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Resumo

O presente trabalho intitulado Anélise da contaminagdo microbioldgica das améijoas colectadas no
estuario dos Bons sinais teve como objectivo identificar a ocorréncia de microrganismos
patogénicos no tecido intravalvar das améijoas colectadas no estuario dos bons sinais, visto que séo
organismos filtradores e podem acumular substancias suspensas na coluna de agua, incluindo os
microrganismos. As colectas das amostras foram feitas no més de Agosto em 3 principais bancos de
coleta de Bivalves, nomeadamente Banco de Inhangome, com duas colectas designadas
Inhangomel e Inhangome2, Banco de porto, com uma coleta e Banco de Mitavu com duas colectas
designadas Mitavul e Mitavu2. Foram quantificados os coliformes totais, coliformes
termotolerantes e Escherichia coli pela técnica de Numero mais provavel (NMP) Foi determinada a
presenca ou auséncia de salmonela em 25g de cada amostra usando a técnica de plaqueiamento no
XLD e confirmacdo com testes bioguimicos usando Triple sugar iron (TSI) e Lysine iron agar
(LIA). Os coliformes totais tiveram maior incidéncia tendo o NMP minimo de 17/g e NMP maximo
de 350/g, os coliformes termotolerantes e E.coli, tiveram os mesmos resultados, sendo NMP
minimo de 4/g e méximo de 350/g. Os resultados mostram variacdo espacial na carga
microbiolégica das améijoas no estuario dos Bons Sinais. As contagens (NMP/g)
foram:Inhangomel: 31 (coliformes totais, termotolerantes e E.coli), Salmonella presente;
Inhangome 2: 350 (coliformes totais, termotolerantes e Escherichia coli); Salmonella ausente;
Porto: 350 (coliformes totais, termotolerantes e Escherichia coli); Salmonella ausente; Mitavil: 49
(coliformes totais), 33 (termotolerantes) e 33 (E. coli); Salmonella ausente; M2: 17 (coliformes
totais), 4 (termotolerantes) e 4 (E. coli); Salmonella ausente, foi comparada a conformidade dos
resultados obtidos com os padrdes microbioldgicos estabelecidos pelas normas nacionais, onde
todas as amostras se enquadraram na categoria B, e amostra de Inhangome 1 apesar de possuir
valores correspondentes a categoria B, foi considerado inapto para o consumo, as amostras de
Inhangome 2, porto, Mitavu 1 e Mitavu 2, foram consideradas Aptas para o0
consumo/comercializacdo ap0ds a depuracdo. sendo obrigatorio passar por tratamento prévio antes

do consumo .

Palavras-chaves: Contaminagdo microbioldgicas; Améijoas; estuario de bons sinais
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Abstract

The present study, entitled Analysis of the Microbiological Contamination of Clams Collected in
the Bons Sinais Estuary, aimed to identify the occurrence of pathogenic microorganisms in the
intravalvar tissue of clams collected in the Bons Sinais estuary, given that these are filter-feeding
organisms capable of accumulating suspended substances in the water column, including
microorganisms. Sample collections were carried out in August at three main clam harvesting
banks, namely Inhangome Bank, with two samples designated Inhangomel and Inhangome2; Porto
Bank, with one sample; and Mitavi Bank, with two samples designated Mitavil and Mitavd2.
Total coliforms, thermotolerant coliforms and Escherichia coli were quantified using the Most
Probable Number (MPN) technique. The presence or absence of Salmonella was determined in 25 g
of each sample by plating on XLD agar, followed by biochemical confirmation using Triple Sugar
Iron (TSI) and Lysine Iron Agar (LIA).

Total coliforms showed the highest incidence, with a minimum MPN of 17/g and a maximum of
350/g, while thermotolerant coliforms and E. coli presented the same results, with minimum values
of 4/g and maximum values of 350/g. The results revealed spatial variation in the microbiological
load of clams in the Bons Sinais estuary. The counts (MPN/g) were as follows: Inhangomel: 31
(total coliforms, thermotolerant coliforms and E. coli), Salmonella present; Inhangome2: 350 (total
coliforms, thermotolerant coliforms and E. coli), Salmonella absent; Porto: 350 (total coliforms,
thermotolerant coliforms and E. coli), Salmonella absent; Mitavul: 49 (total coliforms), 33
(thermotolerant coliforms) and 33 (E. coli), Salmonella absent; Mitav(2: 17 (total coliforms), 4
(thermotolerant coliforms) and 4 (E. coli), Salmonella absent.

The conformity of the results with the microbiological standards established by national regulations
was assessed. All samples fell into category B; however, the Inhangomel sample, despite
presenting values corresponding to this category, was considered unfit for consumption. In contrast,
the Inhangome2, Porto, Mitavul and Mitav(2 samples were considered fit for consumption and/or

commercialisation after depuration, as pre-treatment is mandatory before consumption.

Keywords: Microbiological contamination; Clams; Bons Sinais estuary
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Capitulo 1

1. Introdugéo

Os ecossistemas costeiros sdo caracterizados por ser ambientes bastante delicados e vulneraveis,
pois estdo sujeitos a mudancas significativas devido a pressdo antropica (Pereira., 2003). Uma das
consequéncias € a poluicdo nos estuarios que pode causar impactos capazes de degradar o ambiente,
afectando a fauna, a flora, o cotidiano da populacdo e a economia da regido (Elias, 2018). Essa
contaminagdo gera graves problemas para a salde publica e riscos relacionados ao consumo de
organismos aquaticos, como bivalves (Evangelista et al., 2008).

Moluscos bivalves sdo seres vivos cujos corpos estdo protegidos por uma concha composta por
duas partes, conhecidas como valvas. Essa caracteristica € a razdo pela qual esses moluscos

recebem o nome de bivalves, ja que sua concha é formada por duas valvas (Souza et al., 2020).

Os moluscos bivalves, como ostras e améijoas, sdo 0s organismos marinhos que apresentam 0s
maiores riscos a saude publica em ambientes contaminados por microrganismos, isso se deve ao seu
papel como filtradores e bioacumuladores, caracteristicas que os tornam particularmente perigosos
para a saude (Barros et al., 2005). Por essa razdo, os bivalves sdo amplamente utilizados em todo o
mundo como indicadores de poluicdo marinha e, especificamente, de poluicédo fecal (Evangelista et
al., 2008).

Os microrganismos frequentemente utilizados como indicadores de contaminagdo pertencem ao
grupo dos coliformes, que sdo organismos que pertencem ao grupo das enterobactérias e se
desenvolvem no trato gastrointestinal de animais de sangue quente, assim, a sua presenca no
ambiente e em organismos cultivados € um sinal de contaminacdo fecal. Por outro lado, 0s
coliformes termotolerantes sdo patdgenos frequentemente empregues para monitorar a qualidade
microbioldgica da agua, visando detectar a contaminacdo fecal (Nuernberg et al., 2001, Pigozzo,
2010).

Nos anos recentes, uma variedade de bactérias, virus, protozoarios e helmintos foram relacionadas a
varios surtos de doencas transmitidas por agua e alimentos, resultando em negativos efeitos na
salde publica, incluindo aumento da morbidade, mortalidade e despesas econémicas (Barbosa et
al., 2009).

A avaliacdo microbioldgica das améijoas indica a qualidade do ambiente aquético, uma vez que

esses organismos podem acumular varios patdgenos (Pereira et al., 2007).

Os moluscos bivalves, predominantes no estuario dos Bons sinais, sdo as Améijoas, sendo as

seguintes especies: Meretrix meretrix, Tapes literatus, Macoma littoralis e Macta lilacea, sendo




frequentente comercializados nos mercados informais tais como: Mercado Icidua, Fai, Chuabo

dembe, Irrecamba e outra parte exportada para Asia (Mugadui, 2018).

Apesar da relevancia do estudrio para a subsisténcia das comunidades locais, observa-se uma
escassez de estudos microbioldgicos focados nos moluscos bivalves da regido. A auséncia de dados
especificos dificulta a avaliacdo precisa dos riscos a salde publica associados ao consumo desses
organismos. Diante desse cenario, o presente estudo visa avaliar a contaminacdo microbioldgica do
tecido intravalvar das améijoas colectadas no Estuario dos Bons Sinais, com énfase na presenca de

Salmonella spp, coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli. Contribuindo para a

protec¢do da salde publica e a seguranca alimentar das comunidades locais.




1.1.Problematizagdo

O crescimento da populagéo intensifica a pressdo humana sobre 0 meio ambiente, resultando em
maior vulnerabilidade e degradacdo ambiental. Isso ocorre especialmente devido a falta de
planeamento e a ocupacdo inadequada de areas sensiveis e de conservacdo, como as regides

estuarinas (Cestari, 2014).

A poluicdo nos estuarios urbanos resulta da confluéncia de multiplas fontes antropogénicas,
destacando-se a descarga de efluentes domésticos sem tratamento, a acumulacdo de residuos
solidos, o fecalismo a céu aberto e os derrames de hidrocarbonetos associados a actividade portuaria
(Marine Pollution Bulletin, 2024). A contaminagdo de organismos marinhos que se alimentam de
forma filtradora, como os moluscos bivalves, pode ndo afectar directamente esses animais, mas

pode provocar intoxicacdes agudas em seres humanos (Burri e Vale, 2006).

A actividade de colecta de Améijoas no estuario dos Bons sinais é complementar a fonte da renda
familiar para as comunidades locais, contribuindo para a economia local e de fonte de proteina
(Mugadui, 2018).

Apesar desse ecossistema, ser de grande importancia ecoldgica e econdémica, tem sido alvo de
poluicdo continua. Segundo Chacate, (2019), na zona costeira do bairro dos Pescadores, observa-se
a deposicao de residuos sélidos pela populagdo local, assim como a préatica de fecalismo a céu
aberto nas imediacfes do estuario dos Bons Sinais. Devido ao caracter dindmico deste ambiente,
marcado pelas marés e pelas enxurradas, estes dejectos acabam por ser arrastados para o interior do

estudrio, contribuindo para a sua contaminag&o (Ibidem).

A auséncia de estudos sobre a ocorréncia e os niveis de coliformes totais, coliformes
termotolerantes, Escherichia coli e Salmonella spp nas améijoas colectadas no estuario dos Bons
Sinais impede uma avaliacdo adequada dos riscos sanitarios e dificulta a aplicacdo de medidas de

gestéo e regulagéo.

Dai que surge a Pergunta de pesquisa: Até que ponto as améijoas colectadas no estuario de bons
sinais estdo contaminadas em relacé@o a coliformes totais, termotolerantes, Escherichia coli e

Salmonella spp?




1.2 Justificativa
O estuario dos bons sinais, € um dos ecossistemas de maior valor ecologico e econdémico do pais. A

maioria das familias que vivem ao longo deste estuério, (49,1%) tem a pesca como sua principal
actividade economica. Em seguida, destaca-se a agricultura (18,3%) e o comércio (10,1%). A
exploracdo do mangal e a pecuaria representam, respetivamente, 5,9% e 1,2%, enquanto outras
actividades incluem opg¢des como transporte por bicicleta, artesanato e emprego formal (Mabote,
2021).

Este estuario tem sido alvo de vérios estudos cientificos, desde estudos de cadeia produtiva dos
bivalves, andlise quimica dos efluentes, entre outros. Mas estudos relacionados com a analise

microbiologica de moluscos Bivalves, sdo escassos ou inexistentes.

A andlise das fontes e dos diferentes tipos de contaminacdo fecal, juntamente com um
monitoramento microbioldgico que utiliza microrganismos indicadores, possibilita uma avaliacdo

do risco de presenca de potenciais patdgenos alimentares (Anon, 2017).

O presente estudo, além de contribuir com o conhecimento cientifico, de até que ponto os efluentes
néo tratados, e as diversas formas de poluicdo fecal, podem impactar na microbiota dos moluscos
bivalves, contribui também para a seguranca da salde publica, fornecendo dados referentes ao

estado de contaminacdo das améijoas e possiveis solu¢des para a reducdo da carga microbiana.

1.3.Hipdbteses

1= Hipodtese0: As améijoas colectadas no estudrio dos Bons Sinais estdo contaminadas por
Salmonella spp, indicando potencial risco microbioldgico para consumo humano.Hipotesel: As
ameéijoas colectadas no estuario dos Bons Sinais ndo estdo contaminadas por Salmonella spp, ndo

indicando potencial risco microbiol6gico para consumo humano.

22 Hipdtese 0: Os niveis de Escherichia coli nas améijoas estdo elevados e ultrapassam os limites
maximos permissiveis para moluscos bivalves em Mocambique, reflectindo risco sanitario
associado ao consumo destes moluscos. Hipdtese 1: Os niveis de Escherichia coli nas améijoas ndo
estdo elevados e ndo ultrapassam os limites maximos permissiveis para moluscos bivalves em

Mogambique, nédo reflectindo risco sanitério associado ao consumo destes moluscos.




1.4.0Objectivos

1.4.1. Geral
» Analisar os parametros Microbioldgicos nas améijoas colectados no Estuario dos Bons Sinas.

1.4.2. Especificos

» Identificar a ocorréncia dos microrganismos patogénicos (Salmonella spp coliformes totais,
coliformes termotolerantes e Escherichia coli) em Améijoas colectados no estuario dos bons
sinais;

» Quantificar os coliformes totais, Coliformes termotolerantes e Esherichia coli no tecido das
Améijoas;

» Comparar a conformidade dos resultados obtidos com os padr&es microbioldgicos estabelecidos

pelas normas nacionais.




Capitulo 11

2. Reviséo de literatura

2.1.Caracterizagdo da améijoa Meretix meretrix

Os moluscos bivalves habitam ecossistemas aquaticos, desde a agua doce até agua salgada,
reflectindo directamente as condi¢cdes do ambiente que habitam. Esses organismos funcionam como
bioindicadores de contaminagdo fecal de origem humana (Leal e Franco, 2008). Pois séo seres
filtradores capazes de acumular, principalmente em suas branquias e intestino, substancias e

microrganismos encontrados na agua (Vieira et al., 2007).

2.2.Taxonomia

Reino: Animalia
Filo: Mollusca

Classe: Bivalvia

Ordem:Veneiroda
Familia: Veneridae = -
Género: Meretrix
Subgénero: Autobrachia

Espécie: Meretix meretrix (Linnaeus, 1758) Figura 1: Améijoa Meretrix meretrix

Fonte:https://conchology.be/?t=34&u=1319799&0=99aa3d8d50bc75967h7acf4603b95676&q=9f02e4611832f62acd3
cc4bbde7cb05¢

2.3.Morfologia interna e externa

-A morfologia interna dos bivalves é adaptada ao seu modo de vida séssil e filtrador. O corpo é
protegido pelas duas valvas da concha e esta envolvido pelo manto, que reveste a cavidade paleal
(Blankensteyn, 2010). No interior encontram-se as branquias, responsaveis pela respiracdo e
filtracdo de particulas alimentares suspensas, que sdo conduzidas até a boca por meio de cilios
(Gosling, 2015). O sistema digestivo inclui boca, eséfago, estbmago, glandula digestiva e intestino,
terminando préximo do sifao exalante. O sistema circulatorio é aberto, sendo a hemolinfa
bombeada pelo coragéo, localizado na regido dorsal, para as lacunas do corpo. O sistema excretor €
composto pelos metanefridios que eliminam os residuos metab6licos. O sistema nervoso é

relativamente simples, constituido por ganglios cerebroides, que coordenam as fungdes basicas.



https://conchology.be/?t=34&u=1319799&g=99aa3d8d50bc75967b7acf4603b95676&q=9f02e4611832f62acd3cc4bbde7cb05c
https://conchology.be/?t=34&u=1319799&g=99aa3d8d50bc75967b7acf4603b95676&q=9f02e4611832f62acd3cc4bbde7cb05c

Esta organizacdo interna assegura a sobrevivéncia em ambientes aquaticos dindmicos e permite a

eficiente captacgéo e utilizacdo de recursos alimentares por filtracdo (Ibidem).

Quanto a morfologia externa, a améijoa Meretrix meretrix apresenta uma concha robusta e espessa,
composta por duas valvas equivales, unidas por um ligamento curto localizado na regido dorsal. O
umbo encontra-se na posi¢cdo anterior, constituindo a parte mais saliente e antiga da concha.
Proximo a esta regido, observa-se um ltnulo pouco definido. A charneira é sélida e apresenta dentes
cardinais bem desenvolvidos, que garantem a estabilidade entre as valvas. A superficie externa da
concha é lisa, recoberta por um periostraco fino, de tonalidade castanho-acinzentada, podendo
exibir faixas radiais ou manchas coloridas, que variam do azul ao castanho-azulado na zona
postero-dorsal. O formato da concha véria de oval a triangular, com a extremidade posterior
ligeiramente afilada. A face interna da concha é predominantemente branca, mas pode apresentar
tonalidades arroxeadas ou rosadas ao longo das linhas radiais. No conjunto, a espécie distingue-se
pela sua concha espessa, resistente e de padrdes cromaticos varidveis (Sur et al., 2006; Jasmin,
2019).
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Figura 2:Morfologia de moluscos bivalves
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2.4. Distribuicdo geografica e habitat

Geralmente a améijoa Meretrix meretrix tende a preferir diferentes ambientes, incluindo praias de
areia, estuarios e planicies de maré (Srinun et al., 2024). E encontrada principalmente em regides
costeiras do indo-pacifico. Ela possui ampla distribuicdo geografica que inclui areas do sudeste da

Asia, sul da Asia, e partes do oceano indico (Rimelahas et al., 2022).

Em Mocambique, Meretrix meretrix € encontrada em zonas costeiras rasas, pradarias marinhas e
estuarios, sendo apontada como recurso explorado artesanalmente em varias comunidades locais.
Trabalhos no estuario dos bons sinais confirmam a sua abundancia, estudos complementares
documentam a sua utilizacdo como bioindicador da qualidade ambiental (Pereira, 2014; Mugadui,
2018; Macaringue, 2024).

Figura 3: Mapas de distribui¢do gerados por computador para Meretrix meretrix (marisco duro asiatico), com mapa de

alcance nativo modelado param o ano 2050 com base no cenério de emissdes RCP8.5dolIPCC.

Fonte: (AquaMaps, 2019)

2.5.Importéncia econémica e Nutricional

Os moluscos bivalves, tem grande importancia econdémica, principalmente para as comunidades
costeiras, pois a colecta desses animais, muita das vezes constitui ou complementa a principal fonte
de renda familiar (Aradjo et al., 2009), desempenham grande importancia na dieta humana, por
possuirem alto valor nutricional, por ser fonte de nutrientes essenciais, O molusco Meretrix
meretrix € uma fonte de alimento acessivel e rica em proteinas, especialmente para as comunidades
que vivem ao longo da costa. Ele possui propriedades importantes, como alto teor proteico, baixo
valor calorico, pouca gordura e colesterol, além de apresentar niveis menores de gordura saturada,
contem uma quantidade relevante de acidos graxos émega-3, vitamina B12 e diversos minerais

esséncias, tornando-se uma excelente opc¢éo alimentar (Joydeb Chowdhury, 2019).




2.6.Doencas transmitidas por alimentos

As doencas transmitidas por alimentos (DTAS) correspondem a quadros clinicos que podem incluir
diminuicdo de apetite, nduseas, vomitos e/ou diarreia, com ou sem febre, ndo se limitando a sinais
exclusivamente gastrointestinais, pois também podem manifestar-se fora do aparelho digestivo.
Essas doencas resultam da ingestao de alimentos ou agua contaminadas e podem ser desencadeadas
por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos. Este ultimo grupo compreendendo parasitas, virus e em
particular, bactérias que atuam directamente ou através de producédo de toxinas (Melo et al., 2018).
Autores como (Silva et al., 2023) afirmam que a salmonella e Escherichia coli fazem parte dos

principais agentes etiologicos causadores de DTAS.

2.7.Bactérias patogénicas em alimentos

As bactérias patogénicas em alimentos sdo microrganismos capazes de provocar doencas em
hospedeiros humanos, animais ou vegetais, através de diferentes mecanismos, como a producgéo de
toxinas, a invasdo de tecidos ou a evasdo das defesas imunitarias. Segundo (Tortora et al.,2017),
estas bactérias distinguem-se das espécies comensais ou benéficas por possuirem factores de
viruléncia que lhes permitem colonizar, multiplicar-se e causar danos no organismo. Franco e
Landgraf (2023) acrescentam que muitas bactérias patogénicas de interesse alimentar, como
Salmonella spp., Escherichia coli patogénica e Vibrio cholerae, sdo transmitidas principalmente por

alimentos e agua contaminados, representando um risco relevante para a saude publica.

2.7.1. Salmonella spp
Salmonela é um género de bacilos gram-negativos, anaerobios facultativos, pertencente a familia
enterobacteriaceae. Sao mobilizados por flagelos peritriquios na maioria dos serotipos e néo
formam esporos. O género inclui duas espécies reconhecidas classicamente, Salmonella entérica e
Salmonella bongori; A Salmonella entérica é subdividida em seis subespécies e mais de 2500
serotipos serovares baseados na estrutura do antigeno O (somatico) e H (flagelar), muitos serovares
de importancia clinica humana pertencem a Salmonella entérica subespécie entérica como por
exemplo a Salmonella typhimurium e Salmonella entereditis (World Health Organization, n.d). A
Salmonela spp é uma bactéria intestinal que provoca intoxicacGes alimentares severas, sendo um
dos principais causadores de surtos em diversos paises. A contamina¢do por essa bactéria nos

alimentos representa um importante problema a satde pablica (Shinohara et al., 2008).

2.7.2. Coliformes totais
As bacterias do grupo coliforme total, pertencem a familia enterobacteriaceae, que inclui bacilos

gram-negativos, ndo esporulados, aerobios facultativos capazes de fermentar lactose e produzir gas




a 35-37°C por 48 horas, esse grupo engloba aproximadamente 20 espécies, originados tanto no trato

gastrointestinal de humanos quanto de outros animais de sangue quente (Franco e Landgraf, 2023).

2.7.3. Coliforme termotolerantes

Os coliformes termotolerantes constituem um subgrupo dos coliformes totais, com a particularidade
de apresentarem capacidade de fermentar lactose com producdo de gas a temperatura entre 44°C e
45,5°C num periodo de 24 horas. Esta caracteristica permite distingui-los dos coliformes totais, uma
vez que apenas bactérias adaptadas a condi¢cGes mais elevadas de temperatura conseguem expressar
esta actividade metabdlica. Os principais géneros que integram este grupo sdo Escherichia coli,
Enterobacter, Klebesiela e Citrobacter, dos quais a Escherichia coli assume especial relevancia,
pois & considerada um indicador mais especifico de contaminacdo fecal recente (Franco &
Landgraf, 2023).

2.7.4 Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli é um bacilo Gram-negativo, geralmente de forma de bastonete curto,
facultativo anaerdbio e integrante do grupo das bactérias coliformes. Do ponto de vista fenotipico,
apresenta-se como catalase-positiva e oxidase negativa, fermenta lactose, ndo produz esporos e
tende a ser movel por accao dos flagelos. Cresce preferencialmente cerca de 44°C e é abundante nas
fezes humanas e de animais, representando aproximadamente 95% dos coliformes fecais, por isso,
encontra-se principalmente em &guas residuais, efluentes, dguas naturais e solos recentemente
contaminados por material fecal (Bettencourt, 2011). Embora nem todas as cepas sejam patogénicas
algumas produzem enterotoxinas que podem levar a diarreia, ocasionando doencas alimentares
sérias (Oliveira et al., 2015). Além disso, essa bactéria desempenha um papel importante como
indicador de contaminacdo, sendo usada, por exemplo, para verificar impurezas na &agua
(Mendonca, 2014).

2.8.Legislacdo Mocambicana sobre Controlos e Requisitos Higiénico-sanitarios para Moluscos
Bivalves Vivos e Processados

Para a salmonella os critérios de analises e testes e diagnosticos laboratoriais no ambito dos

controles oficiais nos termos do artigo 59 do regulamento para o controle higio-sanitarios dos

produtos de pesca s@o definidos através do aviso no 001/Inspeccdo Pescado, 1P/2025 para o qual,

diferentes categorias de alimentos, incluindo moluscos bivalves:
i) Satisfatoria - se todos os valores observados indicarem a auséncia da bactéria, e

i) Nao satisfatoria - se for detectada a presenca da bactéria em qualquer unidade da amostra. Ela

deve ser ausente em 25g da amostra (Imprensa nacional de Mogambique, E.P, 2025).




Para a Escherichia coli. de acordo com o Anexo Unico do Ministério das Pescas de 2011, que

estabelece os controlos e requisitos higiénico-sanitarios para moluscos bivalves vivos e

processados, as zonas de colheita sdo classificadas em trés categorias com base no seu nivel de

contaminacdo fecal. O Artigo 5 do mesmo regulamento classifica as zonas de producao em:

i)

Zonas de classe A: Os moluscos bivalves vivos provenientes dessas zonas, podem ser colhidos
para 0 consumo humano directo, pois cumprem as regras sanitarias aplicaveis aos moluscos
bivalves vivos fixados na seccdo 1V, capitulo Il do regulamento vigente. O limite maximo
permissivel para esta zona é 230 NMP/100g (Imprensa nacional de Mogambique, E.P, 2025).
Zonas de classe B: Os moluscos bivalves colectados nessa zona, s6 podem ser colocados no
mercado para 0 consumo humano, apds tratamento num centro de depuracdo ou apds afinacéo,
de modo a cumprir com as regras sanitarias, pois 0s moluscos bivalves vivos provenientes dessa
zona, nao devem exceder os limites, baseados num teste do numero mais provavel (NMP) de 5
tubos e 3 diluigcdes de 46000 E.coli por 100 gramas de carne e liquido intravalvar

iii) Zona de classe C: Os Moluscos bivalves provenientes dessa zona, s6 podem ser colocados no

mercado para o consumo humano apoés afinacdo durante um longo periodo. De modo a cumprir
com as regras sanitarias. Os moluscos bivalves vivos colectados nessas zonas ndo podem
exceder o limite, baseado num teste de nimero mais provavel (NMP) de 5 tubos e 3 diluigdes,

de 46000 E. coli por 100 gramas de carne e liquido intravalvar (Ministério das Pescas, 2011).

2.9.Técnica para reducdo de microrganismos nos moluscos bivalves

Em situaces em que os moluscos bivalves apresentam elevadas concentracGes de microrganismos,

podem ser aplicadas técnicas especificas para reduzir a carga microbiana no seu interior,

destacando-se a depuracdo e a afinacao.

i)

Depuracao- consiste em manter moluscos em tanques com agua limpa, permitindo que filtrem e
realizem o seu comportamento natural durante tempo suficiente para expulsarem, juntamente
com o contetdo intestinal, os microrganismos patogénicos que possam ter sido ingeridos nas
exploracdes marinhas ou nos bancos naturais (Souza et al., 2021). E uma técnica aplicada em
varias regides do mundo com o objectivo de remover contaminantes microbianos de bivalves
com niveis leves a moderados de contaminacdo. Este processo consiste em manter 0s moluscos
bivalves vivos em tanques contendo &gua do mar limpa, permitindo que realizem a sua
actividade normal de filtracdo durante um periodo que pode variar de algumas horas a varios
dias. A depuracdo é, na maioria dos casos, realizada por imposicdo de legislagdo regional,
nacional ou local. No entanto, pode igualmente ser implementada por iniciativa da propria

industria, quer como forma de proteger os consumidores, quer para demonstrar responsabilidade




e cumprimento das boas praticas, ou ainda para atender aos requisitos legais de outros paises e,
assim, possibilitar a exportacdo. (FAO,2008)

Afinacdo- consiste na transferéncia de moluscos bivalves de zonas com influéncia poluida para
aguas mais limpas, onde permanecem durante um periodo determinado, permitindo a reducdo da
carga microbiana antes da sua comercializacdo. Esta pratica, complementar a depuracdo, tem
sido amplamente descrita em diferentes contextos como medida eficaz para garantir a qualidade
sanitéria dos bivalves (Pereira, 2021). Em Mogambique, o Diploma Ministerial n.° 200/2011, do
Ministério das Pescas, estabelece os requisitos higiénico-sanitarios aplicaveis a moluscos
bivalves vivos e processados, prevendo que exemplares capturados em zonas classificadas como
Categoria B ou C devem ser submetidos a tratamentos de purificacdo, nos quais se pode incluir
a afinacdo, antes de serem considerados aptos para consumo humano (Ministério das Pescas,
2011).
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3. Metodologia

3.1. Area de estudo

O Estuario dos Bons Sinais esta situado na regido central de Mogambique, na costa leste da Africa,
entre as latitudes 17°54" e 18°01" Sul e as longitudes 36°49' e 36°58' Este. Com cerca de 30 km de
extensdo, ele se estende desde a confluéncia dos rios Cuacua e Licuari até sua foz, que desagua no

Oceano Indico, no Banco de Sofala (Cafermane, 2021).

Este estuario tem uma profundidade média de aproximadamente 14 metros, com um comprimento
de 30 km e uma largura média de 2 km, totalizando uma area de 60 km2. E considerado que a area
da secdo transversal diminui exponencialmente a partir da foz, onde é cerca de 10.000 m2, até a
confluéncia, onde atinge cerca de 3.000 m? (Magestade, 2021).

Localizagdo da area de estudo
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Figura 4: localizagdo do estuario de bons sinais e principais bancos de coleta de moluscos Bivalves

Fonte: Autora




Tabela 1: Coordenadas dos pontos de coleta das amostras.

Pontos de coleta

Coordenadas

Inhangome 1 17°53'57"S 36°49'47"E
Inhangome 2 17°53"29 "S 36°50 '56"E
Porto 17°52'55"S 36°52'19"E
Mitava 1 17°53'37"S 36°53'14 "E
Mitav( 2 17°55'01 "S 36°53'24"E

3.2.Amostragem

A coleta das amostras foi realizada em Agosto de 2025, na fase lunar gibosa crescente e durante a

baixa-mar de maré de quadratura. Foram colectadas cinco amostras de améijoas correspondendo a

um total de 150 individuos (30 por amostra). Para o estudo foram definidos cinco pontos de

amostragem situados a montante do estuario, representando os trés principais bancos de colecta de

améijoas: Inhangome, Mitavu e Porto (Figura 4). No Banco de Inhangome foram obtidas duas

amostras, no Banco de Mitavl duas amostras e no Banco de Porto uma amostra. Os individuos

foram colectados manualmente, lavados com a propria dgua do estuario para remoc¢do de

sedimentos superficiais, acondicionados em sacos esterilizados devidamente etiquetados e

transportados em caixa térmica até ao Laboratdrio de Microbiologia do Instituto Nacional de

Inspeccdo de Pescado, em Quelimane.

Figura 5: Obtencdo das amostras

3.3.1dentificacdo da ocorréncia dos microrganismos patogénicos (Salmonella spp coliformes

totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli) no tecido das Améijoas colectados no

estuario dos bons sinais

As analises microbioldgicas foram realizadas no tecido intravalvar das améijoas, para cada amostra

colectada, de acordo com os métodos estabelecidos pela norma NMKL 71,96 (1999; 2009),




considerada equivalente aos procedimentos definidos pela Organizacdo Internacional de

Normalizagéo (1SO).

3.3.1. Deteccéo de Salmonela
A deteccdo de Salmonella spp. Foi realizada de acordo com o método NMKL 71 (1999), com as
seguintes etapas: 1 preparo das amostras e pré-enriquecimento, 2 enriquecimento, 4 isolamento em

meios solidos, e 5 confirmag&o bioquimica.
Etapa 1: Preparo da amostra e pré-enriquecimento

Para cada local e evento de colecta contendo 30 individuos, na bandeja estéril de inox, foram
triturados cerca de 20 individuos, na bolsa stomacher estéril, pesaram-se 25g do conteudo
intravalvar das améijoas, adicionaram-se 225ml de meio de cultura de pré-enriquecimento Buffered
peptone water (BPW) e levou-se ao stomacher a 230 RMP por 30 segundos para homogeneizar e
obteve-se a diluicdo 10™, e incubou-se na estufa a 37+ 1 por 48h. Este pré enrigquecimento, foi feito

com o objectivo de recuperar células lesionadas e permitir a multiplicagéo inicial do microrganismo.

Figura 6: Processamento das amostras Para deteccéo de Salmonella

Etapa 2: enriquecimento selectivo - Apés o pré-enriquecimento, procedeu-se ao enriquecimento
selectivo em caldo Rappaport Vassiliads, de modo a favorecer o crescimento de Salmonella spp. em
detrimento de outros microrganismos competidores. Ondel ml das diluicdes anteriores, foram
transferidas para tubos contendo 10 ml de caldo de enriquecimento selectivo RVS e foram

incubados a 42+1°C durante 24h em banho-maria.

4

Figura 7: Rappaport Vassiliads




Etapa 3: Isolamento em meio sélido e selectivo: Usando uma ansa, foi transferida uma gota da
aliquota do caldo selectivo de enriquecimento RVS, e foi inoculado na superficie das placas agar
selectivo Xylose lysine desoxycholate (XLD) fazendo sementeira em forma de estrias, queimou-se a
ansa sempre que mudou-se de sentido para obter-se coldnias isoladas, de seguida foram incubadas
as placas invertidas a 37+ 1°C durante 24h na estufa, Permitindo a observagdo das colénias

presumivelmente pertencentes ao género Salmonella.

As colonias tipicas de Salmonella no XLD tem uma zona ligeiramente transparente de cor
avermelhada devido a mudanca do indicador no meio e com um centro negro, especialmente em
caso de crescimento intenso de Salmonella, uma cor rosa vermelha de menor ou maior dimenséo €é

vista no meio circundante das coldnias

Figura 8: Leitura das coldnias presuntivas no XLD a) Ausente  b) presuntivo presente

1. Etapa 4: confirmacdo bioquimica: As col6nias presuntivas tipicas de Salmonella foram
confirmadas por testes bioquimicos T riple sugar iron (TSI) e Lysine Iron Agar (LIA) Colheram-
se da placa as colo6nias tipicas ou presuntivas, fez-se sementeira da mesma num meio nao
selectivo e incubaram-se as placas a 37.0+1,0°C durante 24 horas, depois fez-se a inoculagédo
nos testes bioquimicos para a confirmacdo da presenca de Salmonella spp. De acordo com 0s

resultados, foi declarada presenca ou auséncia de salmonela em 25 g de amostra.

Figura 9: Confirmacéao bioquimica a) LIA b) TSI




3.3.2.

Identificacéo de coliformes

Para a identificacdo de coliformes nas amostras de améijoas, usou-se a norma NMKL 96 (2009)

seguiu-se um procedimento analitico em duas etapas. A primeira etapa consistiu na preparacdo da

amostra e dilui¢bes, juntamente com a realizacdo do teste presuntivo para a identificacdo da

presenca de coliformes. A segunda etapa envolveu a preparacdo de meios de cultura adicionais para

a identificacdo dos restantes grupos de coliformes, a partir dos tubos que se mostraram positivos na

primeira etapa:

Etapa 1- Confirmacéo da presenca de coliformes

Para a identificacdo dos coliformes nas amostras das améijoas, seguiu-se um procedimento analitico

que envolveu quatro etapas nomeadamente i) preparacdo da agua peptonada ii) preparacdo da

amostra (diluicdo mée), ii) e a realizacdo de dilui¢cbes seriadas, e 0 teste presuntivo:

i)

i)

Preparacdo da agua peptonada (AP): com auxilio de proveta graduada, mediu-se 1000 ml
de &gua destilada, na balanca pesou-se 1,0g de peptone + 8,5 g de Nacl e adicionou-se todos
0s componentes no Elermayer, colocou-se o agitador Magnético e levou-se ao fogdo. A agua
peptonada serve como um diluente para as amostras e um meio de pré-enriquecimento.
Preparacdo da amostra e diluicho mée: para cada amostra fez-se a limpeza e abertura
asséptica das améijoas, a retirada de 10 gramas do tecido intravalvar e a sua coloca¢do numa
bolsa estéril. Em seguida, adicionaram-se 90 ml de Agua Peptonada (AP) para criar a
diluigdo mae 107!. A mistura foi em seguida homogeneizada num Stomacher a 230 RPM por
30 segundos, assegurando que 0s microrganismos estivessem distribuidos uniformemente.
Realizacdo de diluicdes seriadas: A partir da diluicdo mae, foram feitas duas diluicGes
seriadas de 10 e 103, transferindo 1 ml da diluicdo anterior a 9ml de Ap em tubos de
ensaio e agitou-se no Vortex formando assim a diluicdo 102, 0 mesmo processo foi feito
para realizar a diluicdo 10-2.

O teste presuntivo - foi aplicado para a identificacdo de coliformes. Para o efeito utilizou-
se 0 meio de cultura Lauryl Sulfate Broth (LSB) para indicar a provavel presenca desses
microrganismos. Para o teste, a amostra foi inoculada em trés séries de cinco tubos de
ensaio, cada série correspondente a uma diluigdo (107!, 1072 e 107?), totalizando 15 tubos por
amostra (figura 10). Apos a introdugdo de 1 ml da diluicdo em cada tubo, a mistura foi
incubada a37 °C + 1 °C por 48 £ 4 horas. O resultado foi considerado presuntivo
positivo quando a producdo de gas preenche completamente a parte concava do tubo de
Durham e presenca de turvacdo, 0 que sugere a fermentacdo da lactose pelos coliformes
(figura 11).




FigiralO: Lauril sulfate broth antes de incubar, Figura 11: Lauril sulphat broth presuntivo positiva.

Etapa 2 — Confirmacéao da categoria dos coliformes (totais, termotolerantes, E. coli)

1) Coliformes totais - Para o teste de confirmagéo de coliformes totais, transferiu-se dos tubos
positivos de LSB 1 a 5 gotas do inoculo, para tubos contendo 10 ml de Brilliant Green bile broth
(BGB), depois incubou-se a 37.0°C+1°C, durante 48+4horas. Todos os tubos que a parte
cbncava do tubo de Durhan estiveram preenchidos com gas indicaram teste positivo indicando a
presenca de coliformes totais (figura 12).

i) Coliformes termotolerantes - Para o teste de confirmacdo dos coliformes termotolerantes
realizou-se o procedimento anterior descrito, porem, usou-se (ECB), os tubos foram incubados a
44°C+0.5°C durante 24+3horas, a presenca de termotolerantes positivos foi indicada pela

presenca de turvacdo e gas em toda parte concava do tubo de Durhan. (figura 13).

Figura 9: Brilliant Green bile. Figura 10: Ec broth

Confirmacéo de Escherichia coli - Para a confirmacéo de E.coli nos tubos positivos no EC Broth,
agitou-se 0s tubos e transferiu-se 1 a 5 gotas para os tubos contendo Caldo triptone, através de uma
pipeta, depois incubou-se a 44°C+0.5°C durante 24+3horas e, posteriormente, adicionou-se 0.3-
0.5ml de reagente Kovac’s (Indol), a presenca de um anel vermelho na superficie do caldo dentro de
10 minutos, confirma-se a presenca de E.coli.




Figura 11: Triptone

3.4.Quantificacgéo dos coliformes totais, Coliformes termotolerantes e Esherichia coli no tecido
das Améijoas

Para coliformes totais, termotolerantes e Escherichia coli usou-se a tabela de nUmero mais provavel

(NMP) com 95% de nivel de confianca, tendo em conta o nimero de tubos positivos em cada

diluicdo para a expressédo de resultados.

3.5.Comparacdo da conformidade dos resultados obtidos com os padrfes microbioldgicos
estabelecidos pelas normas nacionais

Foi elaborado um quadro de decisdo para classificar as categorias de cada ponto de colecta e o nivel

de aptiddo para o consumo das améijoas colectadas, de acordo com a combinacdo dos dois

pardmetros microbioldgicos: E.coli e Salmonella tendo como base as legisla¢des nacionais.

Com base na aplicacdo da tabela de decisdo, cada ponto de amostragem foi classificado quanto a
sua aptiddo para consumo humano. A analise permitiu verificar se as améijoas poderiam ser
consumidas directamente, se necessitariam de depuracdo ou afinacéo, ou se eram impréprias devido

a presenca de Salmonella spp..

Os resultados obtidos pela técnica do NMP foram inicialmente expressos em NMP/g. Para efeito de
comparacdo com os limites estabelecidos pela legislagio mocgambicana, os valores foram

convertidos para NMP/100 g, multiplicando-se o resultado por um factor de 100

Tabela 2: Comparacdo de conformidade:

E.coli Salmonella spp
(Categoria) | Presente | Ausente
A
B
C




Legenda: Categoria

Apto; Aptos ap0s a depuracio:l ] A--<230 B-<46000 C--= 46000

Inapto: BB  Apto apds a Afinagdo:C—"1
3.6.Variaveis ambientais
Em cada ponto em que foram colectadas as améijoas, foi medida a temperatura com auxilio do
termdémetro, foi medida a salinidade com auxilio de espectrofotémetro otico e foi medido o PH com

auxilio de phmetro.

3.7.Anélise de dados

Os resultados foram registados e organizados no Microsoft Excel, utilizado para tabulagéo e elaboracéo de
tabelas e graficos. Posteriormente, os dados foram exportados em formato CSV e analisados no programa R-
Studio. Para a hipotese referente a ocorréncia de Salmonella spp. Aplicou-se o teste binominal (95% de
confianga), enquanto para os valores de Escherichia coli utilizou-se o teste t de Student (95% de confianca).
Os dados das variaveis ambientais (pH, salinidade e temperatura) foram avaliados através de estatistica

descritiva de medidas de tendéncia central.




CAPITULO IV

4. Resultados

4.1.Resultado de presenca ou auséncia de Salmonella spp por ponto de coleta

A tabela ilustra que, dos cinco pontos de amostragem analisados no estuario dos Bons Sinais,
apenas o ponto Inhangome 1 (I1) apresentou resultado positivo para a presenca de Salmonella ssp
em 25 g de amostra, correspondendo 20% de todas as amostras enquanto os restantes (Inhangome 2,
Porto, Mitavl 1 e Mitavu 2) ndo revelaram contaminagdo. Este resultado indica que a ocorréncia de
Salmonella ndo é generalizada no estuario, mas sim localizada, possivelmente associada a fontes
pontuais de poluicdo fecal proximas a esse ponto. Apesar de ter sido detectada apenas numa
amostra, a presenca deste patdgeno representa um risco sanitario significativo, pois a legislacdo
exige a sua auséncia total. Assim, o consumo de améijoas provenientes deste local constitui um

perigo para a saude publica.

Tabela 3: Presenca ou auséncia de Salmonella em cada ponto de colecta

Ponto de colecta | Salmonella/25g
Inhangome 1 Presente
Inhangome 2 Ausente
Porto Ausente
Mitavul Ausente
Mitavu2 Ausente

4.2. ldentificacdo da ocorréncia de Coliformes

As andlises microbioldgicas nas améijoas colectadas nos cinco pontos de amostragem do estuério
dos Bons Sinais evidenciaram a presenca generalizada de coliformes totais, coliformes
termotolerantes e Escherichia coli em todas as amostras analisadas. Onde, no ponto de colecta
Inhangome 1, na primeira dilui¢cdo os cinco tubos testaram positivos para a presenca de coliformes
totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli na segunda diluicdo nenhum tubo testou
positivo para todas as categorias e na terceira diluicdo apenas um tubo testou positivo para

coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli;

No ponto Inhangome 2, na primeira diluicdo os 5 tubos testaram positivos para a presenca de
coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli na segunda diluicdo 5 tubos
testaram positivo para todas as categorias e na terceira diluicdo apenas um tubo testou positivo para

coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli;

No ponto Porto, na primeira diluicdo os 5 tubos testaram positivos para a presenca de coliformes

totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli na segunda diluigdo 5 tubos testaram positivo




para todas as categorias e na terceira diluicdo apenas um tubo testou positivo para coliformes totais,

coliformes termotolerantes e Escherichia coli;

No ponto Mitavu 1, na primeira diluicdo os cinco tubos testaram positivos para a presenca de
coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli na segunda diluicdo 2 tubos
testaram positivo para a presenca de coliformes totais, 1 tubo testou positivo para coliformes
termotolerantes e Escherichia coli e na terceira diluicdo apenas um tubo testou positivo para

coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli;

No ponto Mitavu 2, na primeira diluicdo 4 tubos testaram positivos para a presenca de coliformes
totais, 1 tubo testou positivo para coliformes termotolerantes e Escherichia coli na segunda diluigéo
1 tubo testou positivo para a presenca de coliformes totais, coliformes termotolerantes e
Escherichia coli, na terceira diluicdo nenhum tubo testou positivo para coliformes totais,

termotolerantes e Escherichia coli.

Tabela 4: Resultados de testes positivos presuntivos a confirmativos

Numero de tubos e
Amostra [ Parametro | diluicGes Resultados
-1 -2 -3
LSB 0 o Y p— +---- |5-0-1
BGB 0 o Y p— +---- |5-0-1
11 ECB g o p— + 5-0-1
Indol g o p— + 5-0-1
LSB +++++ [ +++++ [+--—- | 5-5-1
BGB +++++ | +++++ |+--—- |5-5-1
12 ECB +++++ | +++++ |+--— |5-5-1
Indol +++++ | +++++ | +---- |5-5-1
LSB +++++ | +++++ |+--— |5-5-1
BGB +++++ | +++++ | +---- |5-5-1
P ECB +++++ | +++++ | +---- |5-5-1
Indol +++++ [ +++++ | +---- | 5-5-1
LSB s o ol IE = SRS P 5-2-0
BGB +++++ |t | - 5-2-0
M1 ECB +++++ | +---—- | --——- |5-1-0
Indol +++++ | +--—- | ---- |5-1-0
LSB ++++- |+ |- 4-1-0
BGB e o S [ SR [ 4-1-0
M2 TEcs PR PO p— 1-10
Indol Hooem e |- 1-1-0




4.3.Quantificacédo de coliformes totais

O grafico apresenta as contagens de coliformes totais nos cinco pontos de amostragem analisados.
O valor mais baixo foi registado em Mitava 2 (17 NMP/g), seguido de Inhangome 1 (31 NMP/g) e
Mitavu 1 (49 NMP/qg). Ja os valores mais elevados ocorreram em Inhangome 2 e no Porto, ambos
com 350 NMP/g. Assim, observa-se uma variacdo clara entre os diferentes pontos de colecta, com

destaque para a maior concentracdo em Inhangome 2 e Porto.
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Figura 12:Grafico de quantificacdo de coliformes totais

4.4.Quantificacdo de coliformes termotolerantes e Escherichia coli

O grafico a sequir, ilustra as contagens de coliformes termotolerantes e de Escherichia coli nos
cinco pontos de amostragem avaliados. Observa-se que em Inhangome 1 ambos os parametros
apresentaram o mesmo valor de 31 NMP/g. No ponto Porto e em Inhangome 2 registaram-se as
maiores contagens, com 350 NMP/g para coliformes termotolerantes e igualmente 350 NMP/g para
E. coli. J& em Mitavl 1, os valores foram mais baixos, fixando-se em 33 NMP/g tanto para
coliformes termotolerantes como para E. coli. O ponto Mitavi 2 apresentou as menores
concentracdes, apenas 4 NMP/g para ambos os parametros. De forma geral, nota-se que os valores
de coliformes termotolerantes e de E. coli coincidem em todos os pontos de coleta. Esta
correspondéncia revela consisténcia entre os resultados obtidos. Além disso, evidencia-se uma
variagdo significativa entre os locais analisados, indo de valores muito baixos em M2 até maximos

eml2eP.
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Figura 13: Gréfico de quantificacdo de coliformes termotolerantes e E.coli

4.5.Comparacdo da conformidade dos resultados obtidos com os padrdes microbioldgicos

estabelecidos pelas normas nacionais

A avaliacdo da aptiddo para o consumo das améijoas colectadas no estuario dos Bons Sinais foi
realizada com base nos critérios da legislagio mocambicana. Os resultados demonstraram que 0s
valores de E. coli variaram entre 4 e 350 NMP/g (equivalentes a 400 — 35 000 NMP/100 g), sendo
todas as amostras enquadradas na categoria B, excepto no ponto Inhangome 1, que, apesar de
apresentar valores compativeis com a categoria B, revelou a presenca de Salmonella spp.,
classificando-se como Inapto para consumo humano. Assim sendo, 80% do total das amostras,
engquadram-se na categoria B, considerando-se Aptas para o consumo apds a depuracdo e 20%

Inaptas para o0 consumo.

Tabela 5:Comparacgdo da conformidade dos resultados obtidos com os padrdes microbioldgicos estabelecidos pelas

normas nacionais.

E. coli Determinaciao de
Ponto (NMP/100 g) Categoria |Salmonella conformi d: de
Inhangome 1 (I1) 3100 B Presente _
Inhangome 2 (12) 35000 B Ausente
Porto (P) 35000 B Ausente
Mitava 1 (M1) 3300 B Ausente
Mitavu 2 (M2) 400 B Ausente
Legenda
Apto ap6s depuragdo [ | Inapto I Categoria: A- < 230 B-< 46000




4.6.Variaveis ambientais

Variaveis ambientais: temperatura e pH sdo homogéneos entre pontos e provavelmente néo

explicam a variacdo espacial das contagens microbianas. A salinidade relativamente baixa (15%o)

indica uma zona estuarina com influxo de agua doce; a salinidade reduzida favorece a sobrevivéncia

de alguns microrganismos de origem terrestre e pode associar-se a maiores concentragdes de

indicadores em moluscos.

Tabela 6: Variaveis ambientais

Ponto de coleta Temperatura PH Salinidade
11 23.4 7.9 15%o
12 23.6 7.9 15%o
P 23.7 7.64 15%o
M1 23.1 7.58 15%o
M2 23.3 7.8 15%o




CAPITULO V

5. Discusséo
Os resultados obtidos neste estudo evidenciam uma contaminagdo microbioldgica relevante nas
améijoas colectadas no estuario dos Bons Sinais, com implica¢des directas para a salde publica e

para a gestdo dos recursos pesqueiros locais.

A presenca de Salmonella spp em 20% do total das amostras, que corresponde ao ponto
(Inhangome 1) demonstra risco microbioldgico efectivo. Dado que este género bacteriano é
reconhecido como um dos principais agentes etioldgicos de doencas transmitidas por alimentos
(Shinohara et al., 2008). Resultados semelhantes foram relatados por Passos et al (2011), que
identificaram Salmonella em 20,7% dos mexilhdes analisados na Baia de Santos, em contexto
urbano e de intensa actividade portuéria. A ocorréncia pontual, apenas num dos pontos de
amostragem, sugere que a presenca deste patdgeno possa estar associada a fontes de contaminacao
localizadas, como descargas de esgoto doméstico ou efluentes néo tratados proximos ao banco de
Inhangome. Quando comparado com os resultados descritos por Collin et al (2008), observa-se uma
divergéncia significativa, nesse estudo realizado na Baia de Maputo, verificou-se a presenca de
Salmonella spp em 100% das amostras de améijoas durante a época chuvosa e em cerca de 30% das
amostras no periodo seco, sugerindo uma contaminacdo generalizada e fortemente influenciada pela
sazonalidade. Os autores destacam que a elevada precipitacdo e as temperaturas mais quentes da
agua durante a época chuvosa favorecem a sobrevivéncia e a multiplicacdo de microrganismos
entéricos, resultando em niveis mais elevados de contaminacdo. Neste contexto, os resultados do
presente estudo diferem, sobretudo por reflectirem condi¢des da estacdo seca (Agosto), em que a
menor pluviosidade pode ter limitado o transporte de contaminantes para o estuario. Esta diferenca
sugere que a presenca de Salmonella no estuéario dos Bons Sinais podera estar associada a fontes de
poluicdo mais localizadas, em contraste com os resultados de Maputo, onde a contaminagio
apresentou caracter mais difuso e sazonal. Por outro lado, Segundo Ciccarelli et al. (2024), a
presenca de Salmonella spp. em zonas de colheita de bivalves tende a ocorrer de forma pontual e
distribuida de maneira aleatoria, ndo apresentando, por isso, uma correspondéncia directa com 0s

niveis de contaminacao por coliformes.

Relativamente aos coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli, os resultados
apontam para uma forte heterogeneidade espacial. Os valores mais elevados foram registados no
banco de Inhangome ponto 2 e no banco do Porto (350 NMP/g em todos os parametros), enquanto o
ponto Mitavu 2 apresentou os valores mais baixos (17 NMP/g para coliformes totais e 4 NMP/g

para coliformes termotolerantes e E.coli). Esta variacdo reflecte a influéncia directa da pressao




antropica sobre os diferentes locais de amostragem, uma vez que areas mais proximas de descargas
urbanas e actividades portuérias (caso do Porto e de Inhangome 2) tendem a acumular maiores

cargas de contaminantes fecais.

Este cenario podera estar associado a intensa actividade portuaria e a maior proximidade de
descargas de efluentes urbanos, factores que contribuem para a introducdo de microrganismos de
origem fecal no estudrio. Resultados semelhantes foram descritos por Justino et al (2009), que

observaram concentracdes elevadas de coliformes em mangais sujeitos a forte pressdo antropica.

Em contraste, os pontos Inhangome 1, Mitavu 1 e Mitavu 2 apresentaram valores
consideravelmente mais baixos (entre 17 e 49 NMP/g), sugerindo menor exposicao a fontes directas
de contaminacgdo. De forma analoga, Silva et al (2021) demonstraram que a variabilidade espacial
da contaminagdo microbioldgica em bivalves esta intimamente ligada ao grau de impacto humano

sobre cada zona estuarina.

Importa salientar que, segundo Franco e Landgraf (2023), os coliformes totais sdo amplamente
reconhecidos como indicadores de poluicdo fecal e da qualidade higio-sanitaria dos alimentos. A
sua presenca, em niveis elevados, ndo apenas denuncia a influéncia de descargas contaminantes,
como também alerta para o risco potencial de ocorréncia de microrganismos patogénicos capazes de
comprometer a saude publica. O elevado numero de E. coli nos pontos 12 e P sugere aporte
continuo de poluicdo fecal, possivelmente associada a descargas recentes de aguas residuais, dado

que este microrganismo é um indicador de contaminacdo fecal recente (Bettencourt, 2011).

Com base nos resultados obtidos e segundo os limites estabelecidos pela legislacdo mocambicana
(Boletim da Republica, 2011,2025), que definem como critério a auséncia de Salmonella spp. Em
25 g de amostra e valores de E. coli < 230 NMP/100 g para Categoria A, entre 230 a 46 000
NMP/100 g para Categoria B e =46 000 NMP/100 g para Categoria C, foi possivel classificar os
pontos de de colcta na categoria B, sendo aptos para a comercializagdo/Consumo apenas apos
depuracdo, excepto no ponto Inhangome 1, que apesar de apresentar valores de E. coli compativeis
com esta categoria, foi considerado Inapto para o consumo devido & presenca de Salmonella spp.
Assim, nenhuma das amostras atingiu a Categoria A (consumo directo) e ndo se registaram valores
que se enquadrassem na Categoria C (afinacdo), evidenciando que as améijoas do estuario dos Bons

Sinais necessitam obrigatoriamente de tratamento prévio para garantir a seguranca alimentar.

As varidveis ambientais analisadas (temperatura, pH e salinidade) apresentaram valores

homogéneos entre os pontos, ndo explicando directamente as diferencas encontradas nas contagens




bacterianas. Entretanto, a salinidade relativamente baixa (~15%o) ¢ um factor que pode favorecer a
sobrevivéncia de microrganismos de origem terrestre, contribuindo para a persisténcia de

indicadores fecais em ambientes estuarinos, conforme apontado por (Justino et al.,2009).

De um ponto de vista critico, os resultados sugerem que a contaminacdo no estuario dos Bons
Sinais é localizada e fortemente influenciada por fontes pontuais de poluicdo, como descargas
urbanas e actividades portuérias. Contudo, a anélise restrita a0 més de Agosto representa uma
limitacdo, uma vez que ndo permite avaliar a influéncia da sazonalidade sobre a dindmica da
contaminacdo. Estudos em outros estuarios indicam que a variacdo sazonal pode ter impacto
significativo sobre a carga microbiana em bivalves (Silva et al., 2021), pelo que investigacGes
futuras deveriam incluir diferentes periodos do ano para ampliar a compreensdo dos padrbes de

contaminacéo.

Para o teste de hipdtese referente a Salmonella spp foi observado que dos 5 pontos de amostragem,
apenas uma amostra correspondente ao ponto Inhangome 1 apresentou contaminagdo por
Salmonella spp., 0 que corresponde a uma propor¢do observada de 20% e o valor-p (< 2,2e-16)
indica que o resultado é estatisticamente significativo ou seja, ndo ha evidencias para rejeitar a

hipo6tese nula (HO) de que as améijoas estdo contaminadas por Salmonella spp.

Do ponto de vista de seguranca alimentar, a deteccdo de Salmonella spp em qualquer amostra é
suficiente para classificar como inapto para consumo directo, uma vez que a legislacdo exige

auséncia total deste patdgeno em 25 g de amostra.

Para o teste de hipotese referente a Escherichia coli o teste t apresentou valor-p = 0,0664, isso
significa que ndo ha evidéncias estatisticas suficientes para rejeitar a hipotese nula, ou seja 0s niveis
de Escherichia coli nas améijoas estdo elevados e ultrapassam os limites maximos permissiveis para
moluscos bivalves em Mocambique, reflectindo risco sanitario associado ao consumo destes

moluscos.




6. Concluséo

Apos a realizacdo do presente trabalho, conclui-se que as améijoas colectadas no estuario dos Bons
Sinais apresentam niveis elevados de contaminagdo microbioldgica, reflectindo a influéncia de
fontes antropicas de poluicdo. Foi possivel detectar a ocorréncia de Salmonella spp, em um dos
pontos de amostragem, o que representa um risco directo para a satde publica e torna essa amostras
inapta para consumo humano. Verificou-se igualmente a presenca de coliformes totais, coliformes
termotolerantes e Escherichia coli em todos os pontos analisados, com variagcdes espaciais que

evidenciam maior carga microbiana em zonas proximas de maior pressdo urbana e portuaria.

De acordo com a legislagdo mogambicana, todas as amostras foram enquadradas na Categoria B,
necessitando de processos de depuracdo antes do consumo, a excepcao do ponto com detecgdo de
Salmonella, considerado inapto. Assim, conclui-se que 0 consumo seguro das améijoas do estuario
dos Bons Sinais depende da aplicacdo de tratamentos adequados e da implementacdo de medidas de
gestdo ambiental e de saneamento, a fim de reduzir a poluicdo e garantir a proteccdo da saude dos

consumidores.




7.

Recomendacoes
+ Recomendo que se faca estudo semelhante nos mesmos pontos de amostragem em
diferentes estacOes, para comparar os resultados de acordo com a sazonalidade.
% Recomendo que futuras pesquisas incluam a deteccédo de outros agentes de relevancia para a
salde publica, tais como Vibrio spp. e Listeria monocytogenes, de forma a aprofundar o
conhecimento sobre os riscos microbiolégicos associados ao consumo de bivalves no

estuario dos Bons Sinais
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9. Anexos
Material usado

Material do campo | Material/Equipamento para andlise Meios de cultura, reagentes e diluentes
Tubos de i
Sacolas esterilizadas oo S Agua destilada
Tubos de Durhan
Marcador Suportes Agua peptonada
. . Meios de cultural: BPW,RAPP,XLD,NA,LIA
Caixa térmica Bolsas stomacher estéreis o TSI
Meios de cultura2: LSB, ECB, BGB e
Luvas Stomacher >
reagente de kovac’s
Smartphone Talheres, bandejas de inox
Termémetro Bico de Bunsen
Espectrofotometro Balanga

Testes Estatistico para Hipoteses 1

Estatistica Valor

Numero de amostras contaminadas 1

Total de amostras 5

Propor¢ao observada 0.2 (20%)

Valor-p <2.2e-16

Intervalo de confianca (95%) [0.0102, 1.0000]
Teste estatistico para Hipdteses 2

Métrica Valor

Média das amostras 15.360 UFC/100g

Valort 1.883

Graus de liberdade (df) 4

Valor-p 0.0664

Intervalo de confianga 95%

(-1767.98, )

Estatistica descritiva das Variaveis ambientais

Vars N mean Sd median trimmed Mad Min max Skew
Temperatura 5 23.42 024 234 23.42 0.30 23.1 237 060 -
0.10
PH 5 17.76 0.15 7.8 7.76 0.15 7.58 79 032 -
0.19

Salinidade 5 15.00 0.00

15.0 15.00 0.00 15.00 150 NaN

Meios de cultura para deteccédo de salmonela
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