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Bactérias entéricas presentes em amostras de agua e
camarao marinho Litopenaeus vannamei oriundos de
fazendas de cultivo no Estado do Ceara, Brasil

Enteric bacteria in water samples and marine shrimp Litopenaeus vannamei cultured in the
state of Ceard, Brazil
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Resumo

Foram realizados a quantificagdo de coliformes totais (CT) e termotolerantes (CTT), isolamento e identificacdo de
coliformes, e pesquisa de Salmonella em 28 amostras de dgua e 28 de camardo da espécie Litopenaeus vannamei,
oriundas de duas fazendas de cultivo localizadas no Estado do Cear4, Brasil. Nenhuma amostra de agua apresentou
indice de CTT acima do limite de 2.500/100 mL preconizado pela legislacdo para aguas salobras destinadas ao cultivo
de organismos para fins de consumo. O Numero Mais Provavel (NMP/g) de CTT das amostras de camardo variou de <3
a2,9x 10 A maior frequéncia de isolamento de coliformes nas amostras de agua e camardao foi a da espécie Escherichia
coli. Em apenas trés (5,35%), das 56 amostras analisadas, foi detectada a presenca de Salmonella sorovar Newport e S.
Saintpaul. Apesar do baixo indice de CTT e da baixa incidéncia de salmonela, a presenca dessas bactérias entéricas em
ambientes de cultivo de peneideos é preocupante, uma vez que podem provocar infecgdes em humanos.
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Abstract

Samples of water (n = 28) and Litopenaeus vannamei (n = 28) from two shrimp farms in Ceara state, Brazil were
evaluated for total coliforms (TC), total thermotolerant coliforms (TTC), coliform species diversity and Salmonella.
No water sample presented TTC levels above the maximum level (2,500 MPN/100 mL) established by regulation for
brackish water aquaculture producing seafood for human consumption. The most probable number (MPN) of TTC
in shrimp samples ranged from <3 to 2.9 x 10* CFU/g. The coliform species most frequently isolated from water and
shrimp was Escherichia coli. Only three (5.35%) of the 56 samples tested were positive for Salmonella (Newport and
Saintpaul serovars). In spite of the low TTC levels observed, the presence of potentially pathogenic enteric bacteria in
shrimp culture is a disquieting finding.

Keywords: Enteric bacteria. Water. Shrimp.

Introducao

As bactérias entéricas representam um dos princi-
pais indicadores sanitarios para camardes cultivados e
sdo utilizadas como critérios de qualidade por 6rgaos
nacionais* e pela Comunidade Europeia, que é um
dos principais importadores do camario cultivado no
Brasil’.

Norhana et al.* afirmam que o comércio interna-
cional de camarao vem sendo ampliado, facilitando a

introdugdo de patégenos em novas dreas geograficas e

Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., Sdo Paulo, v. 48, n. 1, p. 46-53, 2011

em diferentes comunidades humanas. Para os autores,
sob o ponto de vista da saude publica, a producio de
camarao livre de microrganismos patogénicos esta se

tornando uma preocupa¢ao mundial. Nesse contexto,
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a pesquisa de bactérias de origem fecal em dreas de
cultivo de peneideos reveste-se de importincia, uma
vez que essas bactérias sdo consideradas indicadoras
de contaminagao fecal e, por conseguinte, de patoge-
nos veiculados a dejetos fecais”.

Segundo Huss®, as enterobactérias podem ocorrer
em pescado como resultado de contaminagdo fecal
em decorréncia da poluigdo das aguas naturais ou
de ambientes aquaticos, onde estes microrganismos
podem sobreviver durante um longo periodo. Des-
se modo, a qualidade bacteriolégica do ambiente de
cultivo pode concorrer para contaminagao dos orga-
nismos aquaticos. Para Gongalves’ o conhecimento
da microbiota do habitat do pescado torna possivel a
aplicagdo de medidas a fim de evitar um indice eleva-
do de bactérias deterioradoras e eliminar os riscos a
saude do consumidor.

Dentre as bactérias entéricas, o grupo coliforme
destaca-se como um indicador microbiolégico am-
plamente utilizado para avaliagao higiénico-sanitaria
de alimentos e vem sendo isolado de diferentes com-
ponentes de sistemas de carcinicultura, como sedi-
mento®, dgua e camarao’.

O género Salmonella também merece destaque
como indicador de qualidade sanitdria em pescado.
Segundo Argolo Filho', a excregao da Salmonella pe-
las das fezes de animais homeotermos, pode contami-
nar égua, solo, outros animais e alimentos. Os animais
cultivados podem, portanto, sofrer infec¢ao pelo con-
tato direto com fezes, agua e alimentos contaminados.

Muitos estudos relatam a incidéncia de salmonela
em alimentos de origem marinha'"'>" e alertam para
o perigo potencial desse patégeno como causador de
gastroenterites em humanos. De acordo com Hofer,
Silva Filho e Reis'*, a severidade da doenga provocada
por salmonela depende da viruléncia da estirpe e das
condigoes do hospedeiro humano.

Diante do exposto, objetivou-se no presente estu-
do pesquisar a ocorréncia de bactérias entéricas em

amostras de dgua e camarao marinho Litopenaeus
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vannamei provenientes de duas fazendas de culti-
vo no Estado do Ceard, por meio da quantificagdo e

identificacao de coliformes e detecgdo de Salmonella.

Material e Método

Amostragem. Foram analisadas 28 amostras de
agua e 28 de camarao durante o periodo de margo a
outubro de 2004, coletadas em quatro viveiros de duas
fazendas de camardo (fazenda 1 - V1 e V2, fazenda
2 — V3 e V4) localizados no estuario do rio Coreau,
litoral oeste do Estado do Ceara. Essa regiao possui
caracteristicas climaticas compativeis as da regiao do
semidrido nordestino, com distribuicao da estacido
chuvosa nos meses de fevereiro a maio. As amostras
de agua foram coletadas em garrafas ambar, com ca-
pacidade para um litro, previamente esterilizadas.
Os camardes foram obtidos com emprego de redes e
acondicionados em sacos plasticos estéreis. Todas as
amostras foram mantidas em recipiente isotérmico
até o inicio das analises microbioldgicas.

Preparacido das Amostras. Para a preparagio das
amostras de agua e camardo, destinadas a andlise de
coliformes totais e termotolerantes, foi realizada di-
luigdo de 1 mL e 50g em 9 mL e 450 mL de solu¢ao
salina, respectivamente, obtendo-se a diluicdo de 10°
!, a partir da qual foi feita a diluicdo decimal seriada
de 107 retirando-se 1 mL e homogeneizando-o em 9
mL de salina, e assim sucessivamente até a diluicao
de 10

Quantifica¢io de Coliformes Totais (CT) e Termo-
tolerantes (CTT). A determinacdo do Numero Mais
Provavel (NMP) de CT e CTT foi feita de acordo com
técnica de fermentagdo em tubos multiplos®. Para o
calculo do NMP de CT e CTT foram escolhidas as sé-
ries criticas dos tubos positivos na prova confirmaté-
ria e prova de determinacgdo de CT'T, respectivamen-
te, e lidas na tabela de Hoskins citada em Blodgett'.
O valor da série critica foi multiplicado pela dilui¢ao

média e expresso em NMP/100 mL para as amostras
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de dgua. Para as amostras de camarao, o valor da série
critica foi multiplicado pela diluigio média e dividido
por 100, sendo expresso em NMP/g.

Isolamento e Identificacio de Coliformes. As colo-
nias, com caracteristicas de coliformes crescidas no meio
Agar Eosina Azul de Metileno (EMB), foram isoladas em
Agar Triptona Soja (TSA) e submetidas & identificacao
bioquimica a partir do grupo de testes do IMViC". Em
todos os isolados foram realizadas as provas de produ-
¢ao de indol, vermelho de metila, producio de acetoina
em Voges-Proskaeur, utilizacdo de citrato, fermentagao
da lactose, produgao de H,S e motilidade.

Pesquisa de Salmonella. Foram realizadas as eta-
pas de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo e
triagem bioquimica, de acordo com Wallace e Ham-
mack’. Para a realizagdo da etapa de pré-enriqueci-
mento foram filtrados 5 L de agua em papel de filtro
esterilizado, que foi incubado em 225 mL de Caldo
Lactosado (CL), e homogeneizados 25 g de camarao
em 225 mL de CL, com incubacio a 35 °C/24h. Na
etapa de enriquecimento seletivo, foram retiradas ali-
quotas de 1 mL e 0,1 mL do CL e inoculadas em 10
mL de caldo Tetrationato (43 °C/24 h) e em 9 mL de
caldo Rappaport (42 °C/24 h), respectivamente. Os
tubos positivos foram plaqueados em dgar Hektoen e
agar MacConkey com incubagao por 24 h/ 35-37 °C.
Com as coldnias caracteristicas de Salmonella foram
realizadas triagens em agar triplice agucar ferro (TSI)
e agar lisina ferro (LIA). A partir dessas triagens, fo-
ram selecionadas cepas com perfil bioquimico com-
pativel com o género Salmonella destinadas a realiza-
¢ao da sorologia com o antissoro somatico polivalente
(poli O:H). A caracterizagdo ao nivel de sorovar foi
realizada no Laboratdrio de Enterobactérias do Insti-

tuto Oswaldo Cruz (FioCruz) no Rio de Janeiro.

Resultados e Discussao

Os resultados referentes ao NMP de CT e CTT das

amostras de dgua e camarao das duas fazendas encon-
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tram-se descritos na tabela 1. Nenhuma amostra de
agua apresentou indice de CTT superiores ao limite
de 2.500/100 mL preconizado pela Resolu¢ao 357
de 2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente -
CONAMA? para aguas salobras destinadas ao cultivo
de organismos para fins de consumo.

A variagdo de CT e CTT observada nos quatro vi-
veiros pesquisados sugere que o material organico
recebido pelos tanques de cultivo é variavel. Consi-
derando que para Vieira et al.’® a presenca de colifor-
mes esta relacionada a uma maior concentragido de
matéria organica, pode-se sustentar a assertiva de que
os viveiros estdo recebendo aportes de nutrientes que
concorrem para proliferagio e manutenc¢do de coli-
formes na coluna d’agua.

Nas amostras de camardo foi observada uma va-
riagdo de CTT/g de <3 a 2,9 x 10*. Valores de NMP
de CTT/g superiores a 1.000 foram observadas em
6 (21,42%) amostras. A legislacao vigente' nao es-
tipula limites para coliformes termotolerantes a 45
°C em camardes in natura, no entanto, é sabido que
um dos maiores importadores do camardo cultiva-
do no Brasil é a Comunidade Europeia (CE) que por
meio da “Comission Decision” de 15 de dezembro de
1992, limita o indice de Escherichia coli em camario
em 100 NMP/g. Apesar de ndo ter sido feita a quan-
tificacdo de E. coli, a presenga de CTT nas amostras
de camardo pode ser considerada como indicadora
de contamina¢do de origem fecal. Para Muratori et
al.’?, a ocorréncia de coliformes termotolerantes em
pescado indica que os mesmos foram capturados em
ambientes com elevados indices de contaminacio
bacteriana.

Reis et al.”, em estudo sobre as condigdes higiéni-
co-sanitdrias de camardes, encontraram indices de
NMP/g de CT e CTT semelhantes aos do presente es-
tudo, com uma variagdo de < 3 e > 1.100 NMP/ge < 3
e 460 NMP/g, respectivamente.

Apesar de nao haver na legislagdo brasileira limi-

tes para CT em ambientes de cultivo de peneideos,
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Tabela 1 - Numero Mais Provavel (NMP/100 mL e NMP/g) de Coliformes Totais (CT) e Termotolerantes
(CTT) em amostras de agua e camardo provenientes de viveiros de cultivo do camario

Litopenaeus vannamei

Agua (NMP/100mL)
Fazenda 1 Fazenda 2

A. Viveiro 1 Viveiro 2 Viveiro 3 Viveiro 4

CT CTT CT CTT CT CTT CT CTT
1 | <1,8 <18 <18 <18 1,4x 10* <18 1,8x10° 1,8x10°
2 | 2,1x10° <18 7,8 x 10% 7,8 x 10% 1,4x10° 4,0x 10? 2,7x10° 4,5x10%
3 | 7,8 x 10% <18 2,4x10° 2,4x10° 4,7x10° 1,1x10° <18 <18
4 | 3,7x10% <18 6,8 x 10? <18 <18 <18 4,5x10? 2,0 x 102
5 | <18 <18 9,3x10? <18 <18 <18 <18 <18
6 | <18 <18 <18 <18 7,8 x 10° <18 2,0x 10% <18
7 | <18 <18 8,1 x10* <18 1,1x10° 2,0 x 10% 2,0x 10? <18

Camarao (NMP/g)
Fazenda 1 Fazenda 2

A Viveiro 1 Viveiro 2 Viveiro 3 Viveiro 4

CT CTT CT CTT CT CTT CT CTT
1 1,5x 10* 1,1 x 10* 1,1 x 10* 4,6 x 10° 2,4x10* 2,1 x 10* 2,9 x 10* 4,6 x 10°
2 | 2,4x10° 4,3x10? 4,6 x 10° 4,6 x 10° >1,1 x 10° 1,5x10 >1,1x10° 43x10
3 | 1,5x 10? 3,8x10 1,1x10° 4,6x10° 4,3x10? <3 1,5x 10? 9,2
4 >1,1x 10° 3 2,7x10° 2,8x10% 2,9x10% 43 2,4x10° 3,8 x10?%
5 | 9,3x 10 3,6 2,4x10* 4,3x10? 1,5 x 10? <3 4,3x10% <3
6 2,1 x 10% 3,6 7,5x 10 2,3x 10 2,4 x 10% 93 2,1x10 3,6
7 | 23 <3 4,6x10° <3 2,1x10 <3 2,1x10% <3

* A.: Amostras

os achados do presente estudo estdo de acordo como
os de Alvares et al?', que em pesquisa sobre as ca-
racteristicas higiénico-sanitdrias e microbioldgicas
de pescado comercializado em Sido Paulo detecta-
ram uma contaminagdo por CT variando de 3,6 a >
1.100 NMP/g. Os autores destacaram que mesmo nao
havendo limites legais para os indices de CT, a ocor-
réncia dessas bactérias em alimento merece destaque,
pois as mesmas ndo deixam de estar relacionadas a

sua qualidade higiénico-sanitaria.

Os valores de NMP de CT e CTT das amostras de
camarao foram superiores aos das amostras de agua
(Tabela 1). E possivel que isto ocorra porque o cama-
rao além de concentrar os microrganismos em dareas
menores que aquelas em dgua, também é mais rico em
nutrientes representando um excelente substrato para
colonizagao bacteriana, diferentemente da agua que é
considerada um pobre meio de cultivo para micror-
ganismos. Resultados concordantes foram verificados

por Fonseka” e Putro et al.”, que observaram uma

Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., Sdo Paulo, v. 48, n. 1, p. 46-53,2011



50

contagem de coliforme mais elevada no camardo do
que na agua de cultivo.

Nao foi observada uma variagao significante entre
os indices de NMP/100 mL de CT e CTT das amos-
tras de dgua das fazendas 1 e 2. Entretanto, houve uma
variagdo significativa entre as amostras de camarao
das fazendas 1 e 2 no que tange a carga de CT e CTT/g
(Tabela 2).

As analises estatisticas sugerem que as amostras de
camarao da fazenda 2 apresentaram uma carga de co-
liforme significativamente superior as da fazenda 1,
apesar de ndo haver varia¢do significativa na micro-
biota da agua. Alguns fatores, observados apenas na
fazenda 1, podem ter contribuido para esse achado,
como a presenca de mamiferos e de aves nas proxi-

midades dos viveiros. Além disso, a qualidade bac-

Tabela 2 - Andlise estatistica dos indices de Numero Mais Provével
(NMP) de coliformes totais (CT) e termotolerantes (CTT)

das fazendas 1 e 2

Agua Camario
Fazenda 1 Fazenda 2 Fazenda 1 Fazenda 2
Coliformes totais

Média 4,504 5,487 7,419 5,703
Variancia 14,392 14,294 5,675 3,806
Valor de t 0,825 2,408

Valor de P 0,4143 0,0214
Significancia Nio significante Significante

Coliformes termotolerantes

Média 1,791 2,541 4,698 2,851
Variancia 7,819 10,545 11,110 6,956
Valor de t 0,780 1,883

Valor de P 0,4402 0,0680
Significincia Nao significante Significante

teriologica do sedimento pode ter influenciado na
contaminagdo das amostras de camarao, uma vez que
esses crustaceos sao bentdnicos. A verificagdo de que
os coliformes totais e E. coli ocorrem no sedimento
em quantidades significativamente superiores as da
coluna ddgua foi relatada por An, Kampbell e Brei-
denbach?.

Das 80 cepas de coliformes oriundas das amostras
de agua das duas fazendas, 55 (68,75%) foram iden-
tificadas como E. coli, 13 (16,25%) como Citrobacter
spp-» 10 (12,5%) como Klebsiella spp e 2 (2,5%) como
Enterobacter spp. Foram isoladas 124 cepas de coli-

formes de todas as amostras de camarao analisadas,
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sendo 72 (58%) E. coli, 26 (21%) Enterobacter spp., 15
(12%) Klebsiella e 11 (9%) Citrobacter spp.

A distribuicdo de bactérias da familia Entero-
bacteriaceae em viveiros de cultivo de organismos
aquaticos foi relatada por Sivakami, Premkishore
e Chandran®, que verificaram os coliformes E. coli,
Enterobacter e Klebsiella como parte da microbiota
exodgena de ambientes de cultivo. Para os autores, a
qualidade da agua utilizada em aquicultura ¢ refletida
na microbiota dos organismos cultivados. Essa obser-
vagdo foi confirmada no presente estudo, uma vez que
a composicdo bacterioldgica da agua foi semelhante

a do camario, com predominancia da espécie E. coli,



variando apenas na frequéncia de isolamento dos gé-
neros Citrobacter e Enterobacter.

Nesse contexto, Sugamar, Jawahar e Shanmugam?®
isolaram bactérias patogénicas de um sistema de cul-
tivo de camarao, verificando concomitantemente E.
coli nas amostras de dgua e camarao analisadas. Os
autores revelaram que deve haver um manejo adequa-
do durante todo o ciclo de produgdo de camarao a fim
de se evitar contaminag¢des do pescado por patogenos
bacterianos, minimizando, portanto, possiveis infec-
¢Oes nos consumidores desse tipo de produto.

Além do aporte de matéria organica, outro fator que
pode concorrer para o isolamento de coliformes nos
viveiros é a temperatura da agua. Por serem mesdfilas,
as bactérias pertencentes a esse grupo tém sido iso-
ladas de amostras de agua de regides tropicais®, po-
dendo ocorrer, durante o verao, em reservatorios de
paises temperados®.

A prevaléncia de E. coli nos camardes esta de acor-
do com Hatha, Magbool e Kumar®, que pesquisaram
a qualidade microbioldgica de produtos oriundos de
atividade de carcinicultura na India e verificaram a
presenca dessa enterobactéria em camardes crus.

Carvalho® investigou as influéncias exégenas na
qualidade bacterioldgica da dgua, solo e camardo em
fazendas de cultivo do Estado do Ceara e encontrou
resultados semelhantes aos da presente pesquisa no
que concerne ao isolamento de E. coli. O autor alerta
que a presenca de E. coli no ambiente de cultivo de
peneideos é preocupante, uma vez que essa espécie
possui origem fecal tendo como habitat o trato intes-
tinal dos animais de sangue quente e pecilotérmicos.

No que tange a pesquisa de Salmonella, foram iden-
tificadas apenas trés cepas de todas as amostras (agua
e camardo). Duas estirpes, oriundas de uma amostra
de dgua e camardo da fazenda 2, foram confirmadas
como o sorovar S. Saintpaul, e a terceira, proveniente
de uma amostra de agua da fazenda 1, foi identificada
como S. Newport. Desse modo, apenas uma amostra

de camardo encontra-se fora dos padrdes microbio-
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légicos contemplados pela ANVISA!, que preconiza
auséncia de Salmonella em crustaceos in natura res-
friados ou congelados ndo consumidos crus.

O género Salmonella possui mais de 2.000 soro-
vars®. Dentre esses, os dois detectados na presente
pesquisa (S. Saintpaul e S. Newport) ja foram isolados
de alimentos de origem marinha®'.

Heinitz et al.*?, em investigagao sobre a ocorréncia
de Salmonella em alimentos marinhos destinados a
alimentacdo humana, destacaram o sorovar S. New-
port como o sexto mais frequente e alertaram que o
mesmo vem sendo associado a doencas transmitidas
por alimentos nos Estados Unidos.

A baixa ocorréncia de Salmonella observada no pre-
sente estudo estd de acordo como os resultados ob-
tidos por Hatha & Rao®, que relataram apenas uma
amostra positiva para Salmonella de um total de 1.264
camarodes crus analisados e, sugeriram que este fato
pode estar relacionado a contamina¢do dos viveiros
de cultivo por diferentes fontes, como a utilizagido de
fertilizantes de origem animal nao tratados. Outros-
sim, Dalsgaard et al.** ndo detectaram salmonela em
nenhuma das 158 amostras (agua, sedimento, cama-
rdo, racio e fertilizante) coletadas em areas de culti-
vo de camarao. Segundo os autores, a contaminagao
por salmonela pode ser resultante de processamento
inadequado do camardo e ndo advém necessariamen-
te dos viveiros de cultivo. Os camardes analisados na
presente investigacdo nao sofreram qualquer tipo de
processamento, uma vez que foram coletados dire-
tamente nas fazendas, desse modo, a presenga desse
patogeno pode ter sido decorrente da contaminagao
dos viveiros.

Bhaskar et al.® encontraram dados discordantes
com o da presente pesquisa quando da verifica¢ao da
incidéncia de Salmonella em camardes cultivados. Os
autores detectaram esse género bacteriano em todas
as amostras de camarao pesquisadas e sugeriram que
o mesmo faga parte da microbiota natural de ambien-

tes destinados ao cultivo de peneideos, destacando
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que as principais fontes que contribuem para a sua
ocorréncia nesses ambientes podem ser o sedimento,
agua e racdo. Em pesquisa sobre a prevaléncia de bac-
térias de interesse sanitario em camardes cultivados
da espécie Penaeus monodon, Bhaskar et al.” também
sustentaram a hipotese de que o género Salmonella
pertenca ao grupo de bactérias que ocorrem natural-
mente em ambientes de cultivo de camarao, uma vez
que néo foi observada correlagdo entre a presenga de
coliformes e a incidéncia desses patogenos.

Por outro lado, os achados do presente estudo cor-
roboram os de Shabarinath et al.*, que detectaram
salmonela em camardes e afirmaram que esse grupo
de patégenos entéricos pode ser encontrado em aguas
fluviais e sedimentos marinhos e estuarinos desde que
haja alguma fonte de contaminacdo fecal, posto que
seu habitat natural é o trato intestinal de animais ho-

meotermos. Ainda nesse sentido, Koonse et al.* afir-
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