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RESUMO

A qualidade microbioldgica de camardes (Litopenaeus vannamei) comercializados in natura em Fortaleza
(CE) foi investigada por meio de quantificacdo de Staphylococcus coagulase-positiva (Sph CP), coliformes
totais (CT) e termotolerantes (CTT) e também pela detec¢io de Salmonella e isolamento de Escherichia
coli. Das 24 amostras adquiridas no comércio varejista, quatro (16,7%) apresentaram indices de Sph CP
acima de 10%/g. Nao foi detectada Salmonella nas amostras analisadas. O nimero de amostras positivas
para CT, CTT e E. coli foi, respectivamente, de 23 (95,8%), 13 (54,2%) e 6 (25%). De acordo com a legislacdo
vigente no Brasil, as quatro amostras com contagens de Sph CP > 10°/g sdo consideradas improprias para o
consumo. Ademais, chama-se a atengéo para a ocorréncia de E. coli em 25% das amostras analisadas, uma
vez que essa bactéria é indicadora de contaminagao fecal.

Palavras-chave. estafilococos, coliformes, Salmonella, camarao.

ABSTRACT

The microbiological quality of fresh shrimp (Litopenaeus vannamei) commercialized in Fortaleza (CE)
was investigated by quantifying the coagulase-positive staphylococci (CP Sph), total coliform (TC) and
thermotolerant coliform (T'TC). Besides, detection of Salmonella and Escherichia coli isolation techniques
were carried out. Twenty-four samples purchased at retail were analyzed. Four (16.7%) samples showed
CP Sph counts above of 10%/g. No Salmonella was isolated from the analyzed samples. The rates of positive
samples for TC, TTC and E. coli were 95.8%, 54.2% and 25.0%, respectively. According to the Brazilian
legislation in force, those four Sph CP-positive samples with counts >10°/g should be considered unsuitable
for human consumption. The other fact that called attention was the E. coli isolation from 25% of analyzed
samples, which is an indicative of fecal contamination.
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INTRODUCAO

Os crustaceos sdo reconhecidos por possuirem
alta perecibilidade, podendo representar riscos a
saide do consumidor quando sua qualidade quimica e
microbioldgica esta comprometida. A fim de garantir
as condicoes apropriadas para o consumo humano, o
camardo deve ser submetido a tratamentos adequados
relacionados a sua manutencéo em baixas temperaturas e
aos cuidados higiénico-sanitarios rigorosos durante a sua
manipulagdo em todas as etapas da cadeia produtiva’.

Dentre os micro-organismos utilizados
como indicadores de qualidade sanitiria de camario
“in natura”, citam-se as bactérias pertencentes ao grupo
dos Staphylococcus coagulase-positiva (Sph CP) e ao
género Salmonella®.

Os estafilococos sao encontrados com relativa
frequéncia na microbiota normal do corpo humano e
estdo associados aos casos de intoxicagdes alimentares que
decorrem da ingestao de enterotoxinas pré-formadas’.
As espécies S. aureus, S. intermedius, S. delphini,
S. schleiferi subsp. coagulans e S. hyicus sao consideradas
CP e patogenos em potencial®. De acordo com Simon e
Sanjeev’, os alimentos de origem marinha, por possuirem
constituicdo quimica caracterizada pelo elevado teor de
proteinas, podem ser colonizados por S. aureus.

As bactérias do género Salmonella sao
classificadas como patégenos entéricos responsaveis
por surtos associados ao consumo de organismos
aquaticos, que podem provocar febre, vomito e diarréia®.
Considerando que o habitat desses micro-organismos
¢ o intestino de animais homeotermos, a sua presenca
em camardo tem relacdo estreita com contaminagdo de
origem fecal’.

Além dos micro-organismos preconizados
pela legislagao brasileira como padrdes indicativos
de qualidade, o grupo coliforme também se destaca
como indicador de contaminacio fecal em pescados.
Pertencentes a esse grupo, os géneros Enterobacter,
Klebsiella, Citrobacter e Escherichia sao originarios
do trato intestinal de animais endotérmicos, mas
podem ocorrer no solo e em vegetais®. E. coli pode
ser diferenciada dos demais coliformes por produzir
B-glucuronidase e possuir como habitat primario o
intestino de mamiferos e aves’.

O presente estudo teve como objetivo avaliar
a qualidade microbioldgica de camardes marinhos
(Litopenaeus vannamei), comercializados “in natura”

em Fortaleza (CE), a partir da enumeragao de Sph CP e
coliformes, além da pesquisa de Salmonella e identificacao
de E. coli.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram adquiridas 12 amostras de camardo “in
natura” em dois estabelecimentos do comércio varejista
de Fortaleza (CE), perfazendo um total de 24 amostras
analisadas, no periodo de abril a novembro de 2008. Cada
amostra foi constituida por dez espécimes inteiros, com
tamanho comercial médio (11-14 cm de comprimento e
30-34 g de peso) e comercializados frescos em embalagens
plasticas, portanto, sem contato direto com o gelo.
O transporte até o Laboratério de Microbiologia Ambiental
e do Pescado (LABOMAR-UFC) foi feito em sacos de
polietileno esterilizados acondicionados em recipiente
isotérmico. O intervalo entre a aquisicio das amostras e o
inicio das analises bacteriologicas nao excedeu a duas horas.

Preparacgio das amostras

Para realizacdo das quantificagdes de Staphylococcus
coagulase-positiva e coliformes, foram feitas dilui¢oes
decimais seriadas (10" a 10*) na propor¢do de 1:9. A
diluigdo de 10! foi obtida a partir da homogeneizagao de
25 g de cada amostra em 225 mL de salina a 0,85%. Desse
homogenato, foi tomado um mililitro e diluido em 9 mL
de salina a 0,85%, obtendo-se a dilui¢do de 102, a partir da
qual seguiram-se as demais até a 10*.

Quantificagao de Staphylococcus coagulase-positivo
Para a enumeracio de Staphylococcus
coagulase-positiva (Sph CP), utilizou-se a técnica de
semeadura em superficie em Agar Baird-Paker (BP - Difco)
enriquecido com solu¢do de gema de ovo a 50% e telurito
de potassio a 1%, conforme detalhamento em Bennett
e Lancette!®. Colonias crescidas no meio BP com
caracteristicas tipicas de Sph CP (negras e com halo) foram
isoladas em caldo Infusido Cérebro Coragdo (BHI- Difco) e
submetidas as provas de catalase e coagulase. O calculo de
CPP foi feito pela multiplicagao das contagens de colonias
de Sph CP pela dilui¢do correspondente, sendo expresso
em Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por grama.

Quantifica¢iao de Coliformes

A quantificacdo de coliformes totais (CT) e
termotolerantes (CTT) foi realizada de acordo com
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Tabela 1. Quantificagdo de Staphylococcus coagulase-positiva (Sph CP) e
coliformes totais (CT) e termotolerantes (CTT) em amostras de camario
Litopenaeus vannamei comercializado “in natura” em Fortaleza-CE

Ponto 1 Ponto 2
Amostras Sph CP CT CIT Sph CP CT CTT
(UFC/g) (NMP/g) (NMT/g) (UFC/g) (NMP/g) (NMT/g)
1 <10 930 43 63x10° 430 93
2 43x 10* 210 <30 <10 10x10° 10x10°
3 <10 15x10*> 15x10? <10 10x10*> 10x 102
4 <10 240 23 22x10* 430 3,6
5 <10 150 150 <10 930 930
6 <10 43 43 <10 240 93
7 <10 43 <30 <10 <30 <30
8 <10 150 <30 44x10* 10x10? <30
9 <10 150 <30 <10 11 x 10? <30
10 <10 43 3,6 <10 43 <30
11 <10 43 <30 <10 430 7,4
12 <10 23 <30 <10 430 <30

Numero de amostras acima dos limites propostos
pela legislagao vigente (2001)

1 - - 3 -

*UFC= Unidades Formadoras de Colonia; Sph: Staphylococcus; CP=
Coagulase-Positiva; NMP= Niimero Mais Provdvel; CT= Coliformes
Totais; CTT= Coliformes Termotolerantes; -= limite ndo estabelecido pela
legislagdo vigente no Brasil.

técnica de fermentacdo em tubos multiplos'!. Para as
provas de confirmacio e deteccdo de CT e CTT foram
utilizados os meios de Caldo Bile Verde Brilhante e
Caldo EC, com incubagio a 35 °C e 45 °C por 48 horas,
respectivamente. O calculo do Numero Mais Provavel
(NMP) de CT e CTT foi feito a partir das recomendacdes
de Blodgett'? e expresso em NMP/g.

Isolamento e Identifica¢iao Fenotipica de Escherichia coli

Aliquotas dos tubos positivos no Caldo EC
foram semeadas em Agar Eosina Azul de Metileno
(EMB-Difco), com incubacio a 35 °C por 24 horas.
Apds o periodo de incubagdo, colonias com centro
negro e brilho verde metélico foram isoladas em Agar
Triptona Soja (TSA-Difco) e submetidas a caracterizagao
bioquimica e morfotintorial. Das 24 amostras de camarao
analisadas, foram isoladas 72 cepas para identificacio
fenotipica a partir das provas de producdo de indol,
vermelho de metila, Voges-Proskauer (detecgio de
acetilmetilcarbinol), utilizagdo de citrato, motilidade,
produgio de H,S e fermentagio de lactose'. Para
caracterizagdo morfotintorial, todas as cepas foram
submetidas a coloracio de Gram®.
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Detecgio de Salmonella

Para determinacdo de presenga/auséncia de
Salmonella, foram tomados, assepticamente, 25 g de cada
amostra e inoculados em Caldo Lactosado por 24 horas
a 35 °C. Apds o periodo de incubagdo, seguiram-se o
enriquecimento seletivo em Caldo Tetrationato (Difco)
e Rappaport (Difco) e plaqueamento seletivo em Agar
Hektoen (Difco) e MacConkey (Difco)™. As colonias com
caracteristicas morfologicas compativeis com Salmonella
foram submetidas a triagens em Agar Triplice A¢ticar Ferro
(TSI-Difco), Agar Lisina Ferro (LIA-Difco) e Agar Sulfeto
Indol Motilidade (SIM-Difco), além de caracterizagdo
soroldgica com antissoro somatico polivalente (poli O:H).

RESULTADOS

Das 24 amostras de camario analisadas, quatro
(16,7%) apresentaram indices de Sph CP acima do
preconizado pela legislacio supracitada®’. Quando
comparados os locais de amostragem, o ponto 2 foi o
que mais exibiu amostras (n=3) com niveis de Sph CP
superiores a 1.000 UFC/g (Tabela 1).

Com relacdio a estimativa de coliformes, 23
(95,8%) amostras apresentaram variagdo de 23 a 10 x 10°
nosvaloresde NMP de CT/g. Foiverificadauma oscilagao
no NMP de CTT/g de 3,6 a 10 x 10° em 13 (54,2%)
amostras (Tabela 1). Quando comparados os pontos
1 e 2, ambos apresentaram resultados semelhantes no
que se refere ao numero de amostras contaminadas por
enterobactérias (Tabela 1).

Na presente pesquisa, foi detectado CTT em 13
amostras (54,2%) e E. coli em 6 (25%) unidades amostrais
analisadas. Em nenhuma unidade amostral foi detectada
Salmonella.

Dos 72 isolados do meio EMB, apenas 14 foram
confirmados como E. coli em 6 das 13 amostras que
apresentaram indices de NMP de CTT/g > 3.

DISCUSSAO

Os padroes microbiologicos sanitarios de
alimentos sdao regulados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) na Resolugdo RDC N° 12
de 2 de janeiro de 2001%. De acordo com essa resolugao,
crustaceos in natura resfriados ou congelados e ndo
consumidos crus devem possuir um limite maximo de
10° Sph CP/g e auséncia de Salmonella spp. em 25 g para
serem considerados proprios para o consumo humano.
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Nascimento et al.’® pesquisaram a qualidade
bacteriolégica de 30 amostras de camardes frescos
comercializados em Sdo Luis (MA) e obtiveram resultados
com ordem de grandeza superior ao do presente estudo,
no que concerne ao numero de amostras com cargas de
Staphylococcus em desconformidade com os padroes
microbioldgicos estabelecidos. Os autores relataram
que 40% das amostras analisadas possuiam indices de
Sph CP acima de 10° UFC/g e relacionaram esse dado
as condicoes inadequadas de manipulacio e de tempo/
temperatura de exposi¢do do produto.

Ainda nesse contexto, a deteccio de Sph CP
em camardes comercializados in natura no Brasil ja foi
reportada por Ayulo et al.' e Vieira et al.”’, que relataram,
entre outras conclusdes, um possivel despreparo por parte
dos manipuladores de alimentos como uma das principais
causas da ocorréncia desse grupo bacteriano no crustaceo
avaliado. Do mesmo modo, Dams et al.'® afirmam que
a melhoria da qualidade do pescado depende, dentre
outros fatores, de praticas adequadas de higiene por parte
dos manipuladores, além da manutencdo de utensilios
limpos e sanitizados.

Apesar do elevado nimero de amostras (n=20)
com contagens baixas de Sph CP, chama-se a atencdo para
a possibilidade de cepas enterotoxigénicas em unidades
amostrais com indices aquém do permitido pela legislagao.
Cunha Neto et al."” isolaram Sph CP enterotoxigénico
de uma amostra de camario in natura que apresentou
contagem de 400 UFC/g da supracitada bactéria. Deacordo
com osautores, alimentos manipulados sdo potencialmente
capazes de causar intoxicagao por Staphylococcus e os
manipuladores constituem um importante veiculo de
contaminagdo por esse género bacteriano.

Mesmo nao havendo limites para carga de
coliformes em pescado in natura ndo consumidos crus,
¢ sabido que a presenca desse grupo bacteriano em
alimentos pode ser indicativa de contaminagdo de origem
fecal. Alvares et al.?' em pesquisa sobre a qualidade
microbiolégica de pescado comercializado em Sao
Paulo revelaram dados concordantes com os do presente
estudo. Os autores detectaram uma contaminag¢do por
CT variando de 3,6 a >1.100 NMP/g e destacaram que
apesar de ndo haver indices de CT estabelecidos pela
legislacao brasileira, a ocorréncia dessas bactérias em
alimento merece destaque, uma vez que nao deixa de estar
relacionada a qualidade higiénico-sanitaria do produto.

Reis etal.”? quantificaram coliformes em camardes
dulcicolas e encontraram indices de CT semelhantes aos

do presente estudo (<3 e >1.100 NMP/g), entretanto,
os valores de CTT foram inferiores (<3 e 460 NMP/g).
Por outro lado, Kirschnik e Viegas®* obtiveram indices
de NMP de CT/g inferiores aos da presente pesquisa,
além de ndo terem detectado CTT quando do estudo
das condigdes bacteriologicas do camardo in natura
Macrobrachium rosenbergii acondicionado em gelo.

Citam-se diferentes fontes potenciais de
contaminagéo fecal em pescados, que incluem alteraciao
da qualidade bacterioldgica do local de captura®,
acondicionamento inadequado nos barcos pesqueiros®,
manipulagio inadequada®, utensilios e equipamentos® e
estocagem em contato direto com gelo contaminado®.

Parente et al.” investigaram a ocorréncia de
bactérias entéricas no camarao L. vannamei cultivado em
duas fazendas do Ceard. Os autores verificaram CTT em
camardes de ambas as fazendas, detectando uma oscilagdo
de < 3 a 29 x 10° NMP/g. Considerando que a espécie L.
vannamei é exotica no Brasil e que a sua oferta no comércio
varejista pode advir da producao local de fazendas de
carcinicultura, a presenca de coliformes em peneideos
cultivados reflete o ambiente de onde ele provém.

Kumar et al.*®, em pesquisa sobre a prevaléncia
de E. coli em alimentos de origem marinha na India,
relataram a ocorréncia de CTT e E. coli em 100% e 15%
das amostras de camardes comercializados in natura,
respectivamente. De acordo com os autores, a E. coli
faz parte da microbiota do trato intestinal de animais
homeotermos e a sua presenga em pescados marinhos é
indicativa de contaminacio fecal.

O numero baixo de isolados confirmados como
E. coli (n=14; 19,4%) pode ser decorrente do método
empregado para quantificagdo desse grupo bacteriano.
Raghubeer e Matches’ demonstraram que E. coli
O157:H7 pode niao se multiplicar em temperaturas
normalmente utilizadas em procedimentos de
enumeragao de E. coli e outros coliformes fecais. Ainda,
segundo os autores, o sorotipo O157:H7 multiplica-se
bem na faixa de temperatura caracteristica de coliformes
nao fecais, sendo possivel que esta E. coli patogénica nao
seja detectada na triagem usual de CTT.

A auséncia de Salmonella nas amostras analisadas
¢ indicativa de qualidade bacterioldgica satisfatoria e
classifica as unidades amostrais como préprias para o
consumo®. Phan et al.*? reportaram contaminagdo por
Salmonella em 24,5% de amostras de camardo obtidas
no comércio varejista do Vietna, com predominancia
dos sorovars S. Weltevreden, S. Tennessee e S. Dessau.
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Wan Norhana et al.* afirmaram que geralmente a
prevaléncia de Salmonella é mais acentuada em camardes
frescos oriundos do varejo do que aqueles obtidos
em plantas de processamento, posto que o controle da
temperatura e da contaminagdo cruzada tende a ser mais
rigoroso na industria.

Considerando os padrdes vigentes no Brasil
(Sph CPeSalmonella),apenas quatro amostras de camario
podem ser consideradas imprdprias para o consumo.
Entretanto, a ocorréncia de coliformes e o isolamento de
E. coli sustentam a conclusio de que um percentual das
amostras foi exposto a alguma fonte de contaminagido
fecal e tiveram, portanto, sua qualidade bacterioldogica
comprometida. Para ser considerada segura, sob o ponto
de vista microbioldgico, a comercializagdo de pescado
in natura deve obedecer a rigorosas praticas higiénico-
sanitarias, que contemplam o treinamento constante dos
manipuladores de alimento sobre os riscos de veiculagao
de patdgenos, além do controle da temperatura durante
todas as fases da cadeia produtiva.
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