORAMENTO E ACOES ESTRATEGICAS

Para a adequacdo de areas produtoras de moluscos bivalves aos
requerimentos da saude publica, as agéncias oficiais deveriam considerar as
seguintes acbes (LAWRENCE et al., 2011):

e Classificacao/reclassificacdo das areas produtoras de acordo com o risco
de contaminacao por E. coli/coliformes termotolerantes ou coliformes totais
por meio de levantamentos e monitoramentos de frequéncia apropriada;

e Classificacado/reclassificacdo das éareas produtoras de acordo com a
probabilidade de contaminacdo por organismos patogénicos da carne de
moluscos bivalves por meio de monitoramentos de frequéncia apropriada;

e Fechamento/reabertura de areas produtoras de acordo com a
probabilidade de contaminacéo por biotoxinas por meio do monitoramento
de moluscos bivalves em combinagcdo com o0 monitoramento de
fitoplancton na agua do mar (Tabela 1);

e Controle de contaminantes quimicos.

A reabertura de areas de cultivo ap6s uma contaminacao deve ocorrer apés a
demonstracdo de que o0s niveis de toxinas nos moluscos reduziram até niveis
aceitaveis para o consumo humano. Geralmente, a reabertura é feita apos trés
amostras satisfatorias colhidas ao longo de 14 dias (AUSTRALIA, 2009).

A Austrdlia possui uma lista de espécies de fitoplancton potencialmente
toxicos mais provaveis de ocorrerem em suas aguas costeiras e diferentes niveis de
alerta para se iniciar as acdes de manejo. Recomenda-se que cada pais ou regido

produtora desenvolva sua propria lista de espécies potencialmente toxicas e a utilize
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como guia para tomada de decisbes. Deve-se levar em consideracdo a capacidade
laboratorial para a identificacdo dos géneros e das espécies. As estratégias de acéo
podem incluir a reamostragem de agua, os testes de deteccdo de biotoxinas e o
fechamento da area de cultivo ou extracdo. Sugere-se que a lista contenha, por
espécie de microalga, a sindrome a qual esta relacionada (ASP, PSP ou DSP) e as
guantidades maximas permitidas (células/L) para as exigéncias de reamostragens e
de fechamento temporario das areas (AUSTRALIA, 2009). Na Escécia, as
notificacdes de fechamento valem por 28 dias a ndo ser que sejam revogadas antes
desse periodo. A reabertura é feita ap6s dois resultados aceitaveis consecutivos, de
acordo com a classificagdo da area, feitos com um intervalo de 15 dias (MURRAY,
2010).

O plano de manejo deve detalhar as agbes a serem feitas em cada um dos
seguintes cenarios: (1) presenca de espécies de fitoplancton acima dos niveis
estabelecidos, (2) presenca de espécies de fitoplancton conhecida
internacionalmente por ser toxica, mas nao previamente observada ou testada na
regido em questdo, (3) aumento dos niveis de biotoxinas marinhas mesmo que
ainda ndo tenha excedido os limites estabelecidos e (4) presenca de espécies de
fitoplancton téxicos em areas de cultivo adjacentes. As acdes podem incluir o
aumento na frequéncia de amostragem, aumento do numero de pontos de coleta e
fechamentos por precaucdo (AUSTRALIA, 2009).

Recomenda-se que sejam feitas revisdes anuais e trienais da localizacao e da
frequéncia das amostragens. Qualquer resultado que represente algum risco para a
seguranca sanitaria da area analisada devera receber maior atencao e podera levar
a uma alteracéo de estratégia de manejo (AUSTRALIA, 2009). Além dos dados dos
pontos de amostragem e do histérico completo das areas de cultivo, é necessario ter
também informacfes sobre os maricultores, seus padrdes de producdo e sobre o0s
orgaos locais para se avaliar adequadamente a delimitacdo e a classificacdo das
areas (MURRAY, 2010).

No Canad4, essas revisdes sédo feitas anualmente. Sao coletadas no minimo
cinco amostras de moluscos de cada area amostral e sdo analisadas as 15 dltimas
amostras de 4gua para se determinar ou manter a classificacdo da area (CCME,
2011).
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Segundo o guia para vigilancia da saude de animais aquéticos da
Organizacao Mundial de Saude Animal (OIE), populacdes grandes ou com estrutura
complexa, em que areas amostrais ndo estdo definidas, mas existe uma
probabilidade de agrupamento em relacdo ao problema sanitario, a amostragem em
dois estagios é indicada. Primeiramente, grupos de fazendas, areas aquicolas ou
pontos de coleta seriam selecionados. Em seguida, individuos seriam selecionados
de cada grupo para a coleta (CORSIN et al., 2009).

De acordo com o regulamento no. 854/2004 da Comissdo da Comunidade
Européia, os planos de amostragem para o controle da presenca de fitoplancton
produtor de ficotoxinas devem ser capazes de detectar alteracbes na composicao do
fitoplancton toxico e na sua distribuicido geografica. Se os resultados sugerirem
acumulo de biotoxinas na carne dos moluscos, deve-se proceder com uma
amostragem intensiva. Nas zonas mais susceptiveis a contaminacdo, deve-se
realizar testes periodicos de toxicidade nos moluscos (EUROPA, 2004a).

A frequéncia de amostragem semanal, durante os periodos em que é
permitida a colheita de moluscos, pode ser reduzida em zonas especificas, ou em
relacdo a determinados tipos de moluscos, se uma avaliacdo de riscos sobre a
ocorréncia de toxinas ou fitoplancton sugerir um risco muito baixo de episodios
toxicos. Esta frequéncia devera ser aumentada se essa avaliagcdo sugerir que a
amostragem semanal ndo é suficiente. A avaliacdo de riscos deve ser revista
periodicamente (EUROPA, 2004a).

Sempre que se conhecam as taxas de acumulo de toxinas para um
determinado grupo de espécies em crescimento na mesma zona, a espécie com a
taxa mais elevada deve ser utilizada como espécie sentinela. Sempre que os teores
de toxinas na espécie sentinela estiverem acima dos valores-limite regulamentares,
a colheita das demais espécies s6 sera permitida se outras analises revelarem
teores de toxinas abaixo dos valores-limite (EUROPA, 2004a).

Em relacdo a analise de fitoplancton, as amostras devem ser representativas
da coluna de agua e fornecer informagdes sobre a presenca de espécies toxicas e
tendéncias populacionais. Se forem detectadas quaisquer alteracbes que possam
resultar em um acumulo de biotoxinas, a frequéncia de amostragem dos moluscos

deverd ser aumentada ou deverdo ser estabelecidas medidas cautelares de
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encerramento das zonas suspeitas, até estarem disponiveis 0s resultados das
analises para detecc¢édo de toxinas (EUROPA, 2004a).

O entendimento das tendéncias populacionais do fitoplancton é essencial
para se determinar os riscos de formacéo das floracdes. Alguns autores seguem o
conceito de que uma espécie de fitoplancton ndo necessita atingir altas densidades
populacionais para ser considerada em estado de floracdo. A associacao das altas
densidades durante o verdo com floracBes, é algo que se aplica a algumas
(diatomaceas, por exemplo), mas ndo todas as espécies formadoras de floraces.
Portanto, esta premissa pode ser enviesada e reducionista aos olhos de muitos
oceandgrafos (SMAYDA, 1997; TAVARES; PROENGCA; COEBRECHT, 2009).

As diatomaceas possuem estratégias antipredatorias que reduzem a
populacdo de copépodes, inibindo seus sucessos reprodutivos (POULET et al.
1994). Essa caracteristica pode ser uma das responsaveis pela ampla identificacédo
de floracbes formadas por este grupo, 0 que consequentemente leva muitos a
acreditarem que as floracbes se comportam basicamente como as das diatomaceas
(SMAYDA, 1997).

Define-se uma floracdo com base na sua analise qualitativa e ndo pura e
simplesmente quantitativa. Portanto, utilizar um critério especifico de biomassa,
como a deteccao de niveis de clorofila, para a definicdo de floracédo, de forma geral,
pode ser um problema (SMAYDA, 1997).

Na Escocia, o monitoramento é feito utilizando-se amostras de moluscos das
areas de cultivo, de pectinideos selvagens de processamentos comerciais e de
amostras de agua para o monitoramento de fitoplancton de pontos fixos de
amostragem. Os niveis de alerta neste pais seguem o esquema da Figura 10
(CEFAS, 2011).

No Brasil, alguns autores, apoés realizarem estudos de 2000 a 2002 na Baia
da Armacédo do Itapocoroy, consideraram importante a influéncia da advecédo das
aguas na ocorréncia de floracfes nesse local. Por isso, as tentativas de predicao de
ocorréncia de DSP, PSP ou ASP requerem o0 monitoramento das correntes
oceénicas e de dados meteorologicos (TAVARES; PROENCA; COEBRECHT, 2009).
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Figura 10 -Niveis de alerta de acordo com os resultados das analises de moluscos do programa de
monitoramento da Escocia

- Nenhuma amostra recebida/Sem resultados

Teste nao solicitado

ASP: Nao detectado
LTs: Negativo
PSP: Nao detectado

ASP: Detectado <20ug/g
LTs: Negativo com sinais clinicos

PSP: Niveis quantificaveis <80ug/100g

ASP: Detectado 220ug/g
LTs: Positivo

PSP: Niveis quantificaveis 280ug/100g

Fonte: (CEFAS, 2011).

E dificil estabelecer fatores preditivos para a ocorréncia de floragées toxicas,
pois a periodicidade de tais eventos pode variar de local para local e de acordo com
diferentes parametros. Entretanto, com a anélise de bancos de dados é possivel
desenvolver modelos simples que possam explicar o acumulo de toxinas em
determinados moluscos. Na Ria de Aveiro (formacdo lagunar no estuario do rio
Vouga), em Portugal, por exemplo, observou-se que tanto o escoamento dos rios em
maio, quanto as chuvas acumuladas de janeiro a maio, podem predizer a
intensidade de acumulo de AO associado a D. acuminata em moluscos em
junho/julho. Além disso, a contaminacdo por AO e DTX2, simultaneamente,
aumentou exponensialmente em setembro/outubro de acordo com o namero de dias
acumulados de ventos em direcdo oeste no més de agosto precedente. Neste caso,
a direcdo do vento contribui para o acimulo mecanico de Dinophysis spp. na costa,
0 que pode nao ocorrer para outras espécies de microalgas (VALE, 2012).

De acordo com Alvarez-Salgado et al. (2011), em termos gerais, uma
primavera chuvosa leva a extensos fechamentos de cultivos no verdo e um verao
ventoso leva a extensos fechamentos no outono.

Segundo Van Der Fels-KlerX et al. (2012), se for encontrada uma relacao
substancial e quantificavel entre o pico populacional de fitoplancton produtor de

toxinas DSP e a concentragdo de toxinas DSP, ela podera ser utilizada no programa
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de monitoramento para ajudar a predizer areas de risco de toxinas DSP em
moluscos bivalves.

Na Holanda, foi encontrada uma pequena correlacdo entre as concentracdes
de fitoplancton produtor de toxinas causadoras de DSP e o0s niveis de toxinas DSP
em moluscos, em 2007. Os niveis aumentados destas toxinas foram detectados até
cinco semanas apos o pico populacional do fitoplancton correspondente. Entretanto,
para outras biotoxinas, uma correlagdo ndo foi observada devido aos baixos casos
de ocorréncia (VAN DER FELS-KLERX et al., 2012). Associagdes entre a
ocorréncia de DSP em amostras de moluscos e a abundancia de D. acuminata e D.
acuta foram observadas em varios paises da Europa (NAUSTVOLL; GUSTAD;
DAHL, 2012; VAN DER FELS-KLERX et al., 2012).

Apesar de a temperatura ser considerada um fator importante para a
abundancia e concentracdo de Dinophysis, nem sempre é possivel encontrar uma
correlacdo significativa. Aléem disso, a correlacdo pode ser negativa para outras
espécies. Entretanto, na Noruega, analises demonstraram tendéncia relacionadas a
direcdo dos ventos. Um aumento na abundancia de Dinophysis sp. foi observado em
periodos de ventos em direcdo a costa e uma diminuicdo, em periodos com ventos
em direcdo ao mar (NAUSTVOLL; GUSTAD; DAHL, 2012).

2.11 CLASSIFICACAO DE ZONAS DE PRODUCAO

O monitoramento de moluscos bivalves é um indicador para a classificacao
das condicdes dos cultivos, particularmente onde as condicbes ambientais e
geograficas ndo asseguram a qualidade da agua e da carne dos moluscos. As
analises microbiolégicas das partes comestiveis podem também ser usadas como
medida efetiva para verificar a adequacdo de uma zona de seguranca fechada ou
para confirmar que cultivos em areas de mar aberto estdo sendo manejadas de
maneira higiénica antes e durante o desembarque (AUSTRALIA, 2009).

Baixas concentracbes de coliformes fecais em moluscos coletados ao redor
do perimetro de uma zona de seguranca fechada podem ser utilizadas como
parametro de confirmacdo de tamanho adequado desta area. Além disso, a

concentragdo de contaminantes na carne de moluscos pode ser usada para a
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classificacdo das areas de producdo como sendo de extragdo liberada ou sob
restricdo. Maiores detalhamentos serdo apresentados no Quadro 2 e na Tabela 4
desta secdo (AUSTRALIA, 2009).

Na Australia, com base nos resultados de amostragens prévias, as areas de
extracdo podem ser classificadas em: aprovadas, aprovadas condicionalmente,
restritas, restritas condicionalmente, proibidas, remotamente aprovadas e de areas
abertas. Uma area é classificada como proibida quando os moluscos estéo téo alta e
frequentemente contaminados que os procedimentos de controle ndo podem ser
manejados adequadamente para garantir a protecdo da salde publica. Areas
ocasionalmente afetadas por biotoxinas s&o classificadas como aprovadas
condicionalmente. Uma zona fechada de seguranca é definida quando existe
emissao de tratamento de esgoto ou alguma outra fonte de descarga de importancia
sanitaria proxima a area de cultivo. Considera-se que o cultivo seja em mar aberto
guando este se localiza a trés milhas nauticas da costa, ndo sendo impactado pelas
fontes costeiras de contaminacdo (AUSTRALIA, 2009).

Na Europa, o Reg. (CE) n. 853/2004 estabeleceu regras especificas de
higiene dos alimentos de origem animal, incluindo também os limites maximos
permitidos de biotoxinas em moluscos bivalves (Quadro 2). Além disso, determinou
gue os maricultores podem recolher e submeter ao mercado apenas moluscos
provenientes de zonas classificadas (EUROPA, 2004b). Segundo o Reg. (CE) n.
854/2004, esta classificacdo deve ser estabelecida pela autoridade competente com
base nos niveis descritos no Quadro 2, como pertencendo as classes A, B ou C
(EUROPA, 2004a).

Quadro 2 - PardAmetros de classificacéo de zonas de producéo utilizados pela Comunidade Européia

Classificagdo E. coli Salmonella sp. Destino ao consumo humano

Classe A <230 NMP/100g Ausente em 25¢g Direto

> 230 e <4.600
NMP/100g em pelo

Apenas apos tratamento em um centro de

Classe B menos 90%* das Ausente em 25g depuracéo ou de transformacgéo
amostras
> 4.600 < 46.000 Apenas apos afinacgéo por periodo igual
Classe C Ausente em 25¢g Ou superior a 2 meses ou tratamento em

NMP/100g

um centro de transformacao

Fonte: (EUROPA, 2004a) e *EFSA (2011). Legenda: NMP — NUmero mais provavel.
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Os parametros definidos aplicam-se as amostras da parte comestivel de
moluscos e para a quantificacdo de E. coli inclui-se também o liquido intervalvar.
Para a investigacdo da presenca de Salmonella spp., utiliza-se apenas a parte
comestivel (EUROPA, 2004a; SARDEGNA, 2009).

As zonas de estabulacéo referem-se aos locais destinados exclusivamente a
depuracdo natural dos moluscos e devem possuir as mesmas cararacteristicas da
zona A (EUROPA, 2004b; SARDEGNA, 2009).

Além da quantificacdo microbiologica, os moluscos oriundos de zonas de
producdo da classe A devem cumprir os requisitos referentes aos limites de
biotoxinas para serem disponibilizados para o consumo humano. Podem ser
armazenados em areas de producéo, centros de depuracao ou centros de expedicao
em tanques ou quaisquer outras instalacdes que contém agua do mar limpa ou em
areas naturais, visando-se remover areia, lama ou lodo, preservar ou melhorar as
caracteristicas organolépticas e garantir as boas condi¢des de vitalidade antes do
acondicionamento ou da embalagem. A este processo, da-se o nome de
acabamento (EUROPA, 2004a).

Os moluscos de zonas classe B, devem ser submetidos a algum tipo de
tratamento em centro de depuracdo ou devem ter passado pelo processo de
afinacdo, que consiste na transferéncia para zonas marinhas, lagunares ou
estuarinas durante o tempo necessario para a eliminacdo dos contaminantes. Os
resultados microbiolégicos de 5 amostras da zona ndo devem exceder os limites de
4.600 NMP E. coli por 100 g de carne e liquido intravalvar. E os de classe C, s0
podem ser liberados para o consumo apO0s um longo periodo de afinacdo e 5
amostras ndo devem exceder o limite de 46.000 NMP de E. coli por 100 gramas de
carne e liquido intravalvar (EUROPA, 2004a).

Apés depuracdo ou afinacdo, os moluscos bivalves vivos das zonas de
producdo da classe B ou C também deverdo cumprir os requisitos dos limites
maximos de biotoxinas. Caso estes ultimos ndo tenham sido sujeitos a depuracao ou
afinacdo, poderdo ser enviados para um centro de transformacdo onde deverdo ser
submetidos a esterilizagdo ou tratamento térmico a fim de se eliminar os
microrganismos patogénicos, apos remoc¢dao de areia, lama ou lodo, se for o caso, no

mesmo ou em outro estabelecimento (EUROPA, 2004a).
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Se a autoridade competente decidir classificar as zonas de produgéo, deve
elaborar um inventario das fontes de poluicdo de origem humana ou animal que
possam constituir fonte de contaminacdo as zonas de producdo, examinar as
guantidades de poluentes orgéanicos lancadas nessa zona durante os diferentes
periodos do ano, em funcdo das variagcBes sazonais das populacbes humana e
animal na bacia hidrogréfica, das precipitaces, do tratamento das aguas residuais,
etc., determinar as caracteristicas da circulacdo de poluentes com base no regime
de correntes, na batimetria e no ciclo das marés na zona de producéo e estabelecer
um programa de amostragem de moluscos bivalves vivos na zona de produgdo com
base no exame dos dados obtidos e com um numero de amostras, uma distribuicao
geografica dos pontos de colheita de amostras e uma frequéncia de amostragem
gue assegurem que os resultados da analise sejam tdo representativos quanto
possivel para a zona em questdo (EUROPA, 2004a).

Segundo o Regulamento (CE) n. 854/2004, as zonas de producdo e de
afinacdo devem ser periodicamente amostradas para verificacdo da qualidade
microbiolégica de cada zona, da presenca de fitoplancton produtor de ficotoxinas,
bem como da presenca de biotoxinas nos moluscos bivalves e da presenca de
contaminantes quimicos (EUROPA, 2004a). Na Escdcia, por exemplo, revisdes
anuais sao feitas para a classificacdo das areas de cultivo baseadas nos ultimos trés
anos de monitoramento de E. coli. No minimo nove amostras sdo necessarias ao
longo do ano para se manter a classificacdo de cada area produtiva (MURRAY,
2010).

No Brasil, ndo existe a classificacdo em zonas de classe A, B ou C, entretanto
foram estabelecidos limites de quantificacdo de E. coli para se decidir, de acordo
com o0 numero de amostras positivas de cada area de extracdo, se a retirada de
moluscos sera liberada, liberada sob condicdo ou suspensa. Tais normas estdo
descritas no manual do PNCMB esquematizadas na Tabela 4 (BRASIL, 2013).
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Tabela 4 - Critérios para a defini¢céo de retirada de moluscos bivalves de acordo com as contagens
de E. coli

Numero de amostras classificadas

. Retirada de moluscos
de acordo com as contagens de E. coli

<230 230 - 46.000 > 46.000

=5 =0 =0 Liberada
=4 =1 =0 Liberada
=4 =0 =1 Suspensa
<3 =2 =0 Liberada sob condicéo
<3 21 21 Suspensa

Fonte: (BRASIL, 2013).

2.12 DEPURACAO

A depuragéo é capaz de reduzir os niveis de E. coli e de outros patdgenos
bacterianos consideravelmente. Alguns autores reportaram reducdes de até 95% de
E. coli em ostras apés um periodo de 48 horas de depuragcdo. Resultados aceitaveis
de purificacdo também foram encontrados para Salmonella, Bacillus cereus e
Clostritium perfringens. Entretanto, 0 mesmo sucesso nao foi verificado para agentes
virais. O Norovirus, por exemplo, teve sua deteccdo reduzida em apenas 7% nos
mesmos trabalhos realizados e foi detectado até mesmo apos 10 dias de depuracao
(SON; FLEET, 1980; SCHWAB et al., 1998; EFSA, 2011). Por isso, a depuracao nao
€ um método considerado confiavel pela UE para garantir a seguranca alimentar em
relacdo as contaminacdes virais (EFSA, 2011).

Em alguns paises, os moluscos oriundos de zonas de cultivo classificadas
como B ou C devem passar por centro de depuracdo antes de serem
comercializados. Os circuitos destes centros podem ser abertos ou fechados. Nos
circuitos abertos, € utilizada dgua do mar limpa, filtrada e tratada com substancias
desinfetantes, como o hiéxido de cloro em concentracdes residuais (0,2 ppm).
Concentracfes maiores deste desinfetante, como 0,5 ppm, podem causar irritacao
nos orgaos respiratérios dos moluscos, 0 que pode interromper a atividade de
filtracdo (BOFFO; ARCANGELI; ROSSETTI, 2008).

A troca de agua € continua, proporcional a quantidade de moluscos presente
e 0 excesso de agua é eliminado no mar. Para a depuracéo de berbigdes das lagoas
do Veneto, utiliza-se os valores 6timos de pH entre 8 e 8,4, o que deve ser

monitorado, j& que durante a atividade de depuracédo, ocorre uma leve acidificacao.
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A salinidade 6tima é de 25 a 35 g por litro e a quantidade maxima recomendada de
berbigbes é de 45 kg por m2. Este sistema possui grandes vantagens, pois 0S
moluscos se mantém nas mesmas condicdes que as naturais e a atividade de
filtragdo ndo é alterada (BOFFO; ARCANGELI; ROSSETTI, 2008).

Nos circuitos fechados de depuracéo, utilizam-se caixas plasticas sobrepostas
(no méximo trés, Figura 11), por onde a &gua circula a 5 m* por hora e com
temperaturas entre 11 e 20°C (preferencialmente de 11 a 16°C), que é a faixa de
temperatura que favorece a taxa maxima de filtracdo pelos berbigbes. A agua é
filtrada por filtros de areia, de carvao ativado e filtros biolégicos para neutralizar os
residuos amoniacais e reduzir a carga de nitritos. A agéo bactericida & ampliada pelo
uso do ozbénio e de lampadas ultravioletas. A quantidade maxima de berbigdes por
caixa € de 250-300 kg. Caso a temperatura da agua esteja em torno de 25°C, a
densidade deve ser alterada para 130 kg por caixa, ja que o aumento da
temperatura implica na reducdo da quantidade de oxigénio dissolvido disponivel
(BOFFO; ARCANGELI; ROSSETTI, 2008).

As estruturas para depuracdo em circuito fechado requerem constante
manutencdo e mao-de-obra altamente especializada para que seja garantido o
correto funcionamento. Tanto nos circuitos abertos, quanto nos fechados, devem ser
frequentemente verificados os seguintes parametros quimico-fisicos: temperatura,
salinidade, pH, oxigénio dissolvido, e nos circuitos fechados, também os nitritos,
nitratos e amoniacos (BOFFO; ARCANGELI; ROSSETTI, 2008).

Na Italia, de modo geral, o tempo de depuracéo é estabelecido de acordo com
a espécie, o nivel de contaminacdo da area de coleta, eventuais fatores
meteoroldgicos, climaticos, ambientais que possam ter alterado a situacdo sanitaria
e caracteristicas operacionais do centro de depuracdo. A analise dos dados
historicos da localizacdo de origem é também altamente relevante nessa etapa.
Levando em consideracdo que na Itdlia comercializam-se aproximadamente 62
espécies de moluscos bivalves para consumo, a questao do periodo de depuracéao,
incluindo os outros fatores citados, pode ser bastante variavel (BOFFO;
ARCANGELI; ROSSETTI, 2008).
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Figura 11 - Caixas de depuracé@o de moluscos bivalves de acordo com o recomendado pela UE

Fonte: (FONTANA, I, 2015).

Os periodos de depuracao variam de acordo com os regulamentos de cada
pais. Podem durar de algumas horas até alguns dias. Num sistema bem estruturado,
um periodo de 24 horas de depuracdo deveria assegurar a remocao da maioria dos
patdgenos bacterianos oriundos de esgoto e reduzir aproximadamente dois tercos
dos patégenos virais, como o Norovirus. Entretanto, existe uma tendéncia geral de
se utilizar o periodo de 48 horas. Alguns paises, como a ltalia, frequentemente
utilizam periodos de 18-24 horas e as vezes menores (LEE; LOVATELLI,
ABABOUCH, 2008).

Extender o periodo para, por exemplo, 5 dias deveria melhorar a remocao de
patdgenos virais, considerando que a temperatura e outras condicbes sejam
satisfatorias. Para C. gigas, por exemplo, a temperatura de 18°C é considerada
satisfatoria para depuracdo no norte da Europa (LEE; LOVATELLI;, ABABOUCH,
2008).

Um periodo minimo de depuracdo de 42 horas é regulamentado no Reino
Unido e de 44 horas, nos Estados Unidos. Na Nova Zelandia, estipulou-se o minimo
de 48 horas, mas caso as autoridades reconhegam que todas as exigéncias tenham
sido cumpridas, € possivel reduzir este periodo para até 36 horas, dependo da
espécie. Nos paises onde ndo ha uma especificacdo de temperatura minima pelas
autoridades competentes e onde a industria foca o periodo de depuracdo de acordo
com a remocao de bactérias indicadoras de contaminacédo fecal, o periodo minimo
de depuracéo utilizado é inferior a 48 horas (LEE; LOVATELLI; ABABOUCH, 2008).
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Nos tanques de depuracdo de moluscos bivalves ndo podem ser mantidos
crustaceos, peixes ou qualquer outra espécie marinha. Apdés a depuracdo e
confirmacdo da auséncia de detecgcdo de contaminantes, a UE recomenda que os
moluscos sejam embalados e rotulados com material resistente e impermeavel,
conforme descrito no Reg. 853/2004 (Figura 12). As ostras devem ser embaladas
com a concha concava para baixo e os rétulos de todos os moluscos devem conter o
nome comum, o cientifico, a data da manipulacdo e em geral descreve-se também o
local de proveniéncia para garantia de rastreabilidade. O prazo minimo de validade
pode ser substituido pela expressédo “estes animais devem encontrar-se vivos no
momento da compra” (EUROPA, 2004b). Indicacbes da temperatura de
conservacao, de consumo preferivelmente cozido, o peso e o numero do lote
também sdo comumente inseridos nos rétulos, como mostra a Figura 13.

Figura 12 -Procedimento de embalagem de moluscos bivalves vivos de acordo com o recomendado
pela UE

Fonte: (FONTANA, |, 2015).

Figura 13 -Exemplos de rétulos de embalagens de moluscos bivalves vivos de acordo com o
recomendado pela UE

Fonte: A) (FONTANA, ., 2015); B) (PUCA, 2011).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AREAS AMOSTRAIS

A localizacdo dos parques e areas aquicolas da costa de Santa Catarina foi
fornecida pela Coordenacédo-Geral de Sanidade Pesqueira (CGSAP) do MPA e a
das unidades hidrograficas foi obtida no site da mapoteca da Epagri (Empresa de
Pesquisa Agropecuaria e Extensédo Rural de Santa Catarina) (EPAGRI/SDS, 2005).
Com esses dados, foi possivel desenvolver mapas para auxilio na definicdo de
areas amostrais. Foram definidas 24 unidades de acordo com a proximidade entre
os cultivos, quantidade de areas aquicolas licitadas e suas disposi¢cdes em relacéo
as respectivas unidades hidrograficas. Nas unidades hidrogréaficas mais extensas e
com grande quantidade de cultivos, foram feitas subdivisdes para garantir uma maior
sensibilidade de detecc¢éo do sistema.

A localizacdo dos pontos oficiais de coleta foi fornecida pela CIDASC e
incluida nos mapas para ilustracéo das atividades atuais de monitoramento de algas
nocivas e ficotoxinas. Tais pontos foram definidos por oceandgrafos da regido com

base em dados de correntes oceanicas e dados meteorolégicos.

3.2 TAMANHOS AMOSTRAIS

Quando as premissas de prevaléncia, sensibilidade e especificidade ndo séo
precisas e dependem da opinido, muitas vezes subjetivas, de especialistas, é
possivel estimar valores aproximados utilizando-se estatistica Bayesiana por meio
de programas, como o Bayesfreecalc (CORSIN et al., 2009).

Entretanto, para a realizacdo deste trabalho, optou-se por estimar os valores
de sensibilidade com base na comparacdo entre a concentragdo minima de toxina
detectavel por cada teste, de acordo com o encontrado na literatura, e a
concentragcdo maxima permitida pela legislagdo (ponto de corte). Quando o limite

minimo de deteccdo era muito inferior ao ponto de corte, considerou-se a
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sensibilidade quase perfeita (99%). Quando esta diferenca era igual ou inferor a
duas casas decimais, considerou-se valores de sensibilidade menores e quando
ocorréncias de falhas/interferéncias de detecgdo foram citadas na literatura para
determinado teste diagnostico, considerou-se que os valores de sensibilidade eram
inferiores ou em torno de 90%. Para as toxinas diarréias, utilizou-se como referéncia
os valores de AO e AZA, visto que seus limites maximos permitidos sdo mais criticos
em relacdo aos limites minimos detectaveis. Além disso, foram desenvolvidos
cenarios com simulacdes de diferentes prevaléncias (propor¢des de 2, 10 e 220% de
moluscos contaminados) e de sensibilidades diferentes para se observar a variacao
dos tamanhos amostrais.

Os calculos de tamanho amostral foram feitos considerando o uso de
amostras agrupadas (pools) e com o objetivo de se detectar a presenca de
biotoxinas em cada uma das areas amostrais citadas anteriormente. Foi utilizado o
programa Epitools, disponivel online (SERGEANT, 2014), que considera a
especificidade dos testes perfeita (100%) e um valor conhecido (ou estimado) de
sensibilidade utilizando uma adaptacao dos calculos de Cowling, Gardner e Johnson
(1999). Além da sensibilidade, sdo utilizados como input os valores do tamanho do
pool amostral (moluscos por pool ou unidade amostral), sensibilidade de grupo
desejada e prevaléncia estimada/simulada.

Utilizando-se estes valores de tamanho dos pools amostrais e uma
sensibilidade de grupo desejada de 95%, foi possivel obter a quantidade de pools
necessarios e seus respectivos tamanhos aproximados.

Além dos calculos de tamanho amostral para diferentes cenarios, realizou-se
uma analise dos resultados de ocorréncias do monitoramento realizado pela
EPAGRI, nos anos de 2008 a 2011, e pela CIDASC, nos anos de 2012 a 2015, no
gual foram coletadas amostras de agua e de moluscos.

A planilha de dados do monitoramento completo foi obtida por meio da
tabulacdo das informacfes presentes nos laudos oficiais disponibilizados nos sites
da EPAGRI e da CIDASC e incluindo-se informacfes fornecidas pela CGSAP. Na
analise da planilha inicialmente compilada, identificou-se 69 nomes de localidades
amostradas pela EPAGRI e 74 pela CIDASC. Apés o agrupamento de localidades
por padronizacdo dos nomes, obteve-se 52 nomes de localidades amostradas pela

EPAGRI e 32 pela CIDASC, totalizando 56 nomes. Excluindo-se as localidades com
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baixo namero de repeticbes, obtiveram-se 35 nomes de localidades amostradas pela
EPAGRI, 18 pela CIDASC e 39 no total. Exatamente 39 s&o os pontos oficiais de
monitoramento de biotoxinas (coleta apenas de moluscos) de acordo com as
informacgdes fornecidas oficialmente, entretanto pela diferenca dos nomes dos
pontos ndo foi possivel garantir que se tratavam dos mesmos pontos e nao foi
possivel atribuir todos as coordenadas geogréaficas disponibilizadas. Além destes 39
pontos, existem também oito de monitoramento exclusivamente microbioldgico,
totalizando, portanto, 47 pontos oficiais, segundo as informacgdes fornecidas pela
CIDASC (informacéio pessoal)’. A definicdo de tais pontos foi iniciada em 2008 por

oceanografos e ndo foram encontrados na literatura os critérios utilizados.

3.2.1 Defini¢do dos cenéarios

Para a determinacdo de um tamanho amostral representativo das areas de
cultivo e para a deteccao de ficotoxinas, calculou-se o nimero de pools amostrais a
serem analisados laboratorialmente. Devido a incerteza em relacéo aos valores das
sensibilidades de cada teste e de prevaléncia de cada biotoxina em moluscos, foram
criados seis diferentes cenarios com valores simulados para os casos de ocorréncia

de floracdes toxicas.

Cenario 1 — Simulacdo com prevaléncia estimada de 2% e altas sensibilidades dos
testes diagnadsticos.

Neste cenario, considerou-se uma pequena propor¢cdo de moluscos
contaminados para o caso de ocorréncia de alguma floracao toxica. Esta situacao se
aplicaria, por exemplo, a localizacdo do ponto de amostragem numa zona de
corrente oceanica que nao favorece a contaminacdo de grandes quantidades de

by

moluscos ou a uma posi¢cdo no cultivo no qual a chance dos moluscos estarem

7

contaminados € menor devido ao recebimento de agua ja filtrada pelos outros

" Sesterhenn, P. M. Amostragem de moluscos bivalves. Mensagem recebida por
pedromansurs@gmail.com em 28 mai. 2014.
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moluscos. Foram considerados também altos niveis de sensibilidade dos métodos
de diagnéstico disponiveis e utilizados no LAQUA/Itajai.

Os valores de sensibilidade utilizados para ASP, PSP, DSP (utilizando-se
hepatopéncreas), DSP (tecido integral) e para o caso da utilizagdo do método de
deteccéo por HPLC-MS/MS foram: 98%, 90%, 95%, 93% e 99%, respectivamente.

Cenério 2 — Simulacdo com prevaléncia estimada de 2% e baixas sensibilidades
dos testes diagndsticos.

Com a mesma prevaléncia estimada anteriormente, realizou-se os célculos
com valores de sensibilidade menores, 0 que representaria um pior cenario em
relacdo ao desempenho dos meétodos de diagnostico. Os valores de sensibilidade
utilizados para ASP, PSP, DSP (utilizando-se hepatopancreas), DSP (tecido integral)
e para o caso da utilizacdo do método de deteccdo por HPLC-MS/MS foram: 90%,
80%, 85%, 83% e 90%, respectivamente.

Cenario 3 — Simulacdo com prevaléncia estimada de 10% e altos valores de
sensibilidade dos testes diagnosticos.

Neste cenario, considerou-se uma proporcdo maior de moluscos
contaminados, no caso de ocorréncia de alguma floracdo toxica. Esta situacao
representaria a localizacdo dos pontos de amostragem em zonas que favoreceriam
a contaminacdo de uma quantidade consideravel de moluscos, incluindo a posicao
no cultivo que ndo estaria sugeita ao recebimento de agua ja filtrada por outros
organismos filtradores. Os valores de sensibilidade utilizados para ASP, PSP, DSP
(utilizando-se hepatopancreas), DSP (tecido integral) e para o caso da utilizacdo do
método de deteccdo por HPLC-MS/MS foram: 98%, 90%, 95%, 93% e 99%,

respectivamente.

Cenario 4 — Simulacdo com prevaléncia estimada de 10% e baixos valores de
sensibilidade dos testes diagndsticos.

Com a mesma prevaléncia estimada anteriormente, realizou-se os calculos
com valores de sensibilidade menores, o que representaria um pior cenario em
relacdo ao desempenho dos métodos de diagnostico. Os valores de sensibilidade

utilizados para ASP, PSP, DSP (utilizando-se hepatopancreas), DSP (tecido integral)
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e para o caso da utilizacdo do método de deteccédo por HPLC-MS/MS foram: 90%,
80%, 85%, 83% e 90%, respectivamente.

Cenéario 5 — Simulagdo com prevaléncia estimada maior ou igual a 20% e altos
valores de sensibilidade dos testes diagnosticos.

Neste cenério, considerou-se uma grande proporcdo de moluscos
contaminados, no caso de ocorréncia de alguma floracdo téxica. Os valores de
sensibilidade utilizados para ASP, PSP, DSP (utilizando-se hepatopancreas), DSP
(tecido integral) e para o caso da utilizacdo do método de deteccdo por HPLC-
MS/MS foram: 98%, 90%, 95%, 93% e 99%, respectivamente.

Cenario 6 — Simulacdo com prevaléncia estimada maior ou igual a 20% e baixos
valores de sensibilidade dos testes diagndsticos.

Com a mesma prevaléncia estimada anteriormente, realizou-se os calculos
com valores de sensibilidade menores. Os valores de sensibilidade utilizados para
ASP, PSP, DSP (utilizando-se hepatopancreas), DSP (tecido integral) e para o caso
da utilizacdo do método de deteccéo por HPLC-MS/MS foram: 90%, 80%, 85%, 83%

e 90%, respectivamente.

3.3 ANALISES DAS OCORRENCIAS DE DSP E DE FITOPLANCTON TOXICO

Inicialmente, realizou-se uma analise descritiva das ocorréncias para cada
grupo de biotoxina, agrupando-se todos os resultados semanais de monitoramento
de cada ano. Calculou-se a proporcdo de pools positivos agrupados para cada ano,
evidenciando-se o numero total de coletas anuais realizadas para fins comparativos.
Utilizando-se a distribuicdo binomial exata, por meio da funcdo “binom.test” do
pacote “stats” do Programa R, foi possivel obter os intervalos de confianca de 95%
para os resultados anuais de DSP. Em seguida, foram feitas as mesmas analises,
porém por localidade e por area amostral. A distribuicdo beta foi utilizada para se
verificar o intervalo com 95% de confianca da proporgéo de deteccao.

Além da analise utilizando-se as localidades como variaveis qualitativas, foi

possivel realizar analises de clusters espaco-temporais, utilizando-se o software
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SaTScan, dos dados de ocorréncias de DSP. Os resultados das andlises por
localidade foram dispostos em tabelas, evidenciando-se o numero de amostras
positivas e analisadas para que fosse possivel observar a variacdo entre eles. As
andlises de clusters foram feitas utilizando-se casos e controles de 31 localidades
com coordenadas oficialmente fornecidas, 13 coordenadas atribuidas de acordo com
o nome do local e utilizando-se o modelo probabilistco de Bernoulli para
agrupamentos de tempo de 7 dias, 14 dias, 1 més, 3 meses, 6 meses e 1 ano. O
modelo de Bernoulli foi utilizado pois a probabilidade de casos e controles ocorrerem
era desconhecida. O menor agrupamentos de tempo (7 dias) foi definido de acordo
com o intervalo semanal entre as amostragens definido pelo PNCMB. Os outros
agrupamentos foram feitos de acordo com possiveis duragcdes de floracGes toxicas,
considerando-se que estas podem durar meses, dependendo das condi¢cOes
ambientais (FLORIDA DEPARTMENT OF ENVIRONMENTAL PROTECTION, 2012).

Foram excluidas 12 localidades desta andlise devido ao baixo numero de
repeticdes ou a nao atribuicdo de coordenadas geograficas por incompatibilidades
nas identificacbes das localidades. Para visualizacdo da situacdo de ocorréncias e
dos clusters espaciais, foram elaborados mapas com as densidades de ocorréncia
detectadas utilizando-se a estimativa de densidade de Kernel com 5 km de raio por
meio do software QGIS 2.12.2-Lyon. O uso do raio de 5 km permitiu uma boa
visualizacdo do gradiente de densidade sem que houvesse uma grande
sobreposicdo de areas. Aléem disso, € uma distancia ainda considerada como
préxima a costa (LANDRY; HICKEY, 1989) e de variacdo maxima de temperatura de
superficie marinha, de acordo com um estudo realizado em Mumbai, india. Sendo os
ambientes costeiros altamente influenciados pela temperatura, considerou-se esta
distancia para a andlise visual dos mapas de calor (AZMI et al., 2015). Os resultados
de clusters temporais foram apresentados em tabelas.

Sendo os resultados do monitoramento de fitoplancton representados pela
guantificacdo de células por litro de cada espécie de microalga toxica, foram feitas
analises dos quartis desses valores. Da mesma maneira que para os resultados de
DSP, foram feitas andlises de clusters espaco-temporais para a principal espécie de
microalga produtora de toxinas diarreicas, a D. acuminata, utilizando-se o ponto de
corte de 100 cél./L (FSA, 2014).
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E importante lembrar que com o tamanho e critério amostral utilizado durante
0 monitoramento, ndo € possivel determinar quao representativas foram estas
amostras em relacao as ares de cultivo. Portanto, neste trabalho, a determinacdo do
parametro populacional de prevaléncia mais provavel ndo foi realizada, optando-se
por utilizar estimativas de propor¢cdo de pools positivos em simulagbes para a
finalidade de calculo de tamanho amostral. A andlise dos dados do servico oficial de
monitoramento fornececeu importantes informacfes sobre a situacdo da
contaminacao por biotoxinas na costa de SC e poderdo dar diretrizes a um futuro

sistema de vigilancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AREAS AMOSTRAIS

As 24 &areas amostrais propostas para o monitoramento estdo ilustradas no
Mapa 1. Os Mapas 2 a 7 ilustram as areas amostrais com maior detalhamento
espacial e incluem os 47 pontos oficiais de coleta do monitoramento de algas
nocivas e ficotoxinas. Destes, apenas 16 estdo sendo realmente monitorados
atualmente. Os outros pontos foram amostrados no periodo em que a Epagri era
responsavel pelo monitoramento ou no inicio das atividades de coleta coordenadas
pela CIDASC. Observa-se que em 11 das areas amostrais definidas neste trabalho,
0 monitoramente ndo esta sendo feito no presente momento por questdes
operacionais, que incluem grandes distancias, ou por auséncia de cultivos de

moluscos em areas ja licitadas.
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Mapa 1 - Localizacdo das 24 areas amostrais determinadas para a detec¢éo de biotoxinas em

moluscos bivalves da costa de Santa Catarina

/
L

s
= %

Fonte: (FONTANA, I., 2016).
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Mapa 2 - Detalhamento espacial das areas amostraisde 1 a 5
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Fonte: (FONTANA, 1., 2016).




Mapa 3 - Detalhamento espacial das areas amostrais 6 e 7
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Fonte: (FONTANA, 1., 2016).
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Mapa 4 - Detalhamento espacial das areas amostrais de 8 a 11
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Fonte: (FONTANA, I., 2016).



Mapa 5 - Detalhamento espacial das areas amostrais de 12 a 16
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Fonte: (FONTANA, 1., 2016).
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Mapa 6 - Detalhamento espacial das areas amostrais de 17 a 23
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Fonte: (FONTANA, 1., 2016).



103

Mapa 7 - Detalhamento espacial da area amostral 24
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Fonte: (FONTANA, I., 2016).

4.2. TAMANHO AMOSTRAL E ANALISE DOS CENARIOS

Considerando que 100 g de carne de molusco correspondam a entre 10 e 14
individuos (BRASIL, 2013), entdo as 150 g necessarias para realizacdo do
macerado para deteccdo de PSP correspondem a uma unidade amostral de
aproximadamente 15 a 20 individuos. Segundo Schramm (2008), utiliza-se
realmente uma quantidade minima de 15 individuos para obtencdo do referido
macerado. Para a deteccdo de ASP, o macerado deve conter de 100 a 150 g de
carne de molusco, 0 que seria correspondente a uma unidade amostral de
aproximadamente 10 a 20 individuos.

Para a deteccdo de DSP, a recomendacdao laboratorial € a de que se use 25 ¢
de um macerado contendo apenas o tecido do hepatopancreas dos mexilhdes, o
gue aumenta a sensibilidade da deteccdo (FAO, 2004b). Segundo Alves et al.

(2013), o peso do hepatopancreas, de mexilhdes amostrados durante os
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monitoramentos de 2011 em Santa Catarina, correspondeu, em média a 9% do peso
total dos animais. Com base nesta porcentagem, € possivel deduzir que 25 g de
hepatopéncreas correspondem a uma unidade amostral de aproximadamente 30 a
40 mexilhdes.

Utilizando-se como referéncia os dados dos tamanhos dos pools para a
analise de cada grupo de biotoxinas de acordo com os diferentes métodos de
deteccdo atualmente utilizados pelo Laboratério Oficial, LAQUA-Itajai/SC (Quadro
3), é possivel determinar os tamanhos amostrais para cada método. Os célculos
amostrais foram feitos considerando-se o uso de bioensaios e métodos de HPLC.

Quadro 3 - Numero de mexilhdes necessarios em cada pool amostral para detecgéo de biotoxinas

Grupo de Método de Tamanho dos pools

biotoxinas deteccédo amostrais

ASP HPLC-DAD 10-20 (15)

PSP Bioensaio 15-20 (18)
Bioensaio

DSP 30-40 (35)
(hepatopéancreas)
Bioensaio (tecido

DSP ) 15-20 (18)
integral)

ASP/PSP/DSP LC-MS 10-20 (15)

Fonte: (LAQUA-ITAJAI/SC, 2014).

Com base nos valores médios de mexilhdes, seria necessario coletar uma
unidade amostral de aproximadamente 70 mexilhdes para se realizar uma
investigacdo de um pool amostral para cada sindrome de intoxicagao,
desconsiderando-se a utilizacdo do método HPLC-MS/MS. Esta quantidade é
compativel com o disposto no manual de coleta do PNCMB. Neste manual, definiu-
se que sdo necessarios 500 g de carne de moluscos para se fazer os diagnésticos
laboratoriais para cada ponto de coleta e que este peso corresponderia a entre 50 e
70 mexilhdes (BRASIL, 2013).

Entretanto, é importante realizar os calculos de tamanho amostral para que se
possa estabelecer a unidade amostral mais adequada para a deteccdo das
biotoxinas. Os cenarios com os tamanhos amostrais obtidos estdo descritos nas
tabelas 5 a 10.
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Tabela 5 - Sensibilidades estimadas, nimero de pools e nimero total de mexilhdes necessarios para
deteccao de biotoxinas causadoras de ASP, PSP e DSP no cenério 1

Grupo de Sensibilidade No. de pools Tamanho
biotoxinas estimada necessarios amostral
ASP 98% 11x15 ou 2x100 165 — 200
PSP 90% 10x18 ou 2x100 180 — 200
DSP

. 95%  5x35 ou 2x100 175 -200
(hepatopancreas)
DSP (tecido
. ( 93%  9x18 ou 2x100 =160 — 200
integral)
ASP/PSP/DSP

99% 11x150u2x100 165 — 200
(HPLC-MS/MS) o LI oUX

Tabela 6 - Sensibilidades estimadas, nimero de pools e nimero total de mexilhdes para detecgdo de
biotoxinas causadoras de ASP, PSP e DSP no cenario 2

Grupo de Sensibilidade No. de pools Tamanho
biotoxinas estimada necessarios amostral
ASP 90% 12x15 ou 2x100 180 — 200
PSP 80% 11x18 ou 3x100 =200 - 300
DSP

R 85%  6x35 ou 3x100 210 - 300
(hepatopéancreas)
DSP (tecid
. (tecido 83% 11x18 ou 3x100 198 — 300
integral)
ASP/PSP/DSP

90% 12x150u2x100 180 — 200
(HPLC-MS/MS) 0

Tabela 7 - Sensibilidades estimadas, nimero de pools e nimero total de mexilhdes para detecgéo de
biotoxinas causadoras de ASP, PSP e DSP no cenério 3

Grupo de Sensibilidade No. de pools Tamanho
biotoxinas estimada necessarios amostral
ASP 98% 2x15 ou 1x40 30-40
PSP 90% 3x15 ou 2x20 40 - 45
DSP

. 95% 2x30 60
(hepatopancreas)
DSP (tecido
DSP (tecl 93% 2x18 36
integral)
ASP/PSP/DSP

99% 2x15 ou 1x40 30-40

(HPLC-MS/MS)
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Tabela 8 - Sensibilidades estimadas, nimero de pools e nimero total de mexilhdes para detecgdo de
biotoxinas causadoras de ASP, PSP e DSP no cenério 4

Grupo de Sensibilidade No. de pools Tamanho
biotoxinas estimada necessarios amostral
ASP 90% 3x15 ou 2x20 40 - 45
PSP 80% 3x15 ou 2x40 45 - 80
DSP

. 85% 3x15 ou 2x25 45 - 50
(hepatopancreas)
DSP (tecido
. ( 83% 3x15 ou 2x30 45 - 60
integral)
ASP/PSP/DSP

90%  3x15 ou 2x20 40 — 45
(HPLC-MS/MS) o U

Tabela 9 - Sensibilidades estimadas, niumero de pools e tamanhos das amostras para deteccdo de
biotoxinas causadoras de ASP, PSP e DSP em mexilhGes no cenario 5

Grupo de Sensibilidade No. de pools Tamanho
biotoxinas estimada necessarios amostral
ASP 98% 2x10 ou 1x20 20
PSP 90% 2x15 30
DSP

. 95% 2x30 60
(hepatopéancreas)
DSP (tecido
. ( 93% 2x15 30
integral)
ASP/PSP/DSP

99% 1x15 15

(HPLC-MS/MS)

Tabela 10 - Sensibilidades estimadas, nimero de pools e tamanhos das amostras para detec¢éo de
biotoxinas causadoras de ASP, PSP e DSP em mexilhdes no cenario 6

Grupo de Sensibilidade No. de pools Tamanho
biotoxinas estimada necessarios amostral
ASP 90% 2x10 20
PSP 80% 2x18 36
DSP

R 85% 2x30 60
(hepatopancreas)
DSP (tecid
DSP (tecido 83% 2x15 30
integral)
ASP/PSP/DSP

90% 2x10 20
(HPLC-MS/MS) 0 X

Comparando-se os diferentes cenarios, € possivel observar o quanto a
prevaléncia estimada utilizada em cada simulagdo, com erro amostral pré-fixado, &

capaz de influenciar o tamanho amostral necessario para se detectar as biotoxinas
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em amostras de mexilhdo. Tanto o cenario 1 quanto o 2 (Tabelas 5 e 6) representam
as dificuldades de deteccdo quando se tem uma baixa prevaléncia da situacéo
investigada, o que leva a necessidade de se obter um tamanho amostral maior. Com
as premissas estabelecidas no cenario 3 (Tabela 7), seria possivel detectar as
biotoxinas em um namero menor de pools amostrais de mexilhdes.

Em relacdo aos cenérios 4 e 6 (Tabelas 8 e 10), observa-se que mesmo
utilizando-se baixos valores estimados de sensibilidade dos testes, o nimero de
pools necessarios para a detec¢do das biotoxinas seria igual a dois para cada teste
diagnéstico.

A situacéo do cenario 5 (Tabela 9) ndo esta muito distante da realidade se for
considerado que os pontos de amostragem estéo localizados onde existe a melhor
chance de deteccdo. Um plano de amostragem de dois pools amostrais semanais
para o monitoramento de DSP e PSP por meio de bioensaio seria adequado, para
cada area amostral. Para o monitoramento de ASP ou quaisquer biotoxina
utilizando-se os métodos de HPLC-DAD e HPLC-MS/MS, respectivamente, um pool
amostral semanal seria suficiente.

O plano atual do PNCMB estabelece um esquema de analises semanais de
um pool amostral para a deteccdo de cada grupo de biotoxinas em moluscos.
Entretanto, com as informacGes disponiveis e testes diagnosticos oficialmente
utilizados, no momento, é possivel que este tamanho amostral ndo seja 0 mais

adequado para a deteccao de biotoxinas.

4.3 ANALISE DAS DETECCOES

4.3.1 Deteccao de biotoxinas em moluscos

Os resultados de positividade dos pools amostrais em relacdo ao numero de
analises realizadas para DSP, PSP e ASP por ano estdo descritos na Tabela 11.
Observa-se que tanto para PSP, quanto para ASP nao foram encontrados
resultados positivos até o final do ano de 2015. A proporcao total de deteccédo para

DSP foi de 2,57%. E possivel observar a auséncia de um padrdo de quantidade total
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amostrada, o que pode representar um viés de selecdo. Um numero maior de
amostras pode ter sido coletado onde haviam maiores suspeitas dos problemas.
Isso limita a interpretagéo dos resultados finais.

Tabela 11 - Numero de pools positivos em relagcao aos analisados anualmente para cada grupo de
biotoxina marinha

Toxinas 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 Total

DSP 0/15 11/63 15/85 3/18 5/30 1/31 34/51 18/56 87/3387
PSP 0/12 0/667 0/775 0/16 0/28 0/28 0/476 0/561  0/3229
ASP 0/6 0/772  0/570 0/6 0/17 0/14 0/478 0/561  0/2711

Dos 2711 pools amostrais analisados para ASP, em 89 (3,28%) foram
detectadas ficotoxinas. Entretanto, nenhuma apresentou quantidades acima do limite
de 20 mg/kg, estabelecido pela legislacdo brasileira e internacional. Por isso, 0s
resultados foram considerados negativos. Os valores variaram de 0,01 a 4386 ug de
equivalente de AD/kg, estando portanto, bem abaixo do limite maximo permitido.
Destas amostras, 58/2413 foram de mexilhdo, 27/286 de ostras, 1/5 de berbigdo e
1/1 de craca (Thoracica sp.), sendo os dois ultimos coletados com a finalidade
experimental e ndo de monitoramento. Os registros de presenca de toxinas ASP se
concentraram no inicio de 2009, em maio, junho e novembro de 2014 e em marco,

abril e junho de 2015, como mostra o Graéfico 5.

Grafico 5 - Quantidade de localidades onde foram detectadas toxinas ASP ao longo do tempo
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As proporgoes de deteccao para DSP por cada ano de monitoramento estao

descritas na Tabela 12. Pode-se inferir que no ano de 2014, a proporc¢ao foi superior
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as proporcdes de 2008, 2010, 2012, 2013 e do periodo total. Entretanto, houve

sobreposicao de intervalos de confianga em relagao a 2009, 2011 e 2015.

Tabela 12 - Proporcéo de deteccdo anual de moluscos contaminados por toxinas causadoras de
DSP e os respectivos intervalos de confianga de 95%

Ano DSP (%) IC 95%
2008 0,00 0,00 -0,22
2009 2,56 0,06 — 13,47
2010 1,76 0,99 - 2,88
2011 1,60 0,33-4,59
2012 1,64 0,53-3,79
2013 0,32 0,00-1,74
2014 6,59 4,06 — 9,06
2015 3,21 1,91 -5,02
Total 2,76 2,18-3,43

As 52 localidades monitoradas pela EPAGRI (2008 e 2011), as 32 localidades

monitoradas pela CIDASC (2012 a 2015) e os respectivos resultados de positividade

para DSP nas amostras de molusco em relacdo ao numero de andlises estdo

descritas nas Tabela 13 e Tabela 14, respectivamente.

Tabela 13 - Propor¢éo de deteccdo de DSP em amostras de moluscos por localidade entre os anos
de 2008 e 2011

(continua)
Localidades Positivos Analisados Prop. Det. (%) IC 95%
Araca 0 33 0,00 0-10,57
Armacéo de Fora 0 8 0,00 0-36,94
Armacéo do Itapocoroi 0 64 0,00 0 - 05,60
Atlantico Sul 0 15 0,00 0-21,80
Barra do Aririt 1 43 2,33 0,05 -12,29
Barra do Sul 0 15 0,00 0-21,80
Barreiros 0 34 0,00 0-10,28
Barro Vermelho 0 43 0,00 0-8,22
Cabras - - - -
Cacupé 0 35 0,00 0-10,00
Caieira da Barra do Sul 0 69 0,00 0-5,20
Calheiros 0 35 0,00 0- 10,00
Canal do Linguado 1 16 6,25 0,16 — 30,23
Canto da Praia 0 34 0,00 0-10,28
Canto dos Ganchos 1 35 2,86 0,07 — 14,92
Canto Grande 0 67 0,00 0-5,35
Capri 0 22 0,00 0-15,43
Cavalo Marinho 0 1 0,00 0-97,5

Coroa de Santa Maria
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(concluséo)

Localidades Positivos Analisados Prop. Det. (%) IC 95%
Costeira do Ribeirdo 0 63 0,00 0-5,68
Enseada 0 19 0,00 0-17,64
Enseada do Brito 1 55 1,82 0,04 -9,72
Estaleiro 7 50 14,00 5,82 - 26,74
Farol de Santa Marta 0 2 0,00 0-84,19
Fazenda da Armacéo 1 60 1,67 0,04 — 8,94
Fazenda Santana 0 1 0,00 0-975
Freguesia do Ribeirdo 0 65 0,00 0-5,51
Ganchos de Fora 1 63 1,59 0,04 — 8,53
Ilha Jodo da Cunha 0 32 0,00 0-10,88
ltapema - - - -
Lagoa Camacho - - - -
Laranjeiras 0 60 0,00 0-5,96
Laranjeiras Balneario 0 5 0,00 0-5,22
Passagem do Maciambu 0 34 0,00 0-10,28
Paulas 6 60 10,00 3,76 — 20,50
Perequé 0 33 0,00 0-10,57
Ponta de Baixo 0 38 0,00 0-9,25
Ponta do Papagaio 0 67 0,00 0-5,35
Porto Belo 0 1 0,00 0-97,5
Praia Alegre 3 41 7,32 1,53-19,92
Praia das Canasvieiras - - - -
Praia de Baixo 0 1 0,00 0-97,5
Praia de Sdo Miguel 0 29 0,00 0-11,94
Praia do Cedro 1 56 1,79 0,04 — 9,55
Praia do Forte 0 43 0,00 0-8,22
Praia do Pontal 4 45 8,89 2,47 —-21,22
Praia dos Ingleses - - - -
Sambaqui 0 41 0,00 0-8,60
Santo Antdnio 0 47 0,00 0-7,55
Serraria 0 42 0,00 0-8,40
Tijuquinhas 0 23 0,00 0-14,82
Zimbros 2 44 4,55 0,55 - 15,47
Total 29 1689 1,72 1,15-2,45

Observa-se que praticamente todos os intervalos de confianca da Tabela 13

se sobrepdem, portanto, ndo é possivel indicar as localidades onde a probabilidade

de deteccdo poderia ter sido superior com base nesta analise. E possivel dizer que

durante o periodo monitorado pela EPAGRI, a propor¢cdo de moluscos contaminados

com DSP foi maior em Estaleiro quando comparado a Armacdo do Itapocordi,

Caieira da Barra do Sul, Canto Grande, Costeira do Ribeirdo, Freguesia do Ribeirao,
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Laranjeiras Balneario, Ponta do Papagaio e também em relacdo a proporc¢éo total,

que foi de 1,72%, com intervalo de confianca chegando a 2,45%.

Tabela 14 - Proporcéo de deteccdo de DSP em amostras de moluscos por localidade nos anos de

2012 a 2015
Localidades Positivos Analisados Prop. Det. (%) IC 95%
Armacédo de Fora 1 30 3,33 0,08 - 17,21
Armacao do Itapocoréi 2 99 2,02 0,24 -17,10
Barra do Avririt 0 26 0,00 0-13,22
Barro Vermelho 0 27 0,00 0-12,77
Caieira da Barra do Sul 3 110 2,73 0,56 — 7,76
Calheiros 1 7 14,29 0,36 — 57,87
Canal do Linguado 2 10 20,00 2,52 - 55,61
Canto Grande 3 92 3,26 0,67 — 9,23
Costeira do Pirajubaé 0 2 0,00 0-84,18
Costeira do Ribeirdo 0 105 0,00 0-3,45
Enseada do Brito 0 25 0,00 0-13,72
Enseada SFS 0 3 0,00 0-70,76
Fazenda da Armacéao 0 73 0,00 0-4,92
Freguesia do Ribeirdo 1 109 0,92 0,02 - 5,00
Ganchos de Fora 7 94 7,45 3,04 - 14,74
Ganchos do Meio 3 21 14,29 3,04 - 36,34
Lagoa Camacho 0 1 0,00 0-97,5
Laranjeiras 0 79 0,00 0-4,56
Laranjeiras Balneério 5 52 9,62 3,20 - 21,03
Paulas 2 98 2,04 0,25-7,18
Ponta do Papagaio 6 109 5,50 2,04 - 11,60
Porto Belo 7 71 9,86 4,05 -19,26
Praia Alegre 2 23 8,70 1,07 — 28,03
Praia de Sao Miguel 1 82 1,22 0,03 -6,61
Praia do Cedro 1 105 0,95 0,02 - 5,20
Praia do Forte 0 28 0,00 0-12,34
Praia do Pontal 0 5 0,00 0-52,18
Sambaqui 1 67 1,49 0,03 - 8,03
Santo Antdnio 2 32 6,25 0,76 — 20,8
Serraria 0 21 0,00 0-16,10
Tapera 0 1 0,00 0-97,5
Zimbros 8 91 8,79 3,87 — 16,60
Total 58 1698 3,42 2,60 -4,40

Analisando-se a Tabela 14, é possivel observar que as localidades de Porto

Belo e Zimbros apresentaram propor¢cbes de deteccdo de DSP em moluscos

maiores que a de Costeira do Ribeirdo, durante a investigagéo feita entre 2012 e

2015.
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Observado-se os numeros de amostras analisadas das Tabelas 13 e 14, é
possivel verificar a auséncia de uma padroniza¢do no esquema de amostragem das
diferentes localidades. Este representa um dos grandes gargalos do monitoramento,
pois compromete a andlise de dados e, consequentemente, a estruturagdo de
estratégias para a vigilancia.

Agrupando-se as localidades de acordo com as &reas amostrais
anteriormente sugeridas, temos os resultados de propor¢cado de deteccao descritos
na Tabela 15. Esta informacao pode ser importante para que estratégias no plano de
amostragem possam ser melhoradas, ja que as condicdes ambientais e,
consequentemente, as situacbes epidemiologicas entre tais areas provavelmente
sao diferentes. A area 25 foi incluida devido a presenca de resultados nos bancos de
dados de 2008-2011 relativos a esta localidade (Farol de Santa Marta). Entretanto,
de acordo com os dados fornecidos pelo CGSAP, ndo existem areas aquicolas
licitadas nesta localizacéo e por isso a area nao foi incluida nos mapas anteriores

relativos a proposta de criacdo de areas de amostragem.

Tabela 15 - Proporcao de deteccdo de DSP em amostras de moluscos por area amostral sugerida

] (continua)
Area Positivos Analisados Prop. Det. (%) IC 95%
Area 01 0 0 0,00 -
Area 02 8 319 2,51 1,09 — 4,90
Area 03 0 3 0,00 0-70,76
Area 04 3 26 11,54 0-13,22
Area 05 0 0 0,00 -
Area 06 8 265 3,02 1,31 -5,86
Area 07 5 87 5,75 1,90 — 12,90
Area 08 0 34 0,00 0-10,28
Area 09 14 220 6,36 3,52 — 10,44
Area 10 14 294 4,76 2,62 7,86
Area 11 12 255 4,71 2,45 — 8,07
Area 12 1 133 0,75 0,02 - 4,12
Area 13 0 71 0,00 0-5,06
Area 14 1 135 0,74 0,02 — 4,06
Area 15 3 222 1,35 0,28 — 3,90
Area 16 0 97 0,00 0-3,73
Area 17 1 107 0,93 0,02 — 5,09
Area 18 1 244 0,41 0,01-2,26
Area 19 6 211 2,84 1,05 — 6,08
Area 20 1 115 0,87 0,02 — 4,75
Area 21 3 348 0,86 0,18 — 2,50
Area 22 0 0 0,00 -
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(concluséo)

Area Positivos Analisados Prop. Det. (%) IC 95%
Area 23 6 176 3,41 1,26 - 7,27
Area 24 0 1 0,00 0-975
Area 25 0 2 0,00 0-84,2
Total 87 3365 2,59 2,07 -3,18

A quantidade total de pools analisados para DSP da Tabela 11 (3387) difere
do total da Tabela 15 (3365) porque 22 coletas ndo possuiam informacdes de
georreferenciamento e ndo puderam ser categorizadas de acordo com as areas
amostrais.

Utilizando-se a distribuicdo beta com os dados de positividade de todos os
anos de monitoramento, foi possivel verificar que existe 95% de probabilidade de a
contaminagao por DSP estar entre 2,08% e 3,16% dos pools amostrados, sendo o
valor mais provavel o de 2,57%. Os resultados diferem-se ligeiramente dos da
Tabela 12, pois este foram calculados utilizando-se a distribuicdo binomial exata.

Para PSP e ASP, as proporc¢des foram iguais a zero. Entretanto, utilizando-se
a mesma distribuicdo, € possivel dizer que caso tais toxinas estivessem presentes
nos moluscos, elas estariam presentes em menos de 0,11% e 0,13% dos pools

coletados, respectivamente, numa probabilidade de 95%.

4.3.2 Ocorréncia de fitoplancton téxico

Analisando-se os dados de microalgas do género Dinophysis, € possivel
identificar a variacdo da concentracdo de células por litro de amostra de agua
(Tabela 16).
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Tabela 16 - Quartis das concentragfes (cel./L) de diferentes espécies do género Dinophysis
identificadas durante o monitoramento em SC

Dinophysis Min 25% 50% 75% Max
D. acuminata 0 0 0 100 52300
D. caudata 0 0 0 0 1650
D. tripos 0 0 0 0 150
D. scrobiculata 0 0 0 0 250
D. rotundata 0 0 0 0 100
D. bibulbus 0 0 0 0 666
D. fortii 0 0 0 0 200
D. exigua 0 0 0 0 50
D. mitra 0 0 0 0 0,01
D. operculoides 0 0 0 0 200
Total 0 0 0 100 52300

Observa-se que o terceiro quartil (50-75%) corresponde ao valor de 100 cel./L
tanto para D. acuminata, quanto para Dinophysis sp. Este valor € compativel com o
recomendado pelo programa de monitoramento de fitoplancton téxico do Reino
Unido como sendo uma concentracdo de alerta em relagdo ao género citado.
Utilizando-se este valor como ponto de corte para classificar os resultados de
contagem de microalgas em positivos e negativos, obtém-se uma proporcao de 27%
de positividade (984/3634) com intervalo de confianca de 95% de 25,64 a 28,55%. A
discrepancia entre os resultados de proporcdo de positivos em amostras de
moluscos e em amostras de agua mostra que o ponto de corte de 100 cel./L torna a
sensibilidade do monitoramento extremamente alta e é por esse motivo que deve ser
interpretado como um nivel de alerta para auxilio nas tomadas de decis6es e néo
como resultado oficial de contaminacéo.

Em relacdo as microalgas do género Pseudo-nitzschia, foram analisadas as
concentracfes de cél./L de amostra de agua e os resultados dos quartis dispostos
na Tabela 17. Segundo as referéncias do monitoramento de fitoplancton realizado
no Reino Unido, o ponto de corte para determinacdo de alerta para ocorréncia de
microalgas deste género é de 150.000 cél./L (FSA, 2014). Observa-se que no
monitoramento realizado em SC, o valor maximo encontrado ficou bem abaixo deste

valor estabelecido.
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Tabela 17 - Quartis das concentra¢des de Pseudo-nitzschia spp. do monitoramento de fitoplancton

Quartis Pseudo-nitzschia spp.
Valor minimo 1,60
1° quartil 645,25
2° quartil 2.573,01
3° quartil 17.162,37
Valor méximo 22.534,28

Concentracbes maiores do que 0 cél./L de Gymnodinium catenatum s&o
suficiente para que se acione um nivel de alerta (FSA, 2014). Das 3650 amostras de
agua analisadas durante todo o monitoramento de fitoplancton, 15 (0,41%)
apresentaram concentracdes superiores a 0, variando de 0,01 a 1300, com uma
média de 386 ceél./L. Estes resultados foram identificados em varias localizacoes
diferentes sem uma tendéncia aparente.

Tanto as baixas concentracbes de Pseudo-nitzschia, quanto a baixa
ocorréncia de G. catenatum sdo compativeis com a negatividade dos resultados

para presenca de ASP e PSP nas amostras de moluscos.

4.4 ANALISES DE CLUSTERS ESPACO-TEMPORAIS

441 Moluscos

A analise espaco-temporal relativa aos resultados laboratoriais de DSP
identificou um cluster com significancia estatistica (p<0,01) para varios
agrupamentos temporais diferentes. O cluster encontrado para agrupamentos tanto
de um ano, quanto de seis meses incluiu 13 localidades, sendo elas: Perequé, Ilha
Jodo da Cunha, Porto Belo, Praia do Araca, Zimbros, Estaleiro, Canto da Praia,
Canto Grande, Ganchos de Fora, Ganchos do Meio, Canto dos Ganchos, Calheiros
e Praia das Laranjeiras (Balneario Camborit).

Para os agrupamentos temporais de trés meses, um més, 14 dias e 7 dias, o
cluster espacial (p<0,01) obtido compreendeu uma area com 21 localidades, sendo

elas: Armacao de Fora, Armacao do Itapocordi, Praia Alegre, Atlantico Sul, Barra do
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Sul, Praia das Laranjeiras, Canto da Praia, Estaleiro, Praia do Arac¢d, Ilha Jodo da
Cunha, Porto Belo, Perequé, Canal do Linguado, Zimbros, Canto Grande,
Laranjeiras, Ganchos de Fora, Canto dos Ganchos, Ganchos do Meio, Calheiros e
Paulas.

Os periodos dos clusters temporais, 0s riscos relativos e as proporcbes de
pools positivos de cada um dos agrupamentos estdo descritos na Tabela 18.
Observa-se que o segundo semestre de 2014 estd presente em todos os clusters
temporais e corresponde ao maior risco relativo, identificado também para um
periodo de 7 dias. Portanto, este foi o periodo de maior chance de deteccdo de

ficotoxinas DSP em amostras de moluscos de todo o monitoramento.

Tabela 18 - Clusters de ocorréncia de DSP obtidos de diferentes agrupamentos temporais e
seusrespectivos riscos relativos e propor¢des de pools positivos

Agrupamento Cluster temporal Risco relativo Proporcéo de
temporal pools positivos
1 ano 01/01/2014 — 31/12/2015 6,97 12% (34/283)
6 meses 01/07/2014 — 30/06/2015 11,40 19% (34/179)
3 meses 01/07/2014 — 31/03/2015 10,96 16,5% (40/242)
1 més 01/08/2014 — 31/01/2015 14,61 22% (39/177)
14 dias 01/08/2014 — 20/01/2015 14,61 22% (39/177)
7 dias 08/08/2014 — 22/01/2015 15,53 23,3% (39/167)

O Mapa 8 ilustra as densidades de ocorréncias detectadas de DSP em toda a
zona monitorada da costa de SC, as areas amostrais sugeridas e os dois clusters
espaco-temporais encontrados para diferentes agrupamentos temporais. A regido da
Lagoa Camacho, correspondente a Area 24 da proposta de areas de amostragem
nao foi incluida neste mapa por estar sendo monitorada apenas para ocorréncia de
fitoplancton téxico (amostras de agua). O cluster espaco-temporal de sete dias (igual
ao de trés meses) inclui as areas amostrais 2, 4 e de 6 a 11 e o cluster de seis

meses (igual ao de um ano), as areas 7 a 11.
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4.4.2 Fitoplancton toxico

Utilizando-se o mesmo método de andlise espaco-temporal, foi possivel
identificar clusters para diferentes agrupamentos temporais para as espécies mais
importantes de microalgas téxicas. Para o agrupamento temporal de um ano de
ocorréncias de D. acuminata com concentracdo igual ou superior a 100 cel./L,
obteve-se quatro clusters estatisticamente significativos (p<0,01), sendo eles: cluster
1 — Canal do Linguado, Laranjeiras e Paulas; cluster 2 — Atlantico Sul; cluster 3 —
Estaleiro; cluster 4 — Barra do Aririd, Ponta de Baixo, Praia do Pontal, Barro
Vermelho, Praia do Cedro, Freguesia do Ribeirdo, Enseada do Brito, Barreiros,
Costeira do Ribeirdo, Passagem do Maciambu, Caieira da Barra do Sul, Serraria,
Cacupé, Ponta do Papagaio, Santo Antbnio, Sambaqui, Tijuquinhas e Praia de Séo
Miguel. O Mapa 9 ilustra a densidade de ocorréncias detectadas e 0s clusters

espaciais encontrados.
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Mapa 8 - Mapa de densidade de ocorréncias de DSP em moluscos, areas amostrais sugeridas e 0s
clusters espaco-temporais de 6 meses e 7 dias de agrupamento
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Mapa 9 - Densidade de ocorréncias detectadas de D. acuminata (>100 cel./L) e os clusters espaco-

temporais encontrados
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Fonte: (FONTANA, I., 2016).
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Os periodos dos clusters temporais e os riscos relativos de cada um dos
agrupamentos estdo descritos na Tabela 19. Observa-se que tanto para 0
agrupamento de 1 ano, quanto para o de 6 meses, foram obtidos quatro clusters
espaco-temporais. Aqueles com maiores riscos relativos foram os clusters 2 e 3,
correspondentes aos pontos do Atlantico Sul e Estaleiro, respectivamente. Estes
ultimos coincidem com os clusters espaciais encontrados no monitoramento de
moluscos e, por isso, poderiam receber atencdo especial. Para os agrupamentos de
3 meses, 1 més, 14 dias e 7 dias, apenas dois clusters foram encontrados e com as
localidades compativeis aos clusters 1 e 4 do Mapa 9. Observa-se que os resultados
temporais do cluster 1 tendem a incluir o periodo de abril e maio de 2010 ao inicio
de 2013, o cluster 2, de julho de 2008 a junho de 2009, o cluster 3 apresenta um
pequeno periodo de intersecdo, que corresponde ao final de 2009 e o cluster 4
apresenta uma tendéncia a concentrar-se entre o inicio e o fim de 2009 com um

periodo de intersecdo que vai de maio a agosto.

Tabela 19 - Clusters temporais de ocorréncia de DSP obtidos de diferentes agrupamentos e seus
respectivos riscos relativos

Clusters 1ano 6 meses 3 meses 1 més 14 dias 7 dias

Cluster 1 2009 — 07/2009 — 04/2010 — 05/2010 — 30/04/2010 — 01/05/2009 -

2012 06/2013 12/2013 04/2013 25/04/2013 17/09/2009

RR1 1,98 2,12 2,33 2,44 2,44 2,58

Cluster 2 2008 — 07/2008 — - - - -
2009 06/2009

RR 2 2,71 2,71 - - - -

Cluster 3 2009 07/2009 — - - - -
12/2010

RR 3 2,48 2,63 - - - -

Cluster 4 2009 2009 04/2009 — 05/2009 — 01/05/2009 — 09/04/2010 -

09/2009 08/2009 17/09/2009 18/04/2013

RR 4 1,61 1,61 2,34 2,62 2,58 2,42
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4.5 RECOMENDACOES PARA O SISTEMA DE VIGILANCIA

45.1 Otimizacédo do banco de dados

As dificuldades na etapa de elaboracdo dos bancos de dados consistiram
inicialmente na identificacdo dos pontos de monitoramento efetivo, pois tanto os
laudos emitidos pelos laboratérios quanto outras informac6es fornecidas utilizaram a
identificagdo dos pontos de coleta na forma de nomes das localidades, suas
variacOes e diferentes siglas ou codigos sem padronizagdo. Isso resulta num namero
maior de localidades no banco de dados do que de fato oficialmente monitoradas.
Muitos dos nomes de localidades descritos nos laudos ndo coincidiam com os
nomes fornecidos oficialmente. Além disso, os laudos nao dispunham de
coordenadas geograficas para que se pudesse conferir espacialmente as
localizacdes. Alguns dos pontos classificados como oficiais ndo constavam nos
laudos emitidos e vice-versa.

Além da padronizacdo, é importante que varias outras informagdes sejam
incluidas nos formularios de preenchimento para enriquecer andlises e
interpretacfes futuras. Um modelo de planilha encontra-se disponivel no Apéndice
A.

45.2 Consideragcfes sobre o plano de amostragem

Recomenda-se que seja feita uma amostragem de frequéncia semanal em
cada uma das 24 areas ilustradas no Mapa 1, caso estejam em fase produtiva,
utilizando-se os 39 pontos de coleta de moluscos de forma rotativa para que se
componha o banco de dados com um numero de repeticdes suficiente e equilibrado
entre as areas para as analises.

Este trabalho possui limitacbes devido as caracteristicas dos bancos de
dados. Algumas localidades foram mais intensamente amostradas do que outras, 0

que pode condicionar a classificacdo de algumas areas como de risco mais alto.
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Entretanto, a andlise espago-temporal realizada leva em consideragdo estas
diferencas entre tamanhos amostrais e permite que clusters estatisticamente
significativos e seus respectivos valores de risco relativo sejam identificados. Com
base nisso, podemos indicar areas de maior risco para ocorréncia de DSP.

As areas 2, 4 e de 6 a 11 ou, pelo menos, as de 7 a 11 deveriam receber
atencao especial, instituindo-se dois ou mais pontos de coleta de moluscos e de
monitoramento de fitoplancton e instituindo-se a utilizagdo imediata de pontos
secundarios de investigacdo em caso de alerta. A informacéo de dados oriundos de
pontos secundarios deve ser indicada no banco de dados.

Considerando que os pontos de amostragem tenham uma boa capacidade de
deteccdo de ocorréncia de uma floracdo toxica, é possivel utilizar os resultados do
Cenario 5 (

Tabela 9) na definicdo do tamanho amostral. Neste caso, seriam necessarios
dois pools amostrais para deteccdo de PSP (2 pools de 15 mexilhdes), dois para
DSP (2 pools de hepatopancreas de 30 mexilhdes) e um para ASP (1 pool de 20
mexilhdes), totalizando em uma unidade amostral de 110 mexilhdes, enquanto 0 uso
do bioensaio ainda estiver sendo feito. Segundo Ferreira et al. (2016), 30 mexilhdes
de 7 a 8 cm correspondem a aproximadamente 1 kg. Portanto, por questdes
praticas, uma unidade amostral de 3,6 kg de mexilh6es de cada ponto amostral seria
suficiente para a realizacdo do monitoramento de biotoxinas.

A partir do momento em que as analises por meio de HPLC-MS/MS estiverem
padronizadas, um pool amostral de 15 mexilhdes seria suficiente para as deteccdes,
também considerando-se o Cenério 5.

As quantidades adcionais devem ser consideradas para a investigacdo
microbiolégica e de contaminantes quimicos, podendo a ultima ser realizada em

intervalos maiores de tempo.

4.5.3 Outras fontes de dados importantes

Baseando-se nas informagdes obtidas na literatura, recomenda-se que seja

elaborado um inventario das fontes de contaminacéo que possam afetar as zonas de
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cultivo, incluindo as localizacdes de estuarios, saidas de esgoto, residuos de
estacbes de tratamento, fossas seépticas, residuos navais, rejeitos industriais,
residuos de mineracgdo, contaminantes geofisicos, residuos de regides de producao
agropecuaria, residuos de refinarias e outros. Essas informacdes associadas a
dindmica das correntes oceanicas e dados meteorologicos dao grande confiabilidade
a cerca da determinacdo dos pontos de monitoramento, aumentando-se, assim, a
sensibilidade do sistema.

A partir da ativacdo de um sistema informatizado, contendo todos os dados
obtidos semanalmente, diferentes niveis de alerta poderdo ser automaticamente
acionados e analises espaco-temporais poderdo ser refeitas frequentemente para
adaptacoes estratégicas.

Monitoramentos de fitoplancton via satélite ou por meio de equipamentos
autbnomos podem ser instituidos, como € feito na Inglaterra e no Pais de Gales,
desde que se pudesse garantir continua e adequada manutencdo desses
equipamentos. Alguns programas de monitoramento de outros paises também
permitem que as coletas de moluscos sejam feitas em frequéncias menores que as
coletas de agua, caso comprove-se que em determinados locais a populacdo de
microalgas nocivas mantenha-se suficientemente baixa pelo menos em periodos
definidos.

Recomenda-se que o0s servicos de saude publica locais reforcem a
identificacdo de suspeitas de intoxicacdo por biotoxinas e procedam com a

notificacdo para captacao de informacgdes por vigilancia passiva.

4.5.4 Outras consideracdes

E importante que seja criado um regulamento que preveja o envio dos
moluscos vivos a centros de depuracao, caso sejam oriundos de zonas onde o baixo
risco sanitario ndo possa ser assegurado.

A vigilancia passiva associada aos 0rgaos de saude publica taria informacdes
valiosas para o sistema. Entretanto, devido as dificuldades relacionadas a

prevencdo, como auséncia de alteracbes das caracteristicas organolépticas do
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pescado comercializado e impossibilidade de destruicdo das biotoxinas pelos
métodos de transformacdo de alimentos disponiveis, além da subnotificacdo dos
casos de suspeita de envenenamento por consumo de bivalves, poucas informacdes
efetivamente seriam integradas. Os sintomas sdo muitas vezes associados a viroses
e, por isso, poucos profissionais de satde procedem com as notificagdes. E
importante que se fagca a fiscalizagdo relativa a procedéncia dos produtos em
mercados, feiras, entrepostos, distribuidores e restaurantes para a garantia de
seguranca alimentar.

Recomenda-se também a utilizacdo de métodos quimicos de deteccao,
abandonando-se o0 uso do bioensaio, que além de ter valores de sensibilidade e
especificidade questionaveis, exige altos custos operacionais na manutencdo de
biotérios e gera conflitos relativos as questdes de bioética e bem-estar animal.

Estimular os pequenos maricultores a se associarem em cooperativas para
gue tenham acesso a créditos, instrucbes adequadas e a assisténcia de
extensionistas € uma maneira de reduzir as praticas irregulares de producéo,
beneficiamento e comercializacdo, o que melhoraria também as questdes de
rastreabilidade e seguranca alimentar. A fiscalizacéo, tanto por questdes sanitarias,
guanto ambientais, e campanhas de conscientizacdo da populacdo sé&o

imprescindiveis para uma melhor eficiéncia do sistema.



125

5 CONCLUSAO

A determinacdo das areas amostrais visa a obtencdo de amostras de uma
area ampla, porém numa quantidade viavel para atuagéo do servico local. Com esta
proposta seriam coletadas pelo menos 24 amostras semanalmente ao invés das 39
coletas previstas oficialmente.

Apesar do baixo percentual de deteccdo de ASP (< 0,11%, se presente) e
PSP (< 0,13%, se presente), as informagdes do monitoramento de fitoplancton
evidenciam a presenca do fitoplancton téxico e devido a alta gravidade dos sintomas
em humanos, justifica-se 0 monitoramento semanal em amostras de moluscos para
garantia de seguranca alimentar.

Para DSP, observou-se uma baixa proporcdo total de deteccdo (2,57%),
porém com ampla distribuicdo tanto de fitoplancton téxico quanto de biotoxinas em
amostras de moluscos. Por meio das analises de clusters e da densidade de
ocorréncias, € possivel inferir que, principalmente, as areas amostrais de 7 a 11
requerem atencado especial, incluindo-se a utilizacdo de pontos secundarios de
amostragem.

A recomendacado da analise de dois pools para deteccdo de DSP e PSP, por
bioensaio, e de um pool para ASP, por HPLC-DAD, podera ser considerada
satisfatoria apds a elaboracdo de um inventario das fontes de contaminacédo para se
certifique sobre quéo sensiveis sdo os atuais pontos de coleta do monitoramento
oficial.

Com base na integracdo dos dados das analises de moluscos, de agua, de
fontes de contaminacéo, de correntes oceanicas, dados meteorolégicos e de dados
para a rastreabilidade serd possivel estabelecer um sistema de vigilancia com
planos estratégicos que garantam uma alta sensibilidade na deteccédo de riscos para
gue diferentes planos de acao sejam utilizados.

O monitoramento de fitoplancton via satélite ou por meio de equipamentos
autdbnomos pouparia muito tempo, méo-de-obra e recursos apos implantacao inicial,
j& que permitiria uma necessidade de amostragem de dgua muito menos intensa.

Para determinacdo de tamanhos das amostras de dgua, a metodologia que
compara as médias dos resultados de pontos de referéncia com os quantis dos

pontos de monitoramento, poderia ser utilizada. Para isso, seria necesséario que
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pontos de referéncia fossem determinados para a coleta dos parametros a serem
incluidos nos calculos.

Para o monitoramento de micro-organismos patogénicos, recomenda-se que
a amostragem seja também feita semanalmente e para o monitoramento de
contaminantes quimicos, como metais pesados, que seja feito inicialmente uma ou

duas vezes por ano durante trés anos para classificacao das areas.
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APENDICE A - Modelo de planilha de dados para o sistema de vigilancia de moluscos bivalves

Data.coleta | IDPontodeColeta N.Area Latitude Longitude Especie | DSP* | PSP* | ASP | ASP_Pos* | D.acuminata | D.acum_Pos*
12/05/2016 | Ponta_do_Papagaio 23 -2.785.260.833 | -4.858.452.778 | P.permna | O 0 1520 | O 80 0
13/05/2016 | Freguesia_do_Ribeirao | 18 -2.773.393.056 | -4.856.717.222 | C.gigas 1 0 0 0 1110 1
15/05/2016 | Laranjeiras 2 -26.288.175 -4.868.692.222 | P.perna | O 0 001 |O 50 0

Legenda: ID — identificacdo; N.Area — niUmero da area amostral; D.acuminata — contagem de células por litro de Dinophysis acuminata em amostras de agua;

* Dados qualitativos, onde “0” corresponde a negativo e “1” a positivo.

D.caudata | D.tripos | D. scrobiculata | D.rotundata | D. bibulbus | D. fortii | D. exigua | D. mitra | D.operculoides | Pseudo-nitzschia | G.catenatum | K.brevis
0 0 250 0 0 50 0 0.01 0 21.4 150 0

40 20 0 0 0 0 0 200 2900 0 0

120 0 0 40 100 0 0 0 3 0 50
Legenda: G. catenatum — contagem de células por litro de Gymnodinium catenatum (PSP) em amostras de agua; K.brevis — Karenia brevis.

TempAg | SalinidadeAg | TurbidezAg | DirecaoVento | VelocVentoMedia | Insolacao | Precipitacao | PressaoMedia | TempArMedia | UmidadeRelAr | CodigoAmostra
20 16 0.3 NE 3.6 151.5 614.9 1018.63 19.5 77.52 123456789

27 26 2 E 2.9 89.9 304.5 1012.2 23.14 84.21 123456790

25 32 4.8 S 1.4 103.8 216.7 1016.13 26.33 74.14 123456791

Legenda: TempAg — temperatura da agua; CodigopAmostra — codigo de barra ou qualquer outro cédigo numérico/eletrénico que identifique a amostra desde a

sua coleta até a emissao do laudo final.
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