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"A ciéncia da Natureza pressupbée sempre o homem
e ndo devemos esquecer que, no espetaculo da vida,
nunca somos apenas espectadores,

mas também, constantemente autores”.

Niels Bohr, (1885-1962) - Prémio Nobel da Fisica em 1922.

“E preciso provocar sistematicamente confuséo.
Isso promove a criatividade.
Tudo aquilo que ¢é contraditorio gera vida”.

Salvador Dali.

“A imaginacdo é mais importante que o conhecimento’.

Albert Einstein.
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Meu sangue é diferente
dos sangues comuns.
Carrego, nas entranhas,
toda sujeira que

o homem joga no meio.

Meu sangue nao é vermelho.

Nao € um sangue igual
aos dos meus semelhantes,
E um sangue que assusta.
Nao é tinto, ndo é bonito.
Meu sangue é uma linfa.
Desprotegida.

A qualquer hora

posso ser invadido.

Tudo depende do local

em que Vvivo.

Por que o homem néo
atenta para o mal que

me faz?

Por que continua

poluindo meu habitat?

Um dia sua arma

se voltara para ele.

E ai sera tarde como

é tarde para mim agora.

Cancgao do camarao

Regine Limaverde
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RESUMO

A maioria das infecgbes bacterianas em camardes é causada por bactérias do
género Vibrio. Essas infec¢gdes quando instaladas chegam a provocar altos indices
de mortalidade com perdas econbmicas significativas nos paises produtores. A
ocorréncia de bactérias na hemolinfa € um indicador de bacteriose generalizada. O
presente estudo teve como objetivo relacionar o tempo de coagulagdo com a
presenca de Vibrio em amostras de hemolinfas de camardes Litopenaeus vannamei
cultivados em trés fazendas localizadas no Estado do Ceara, entre o periodo de
outubro de 2005 (seco) e outubro de 2006 (chuva). Foram realizadas 18 coletas,
compreendendo uma estacdo chuvosa e outra de estio. Em cada coleta, foram
analisados 10 exemplares de camarao com o tempo de cultivo variando de 60 a 120
dias. O intervalo do tempo de coagulagdo da hemolinfa nas trés fazendas e nos dois
periodos variou de cinco a 55 segundos, nos 51 camardes que portavam Vibrio e
para os 129 que nao exibiram essa bactéria, o intervalo foi de quatro a 57 segundos.
A Contagem Padréo em Placas (CPP) de Vibrio das hemolinfa de 51 individuos, das
trés fazendas de cultivo e nos dois periodos, variou de 10 a 28.000 Unidades
Formadoras de Col6nias (UFC)/mL. Para as fazendas A, B e C os intervalos das
CPPs de Vibrio, tanto no periodo seco, quanto no chuvoso, foram, respectivamente,
1.000 e 10 a 140; 1.000 a 28.000 e 10 a 2.000; e 110 a 1.000 e 10 a 1.605 UFC/mL
na hemolinfa. Das 132 cepas isoladas das hemolinfas dos camardes portadores de
Vibrio, foram identificadas 13 espécies deste género. A maior diversidade de vibrios
nas trés fazendas foi detectada por ordem decrescente, B, C e A. O periodo
chuvoso favoreceu a contaminacdo das hemolinfas infectadas com Vibrio. A
presenca da bactéria na hemolinfa ndo teve relacdo com o seu tempo de

coagulagao.

Palavras-chave: Hemolinfa, Tempo de coagulacéo, Vibrio.
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ABSTRACT

Most of the time, shrimp infection by bacteria is mainly caused by Vibrio. These
kinds of infections can bring about high level of mortality with significant economic
damages in shrimp-producing countries. When bacteria are located in haemolymph,
it indicates a general bacterial infection The purpose of the present study is to relate
coagulation time with Vibrio presence in the haemolymph of shrimps reared in three
farms located in Ceara State, from October, 2005 (dry period) to October, 2006
(rainy period). In all, 18 samples were withdrawn, in each of which 10 shrimps were
analyzed. The cultivation time of the experiment varied from 60 to 120 days. The
intervening time of haemolymph coagulation in the farms and in both periods varied
in the range of 5 - 55 seconds, in the 51 shrimps infected with Vibrio and, for the
remaining ones (129) not infected, the intermission time ranged from 4 to 57
seconds. The Plate Standard Counting (PSC) of Vibrio in haemolymph referring to
51 individuals varied from 10 to 28.000 Colony-Forming Units (CUF/mL). For the
farms A, B and C the intervening times of Vibrio PSC in haemolymph in the dry
period were, respectively, 1,000, from 10 to 140, and from 1.000 to 28.000; for the
rainy period, they varied from 10 to 2,000, from 110 to 1,000 and from 10 to 1,605
CFU/mL. Out of 132 isolated strains of the shrimp haemolymph which contained
Vibrio, 13 species were identified. The highest diversity of Vibrio was observed in the
following decreasing order of the farms, namely B, C and A, and also that
haemolymph contamination was mostly favoured by rainfall. No relationship was

found to exist between bacterian presence in the haemolymph and coagulation time.

Key words: haeomolymph, coagulation time, Vibrio.
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Relagcao do tempo de coagulagao com a quantidade de Vibrio
na hemolinfa de camaroées Litopenaeus vannamei oriundos de trés

fazendas de cultivo do Estado do Ceara.

Claudia Brandao Vieira

1 - INTRODUGAO

A atividade de cultivo de camardo é um dos segmentos da aquicultura que
mais se destacam no contexto do setor pesqueiro mundial. O camario € o produto mais
importante nesse cenario. As importagdes em 2003 chegaram a 1,8 milhdes de
toneladas (MADRID, 2005).

Os numeros do desempenho da carcinicultura sao bastante expressivos, e
segundo a Food and Agriculture Organization (FAO), no ano de 2007, a produgao desse
setor cresceu de 917.273 toneladas, em 1996, para 2.733.134 toneladas em 2005,
correspondendo a um incremento médio de 13,38% ao ano, representando 45% da
producao mundial de camarao, que € de 6.082.600 toneladas. Ja a producgao extrativa,
nesse mesmo periodo, teve um acréscimo de apenas 3,44% ao ano, saindo de
2.522.122 toneladas, em 1996, para 3.349.346 toneladas, em 2005 (ROCHA; ROCHA,
2007).

No Brasil, o crescimento da aquicultura, particularmente a criagdo de
camardes marinhos, tem-se destacado nos ultimos anos. Este aumento € reflexo dos
avancgos tecnolégicos do setor, estimulados pela grande demanda mundial por frutos do
mar (ZANOLO, 2006). Na América Latina, o Brasil € considerado como o segundo maior
mercado de camardo e consumiu 46,5 mil toneladas em 2005, o que € uma vantagem
em comparagdo aos outros paises que nado contam com um mercado interno
(CARVALHO et al., 2007).

Mesmo possuindo uma area de producao considerada baixa em relacdo aos
outros principais produtores mundiais, o Brasil possui uma alta produtividade, 4.333
kg/ha/ano, abaixo apenas da Tailandia. Em 2005 chegou a produzir 65.000 toneladas
de camarao cultivado em 15 mil hectares (BNDES, 2006).

Na regido Nordeste do Brasil, a carcinicultura marinha ja se constitui como

uma das mais importantes atividades econdmicas nos Estados do Rio Grande do Norte,
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Cearda, Pernambuco, Bahia, Piaui e Paraiba. Em 2003, ocupou a segunda posi¢cdo nas
exportagdes desse setor e participou com 54,51% das receitas decorrentes das
exportacdes do setor pesqueiro brasileiro (ROCHA, 2005).

Um dos principais pontos de destaque desse atual desenvolvimento é a
espécie Litopenaeus vannamei, originaria do Pacifico. Esta espécie, introduzida no pais,
na metade dos anos 80, possui excelentes condigdes zootécnicas, tais como: rapido
crescimento, rusticidade e habilidade de converter dietas artificiais em excelentes
ganhos de peso. No final do século passado, essa espécie, praticamente, passou a ser
cultivada em 100% das fazendas brasileiras (MARTINS, 2003).

Apesar dos resultados otimistas, percebe-se que em escala mundial ha uma
desaceleracao desse setor produtivo. Essa situagdo € atribuida principalmente a uma
degradagédo do meio ambiente, a um manejo inadequado das operagdes de cultivo e as
perdas na produgao ocasionadas por enfermidades (HERNANDEZ, 2000).

Doencgas infecciosas estdo sendo cada vez mais responsaveis por perdas
significativas no cultivo de organismos aquaticos e afetam diretamente o
desenvolvimento econdmico do setor em varios paises. Essas doengas estdo sendo
consideradas como um fator limitante na produg¢ao de camarao (VERSCHUERE et al.,
2000).

A maioria das infec¢des bacterianas em camardes € causada por bactérias do
género Vibrio (JIRAVANICHPAISAL et al., 1993). Nos ultimos anos, essas enfermidades
estao se tornando mais recorrentes e prejudiciais, podendo gerar mortalidades de cerca
de 100% nos estoques afetados (ALVIDREZ, 2003).

Os vibrios, agentes causais de bacterioses, compdem a microbiota dominante
nos estagios de desenvolvimento larval dos camardes, sendo também isolados de
animais saudaveis. Esse fato comprovaria a caracteristica oportunista dos
microrganismos associados aos camardes (MENEZES, 2005).

A ocorréncia de bactérias na hemolinfa € um indicador de bacteriose
generalizada, uma vez que a hemolinfa deve ser, se ndo estéril, pelo menos, pouco
contaminada (LIGHTNER, 1977). No entanto, existem relatos de que camarbes sadios

podem abrigar vibrios em sua hemolinfa (GOMEZ-GIL et al., 1998).

A partir das informagdes acima, o presente estudo teve como objetivos:
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1. Aplicar o teste de coagulagdo em hemolinfa do camardo -cultivado
Litopenaeus vannamei, nos estagios juvenil e adulto, em trés fazendas no Estado do

Ceara.

2. Quantificar, isolar e identificar fenotipicamente as colénias de vibrios

sacaroses positivas e negativas nas amostras extraidas da hemolinfa dos camardes.

3. Comparar o tempo de coagulagdo com o aparecimento de Vibrio nas

amostras de hemolinfas dos camaroes.
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1-Camarao Litopenaeus vannamei

O filo Arthropoda (gr. artros, articulagédo: podos, pé) € composto por animais
que possuem exoesqueleto e apéndices articulados. Dentre os diferentes tipos de
artrépodes, podemos encontrar os camardes, que pertencem ao grupo dos Crustacea
(lat. crusta, carapaca dura). A ordem Decapoda (gr. deca, dez; podos, pés) € formada
por crustaceos altamente organizados, tendo como exemplo, lagostas e caranguejos
(NARCHI, 1973).

O tipo de familia é definido pela forma de fecundagdo dos decapodas. Os
animais que liberam os seus ovos diretamente na agua, sdo classificados como
pertencentes a subordem Dendobranchiata, incluindo os decapodas que compdem a
familia Penaeidae (PINHEIRO; HEBLING, 1998).

Um dos representantes da familia &€ o Litopenaeus vannamei, também
conhecido como camardo branco do Pacifico (NUNES, 2002). Possui distribuicdo
natural no Pacifico leste, desde o Golfo da Califérnia até o norte do Peru. Habita lagoas
costeiras que possuem abertura para o oceano, com profundidades que podem chegar
até a 70 metros (PEREZ-FARFANTE; KENSLEY, 1997).

Seu ciclo de vida natural inicia-se em um estagio larval plancténico no oceano.
Logo em seguida, no estagio juvenil (pds-larva), o camardo branco possui como habitat,
os estuarios. Na fase adulta, ele retorna ao oceano para amadurecer e reproduzir
(VALLES-JIMENEZ et al., 2004).

Durante a reproduc¢do, o macho fertiliza a fémea com o espermatoforo em seu
télico. Se fertilizada, uma fémea dessa espécie pode chegar a produzir cerca de
100.000 a 250.000 ovos, correspondendo a uma biomassa de 30 a 45g de ovos, com
diametro aproximado de 0,22mm, que eclodem como nauplios, 14 horas apds a desova.
O seu periodo larval se constitui em nove fases: seis como nauplio, trés como protozoea
e trés como misis. Na fase de pos-larva pode chegar a medir 0,88 a 3,00 mm de
comprimento (KITANY, 1993).

L. vannamei apresenta, em geral, taxa de crescimento uniforme e facil
adaptabilidade a diferentes condi¢des fisico-quimicas do meio, como por exemplo:
salinidade e temperatura. Seu comprimento final pode chegar a 230 milimetros (LOTZ,
1997).
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Nos dias atuais, a producdo de camardo em cativeiro no Brasil esta
concentrada nessa espécie que, confirmando as expectativas, adaptou-se muito bem ao

clima brasileiro, principalmente ao da regido Nordeste (ROCHA, 2000).

2.1.1 - Sistema circulatério do L. vannamei

Nos camarbes, como nos demais crustaceos, o sistema circulatério é
classificado como aberto ou semi-aberto, e se distribui entre os tecidos sem o auxilio de
veias. E semelhante ao dos outros artrépodos e contrasta nitidamente com o sistema
circulatério fechado de anelideos e vertebrados. Embora as paredes arteriais nao
tenham tecido muscular, sdo sustentadas por fibras colagenas e elasticas, e podem
funcionar até um certo grau como reservatorios de pressdo (RUPPERT; BARNER,
1996).

O plasma sanguineo dos camardes, quase incolor, denominado de hemolinfa,
contém um pigmento respiratorio dissolvido (hemocianina), que transporta oxigénio para
os tecidos (STORER et al., 2000). Na hemolinfa sdo transportados continuamente
nutrientes, excretas, oxigénio, hormdnios e outras moléculas importantes para os
diferentes 6rgaos desses animais. Embora ainda haja divergéncia entre diversos autores
quanto a classificacdo das células circulantes da hemolinfa, também denominadas de
hemodcitos, pode-se descrevé-las em trés tipos: hemdcitos-hialinos, hemdcitos
semigranulares ou com granulos pequenos e hemdcitos-grandes ou com granulos
grandes (JOHANSSON et al.,, 2000). Essas células parecem estar envolvidas na
coagulagao da hemolinfa dos camardes (DURLIAT, 1985; AONO; MORI, 1996).

2.1.2 — Sistema imunoldgico

Além da cuticula rigida, que funciona como uma barreira fisica protetora
contra agressdes e invasao de patégenos, a integridade corpdrea dos crustaceos é
mantida pelo seu sistema imunolégico. Assim como outros invertebrados, os crustaceos
contam apenas com um sistema imune inato ou natural, diferentemente dos
vertebrados, que possuem além deste, um sistema adaptativo ou adquirido (BARRACO,
2007).
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Os principais sistemas de defesa atualmente reconhecidos nos crustaceos
sdo: (1) coagulagcdo da hemolinfa; (2) melanizagdo mediada pelo sistema pro-
fenoloxidase; (3) reconhecimento e aglutinagdo celular mediada por lectinas; (4)
sistemas antibacterianos, antifungicos e antivirais mediados por peptideos, RNA de
interferéncia e por proteinas de reconhecimento padrdo; (5) producdo de espécies
reativas de oxigénio e de nitrogénio; e sistema fagocitico e de encapsulamento. Todos
0s componentes do sistema imunolégico estdo contidos na hemolinfa, isso se deve ao
fato dela ser altamente fluida e também por ser capaz de atingir diretamente todos os
tecidos dos crustaceos (IWANAGA; LEE, 2005).

Para uma melhor compreensdo do sistema imunoldgico dos crustaceos,
varios parametros estdo sendo cada vez mais estudados. E possivel que haja grande
variabilidade nos valores de referéncias desses parametros, mesmo dentro de uma
mesma populagdo, sexo e estagio de desenvolvimento. Os parametros hemato-
imunoldgicos mais comumente empregados sao: (1) hemogramas (contagem total e
diferenciagdo de hemdcitos); (2) coagulagdo da hemolinfa; (3) atividade da enzima PO
(fenoloxidase); (4) indice fagocitico; (5) produgdo de ROI'S (espécies intermediarias
reativas de oxigénio); (6) atividade antimicrobiana; (7) titulo hemaglutinante do plasma e
(8) concentracao de proteinas totais na hemolinfa (BARRACCO et al., 2007).

Dentre os parametros acima citados, as alteragdes mais evidentes em animais
(principalmente camardes) infectados/estressados referem-se a modulagdo do numero
total de hemdcitos e a diminuigdo da capacidade coagulante da hemolinfa (LIGHTNER,
1996; LEE et al., 1999). E bem conhecido, na pratica de cultivo, o aumento no tempo de
coagulagao da hemolinfa em crustaceos sobre estresse fisioldégico ou durante infecgdes
(JUSSILA et al., 2001).

O processo de coagulacdo da hemolinfa envolve varios fatores: a proteina de
coagulacdo; a enzima hemocitaria TGase e a concentracdo plasmatica de Ca®*. N&o se
sabe ainda ao certo qual destes fatores € o responsavel pelo aumento no tempo de
coagulagdo em animais estressados/infectados. Contudo, estudos recentes sugerem

que haja uma interagao desses fatores (SONG et al., 2003).

2.2 — Vibrio

Em 1854, o médico italiano Filippo Pacini descobriu a primeira espécie de

vibrio, a qual foi denominada de Vibrio cholerae, agente causador da Célera, quando
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ocorreu um surto desta doenca em Florenga (THOMPSON et al., 2004). O género Vibrio
é constituido por bacilos Gram—negativos curvos, aerdbicos ou anaerobicos facultativos,
geralmente halodependentes, ou seja, requer para o0 crescimento a presenga
obrigatéria, em maior ou menor concentracdo, de cloreto de sédio. Sdo mébveis, e a
maioria apresenta um flagelo polar em meio liquido. Possuem as enzimas oxidase
(exceto V. metschinikovii e V. gazogenes) e catalase e fermentam a glicose sem
producao de gas (WEST, 1989; ALSINA; BLANCH, 1994).

Sao considerados também como bactérias caracteristicamente indigenas de
ambientes marinhos, costeiros e estuarinos (HERVIO-HEATH et al., 2002). Entretanto,
podem ser também encontrados em ambientes de agua doce (SHEHANE; SIZEMORE,
2002).

A maioria das espécies pertencentes ao género Vibrio cresce em uma vasta
quantidade de meios de cultura simples, dentro de uma ampla faixa de temperatura (de
18 a 37 °C) (MURRAY et al., 2004). O agar Tiossulfato-Citrato-Bile-Sacarose (TCBS) é
provavelmente o meio mais amplamente usado para o isolamento de vibrios. O TCBS,
disponivel comercialmente, tanto é utilizado para amostras clinicas como para analises
de alimentos e de agua. A fermentacado da sacarose € o aspecto diferencial desse meio
de cultura. A producao de acido faz com que a cor do indicador mude de verde para
amarelo, apos incubacédo a 37°C entre 18 e 24 horas. Colbnias n&o fermentadoras de
sacarose sao verdes (KAYSNER; HILL, 1994).

As técnicas de identificacdo do género podem ser feitas através de caracteres
fenotipicos e/ou genotipicos. Porém, a primeira técnica, geralmente apresenta
dificuldades na identificagdo devido a uma elevada diversidade bioquimica ocorrente
nas espécies do género (ALSINA; BLANCH, 1994). Por isso, a taxonomia dos vibrios se
encontra em constante processo de revisdo devido a descoberta de novos dados
obtidos por modernas técnicas de identificagado biomolecular (GOMEZ-GIL et al., 2004).
Atualmente o género compreende 83 espécies (DSMZ, 2008).

Os membros pertencentes a familia Vibrionaceae possuem grande
diversidade bacteriana. Algumas espécies sao de vida livre e outras sdo simbidticas.
Possuem grande importancia ecolégica em todo o globo devido ao fato de serem
encontradas em varios nichos (NISHIGUCHI; NAIR, 2003).

Diversos estudos demonstram que os vibrios desempenham um papel
fundamental na biodegradagao, regeneragao e nos ciclos biogeoquimicos de diversos
nutrientes (DUCKLOW, 1983; JORGENSEN, 1983; COLWELL, 1994).
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Porém, varias espécies de Vibrio sao consideradas como patogénicas tanto
para seres humanos quanto para organismos invertebrados como moluscos, crustaceos,

dentre outros.

2.2.1 — Vibrioses em camarao

O surgimento de doengas vem-se tornando cada vez mais responsavel por
grandes perdas em cultivos de organismos aquaticos em todo o mundo, principalmente,
o de camardes. As enfermidades afetam ndo s6 o setor econdbmico, mas também o
social (LIN, 1995).

O processo de criagdo intensiva expde os organismos a condi¢des de
estresses consideraveis de natureza quimica, fisica e/ou bioldgica. As altas densidades
de estocagem, o fornecimento de grandes quantidades de alimento e o elevado volume
de dejetos gerado pelos proprios organismos elevam os niveis de matéria organica e
bactérias, desestabilizando assim o ambiente de cultivo (VANDSTEIN; REINERTSEN,
1993).

A saude do camarao e, consequentemente, a produtividade de uma fazenda
sao fortemente influenciadas pelos fatores ambientais que prevalecem durante o cultivo.
Portanto, a agua possui vital importancia nos sistemas de criagdo de camardo. A sua
qualidade é responsavel pela sobrevivéncia, crescimento, reproducédo e produtividade
(BOYD, 1979).

Portanto, desequilibrios ambientais podem ocasionar variagdes na
temperatura da agua, pH, salinidade e na concentragdo de oxigénio. Essas condi¢des
adversas favorecem o crescimento de microrganismos, tendo como, por exemplo, 0s
vibrios. Vérios sdo os estudos que associam os vibrios as grandes perdas na
carcinicultura (LAVILLA-PITOGO et al., 1998; VIEIRA et al.,, 2000). Holmstrom et al.
(2003) concluiram na sua pesquisa que 86% das fazendas de camardo analisadas
tinham problemas com vibrioses.

As vibrioses sdo classificadas como infeccbes secundarias e oportunistas,
atacando todos os estagios de vida do camarao (HAMEED, 1993). Porém algumas
espécies de vibrios também podem ser isoladas de camardes peneideos saudaveis o
que ressalta ainda mais o fato de serem consideradas como bactérias oportunistas. Esta
hipétese vem sendo aceita mundialmente (RUANGPAN; KITAO, 1991; LIGHTNER,
1993; VANDENBERGHE et al., 1998). E isso ocorre porque, em condigdes adversas, 0s
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microrganismos, ditos oportunistas, tendem a se manifestar de forma patogénica
(HENNIG; ANDREATTA, 1998).

O processo de infeccéo da vibriose pode ser cuticular, entérico e/ou sistémico
(NUNES; MARTINS, 2002). Os camardes infectados internamente por vibrios
apresentam sinais caracteristicos quando estao proximos a morte; tais sinais incluem:
fraqueza (os camardes se deitam no fundo do viveiro); nado desorientado; opacidade da
musculatura abdominal; aumento da pigmentagédo; grampo na cauda e lesdes escuras
ou amarronzadas na cuticula (AUSTIN; AUSTIN, 1987).

Além desses sinais clinicos, os camardes infectados por alguma espécie
patdogena de Vibrio podem apresentar intestino semivazio, anorexia, inflamacao de
alguns orgaos internos (6rgao linféide, coracéo, hepatopancreas, etc). Pode-se também
observar, através de microscopia, um grande numero de bactérias presentes em suas
hemolinfas durante uma septicemia. As vibrioses possuem varias denominagdes em
todo o mundo, e algumas delas sao: enfermidade bacteriana, enterite séptica
hemocitica, sindrome das bolitas, septicemia bacteriana dos peneideos, vibrioses dos
peneideos, vibriose luminescente, enfermidade das patas rochas, etc (AGUIRREZ-
GUZMAN, 2004).

A enfermidade, também conhecida como “Sindrome da gaivota”, foi causa de
grandes perdas para a industria de camarao no México, talvez por desconhecimento das
técnicas de diagndstico, assim como do tratamento adequado ao problema. As espécies
mais comuns associadas a essas enfermidades sao V. parahaemolyticus, V. vulnificus,
V. harveyi e V. alginolyticus. Apresentam-se ocasionalmente V. damsela, V. fluvialis e V.
spendidus (PEREIRA; SANTOS, 2003).

2.3 — Principais vibrios patégenos

2.3.1 — Vibrio alginolyticus

V. alginolyticus € uma espécie que possui larga distribuicdo geografica e pode
ser encontrada em ambientes marinhos e estuarinos, especialmente em baias (LARSEN
et al., 1981; BARBIERI et al., 1999). Alguns autores consideram V. alginolyticus como
um potente patdgeno em humano (LARSEN et al., 1981; MATSIOTA; NAUCIEL, 1993).
Em adicdo, esta bactéria também esta associada a diversos surtos de doengas em
organismos marinhos (BALEBONA et al., 1998).
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Em contradicdo, Gullian; Rodrigues (2002) afirmam que certas cepas de V.
alginolyticus podem ser utilizadas como imunoestimulantes em larvas de L. vannamei. E
podem até competir potencialmente com cepas patogénicas de V. harveyi. No estudo
desses autores, V. alginolyticus chegou a inibir consideravelmente o crescimento de V.
harveyi nos hepatopancreas em camardes (GULLIAN; RODRIGUEZ, 2002).

2.3.2 — Vibrio harveyi

V. harveyi € uma bactéria de vida livre e pode ser encontrada em diversos
ambientes marinhos (RUBY et al., 1980). Quando cultivada em condi¢des de laboratorio,
pode nao apresentar caracteres virulentos. Alguns estudos sugerem o uso dessa
bactéria como bioindicadora de populagdes mutagénicas em ambientes marinhos (CZYZ
et al., 2000).

Varias sao as espécies de vibrios que estdo relacionadas com doencas em
camardes. Dentre elas V. harveyi possui consideravel importancia devido a sua
patogenicidade, que pode ser explicada pela presenca de bacteriéfagos (OAKEY et al.,
2002). Sua ocorréncia € maior nos cultivos de Litopenaeus. vannamei e Penaeus
monodon (AUSTIN et al., 2003).

Nos cultivos de camarbes peneideos, V. harveyi aparece com maior
incidéncia no estagio de pdés-larva, podendo ser encontrado nas outras fases, porém,
com menor frequiéncia. Pode ser também detectado em camardes selvagens (OWENS
et al., 1992).

Algumas espécies de Vibrio podem apresentar o fendbmeno da luminescéncia,
uma delas é o V. harveyi. Lavilla-Pitogo; Pena (1998) relataram grandes mortalidades,
cerca de 60%, em fazendas de camarao nas Filipinas, entre os anos de 1992 e 1994.
Os autores sugerem que os produtores, quando detectarem visualmente a presenca de
luminosidade na coluna d’agua e no corpo do camardo, associem o fato com uma

possivel enfermidade.

2.3.3— Vibrio parahaemolitycus

V. parahaemolitycus pode ser encontrado em ambientes estuarinos e marinos

em todo o mundo. Algumas cepas de V. parahaemolitycus possuem o0 gene da
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Termostable Direct Hemolysin (tdh). Outras possuem o gene da Termostable Related
Hemolysin (trh) e ha as que possuem ambos. Embora os mecanismos de atuacgéo
destes genes ainda ndo tenham sido bem esclarecidos, eles sdo correlacionados com o
fator de viruléncia da espécie (HARA-KUDO et al., 2003).

A bactéria é considerada como um importante patogeno em humanos, nos
casos de gastrenterites, que ocorrem, geralmente, apés o consumo de pescados crus
ou mal cozidos (LIMA, 1997). Pode também ser associada com outras infecgcbes como
septicemia, otites, feridas na pele e tecidos moles. Essas infec¢gdes sdo, geralmente,
adquiridas por consumo de alimento e agua contaminada ou mais raramente, por
contaminacgao direta de feridas cutaneas ocorrida durante o contato com a agua do mar
ou de estuarios (RODRIGUES et al., 2001).

V. parahaemolitycus também é mencionado como patdégeno em camardes nas
fases larval, juvenil e adulta (CHANRATCHAKOOL et al.,, 1995), sendo ainda mais
patogénico no estagio larval (LIGHTNER, 1993).

2.3.4 — Vibrio vulnificus

V. wulnificus foi primeiramente descrito em 1976 pelo Center for Disease
Control (HOLLIS et al., 1976). Requer sal para o seu crescimento e € considerado
também como importante patégeno ao ser humano devido a produgcédo de uma poderosa
toxina extracelular. E classificado como sendo uma bactéria enteroinvasora (KREGER;
LOCKWOOD, 1981).

V. Vulinificus do biotipo | causa infecgdes em humanos e esta associado com
casos de doencgas, seguidas de morte, ja os biotipos Il e Ill sdo detectados apenas em
casos de doencas (BISHARAT et al.,, 1999). Pode ser encontrado em ambientes
marinhos e estuarinos e nas superficies externas e internas de varias espécies de
organismos vertebrados e invertebrados, onde muitos dos quais sdo considerados
alimentos comercialmente importantes em varias partes do mundo (OLIVER, 1989).

V. wvulinificus esta também associado a doengas em fazenda de camarao. Em
1995 houve varios surtos que envolviam a espécie em fazendas na Tailandia, nos
cultivos de Litopenaeus monodon (AGUIRREZ-GUZMAN, 2004).
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3 - MATERIAL E METODOS
3.1 — Locais de coleta
As coletas da presente pesquisa foram realizadas em trés fazendas do Estado

do Ceara, nas cidades de Granja, Acarau e Aracati (Figura 1), entre o periodo de
outubro de 2005 (estac&o de estio) e outubro de 2006 (estagao chuvosa).
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FIGURA 01: Mapa de localizagédo das fazendas A, B e C (CE) de onde foram coletadas

amostras de camarao Litopenaeus vannamei nos periodos de estio e chuvoso.

Foram realizadas 18 coletas, oito no periodo de seco (outubro a janeiro) e dez
no chuvoso (junho a outubro). Dessas 18 coletas, cinco foram realizadas na fazenda A,

localizada no municipio de Granja, seis na fazenda B, em Acarau e sete na fazenda C,
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em Aracati. Em cada coleta, foram analisados 10 exemplares de camarao com tempo de
cultivo que variou de 60 a 120 dias, totalizando 180 camardes amostrados.

As coletas foram realizadas com frequéncia mensal. Os camardes foram
capturados com ajuda de uma rede e acondicionados em sacos plasticos com agua do

préprio cultivo para o transporte até o laboratério.

3.2 — Processamento das Amostras

3.2.1 - Teste de coagulagao da hemolinfa

No laboratério, cada exemplar de camarao recebeu um cédigo numérico (1, 2,
3, ..., até 10). Logo em seguida, suas carapacas eram desinfetadas com alcool a 70%
antes das analises seguintes.

Uma seringa era entdo introduzida na parte dorsal do camarado, abaixo do
cefalotérax, para perfurar o musculo do camardo. Logo apds, cada exemplar era
inclinado sobre uma l|amina a fim de se colher o material que constava de
aproximadamente duas gotas de hemolinfa. Um esfregagco desse material era feito sobre
a lamina com o auxilio da propria seringa e simultaneamente, se observava o tempo de
coagulagao (Figura 2). De acordo com Pereira; Santos (2003) se o tempo de coagulagéo
estivesse abaixo de 40 segundos, o camarado era considerado sadio; caso contrario, o

camarao, provavelmente, estava predisposto a doencas.

FIGURA 2: Teste de coagulacdo da hemolinfa
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3.2.2 — Extragao da hemolinfa

Independente do resultado do teste do tempo de coagulagdo dos camardes,
sempre se procedeu a quantificagao de vibrios.

A extracdo da hemolinfa foi feita de acordo com a técnica descrita por op cit.
(2003). A retirada da hemolinfa era feita na regido abdominal do camaréo (ja desinfetada
previamente com alcool 70%). Em seguida, uma seringa de insulina hipodérmica estéril
era introduzida na regido ventral, entre o final do cefalotérax e o primeiro segmento
abdominal (Figura 3). A seringa continha uma soluc¢ao de citrato de sodio a 10% para
evitar a coagulagdo do material extraido no exato momento da retirada. A proporgao

usada dessa solucao e a do liquido extraido (hemolinfa) foi de 1:1.

FIGURA 3: Extragdo da hemolinfa.

3.3 — Contagem e Isolamento de Vibrio spp.
3.3.1 — Semeadura Inicial das amostras

Da primeira diluicdo (2x) da solugdo de hemolinfa 1:1 (citrato de sdédio e
hemolinfa), foram retirados 0,2 mL e adicionados em 1,8 mL de Agua Peptonada a 1%
de cloreto de sédio. Das duas diluicdes (2x e 107%) foram retiradas aliquotas de 0,2 mL e
as mesmas, em seguida, foram espalhadas, com o auxilio de bastdo de vidro em “L”
(alca de Drigalski) esterilizado, na superficie de placas, em duplicata, contendo 0 meio

Agar Tiossulfato-citrato-bile-sacarose (TCBS). As placas foram entdo incubadas
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invertidas em estufa, onde permaneceram por 18 horas a 37°C (ELLIOT et al., 2001), de

acordo com a figura 4.
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FIGURA 4: Fluxograma da analise bacterioldgica da hemolinfa.
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3.3.2 — Contagem e Isolamento de Colénias Suspeitas

A contagem das colbnias foi realizada com um contador de colénias marca
PHOENIX mod. EC 550AS. Se a escolha da placa recaiu na diluicdo de 2x, isto é, se
nessa diluicao cresceram entre 25 e 250 coldnias, entdo o calculo era feito da seguinte
forma:

NUMERO DE COLONIAS X FATOR DE DILUICAO X ALIQUOTA USADA NA
PLACA (0,2 mL).

NUMERO DE COLONIAS X2 X 5= UFC/mL

Quando nao havia crescimento no intervalo 25 — 250 colbnias, o resultado era

entdo expresso como UFC / mL / estimada.

3.4 - Identificagado Morfolégica e Bioquimica das Espécies de Vibrio spp

As colbnias com caracteristicas sacarose negativa e positiva sobre o meio
Agar TCBS, foram isoladas em Agar Triptona Soja (TSA) contendo 1% de NaCl, com
incubagao em estufa a 35°C por 24 horas. As colOnias puras isoladas foram submetidas
a coloragao de Gram e aos testes de motilidade, oxidase, producao de indol, Voges-
Proskauer, tolerancia ao NaCl 0%, 3%, 6%, 8% e 10% em agua peptonada a 1%,
fermentacdo de carboidratos (lactose, sacarose, glicose, arabinose e manose),
descarboxilagdo de aminodacidos (lisina, ornitina e arginina), produgédo de gas a partir de
glicose e ONPG, conforme detalhamento em Elliot et al. (2001) sendo complementados

por testes indicados nas chaves de identificagdo descrita em Alsina; Blanch, (1994).

3.4.1 - Coloragao de Gram

Do crescimento no meio de TSA com 1% de NaCl foi feito esfregaco em
laminas, seguindo-se sua fixag&o por calor e coloragdo de Gram de acordo com Soares
et al. (1991). A coloragéo consistiu nas seguintes etapas: adigdo de cristal violeta por 1
minuto; adicdo de lugol por 1 minuto; lavagem com alcool etilico; lavagem com agua
destilada corrente; adicdo de safranina por 30 segundos; lavagem com agua destilada
corrente; e secagem. As laminas adicionadas de uma gota de 6leo mineral foram

examinadas em microscopio 6tico.
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3.4.2 - Motilidade

Do crescimento em TSA contendo 1% de NaCl foram retirados in6culos e
semeados com agulha de niquel-cromo no agar Sulfeto-Indol-Motilidade (SIM), com
incubacao a 35°C por 48 horas. Apos o periodo de incubacéo foi realizada a leitura dos
tubos, sendo considerados positivos aqueles que apresentaram crescimento com
migracg&o da linha da picada (linha de inoculag&o) e difusdo para todo o meio, causando

sua turvacao.

3.4.3 - Identificagao bioquimica de cepas de Vibrio spp

A metodologia seguida para realizagdo das provas bioquimicas esta de
acordo com Downes; Ito, 2001; Vieira et al., 2004; Kaysner; Depaola, 2004 e Alsina;
Blanch, 1994.

3.4.3.1 - Prova de Producédo de Citocromo-Oxidase

Do crescimento das cepas em TSA inclinado contendo 1% de NacCl, foi
retirada uma aliquota com emprego de palitos de madeira esterilizados. Foram feitos
esfregacos em discos de papel previamente embebidos com solugdo aquosa de
cloridrato de tetrametil-p-fenilenodiamina a 1% (recém-preparada). O teste foi
considerado positivo quando uma coloragdo azul arroxeado surgia em 10 segundos.
Essa prova € considerada positiva para quase todos os membros da familia

Vibrionaceae, com excec¢ao do V. metschnikovii e V. gazogenes.

3.4.3.2 - Producgao de Indol

Do crescimento das cepas no meio de TSA contendo 1% de NaCl, foi retirada
uma aliquota com agulha de niquel-cromo e semeada em agar SIM com 1% de NaCl.
Incubagdo em estufa a 35°C por 48 horas. Transcorrido o periodo de incubacgao, foi
adicionado a cultura 1mL de reativo de Kovacs (p-dimetilaminobenzaldeido).

A prova foi considerada positiva quando do aparecimento de um anel
vermelho no meio de cultura, indicando a produgéo de indol a partir da degradagao do

aminoacido triptofano pela enzima bacteriana triptofanase (COSTA, 1979).
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3.4.3.3 - Prova do Voges-Proskauer

Do crescimento em TSA contendo 1% de NaCl foram retiradas aliquotas com
alca de niquel-cromo e semeadas em Caldo MRVP, com incubacdo a 35°C por 96
horas. Apds o periodo de incubacgao, foram adicionados para cada mililitro de cultura
0,6mL de Barrit 1 (solugcdo de alfa-naftol a 5%) e 0,2mL de Barrit 2 (hidroxido de
potassio a 40%).

A prova foi considerada positiva quando do aparecimento de anel vermelho no
meio de cultura, indicando a presenga do acetil-metil-carbinol (acetoina), que na
presenca do hidroxido de potassio e do oxigénio atmosférico € convertida em diacetila,

sendo convertida em complexo vermelho sob a agao catalitica do alfa-naftol.

3.4.3.4 -Tolerancia ao NaCl

A partir do crescimento em Agua Peptonada Alcalina (APA) contendo 1% de
NaCl, foram retiradas aliquotas com alga de niquel-cromo e semeadas em tubos
contendo APA a 1% com 5 concentragdes diferentes de NaCl. A primeira bateria foi a
0% de NaCl, a segunda a 3% de NaCl, a terceira a 6% NaCl, a quarta a 8% NaCl e a
quinta a 10% de NaCl. Os tubos foram incubados a 35°C por 24 horas.

Foi realizada observacao apds o periodo de incubacao, e os resultados foram

considerados positivos quando houve turvacido no meio de cultura.

3.4.3.5 - Fermentacao de Carboidratos

As cepas em identificagcdo no TSA contendo 1% de NaCl foram inoculadas
com alca de niquel-cromo nos tubos contendo caldo purpura de bromocresol (meio
basal) e os carboidratos a serem testados, com incubacé&o a 35°C por 5 dias. Foram
preparadas cinco baterias de tubos. A primeira com 0,5% de lactose, a segunda com
0,5% de sacarose, a terceira com 0,5% de manose, a quarta com 0,5% de arabinose e a
quinta com 0,5% de glicose. Aos tubos contendo o meio basal e 0,5% de glicose foram
acrescidos tubos de Duhran invertidos, a fim de se determinar a produgao de gas.

Foram realizadas observacbes diarias para verificacdo da mudanca de

coloracao do meio da cor purpura para amarelo, o que indica prova positiva.
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3.4.3.6 - Hidrdlise da Arginina e Descarboxilagao de Lisina e Ornitina

Com o auxilio de uma alca de niquel-cromo, foi feita a inoculacdo de cada
cepa em trés tubos contendo o meio basal com 1% de NaCl, sendo adicionado,
separadamente, arginina, lisina e ornitina. Paralelamente, cada cepa foi inoculada em
um tubo contendo o mesmo meio basal, porém sem qualquer aminoacido (controle).
Apoés a inoculagdo em cada tubo foi adicionado um cm de 6leo mineral esterilizado
procedendo-se a seguir a incubagéo dos tubos a 35°C por até 4 dias. O meio inoculado
torna-se amarelo como resultado da produgao de acido oriundo da glicose existente no
meio basal. Quando a reagao positiva ocorre, o meio torna-se alcalino, de cor purpura e,

o tubo controle permanece acido, de cor amarela.

3.4.3.7 - Prova do ONPG (o-nitrofenil B-D-galactopiranosideo)

Do crescimento em Agar Triplice Agticar Ferro (TSI) contendo 1% de NaCl, foi
retirada uma aliquota com agulha de niquel-cromo e semeada em tubos contendo
0,25mL de solucdo salina fisiolégica estéril. Foi adicionada uma gota de tolueno em
cada tubo com posterior agitacdo. Os tubos ficaram em repouso por cinco minutos a
temperatura de 35 a 37°C. Em seguida, foi adicionada uma solugdo tamponada de
ONPG 13,3 mM na quantidade de 0,25mL. Os tubos foram incubados em banho-maria a
37°C.

Foram realizadas observagcbes apdés 30 minutos, 1 hora e 24 horas de
incubacado. A positividade da prova foi dada pela mudanca de coloracdo do meio, de

incolor para amarelo, indicando a hidrolise do ONPG pela enzima [3-D-galactosidase.

Os testes adicionais empregados na chave de identificagdo foram:

+ Teste da Liquefacido da Gelatinase

Do crescimento em TSA contendo 1% de NaCl foram retirados indculos e

semeados com uma alga de niquel-cromo no meio Agar Gelatina, acrescido de 1% de

NaCl, com incubacdo a 35°C/1-5 dias. Apds o periodo de incubacao foi realizada a
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leitura dos tubos, sendo considerados positivos aqueles que apresentaram crescimento

causando turvacao e liquefacdo do meio.

+ Resisténcia ao 0/129 10ug

As cepas identificadas e isoladas em TSA contendo 1% de NaCl foram
inoculadas em tubos contendo solugéo salina a 0,85% de modo que a solugao final
fosse comparativamente semelhante a solugdo de McFarland 0,5. Os tubos ajustados
tiveram uma concentracdo de 1,5 x 10° células por mililitro. Das solugdes ajustadas,
foram retirados in6culos com emprego de swab e semeados em placas contendo meio
de Muller-Hinton com 1% de NaCl. Em seguida coloca-se o disco do agente vibriostatico
0129/10ug e incuba-se a 35°C/ 24h. A positividade do teste se da através da presencga

de uma zona de inibicdo ao redor do disco.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

O intervalo do tempo de coagulagdo da hemolinfa dos individuos de cada
fazenda, tanto no periodo seco quanto no chuvoso, respectivamente, apresentou as
seguintes variagdes: para a fazenda A, 18 a 28’ e de oito a 31’; para a Fazenda B, de
sete a 25 ‘ e de cinco a 55 e finalmente de 16 a 20’ e de oito a 41 segundos para a
fazenda C.

O tempo de coagulagdo da hemolinfa é comumente utilizado pelos
carcinicultores brasileiros para avaliar o estado de saude dos camardes, porém, nao
existe um valor referencial que possa ser adotado com seguranca para essa avaliagao
(FRELIER et al., 2004).

Alday-Saenz (1994) cita que a hemolinfa de camardes infectados por bactérias
tende a coagular lentamente, cerca de mais de um minuto, em temperaturas que variam
de 20 a 30°C, enquanto a hemolinfa de um animal sadio tende a coagular em menos de
um minuto.

Na literatura ha discordancia entre os autores com relagado a adogao de um valor
para o tempo de coagulacdo da hemolinfa. Alguns citam como aceitavel apenas 20
segundos. Porém ha outros que relatam que o tempo de coagulacdo da hemolinfa em
camardes de cultivo é tido como aceitavel quando for menor ou igual a 40 segundos
(PEREIRA; SANTOS, 2003). Esse tempo de 40 segundos foi o adotado no presente
estudo uma vez que é o periodo de tempo mais utilizado pelos carcinicultores do
Nordeste.

Segundo Tait (1911), o fenbmeno da coagulagdo da hemolinfa em crustaceos é
considerado como um complexo processo bioquimico por envolver varios componentes,
e cada espécie pode se apresentar de forma diferente. O mesmo autor ressalta que
esse fato esta sempre relacionado com a quantidade de hemdcitos livres e, com casos
de injurias do animal, tanto por bactérias, virus ou outros parasitas.

Os camardes apresentam um mecanismo de defesa simples e primitivo, e nesse
mecanismo 0s hemdcitos realizam uma importante funcdo de defesa, incluindo
coagulagao, identificacdo de corpos estranhos, fagocitose, melanizagao, encapsulagéao,
citotoxicidade e comunicagao intracelular. Durante uma infecgdo o numero de hemacitos
pode baixar consideravelmente e quando se constata a sua instalagao, novos hemacitos
precisam ser produzidos pelo tecido hematopoiético, e isso prejudica, dentre outros

fatores, a coagulacdo da hemolinfa (SANTOS et al., 2005).
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A Contagem Padrao em Placas (CPP) de Vibrio das amostras de hemolinfa dos
180 camardes coletados nas trés fazendas de cultivo, nos dois periodos (seco e
chuvoso), variou de 10 a 28.000 Unidades Formadoras de Colénias (UFC)/mL. Nas trés
fazendas, 51 dos individuos examinados, 28,3%, exibiram vibrios em suas hemolinfas
ao longo dos estagios de vida (60, 76, 90 e 120 dias) avaliados (Tabelas 1, 2 e 3).

Durantes os meses de janeiro e maio, em oito coletas realizadas, Gopal et al.
(2005) relataram uma CPP de Vibrio de 1.520 a 47.300 UFC/mL em hemolinfa oriundas
de camardes cultivados em fazendas nas costas leste e oeste da india, portanto,

numeros maiores que os encontrados na presente pesquisa.

Tabela 1 - Estimativas na Contagem Padrdo em Placas (CPP) de Vibrio por mililitro de
hemolinfa obtidas das amostras de camarao Litopenaeus vannamei, cultivado na
fazenda A, localizada no municipio de Granja-CE, no periodo de outubro/05 a
outubro/06.

. Dias de Estimativa / individuo
Periodo | Coleta .
cultivo
Tempo de coagulagao (s) UFC/ mL
12 90 28 1.000 (est.)
Seco 21 1.000 (est.)
28 120
18 1.000(est.)
20 110 (est.)
8 30 (est.)
19 140 (est.)
30 20 (est.)
Chuvoso 32 120 24 60 (est.)
8 30(est.)
21 60 (est.)
13 20 (est.)
10 10 (est.)
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Tabela 2 - Estimativas da Contagem Padrao em Placas (CPP) de Vibrio por mililitro
de hemolinfa obtidas das amostras de camarao Litopenaeus vannamei, cultivado na
fazenda B, localizada no municipio de Acarau-CE, no periodo de outubro/05 a
outubro/06.

Dias de Estimativa por individuo
Periodo| Coleta
cultivo
Tempo de coagulagao (s) UFC/mL
12 60 8 22.000 (est.)
15 2.000 (est.)
13 1.000 (est.)
Seco 8 9.000 (est.)
28 90
28.000(est.)
12 9.000 (est.)
25 5.000 (est.)
10 1.000 (est.)
15 480
48 1.000 (est.)
12 60 14 2.000 (est.)
28 990
14 360
Chuvoso 2 720
17 300
15 10 (est.)
42 65 (est.)
3 120 5 10 (est.)
24 65
53 10 (est.)
55 110 (est.)
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Tabela 3 - Estimativas na Contagem Padrao em Placas (CPP) de Vibrio por mililitro
de hemolinfa obtidas das amostras de camarao Litopenaeus vannamei, cultivado na

fazenda C, localizada no municipio de Aracati-CE, no periodo de outubro/05 a

setembro/06.
. Dias de Estimativa por individuo
Periodo | Coleta )
cultivo
Tempo de coagulagao (s) UFC/ mL
12 60 16 1.000 (est.)
Seco
22 90 20 110
12 60 12 1.000 (est.)
22 76 17 20 (est.)
16 30 (est.)
10 40 (est.)
23 10 (est.)
19 95 (est.)
13 110 (est.)
32 90
22 105 (est.)
Chuvoso
18 240 (est.)
8 10 (est.)
10 1.605
14 1.165
41 185 (est.)
34 15 (est.)
42 120
18 70 (est.)
19 20 (est.)

De dezoito coletas realizadas nos dois periodos (seco e chuvoso), em cinco
(27,2%) nao houve nenhum crescimento de vibrios, mas em 72,8% pbde-se quantificar
a bactéria. Em ambos os periodos, foi possivel se quantificar Vibrio, em maior ou menor
quantidade na hemolinfa do camaréo cultivado.

No periodo seco, as CPPs de Vibrio na hemolinfa das amostras, coletadas
nas trés fazendas, variaram de 110 a 28.000 UFC/mL, sendo que apenas 12 (15%)

exemplares, dos 80 estudados nessa estacdo climatica, apresentaram a bactéria em
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suas hemolinfas. Os intervalos da CPP de Vibrio na hemolinfa dos camardes das
fazendas A, B e C, na estacdo seca, foram respectivamente: 1.000; 1.000 a 28.000 e
110 a 1.000 UFC/mL (Tabelas 1, 2 e 3).

De acordo com Santos (2005) €& considerada normal uma biomassa
bacteriana menor que 300 UFC/mL em hemolinfa. No entanto, na presente pesquisa, no
periodo seco, todos os exemplares, dos que apresentaram Vibrio em suas hemolinfas,
tiveram valores maiores que o preconizado pelo autor, com exce¢ao de um exemplar, da
segunda coleta da fazenda C, que mostrou uma CPP de Vibrio de apenas 110 UFC/mL
na hemolinfa.

Bactérias do género Vibrio podem alterar o tempo de coagulagao da hemolinfa
em camardes que estejam com vibriose instalada. Essa bacteremia promove a ativacéo
da cascata coagulativa tendo como resultado, o prolongamento no tempo de coagulagéo
da hemolinfa (FRELIER et al., 2004).

Durante o periodo de chuva, nas trés fazendas, dos 100 examinados, 39
(39%) apresentaram infecgdo com essa bactéria. Portanto, um percentual maior do que
aquele verificado durante o periodo seco que foi de 15%. A variacdo nas CPPs de
Vibrio na hemolinfa dos crustaceos, no periodo chuvoso, nas trés fazendas, foi de 10 a
2.000 UFC/mL. Para as fazendas A, B e C os intervalos das CPPs de Vibrio foram de 10
a 140; 10 a 2.000 e 10 a 1.605 UFC/mL na hemolinfa, respectivamente (Tabela 1, 2 e 3).

Na legislacdo do CONAMA (2005) ha limites para o numero de coliformes a
44.5° C nos corpos hidricos, porém a mesma nao delimita a quantificagdo de vibrios em
agua de cultivo de organismos aquaticos. O presente trabalho somente pesquisou Vibrio
na hemolinfa do camaréo, uma vez que este parametro pode servir para se saber quao
contaminado o camardo esta, e alertar aos carcinicultores de um possivel surto de
vibriose, caso houvesse descuido no manejo dos animais na fazenda.

Esta preocupacgao € compartiihada com Goarant et al. (1999) que também
afirmam, que o numero elevado de vibrios nos sistemas de cultivo representa risco a
atividade quando da instalacdo de condicdes ambientais desfavoraveis, o que
fatalmente provocaria situagdes de risco para a saude dos camardes. Segundo o0s
autores, os vibrios sdo responsaveis pelas principais patologias bacterianas nos cultivos
de peneideos, e chegam a provocar altos indices de mortalidade com perdas
econdmicas significativas nos paises produtores.

Na fazenda A, nos dois periodos, dos 50 camarbes examinados apenas 12

apresentaram vibrios em suas hemolinfas, sendo o percentual dessa presencga, maior,
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no periodo chuvoso (15%-seco e 30%-chuvoso). Esta foi a fazenda, dentre as trés, que
apresentou 0 menor percentual de camardes contaminados com vibrios. Apenas 12
individuos estavam contaminados nas duas estacdes: trés no periodo seco e nove no
periodo chuvoso. Em todas as fazendas, o periodo de chuva concorreu para a
contaminagao por vibrios.

Em uma fazenda, localizada no estuario do mesmo rio que alimenta a fazenda
A, Costa (2006) encontrou uma alta carga de Vibrio em 24 amostras de musculo de
camarao. O valor foi superior a 11 x 10° NMP/g em camardes isolados dos diferentes
estagios de desenvolvimento e durante dois ciclos de cultivo.

Para a fazenda B, as CPPs de Vibrio nas amostras de hemolinfa de camarao
oscilaram entre 10 e 28.000 UFC/mL. Dos 60 camardes analisados 21 apresentaram
vibrios em suas hemolinfas. Nessa fazenda, no periodo seco, houve um maior
crescimento no numero de colbnias de Vibrio nas amostras, e o numero de individuos
contaminados foi, visivelmente, maior (Tabela 2).

O rio Acarau, onde se localiza a fazenda B, possui o maior numero de
fazendas de carcinicultura do Estado do Cearda, cerca de 32, e segundo Brito et al.
(2004) é considerado muito poluido. Portanto, o aporte de matéria organica, sobretudo
no inverno, onde mais coletas apresentaram individuos contaminados com vibrios, deve
ser consideravelmente grande, favorecendo assim, o crescimento de microrganismos.

Na Fazenda C a CPP total de Vibrio na hemolinfa dos 18 exemplares de
camarao que exibiram vibrio apresentou um intervalo de 10 a 1.605 UFC/mL,
compreendendo os dois periodos (seco e chuvoso). Na estagdo seca somente dois
individuos apresentaram vibrios em suas hemolinfas (Tabela 3). Esse dado é
semelhante ao encontrado na Fazenda A, quando apenas trés individuos estavam
contaminados com Vibrio (Tabela 1). Ja no periodo chuvoso, 16 individuos estavam
contaminados com a bactéria.

Araujo et al. (2005) estudando o mesmo estuario onde se localiza a Fazenda
C, afirmam que o baixo Jaguaribe também é considerado poluido porque além de sofrer
impactos da urbanizagdao, também sofre impactos das fazendas de carcinicultura
situadas ao longo do rio. Segundo esses autores, isso ocorre devido ao fato de que as
mesmas n&o tratam adequadamente os seus efluentes no momento das despescas dos
viveiros. Portanto, como ja foi dito anteriormente, a poluicdo e a contaminagdo dos
corpos hidricos, devido a uma maior oferta de matéria organica, tende a favorecer o

aparecimento de microrganismos.
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Lima (2007) pesquisando amostras de agua e hepatopancreas, nos mesmos
periodos e nas mesmas fazendas, obteve resultados semelhantes aos da presente
pesquisa. E importante frizar que dentre todas as fazendas e nos dois periodos, a
fazenda B foi a que apresentou maiores contagens de vibrios nas hemolinfas dos
camardes, sendo que no periodo chuvoso o percentual de animais contaminados, nas
trés fazendas, foi muito maior.

O tempo de coagulagdo da hemolinfa dos 12 camardes que apresentaram
Vibrio, nas trés fazendas, no periodo seco, variou de sete a 28 segundos. No periodo
chuvoso, essa variagao foi de cinco a 55 segundos, quando o0 numero de camardes
infectados por Vibrio foi de 39 exemplares, representando mais que trés vezes o numero
de camardes contaminados no periodo sem chuva. Entretanto, essa comparagéao, tempo
de coagulagdo da hemolinfa x contaminagdo por Vibrio, ndo mostra que haja uma
correlacao direta entre esses fatores, uma vez que nem sempre o individuo que
apresentou um tempo alto para coagulacdo da hemolinfa necessariamente apresentou
altas contagens para Vibrio (Tabelas 1, 2 e 3).

Houve individuos, tanto no periodo seco como no chuvoso, que nao exibiram
vibrios em suas hemolinfas. Em algumas amostras, por vezes em 100% das coletas,
nao se constatou crescimento nas placas de agar TCBS. Este fato pode ser observado
nas primeira e segunda coletas do periodo chuvoso, na fazenda A; na terceira do
periodo seco e na segunda do periodo chuvoso na fazenda B e na terceira do periodo
seco, nafazenda C.

Diversos estudos em crustaceos demonstram a habilidade de algum fator da
hemolinfa influenciar na inibicdo do crescimento bacteriano (CHISHOLM; SMITH, 1992;
NOGA et al., 1996). Sung et al. (1996) constataram que células de V. vulnificus foram
eliminadas da hemolinfa de P. monodon, apdés 12 horas da sua inoculagao,
desaparecendo completamente em 24 horas. Adams (1991) relataram que mais de 99%
de cepas de V. alginolyticus foram eliminadas da hemolinfa de P. monodon, apds quatro
horas da inoculagao dessa bactéria.

Importantes avancgos estdo sendo dados para se obter um conhecimento mais
aprofundado da imunologia em crustaceos (BACHERE et al., 2004). A inibicdo de
bactérias em suas hemolinfas pode ser explicada pela presenga de peptideos
antimicrobianos, denominados de peneidinas, descobertas na hemolinfa de Penaeus

vannamei por Destoumieux et al. (1997). Segundo Destoumieux et al. (2000), as
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peneidinas contribuem para a eliminagdo de microrganismos, através da fagocitose,
atuando como antibioticos enddgenos.

Fatores tais como, salinidade, temperatura e pH afetam diretamente a
distribuicdo de bactérias pertencentes ao género Vibrio, no meio ambiente (MOTES et
al., 1998; JIANG; FU, 2001).

A temperatura e o pH, na agua dos viveiros amostrados, variaram de 25 a
30°C, e de 7,5 e 8,5, respectivamente. A flutuagao nos valores de salinidade foi de 0 a
53%o (dados cedidos pelas fazendas). O unico fator que poderia afetar no crescimento
dos vibrios, nesse caso, seria a salinidade. Segundo Thompsom et al. (2004),
oscilagdes na salinidade podem influenciar no isolamento de microrganismos. Os vibrios
apresentam necessidade de sais para o seu crescimento, e quando suas células sao
submetidas a estresse, pode ocorrer dificuldade em seu cultivo sobre o meio TCBS,
devido ao fato de ficarem no estado de “viavel mas n&o cultivavel” (VNC).

Nos 51 camarbes que portavam Vibrio, o tempo total de coagulagcéo da
hemolinfa dos individuos analisados nas trés fazendas, tanto no periodo seco, como no
chuvoso, variou de cinco a 55 segundos (Figura 5,6 e 7).

Nas trés fazendas e nos dois ciclos, desses 51 individuos, apenas 10%
tiveram o tempo de coagulagdo da hemolinfa acima de 40 segundos, ou seja, a maioria
apresentou um tempo inferior a 40 segundos. De acordo com Pereira; Santos (2003) a
maior parte dos exemplares poderia ser considerada aparentemente sadia, ja que esses
mesmos autores s6 aconselham a realizacdo da analise microbiologica da hemolinfa,
quando a mesma exceder 40 segundos para coagular ou quando estiver turva ou
avermelhada. Porém, como visto nas figuras 5, 6 e 7, alguns exemplares com tempo de
coagulagao considerado baixo, tiveram uma CPP alta, como € o caso do exemplar de
numero quatro, oriundo da fazenda B, que no periodo seco expressou a maior CPP da
pesquisa e em apenas sete segundos sua hemolinfa coagulou (Tabela 2).

Gbémez-Gil et al. (1998) obtiveram em amostras de hemolinfa de pés-larvas do
camarao P. vannamei uma CPP de Vibrio que variou de 1.600 a 3.000 UFC/mL da
hemolinfa. Os autores verificaram a presenca de espécies de vibrios patogénicas em
camardes que tiveram seu tempo de coagulacdo considerado baixo, menor que um
minuto.

Através dessa e de outras pesquisas, pode-se avaliar a inexisténcia de um
consenso sobre um intervalo de tempo padrao para coagulagdo de hemolinfa, através

do qual se pudesse demarcar um intervalo de normalidade na saude dos camardes.
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Smith; Johnston (1992) afirmam que bacteremias podem alterar esse
parametro, porém o mesmo, quando adotado, isoladamente, é insuficiente para se
concluir sobre a sanidade dos organismos aquaticos. Quando utilizado, deve ser
associado a outros fatores tais como fisicos, quimicos e bioldgicos. Isto pode ser
comprovado pela pesquisa de Gondko et al. (1981) que estudando a coagulacédo da
hemolinfa em crayfish, concluiram que a mesma expressou valores diferentes para
machos e fémeas, outro fator que deveria ser considerado.
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FIGURA 5: Graficos referentes a Contagem Padrdao em Placas (CPP) de vibrios por
mililitro de hemolinfa obtida das amostras de camardo Litopenaeus vannamei,

cultivados na fazenda A, no periodo de outubro/05 a agosto/06, com tempo de cultivo
variando de 60 a 120 dias.



VIEIRA, C. B. Relagao do tempo de coagulagdo com a quantidade de Vibrio ... 30
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FIGURA 6: Graficos referentes a Contagem Padrdao em Placas (CPP) de vibrios por
mililitro de hemolinfa obtida das amostras de camardo Litopenaeus vannamei,
cultivados na fazenda B, no periodo de outubro/05 a agosto/06, com tempo de cultivo
variando de 60 a 120 dias.
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FIGURA 7: Graficos referentes a Contagem Padrdo em Placas (CPP) de vibrios por
mililitro de hemolinfa obtida das amostras de camarao Litopenaeus vannamei, cultivados
na fazenda C, no periodo de outubro/05 a agosto/06, com tempo de cultivo variando de
60 a 120 dias.

O intervalo de tempo de coagulacédo da hemolinfa dos 129 exemplares que
nao exibiram Vibrio nas trés fazendas e nos dois periodos foi de quatro a 57 segundos.
Curioso € que, embora nao exibindo crescimento de Vibrio em suas hemolinfas, dois
desses animais apresentaram um intervalo de tempo maior na coagulagdo desse

material, do que o dos camardes onde se pdde quantificar esse género bacteriano,
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sugerindo que o crescimento de Vibrio nao influencia no tempo de coagulacdo da
hemolinfa.

Enfatizando a premissa de que a hemolinfa deve ser se nao estéril, pelo
menos pouco contaminada (LIGHTNER, 1977), ndo era o esperado encontrar vibrios
nas amostras de hemolinfas que tiveram seu tempo de coagulagédo baixo. Isso nao foi
verdadeiro, uma vez que foi encontrado Vibrio em hemolinfas de camardes que
coagularam em apenas sete segundos (Tabela 2).

Durante o periodo da presente pesquisa, ndo foram relatadas mortalidades
significantes nessas fazendas. No entanto, segundo dados do Centro de Diagnésticos
de Enfermidades de Camarao Marinho (CEDECAM) — LABOMAR - UFC, apds analises
histopalégicas dos camardes oriundos das mesmas coletas, foram constatadas
patogenias de importancia para a carcinicultura. As amostras de camarao, das fazendas
A, B e C, apresentaram indicios de gregarina e necrose no epitélio subcuticular, a partir
do 30° dia de cultivo. No decorrer do ciclo de cultivo, foram diagnosticados IMNV (Virus
da Mionecrose Infecciosa), tanto no grau 1, 2 e 3, NHP (Necrose Hepatopancreatica),
IHHNV (Infeccdo Viral na Hipoderme e Necrose do Tecido Hematopoético), presenca de
fouling e vibriose no hepatopancreas e nas branquias, sendo as amostras da fazenda B,
onde havia mais vibrios, as mais comprometidas. No entanto, nenhum surto, que
merecesse registro, aconteceu nas fazendas durante a pesquisa.

Portanto, esses fatores podem estar implicados na alteracdo do tempo de
coagulagao das amostras de hemolinfa que n&ao exibiram vibrio, uma vez que os animais
com as citadas patogenias eram oriundos das mesmas fazendas. Jussila et al. (2001)
pesquisando a influéncia do tempo de coagulagdo da hemolinfa de Panulirus cygnus,
George com bacteremia instalada, concluiram que o mesmo era insuficiente para
diagndstico, porém servia para se afirmar sobre a predisposi¢céo a doengas.

Das coletas onde as hemolinfas de camarado apresentaram crescimento de
Vibrio foram isoladas 132 cepas. Deste total, 116 (87,8%) foram identificadas até
espécie. Dessas, 11 foram identificadas como Plesiomonas shigelloides. O restante

(105) foram classificadas em espécies do género Vibrio (Tabelas 4, 5 e 6).
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Tabela 4- Espécies de Vibrio isoladas das amostras de hemolinfa oriundas dos

camarodes (Litopenaeus vannamei) cultivados na fazenda A, durante os periodos seco e

chuvoso.
Fazenda A
Seco
Espécies NUmero de isolados
Vibrio alginolyticus 1
Vibrio harveyi 1
Total 2
Chuvoso
Espécies Numero de isolados
Vibrio alginolyticus 8

Vibrio cholerae

Vibrio metschinikovii

o - DN

Vibrio mimicus

Total 20
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Tabela 5- Espécies de Vibrio isoladas das amostras de hemolinfa oriundas dos

camarodes (Litopenaeus vannamei) cultivados na fazenda B, durante os periodos seco e

chuvoso.
Fazenda B
Seco
Espécies NUumero de isolados

Vibrio alginolyticus 4
Vibrio harveyi 7
Vibrio mimicus 1
Vibrio parahaemolyticus 1

Total 13

Chuvoso
Espécies Numero de isolados

Vibrio alginolyticus 5
Vibrio cincinnantiensis 1
Vibrio furnissi 1
Vibrio harveyi 5
Vibrio mediterranei 1
Vibrio metschinikovii 2
Vibrio mimicus 8
Vibrio parahaemolyticus 4
Vibrio vulnificus B2 1
Vibrio vulnificus 1

Total 29
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Tabela 6 - Espécies de Vibrio isoladas das amostras de hemolinfa oriundas dos

camardes (Litopenaeus vannamei) cultivados na fazenda C, durante os periodos seco e

chuvoso.
Fazenda C
Seco
Espécies NUmero de isolados
Vibrio alginolyticus 1
Vibrio mimicus 1
Total 2
Chuvoso
Espécies NuUmero de isolados
Vibrio alginolyticus 9
Vibrio carchariae 7
Vibrio fluvialis 4
Vibrio mediterranei 2
Vibrio mimicus 14
Vibrio parahaemolyticus 3
Total 39

A identificacdo de Vibrio, através de provas bioquimicas, € considerada
problematica por causa da similaridade fenotipica entre algumas espécies (ALSINA,;
BLANCH, 1994; OTTAVIANI et al., 2003).

Os géneros Vibrio, Aeromonas e Pleisomonas formam o segundo principal
grupo de bacilos Gram-negativos, fermentativos, anaerdbios facultativos. Antigamente
esses microrganismos eram classificados na familia Vibrionaceae. Mas, atualmente as
técnicas de biologia molecular estabeleceram que esses géneros possuem apenas uma
relacdo distante e pertencem a trés familias distintas: Vibrio e Aeromonas séo agora
classificados nas familias Vibrionaceae e Aeromodaceae, respectivamente.
Plesiomonas foram colocadas na familia das Enterobacteriaceae. Porém, apesar dessa
reorganizagdo taxondmica, & conveniente considerar essas bactérias em conjunto

porque suas epidemiologias e gamas de doengas sao similares (MURRAY et al., 2004).
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Foram encontradas 13 espécies diferentes de Vibrio nas hemolinfas dos
camardes analisados. A fazenda, cujos animais apresentaram maior diversidade, foi a B,
com 10 espécies detectadas, logo em seguida vem a C, com seis e em ultimo a fazenda
A, com apenas cinco espécies diferentes (Tabelas 4, 5 e 6). Gomez-Gil et al. (1998)
pesquisando Vibrio em amostras de hemolinfa em populagcbes de camario juvenil
(Penaeus vannamei) identificaram um numero consideravelmente menor quando
comparado com o da presente pesquisa, apenas trés cepas e duas espeécies, sendo
duas de V. parahaemolyticus e uma de V. vulnificus.

A diversidade bacteriana parece sofrer um impacto direto dos fatores
ambientais. Na pesquisa de Torsvik et al. (1997) foi constatada uma diversidade
genética 250 vezes menor em ambientes de mangue utilizados para aquicultura quando
comparado com areas onde nao havia essa atividade.

Segundo Lima (1997), os vibrios dependem diretamente da temperatura do
meio. De acordo com Alterthum (2005), cada bactéria possui um 6timo de temperatura
para absorcdo de nutrientes que esta intimamente relacionado ao crescimento e
desenvolvimento das culturas. A maioria das espécies do género Vibrio € mesdfila
apresentando um 6timo de temperatura em torno de 30°C (BAUMANN et al., 1984) fato
que as tornam altamente beneficiadas pelas temperaturas no Nordeste.

Nas trés fazendas, o periodo chuvoso favoreceu a diversidade de espécies
(Tabelas 4, 5 e 6), discordando de Hervio-Heath et al. (2002) que afirmam que, quando

analises sao realizadas no periodo dos meses de verao, a diversidade de Vibrio € maior.

A espécie que ocorreu com maior frequéncia foi V. mimicus, tanto na
hemolinfa dos camardes do periodo seco quanto do chuvoso (Figura 8), sendo que as
amostras da fazenda C foram onde mais estavam presentes (Tabelas 4, 5 e 6). De
acordo com Farmer; Hickman-Brenner (1992) V. mimicus pode ser encontrado em
aguas marinhas, em ostras e camardes. Neste ultimo, principalmente na fase juvenil,

sendo frequentemente isolados em crustaceos considerados saudaveis.
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FIGURA 8: Distribuicao em porcentagem dos 105 isolados de Vibrio oriundos das
amostras de hemolinfas dos camardes (Litopenaeus vannamei) cultivados nas trés

fazendas, nos periodos seco e chuvoso.

A segunda espécie mais encontrada foi V. alginolyticus (Figura 8). Segundo
Liu et al. (2004) este vibrio € considerado como um potente patdégeno do camarao L.
vannamei e de acordo com Li et al. (1999) pode ser freqientemente encontrado na
hemolinfa de camaréo. Essa bactéria pode, segundo Vandenberghe et al. (1999) ser
utilizada como probidtico em pos-larvas de camarao para competir com V. harveyi,
porém os autores aconselham que para utilizar suas cepas, com este intuito, as mesmas
devem passar por uma rigorosa caracterizagdo genotipica. Verschuere et al. (2000)
citam que nas fazendas de camarao equatorianas, V. alginolyticus é bastante utilizado
como probioticos. Durante a produgdo de P. chinensis, Vandenberghe et al. (1998)
encontraram V. alginolyticus como espécie bacteriana predominante no estagio larval
em camardes saudaveis.

V. harveyi apresentou o terceiro maior percentual de ocorréncia no presente
estudo (Figura 8), porém, foi detectado apenas nas fazendas A e B. Esse microrganismo
€ usualmente isolado de animais marinhos considerados doentes (SOTO-RODRIGUEZ
et al., 2003). De acordo com Czyz et al. (2000) sua patogenicidade deve-se a

transferéncia de fatores virulentos para o camarao. Os autores também afirmam que V.
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harveyi pode ser utilizado como bioindicador de mutagcbes genéticas em amostras de
bactérias ambientais.

Algumas espécies de Vibrio estdo associadas ao fendbmeno de luminescéncia.
Quando em grandes quantidades, esse fendmeno pode ser observado tanto nos corpos
dos camardes quanto na agua em fazendas de cultivo no periodo noturno. Essas
especies estido relacionadas com dados de mortalidade, que podem variar de
insignificante até 100% do cultivo de peneideos, principalmente nas fases de pods-larva e
juvenil (AGUIRRE-GUZMAN; VALLE, 2000).

De acordo com Gamez et al. (2004), as espécies do género Vibrio associadas
a infeccbes de camarao tém a propriedade de afetar todos os seus estagios de
desenvolvimento, provocando mortalidade de até 100%, apos 24 horas do aparecimento
da infecgao (MORIARTY, 1999).

Vibrio parahaemolyticus foi encontrado apenas nas fazendas B e C (Tabelas 5
e 6), com maior exibicdo na B. Essa bactéria tende a atacar com maior intensidade
camardes no estagio juvenil e adulto (GOMEZ-GIL et al., 2004). Sudheesh; Xu (2001)
pesquisando vibrios em um cultivo de Penaeus monodom, na China, concluiram que a
maioria de suas cepas possui um forte potencial virulento. E, de acordo com
Vaseeharan; Ramasamy (2003), a presenca de V. parahaemolyticus em corpos
aquaticos destinados a cultura de camardes é preocupante uma vez que algumas cepas
podem provocar doencas nos peneideos.

V. charcarie € mais um dos vibrios que estdo relacionados a surtos de
vibrioses e foi encontrado apenas na fazenda C (Tabela 6). De acordo com Alvarez et al.
(2003) ele foi a terceira bactéria mais encontrada (cerca de 17%) em amostras de agua
destinadas ao cultivo de L. vannamei e L. stylirostris, em uma fazenda na costa
ocidental da Venezuela. Sua presenca foi correlacionada a surtos de vibrioses. Nesse
mesmo estudo, os autores afirmaram que a diversidade de vibrios foi maior nas
amostras de agua onde camardes enfermos foram encontrados.

Dentre as demais bactérias encontradas na presente pesquisa, algumas
também estao ligadas a vibrioses, tais como V. cholerae, V. vulnificus, V. metschinikovii,
V. mediterranei, V. cincinnantiensis e V. fluvialis (COSTA, 2006). Segundo Vieira et al.
(2000), esta ultima bactéria foi encontrada em 50% das amostras de poés-larvas de
camarao em uma larvicultura, e nesse periodo foram registrados casos de mortalidades.

Tanto V. vulnificus quanto o V. vulnificus biotipo 2 foram encontrados apenas

na fazenda B. Essa bactéria possui alta similaridade fenotipica com V.
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parahaemolyticus, diferenciando-se apenas pela capacidade de fermentar lactose, o que
concorreu para inicialmente ser classificada como “vibrio lactose positivo” (ELLIOT et al.,
1995).

Amaro et al. (2005) demonstraram a relagao entre a incidéncia de doencgas e
um incremento no numero de microrganismos patogénicos em enguias. Eles
encontraram uma maior quantidade de cepas de V. vulnificus biotipo 2 nos organismos
de enguias que se encontravam moribundas.

V. cholerae além de estar relacionado a surtos de doencas transmitidas tanto
por agua quanto por alimentos, também esta intrinsecamente ligado a doengas em
organismos aquaticos. Hoa et al. (2000) isolaram quatro espécies de Vibrio de estagios
larvais do camarao Macrobrachium rosenbergii cultivado no Vietnam, onde 62% foram
de V. cholerae, 20% de V. alginolyticus, 10% de V. carchariae e 8% de V. mimicus.

A presenga de bactérias do género Vibrio em organismos aquaticos é
preocupante, uma vez que essas bactérias sdo responsaveis por grandes perdas em
cultivos, em todo mundo. Gullian; Rodriguez (2002) afirmam que o desenvolvimento da
industria camaroneira na ultima década foi marcado pelo surgimento de restrigdes na
producao, entre as quais, a mais importante é a ocorréncia de enfermidades infecciosas.
Dentre os vibrios, algumas espécies podem ser responsaveis pelo surgimento de
enfermidades infecciosas, tais espécies seriam V. harveyi, V. anguillarum, V.
parahaemolyticus e V. vulnificus. Essas espécies sao frequentemente associadas a
mortalidades na larvicultura e engorda.

Apesar da detecgdo de Vibrio em algumas coletas e da diversidade em
espécies confirmadas nas amostras de hemolinfa, ndo se pode precisar qual espécie &
mais ou menos maléfica ao cultivo de peneideos, uma vez que a viruléncia desse
género bacteriano é muito variavel. Entretanto, a presenga de cepas patogénicas
merece destaque, principalmente, pelo fato de que a hemolinfa, como o sangue
humano, deve ser estéril. Se condicbes desfavoraveis vierem a ser desenvolvidas nos
sistemas de cultivo, os camardes se tornardo mais susceptiveis a doencgas e ao ataque

das bactérias pertencentes a esse género microbiano.
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5 - CONCLUSOES

= A presencga de Vibrio na hemolinfa n&o teve relagdo com o seu tempo de coagulagao.

« O periodo chuvoso favoreceu o aparecimento de mais individuos com hemolinfas

contaminadas com Vibrio.

= As contagens de Vibrio nas hemolinfas dos camardes oriundos da fazenda A e B no

periodo seco, foram mais altas do que no periodo chuvoso. No entanto, tanto na B como
nas outras fazendas, o percentual de animais contaminados no periodo chuvoso foi

maior do que no periodo seco.

« A diversidade apresentada pelos vibrios presentes na hemolinfa dos camardes da

Fazenda B foi maior que a da fazenda C, e esta foi maior que na fazenda A.
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7 — ANEXOS

ANEXO A - Prova de coloragdo de Gram (Soares et al. 1991).

Nesta prova sao utilizadas cepas isoladas a partir de agar triptona soja (TSA)

inclinado com 24 horas de incubagao, onde sdo seguidos os passos descritos a seguir:

1.

2
3.
4

o

S

10.
11.
12.
13.

Inicialmente faz-se um esfregaco fino.

Com auxilio de uma pinca, tomar uma lamina de microscépio imersa em alcool.
Colocar uma pequena gota de agua destilada sobre a Iamina na parte central.
Retirar assepticamente, com uma agulha de inoculagdo, uma porgdo do
crescimento da cultura a ser analisada.

Espalhar a massa celular na gota e em seguida fixar a preparagéo, passando a
ldamina um pouco acima da chama do bico de bulsen (sem superaquecé-la).

Cobrir o esfregago com cristal violeta por 1 minuto.

Lavar com agua corrente.

Cobrir o esfregago com lugol por 1 minuto.

Descorar com alcool 95%.

Lavar com agua corrente.

Contra-corar com safranina 0,25% por 20 segundos.

Lavar com agua corrente e secar, absorvendo a agua com lengo de papel.

Observar ao microscopio 6ptico com objetiva de imersao.

OBS: Microrganismos Gram positivos: azuis ou violetas

Microrganismos Gram negativos: vermelhos
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ANEXO B — Meios de Cultura e Reagentes

1- SOLUCAO DE AGUA PETONADA ALCALINA (APA) 1% DE CLORETO
DE SODIO

- Peptona 10,09
- Cloreto de sddio 10,0 g
- Agua destilada 1000 mL

Apds a dissolugao dos ingredientes, a solugao foi distribuida em volumes de 9
mL, em tubos 15 x 160mm, ou 225 mL em erlenmeyer. Esterilizados em autoclave por
121°C por 15 minutos. Posteriormente, os mesmos foram resfriados e mantidos em

geladeira até o momento de sua utilizagao. O pH final deste meio foi de 7,8 +/- 0,2.

2 — AGAR TRIPTONA-SOJA + 1% DE CLORETO DE SODIO (TSA)

O meio era preparado de acordo com as instrugbes do fabricante. Logo,
409 do produto desidratado eram dissolvidos em 1.000 mL de agua destilada acrescidos
de 1 g de NaCl. A mistura era agitada e fervida até completa dissolugédo e, em seguida,
0 meio era distribuido em volumes de 5 mL em tubos de 12 x 120 mm, e esterelizado
em autoclave a 121°C por 15 minutos. Apds a esterilizacado, os tubos eram mantidos em
posicdo inclinada até a solidificacdo do meio, de forma a se ter uma base de
aproximadamente 2 cm de altura e uma parte inclinada. Apds a solidificagcado do meio,

eram mantidos em geladeira a 4°C. O pH final deste meio foi de 7,8 +/- 0,2.

3 - AGAR TIOSSULFATO-CITRATO-BILE-SACAROSE (TCBS- DIFICO)

De acordo com as recomendagdes do fabricante, foram dissolvidos por
aquecimento, 89,0 gramas do meio desidratado em 1000mL de agua destilada. O meio
foi fervido até sua total dissolugdo. Em seguida, distribuido, ainda quente, em volumes
de 15 mL, aproximadamente, em placas de Petri esterilizadas e apds sua solidificacao,

as placas foram utilizadas. O pH final deste meio foi de 7,8 +/- 0,2.



VIEIRA, C. B. Relagao do tempo de coagulagdo com a quantidade de Vibrio ... 58

4 - AGAR MULLER-HINTON COM 1% DE NaCl

Suspenséo de 28,5g de Muller-Hinton e 7,59 de NaCl em 750mL de agua
destilada. O meio foi aquecido até a sua dissolucdo. Autoclavacao a 121°C por 15
minutos.

Distribuicdo de 15mL por placas de Petri estéril.

5 - PROVA DA PRODUCAO DE CITOCROMO-OXIDASE:

- N,N,N",N" - ttretametil-p-fenileno-diamina (SIGMA)--------------- 109
- Agua destilada 100 mL

O reagente foi dissolvido em agua e em seguida acondicionado em frasco

escuro e conservado em freezer.

6 - PROVA PARA HIDROLISE DA ARGININA E DESCARBOXILAGAO DA
LISINA E ORNITINA + 1% DE CLORETO DE SODIO.

Base

- Peptona 509

- Extrato de Levedura 3,09

- Glicose 1,09

- Cloreto de sédio 109

- Parpura de Bromocresol 0,02¢g

- Agua destilada 1000 mL

Para cada 1000 mL de caldo base adicione 1,25 g de L-lisina, L-arginina e L-
ornitina. Ajuste o pH para 7,8 com NaOH 1N. Distribua 5 mL em tubos com rosca,
identifique os tubos por grupos de aminoacidos e controle. Esterilize os tubos com as
tampas frouxas a 121°C por 10minutos. Aperte as tampas para estocar a 4°C. Apds
inocular, adicione uma camada (1 mL) de 6leo mineral estéril em cada tubo. Incube a

35°C e examine diariamente durante 4 dias. Inicialmente a coloragao do meio muda de
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purpura para amarelo. Se ocorrer a dascarboxilagdo do aminoacido a coloragao do meio
volta para purpura/violeta (alcalino) — reagao positiva. O pH final deste meio foi de 7,8
+/-0,2.

7 - CALDO TRIPTONA A 1,3,6,8 E 10% DE CLORETO DE SODIO (Prova do
Halofilismo)

- Caldo Triptona 109

-Cloreto de sodio 10,30,60,80 e
100,0g

- Agua destilada 1000 mL

Procedeu-se a dissolugcdo da triptona e das respectivas concentracdes de
cloreto de so6dio em um determinado volume de agua destilada. Posteriormente, os
volumes foram completados a 1000 mL pela adi¢do de agua destilada. Os meios foram
entdo, distribuidos em porgcdes de 10,0 mL em tubos de 16 x 160mm e autoclavados a
121°C por 15 minutos. Apos o resfriamento foram estocados em geladeira a 4°C.
Paralelamente foi preparado o mesmo meio, porém sem adicdo de cloreto de sddio.

Ajustar pH para 7,8.

8 - TESTE DE VOGES-PROSKAUER (VP) + 1% de CLORETO DE SODIO

Segundo orientagdes do seu fabricante, 17,0 g do meio MR-VP desidratado
(DIFCO) e 10 g de cloreto de sodio foram dissolvidos em 1000 mL de agua destilada em
por¢cdes de 5 mL em tubos de 15 x 150mm e, em seguida, a 121°C por 15 minutos.
Apos o resfriamento foram estocados em geladeira a 4°C. O pH final deste meio foi de
7,8 +/-0,2.

9 - TESTE DA HIDROLISE DO ORTO-NITROFENIO-B — D-GALACTO-
PIRANOSIDEO (ONPG):

- ONPG 0,08g
- Agua destilada 15,0 mL
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- Solugao Fosfato monobasico 1M, pH 7 5,0 mL

Dissolva o ONPG em agua destilada a 37°C. Adicione 5,0 mL da solug&o de
fostato monossddico. A solugdo deve ser incolor. Armazene em frasco escuro a 4°C.
Antes de usar, aqueca parte da solugdo de ONPG a 37°C sufuciente para o numero de

testes. Nao reutilize a solugéo aquecida.

10 - PROVA DE FERMENTACAO DE CARBOIDRATOS:

Base

- Peptona 10,0 g
- Extrato de Carne 3,09
- Cloreto de sddio 10,0 g
- Purpura de Bromocresol 0,04 g
- Agua destilada 1000 mL

Para cada 1000 mL de caldo base adicione 5 g de manitol, manose,
arabinose, glicose, lactose e sacarose separadamento. Ajuste o pH para 7,8 com NaOH
1N. Distribua 5 mL em tubos com rosca, identifique os tubos por grupos de carboidratos
e controle. Esterilize os tubos com as tampas frouxas a 121°C por 10 minutos. No caso
dos carboidratos arabinose, e manose a esterilizagao deve ser através de filtragdo. Em
cada tubo de glicose deve ser adicionado antes de esterilizar um tubo de Durhan. Apds
inocular, adicione uma camada (1 mL) de 6leo mineral estéril em cada tubo. Incube a
35°C e examine diariamente durante 7 dias. A positividade da prova ocorre com a
mudanca do meio muda de purpura para amarelo. O pH final deste meio foi de 7,8 +/-
0,2.

11 - TESTE DE PRODUGCAO DO INDOL

Foram dissolvidos por aquecimento, 36,0 g de meio SIM desidratado (DIFCO)
e 10 g de cloreto de sédio em 1000 mL de agua destilada. Em seguida, o meio foi
distribuido em porgdes de aproximadamente, 4,0 mL em tubos de 12 x 120 mm

seguindo-se a esterilizagdo em autoclave por 121°C por 15 minutos. Apds a
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autoclavacao os tubos foram mantidos em temperatura ambiente em posi¢cao vertical,
até a solidificagdo do meio. Em seguida, mantido em geladeira até sua utilizagdo. O pH

final deste meio foi de 7,8 +/- 0,2.

12 - PREPARO DO CORANTE CRISTAL VIOLETA (2%) (Coloragao de Gram)
Modificado por Hucker

-Solugao A: Cristal violeta (85% puro) 2,049
Alcool Etilico (95%) 20 mL

-Solugao B: Oxalato de aménio 0,8¢g
Agua destilada 80 mL

Misturar as solucdes A e B.

13 — PREPARO DO CORANTE LUGOL (Coloragao de Gram)

- lodo cristalizado 109
- lodeto de potassio 2,049
- Agua destilada 300 mL

14 — PREPARO DO CORATNE SAFRANINA (0,25 %) (Coloracdo de Gram)

- Safranina (2,5% em alcool a 96%) 10 mL

- Agua destilada 100mL

15 - REAGENTES DO VP (ICMSF, 1978)

1 - Solugéo alcodlica de alfa-naftol a 5%

Foram dissolvidos 5,0 g de alfa-naftol (Merck) em 100 mL de alg¢cool absoluto.

O reagente foi acondicionado em frasco escuro e mantido a temperatura ambiente.

2- Solugao aquosa de hidréxido de potassio a 40%
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Foram dissolvidos 40,0g de hidroxido de potassio (Merck) em 100 mL de agua
destilada. O reagente foi acondicionado em frasco escuro e conservado a temperatura

ambiente.

16 - REAGENTE ONPG - Solucgao de Fosfato Monossédico 1,0 pH 7,0

- NaH2P04_H20 6,9 g
- Agua destilada 45,0 mL

Em 30 g de NaOH em bal&o volumérico adicione 100 mL de agua destilada.
Antes de adicionar a agua coloque o baldo em banho com gelo para evitar o
superaquecimento.

Dissolva o NaH,PO4H,O em 45 mL de agua destilada. Adicione 3 mL da
solugdo de NaOH a 30% e ajuste para o pH 7,0. Complete o volume para 50 mL com

agua destilada. Armazene a 4°C.

17 — SOLUCAO DE CITRATO DE SODIO (10%).

Suspensédo de 10g de Citrato de Soédio em 100 mL de agua destilada

esterilizada em erlenmeyer.



