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The objective this work we evaluated the sanitary-hygienic conditions of
the production system used in different farms of shrimp culture from the coast
Piaui. The identification of Salmonella spp., the enumeration of coliforms at 37°
C and Escherichia coli in water samples, shrimp and ration, were evaluated. The
results for coliform at 37°C and E. coli in the water samples of different sta-
ges of cultivation were similar regardless the location of sampling. Salmonella
spp. was isolated in two water and shrimp samples from the farm “B”. These
results indicated that this production system lead to presence of pathogenic
enterobacterias. Coliforms nor Salmonella spp. were not detected in the ration
samples. The amount of coliform at 35°C and at 45°C demonstrated that the
nurseries are in good sanitary-hygienic conditions. The productive manage-
ment used by the operators shrimp of Piaui is similar in all stages of cultivating
and the environment are contaminated with coliform and E. coli in shrimps and
water. The management system used in the shrimp culture favors the presence
of Salmonella sp. in shrimps and waters of the nurseries, but does not favor the
increasing of coliform and E. coli in the effluent. The ration used in crops are
not a source of contamination of nurseries by coliform and E. coli.

KEY WORDS. Litopenaeus vannamei, quality health, coliform, shrimp withe, microbi-
ology.

RESUMO. O objetivo deste trabalho foi avaliar as  de coliformes a 37°C e Escherichia coli em amostras
condigdes higiénico-sanitarias do sistema de pro- de dgua, camardo e ragdo Os resultados para coli-
ducao utilizado em diferentes fazendas de carcini- formes a37°C e E. coli em amostras de dgua de dife-
cultura localizadas no litoral do Piaui. Foram reali-  rentes estagios de cultivo foram semelhantes, inde-
zadas a pesquisa de Salmonella spp., a enumeragdo  pendentemente do local de coleta. Salmonella spp.
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foi isolada em duas amostras de 4gua e camarao
da fazenda “B”. Estes resultados indicam que o sis-
tema de producdo utilizado pode favorecer a pre-
senga de enterobactérias patogénicas. Coliformes e
Salmonella spp. ndo foram detectados nas amostras
de ragdo. A quantidade de coliformes a 35°C e 45°C
na dgua demonstraram que os viveiros apresentam
condicdes higiénico-sanitarias satisfatorias. O sis-
tema de manejo produtivo utilizado pelos carcini-
cultores piauiense é semelhante em todas as fases
do cultivo apresentando contaminagdo por E. coli e
Salmonella nos camardes e na 4gua, mas nao favore-
ce o aumento da coliformes e E. coli no efluente. As
ragoes utilizadas nos cultivos ndo constituem uma
fonte de contaminacdo dos viveiros por Salmonella
spp., coliformes e E. coli.

PALAVRAS-CHAVE. Litopenaeus vannamei, qualidade
sanitéria, coliformes, camarao branco, microbiologia.

INTRODUCAO

O Brasil produziu 80.000 toneladas de camardo
em 2010, dos quais 78.399 toneladas foram absorvi-
das pelo mercado interno (ABCC 2010) e o Estado
do Piaui também contribuiu para essa producdo e
em 2006 garantiu o oitavo lugar no ranking nacio-
nal em produtividade. A carcinicultura marinha foi
introduzida no Piaui na década de 80 e somente a
partir da década de 90 o Litopenaeus vannamei foi
introduzido na regido tornando-se um marco para
a carcinicultura piauiense (Rocha 2007).

A Resolucdo n° 357 de 17 de marco de 2005
do CONAMA classifica os corpos de dgua quanto
a salinidade e tipos de utilizagdo, deste modo, as
aguas utilizadas para cultivo de camardo marinho
se enquadram na Secdo II das 4guas salobras como
“Classe 1”7, que devem ter no maximo 1.000 (3,00
em log, ) coliformes a 45° C por 100 mL. Este valor
deve ser observado e monitorado em 80% ou mais
de amostragens em seis coletas bimestrais durante
um ano (CONAMA 2005).

Os coliformes sao bactérias que caracterizam
a higiene de dguas e alimentos e podem ser utili-
zados para avaliagdo de contaminacdo bacteriana
em ambientes aquaticos e a espécie Escherichia coli,
dentre os coliformes, é considerada como indica-
dora de contaminacao fecal, por fazer parte da mi-
crobiota intestinal de mamiferos e aves (Jay 2005,
Franco & Landgraf 2008).

A Salmonella spp. pertence a Familia Enterobac-
teriaceae e possui mais de 2.000 sorotipos. Estes or-
ganismos mesofilos estdo distribuidos por todo o
mundo e ocorrem, principalmente, nos intestinos
dos mamiferos e aves e ambientes com contamina-

cdo fecal (Jakabi et al. 1999, Jay 2005) e de acordo
com a Comissao Técnica Nacional de Biosseguran-
¢a-CTNBio, (Brasil 1997), sdao consideradas como
agentes etiologicos pertencentes a classe de risco
“2” da qual fazem parte os patégenos. Devido ao
potencial patogénico, a RDC, n° 12 de 2001 da AN-
VISA, exige a auséncia de Salmonella spp. em 25 g
de camardes destinados ao consumo humano (Bra-
sil 2001).

Em funcado da capacidade de disseminacao a Sal-
monella spp. pode ser isolada em ambientes hidri-
cos diversificados e alimentos (Jakabi et al. 1999).
Muratori (2000) pesquisando tilapias consorciadas
com suinos isolou os sorotipos S. Infantis, Salmo-
nella spp. (O 4,5;y;-) e S. Jos na pele, S. Infantis no
tubo digestorio, S. Bredenaz, S. Mabandaka, S. In-
fantis, Salmonella sp. (O 4,5; y; -) e S. Jos nas dguas
de nascente e S. Infantis e S. Mabandaka na 4dgua
do efluente dos viveiros. Os peixes analisados nes-
ta pesquisa representavam um possivel risco sani-
tario para consumidores humanos pela presenca
de Salmonella spp.

Linder (2002) ao avaliar o sistema intensivo de
criacdo de peixes tropicais de agua doce, isolou
Salmonella spp no contetido intestinal de peixes e
no sedimento dos tanques de criagdo, porém, nao
determinou a presenca de Salmonella na ragao. Lu-
nestad et al. (2007) também nao isolaram Salmonella
em racgdo de peixes na Noruega, por este motivo,
os autores afirmaram que o risco deste micro-or-
ganismo provocar danos a satde dos peixes pelo
consumo de ragdo é insignificante.

A multiplicagdo de Salmonella spp. na dgua de-
pende de muitos parametros tais como a interagao
com outras bactérias, condi¢Oes sanitarias ambien-
tais, fisicas e quimicas. Rhodes & Kator (1988) de-
monstraram que tanto E. coli como Salmonella spp.
podem se multiplicar e sobreviver em ambientes
estuarinicos durante semanas.

Deste modo, o sistema de cultivo de camardes
pode ser favoravel para o desenvolvimento de
enterobactérias, o que pode representar riscos de
contaminagao ao produto final. Pelo exposto, o ob-
jetivo deste trabalho foi avaliar as condi¢des micro-
biolégicas da agua dos viveiros, dos camardes e da
ragdo, pela pesquisa de Salmonella spp., coliformes
e E. coli em fazendas de engorda de camardes mari-
nhos situadas no litoral do Piaui.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas as condigdes microbioldgicas da
dgua dos viveiros, dos camardes e da ragdo em qua-
tro das quatorze propriedades carcinicultoras existen-
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tes no litoral piauiense (delimitado entre 2°55'51,39"'S,
2°58'04,31”'S e 41°20°09,350, 41°26'33,52"O), que foram
escolhidas randomicamente e identificadas para fins de
pesquisas como “A”, “B”, “C” e “D”. Rotineiramente,
as propriedades piauienses cultivam Litopeneaus vanna-
mei cujo manejo € realizado em trés fases de cultivo. A
primeira (fase 1) abrange as pds-larvas de camardes com
oito dias (PL,) até aos dezoito dias (PL,,); neste periodo
os animais recebem racao com granulometria entre 0,4 a
0,1 mm de didmetro e 40% de proteina. A segunda (fase
IT) vai de PL até os 90 dias de cultivo e sao alimentados
com ragdo com 1,0 a 1,7 mm de didmetro e 40% de pro-
teina. Na terceira fase, que abrange dos 90 aos 120 dias
(fase III), é utilizada ragdo com 2,0 a 2,5 mm de didmetro
e 30 a35% de proteina.

No momento da coleta das amostras era sorteado um
viveiro de cada uma das trés fases de cultivo. A amos-
tragem foi realizada em seis dias diferentes, em cada dia
eram coletadas trés amostras de camardo (uma por vi-
veiro) totalizando 72 amostras de 100g de camarao; sete
de 4gua (uma do estudrio, trés do abastecimento e trés
da drenagem dos viveiros sorteados) totalizando 168
amostras de 100 mL de dgua e sete de ragdo correspon-
dentes as fases de criagdo dos camardes totalizando 288
amostras de 1,0 kg de racao.

Dos viveiros selecionados foram coletadas amostras
de camardes de cada fase de crescimento e de dgua do
afluente e do efluente. Foram coletadas também amos-
tras de dguas do estudrio no local de captacao de cada
propriedade para controle. Ap6s a coleta, as amostras
foram colocadas assepticamente em sacos plasticos es-
téreis Nasco Whirl-Pak®e acondicionadas em recipiente
isotérmico com gelo.

A coleta de ragdo das embalagens lacradas e em uso
das trés fases de cultivo foi realizada no galpao de arma-
zenamento e nos depdsitos proximos aos viveiros e fo-
ram estocadas em caixas a temperatura ambiente. Poste-
riormente, todas as amostras foram transportadas para o
Laboratoério de Controle Microbiolégico de Alimentos do
Nucleo de Estudos e Pesquisa e Processamento de Ali-
mentos do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Piaui para, enumeracado de coliformes a 35° C,
a 45° C e de Escherichia coli e pesquisa de Salmonella spp.

Foi realizada a enumeracdo de coliformes a 35° C e
a 45° C nas amostras de camardo e de racao pelo méto-
do recomendado por Kornacki & Johnson (2001). Foram
transferidas 25g das amostras diretamente para frascos
contendo 225,0 mL de dgua peptonada tamponada esté-
ril a 0,1% para a obtencdo da dilui¢do 10". Em seguida
foram preparadas diluicdes decimais até 10°. De cada
diluicao foram transferidas aliquotas de 1,0mL para sé-
ries de trés tubos contendo caldo lauril sulfato triptose
(LST) que foram incubados a 35° C por 24 a 48 horas.
Ap6s a incubacgdo, dos tubos positivos de LST foram re-
picados para tubos contendo caldo verde brilhante bile
lactose a 2% e tubos com caldo Escherichia coli incubados
respectivamente a 35,0°C e a 45° C por 24 a 48 horas.
Procedeu-se a leitura dos tubos positivos e os resultados
foram expressos com base na tabela de Numero Mais
Provavel (NMP).

Para a enumeracdo de coliformes nas amostras de
agua foi utilizado o método Colillert® (Muratori 2000).
Foram retiradas aliquotas de 10,0 mL das amostras de
agua que foram transferidas para 90 mL de solucao sali-
na a 0,85% para diluigdo 10", em seguida foi adicionado
o meio Colliert®. Ap6és homogeneizagdo as amostras fo-
ram distribuidas para cartela do método que foi incuba-
da a 35,0° C por 24 horas. A leitura foi feita utilizando luz
ultravioleta com 365 nm, e os resultados foram interpre-
tados utilizando-se a tabela de NMP, prépria do método.

Para pesquisa de Salmonella spp. foi utilizada a meto-
dologia recomendada por Andrews et al., (2001). Para o
pré-enriquecimento foram pesadas 25g das amostras de
camardo e de ragdo e 25 mL de dgua em frascos contendo
225,0mL de dgua peptonada tamponada estéril a 0,1%
que foram incubados a 37° C por 24 horas. Decorrida
incubagao, para o enriquecimento seletivo foram trans-
feridas aliquotas de 1,0 mL para um tubo com caldo Se-
lenito de Sédio e 0,1 mL para um tubo contendo caldo
Rappaport Vassiliadis, os quais foram incubados a 37° C
por 24 horas. Apos, foi feito o plaqueamento seletivo em
placas de Petri contendo agar Hecktoen Enteric e agar
Salmonela-Shigella que foram incubadas a 37,0° C por
24 horas. Em seguida, as col6nias caracteristicas foram
transferidas para agar triplice agtcar ferro e agar lisina-
-ferro descarboxilase incubados a 37,0° C por 24 horas.
Os resultados caracteristicos foram testados em caldo
uréia, agar fenilalanina e agar citrato de Simmon’s. As
colonias compativeis foram testadas com os anti-soros:
“O” e “H”. As bactérias confirmadas como Salmonella
sp. foram enviadas ao Laboratério de Enterobactérias
da Fundacao Oswaldo Cruz, R], para confirmacdo da
identificagdo dos sorotipos.

As médias dos resultados foram transformadas em
log, *V e submetidas aos procedimentos do pacote es-
tatistico Sigma start (2000) para analise de varidncia. Os
resultados foram também correlacionados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes aos coliformes a 35° C
e a 45° C nos camardes nas trés fases de cultivo es-
tdo resumidos na Tabela 1. Ndao houve diferencas
na quantidade de coliformes nos camardes entre as
fases (p<0,05).

Tabela 1. Resultados médios de coliformes a 35°C e a 45°C
(NMP/g) em camardes provenientes de trés fases de cultivo
em fazendas de carcinicultura do litoral do Piaui.

Propriedades Fase de cultivo
Fase [ Fase I Fase 11
Col Col Col Col Col Col

35°C  45°C 35°C  45°C 35°C 45°C

2,08* 1,16 2,65* 0,52 2,69 0,48
2,16* 0,68* 2,63* 0,60 2,85* 0,95
1,63* 1,47 1,63* 0,52a 2,070 1,8
1,57¢ 0,38 1,32 0,54° 1,51 0,34*

gnwmp

= resultados semelhantes (p<0,05) nas mesmas linhas e colunas; Col
= coliformes; Resultados em ntimero mais provéavel por grama em
Log,*" (NMP/g).
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Tabela 2. Médias de coliformes a 37°C e Escherichia coli em aguas do estudrio, do abastecimento e
da drenagem de trés fases de cultivo do camardo em fazendas de carcinicultura do litoral do Piaui.

Propriedades Fase I Fase I Fase 111
Estuario Abastecimento Drenagem Abastecimento Drenagem Abastecimento Drenagem
Col EC Col EC Col EC Col EC  Col EC Col EC  Col EC
A 2,96*2,87°  3,65°3,63*  3,22°2.87° 2,912 2,68° 3,712 3,68 3,162,95"  3,29°2,85
B 2,5922,51*  3,06°299*  347°3,13*  3,50°3,34* 3,75*3,66°  3,76°3,33* 3,69 3,23
C 3,34°2,60°  2,94°2,74 2,9222,62*  2,86°2,62° 3,333,000 4,044,000 3,1723,07°
D 3,373,229 2,99°286°  3,01°257° 3,10°2,97+  3,08*2,98 2,6822,61°  3,25°3,12°

Col= coliformes a 35,0°C; EC= Escherichia coli em niimero mais provavel por 100 mililitros em Log,; °= resul-

tados semelhantes (p<0,05).

A legislacao vigente ndo determina um valor
padrdo para coliformes a 45° C para camardes in
natura (Brasil 2001), entretanto a FAO (2004) e
Huss (2007) estabelecem um limite maximo de 2,70
ufc/g log, . Neste aspecto, as amostras de todas as
propriedades apresentaram-se com indices de co-
liformes a 45° C (Tabela 1) dentro dos limites es-
tabelecidos pela FAO (2004) e com relacdo a este
parametro de qualidade, os camardes produzidos
no litoral piauiense estao proprios para consumo.

A enumeracdo de coliformes e de Escherichia coli
nas aguas dos sistemas produtivos das fazendas foi
semelhante (p<0,05) em todas as fases de cultivo e
locais de coleta (Tabela 2), provavelmente pela pro-
ximidade entre as propriedades que apresentam
manejo similar. Pelo exposto, a contaminacao am-
biental por coliformes nas dguas dos estuérios, dos
afluentes e efluentes é constante, indicando que os
sistemas de cultivo de camardes nado interferiram
na quantidade de coliformes nem de Escherichia coli
drenados para o ambiente.

Apesar de ndo haver diferenca entre as amostras
de 4gua do sistema de cultivo (p<0,05), parte das
amostras da drenagem das fases II e III estava fora
do padrdo para E. coli quando comparados aos pa-
rametros da resolucao n° 357 da CONAMA (Brasil
2005), que estabelece o maximo de 3,0 ufc/mL log,
(Tabela 2).

Os carcinicultores piauienses filtravam as aguas
utilizadas para a fase I, para as demais eles repu-
nham apenas as perdas por evaporagdo ou infil-
tracdo, mantendo o ambiente estavel durante todo
o periodo de crescimento e engorda dos animais
(noventa dias). Estes fatores aliados a exposicao
dos viveiros aos dejetos dos animais domésticos e
silvestres (Jay 2005), podem ter sido responséaveis
pela contaminacdo por E. coli nas aguas. A proprie-
dade “B” apresentou um maior nimero de amos-
tras de aguas fora do padrao (Brasil 2005) em rela-
¢do as demais propriedades (Tabela 3).

Por ndo apresentarem coliformes nem E. coli, as
amostras de racdo ndo seriam fontes de contami-

nagao destes micro-organismos para o sistema pro-
dutivo. Deste modo, a contaminacdo das amostras
de camarao por estas bactérias deve ser provenien-
te das aguas dos viveiros.

Isolaram-se Salmonella spp. em duas amostras
na Propriedade “B”, uma (0,97%) em agua de dre-
nagem fase I e uma (1,4%) em camarao da fase III,
por isto elas ndo estavam em conformidade como a
legislacdo vigente (Brasil 2001, 2005). Esta contami-
nagdo pode ter ocorrido pela presenca de animais
na propriedade, incluindo as aves silvestres que
sobrevoam os viveiros, saudaveis ou portadores
assintomaticos como afirma Muratori (2000).

Menezes et al. (2006) isolou Salmonella spp. em
amostras de d4gua, camardo e sedimento dos vivei-
ros coletadas de quatro fazendas de camarao do Es-
tado do Cearéd onde a sua maior incidéncia foi nas
amostras de dgua. Ja Parente et al., (2011) isolaram
Salmonella spp. nas amostras de d4gua e de camarao
em fazendas de cultivo no Estado do Ceard, Brasil
e alertam que a presenca da mesma nos ambientes
de cultivo é um fator preocupante, pois pode cau-
sar infecgdes nos seres humanos que consomem o
produto final.

Bhaskar et al. (1995, 1998) e Dalsgaard (1998)
afirmam que a Salmonella spp. faz parte da micro-
biota natural dos sistemas de carcinicultura mari-
nha, em especial dos trépicos, devido a temperatu-
ra ser ideal para seu crescimento.

Tabela 3. Amostras de agua de viveiros dos estudrios e das trés
fases de cultivo de camardes em fazendas de carcinicultura
do litoral do Piaui que estavam acima do padrao estabelecido
pela Resolugao N° °357, de 17 de margo de 2005 do CONAMA.

Propriedades Amostras acima do padréo (*)

N (%)

71 (71,4)
42 (42,9)°
42 (42,9)°
28 (28,6)
(*) Resolucao n° 357, de 17 de margo de 2005 do CONAMA; N = niime-

ro de amostras analisadas. = letras iguais resultados semelhantes
(p<0,05).

>JNw
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Em nenhuma das 288 amostras de racdo analisa-
das, foram isoladas Salmonella, portanto, as racoes
encontram-se de acordo com a RDC n° 12 de 2001
da ANVISA (Brasil 2001).

De um modo geral, Salmonella spp. ndo sobrevive
em concentragdes salinas superiores a 9,0% (Franco
& Landgraf, 2008). Na fazenda “B” a salinidade e
temperatura do viveiro da fase I foram 5,8 % e 26,5°C
e da fase III foram 6,2% e 29,0°C, respectivamente.
Rhodes & Kator (1988) testaram a sobrevivéncia de
Salmonella spp. expostas a diferentes temperaturas
em aguas de estuario com salinidade média entre
1,2 a 2,4% e verificaram que houve reducao delas
em presenca da microbiota autéctone em tempera-
turas superiores a 15° C. Deste modo, os valores de
salinidade e de temperatura encontrados no vivei-
ro ndo foram suficientes para inibir a presenga de
Salmonella spp. nas d4guas de drenagem da fazenda
“B”. Por este motivo a presenca desses microrga-
nismos deve ser constantemente monitorada nas
propriedades produtoras de camardes devido ao
frequente acesso de aves e mamiferos aos viveiros.

CONCLUSAO

A contaminacao por coliformes e por Escherichia
coli foram semelhantes em camardes, nas dguas e
na racao em todas as propriedades analisadas, in-
dicando que os viveiros estdo em boas condicoes
higiénico-sanitarias.

O sistema usado na carcinicultura piauiense fa-
vorece a presenca de Salmonella spp. nos camaroes
€ nas aguas dos viveiros, entretanto ndo favorece
aumento de coliformes e de E. coli nos efluentes.

As ragdes utilizadas nos cultivos nao constituem
uma fonte de contaminacdo dos viveiros por Salmo-
nella spp., coliformes e E. coli.
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