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RESUMO

As bactérias pertencentes ao género Vibrio t€m sido apontadas como um dos grandes
problemas no cultivo de camardo. Autdctones de ambiente marinho e estuarino, algumas
espécies de vibrios sdo capazes de provocar doengas, representando perdas econdmicas para a
industria e perigo potencial para saude publica quando veiculadas ao produto final destinado
ao mercado. O presente estudo teve por objetivo pesquisar as espécies de Vibrio presentes no
cultivo do Litopenaeus vannamei ¢ do meio onde ¢ cultivado. Foram acompanhados dois
ciclos de cultivo do L. vannamei em uma fazenda de camardo marinho situada no estudrio do
rio Coreat (CE) no periodo de maio a novembro de 2005, sendo analisadas 24 amostras de
agua de captagdo, 24 de agua do viveiro e 24 de camardo nos estagios de pds-larva, juvenil e
adulto. As andlises foram concernentes a determinagdo do Numero Mais Provavel (NMP) de
Vibrio, contagem de colonias sacarose positivas e negativas, identificacao das espécies e testes
de suscetibilidade das cepas a antibidticos. Os resultados mostraram que o indice de vibrio foi
maior nas amostras de dgua do viveiro ¢ de camardo nos dois ciclos quando comparadas as
amostras de agua de captacdo. Das 76 cepas isoladas de camardo nos diferentes estagios de
desenvolvimento foram obtidas 14 espécies, com predominancia das espécies de V. harveyi e
V. cholerae nas pos-larvas; V. cholerae, V. anguillarum, V. alginolyticus e V. harveyi nos
juvenis; e V. parahaemolyticus, V. harveyi e V. anguillarum nos adultos. A espécie que
apresentou maior grau de resisténcia aos antimicrobianos foi V. cholerae, onde 33,33% das 12
cepas testadas mostraram-se resistentes a sulfazotrim, 25% a ampicilina e 33,33% a
ceftriaxona. A elevada incidéncia de vibrios nas amostras de agua e camardo pode ser
indicativa de risco para a atividade, se condi¢des ambientais desfavoraveis forem estabelecidas
no ambiente de cultivo. Além disso, o isolamento feito de cepas patogénicas da microbiota

acompanhante dos camardes pode representar risco para a saude publica.

Palavras-chave: Vibrio, Litopenaeus vannamei, resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

Infections with bacteria of the genus Vibrio represent a major challenge to shrimp farmers
today. Some species of vibrios, autochthonous of marine and estuarine environments, can
cause severe infection in livestock, leading to economic loss and, when communicated to
marketed foods, public health hazards. The objective of the present study was to identify and
determine the incidence of vibrios present in a marine shrimp (Litopenaeus vannamei) culture
in Northeastern Brazil. The study covered two culture cycles of L. vannamei, from May to
November 2005, on a shrimp farm located in the estuary of Rio Coreau (Cearda). Analyses
were based on 24 samples of inflow water, 24 samples of pond water, and 24 samples of
postlarval, juvenile and adult shrimp. The outcome measures included most probable number
(MPN) of vibrios, number of sucrose-positive and negative strains, species identification and
susceptibility to antibiotics. Vibrio concentrations were higher in pond water and shrimp
samples than in inflow water samples. Out of 76 strains isolated from samples of shrimp at
different development stages 14 species were identified, the most prevalent of which were V.
harveyi and V. cholerae (in postlarvae), V. cholerae, V. anguillarum, V. alginolyticus and V.
harveyi (in juveniles), and V. parahaemolyticus, V. harveyi and V. anguillarum (in adults).
The hardiest species was V. cholerae of which one third out of 12 strains tested were resistant
to sulfazotrim, one fourth to ampicillin, and one third to ceftriaxone. Depending on culture
conditions, a high incidence of vibrios, as observed in the present study, may lead to
substantial losses for the shrimp farming industry. In addition, the possibility of
communicating pathogenic strains to marketed foods represents a major concern to public

health.

Key words: Vibrio, Litopenaeus vannamei, bacterial resistance.
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1. INTRODUCAO

O cultivo de camardo foi iniciado no Brasil na primeira metade dos anos setenta,
adquirindo carater empresarial no final da década de oitenta. Entretanto, s6 a partir dos anos
noventa, com a introducdo da espécie Litopenaeus vannamei, o desenvolvimento processou-se
em bases mais solidas dada a rapida adaptagdo dessa espécie as condigdes dos estudrios
brasileiros, ¢ em ritmo comercial acelerado, apdés 1996 devido as condi¢des favoraveis do
mercado (ABCC, 2002). Segundo Maia & Nunes (2003), nos ultimos anos o L. vannamei tem
tido um papel fundamental no excelente desempenho da produgdo de camardo no Brasil,
permitindo que o pais se destaque entre os principais exportadores deste crustaceo.

Para a industria brasileira de camarao marinho em 2005, estimou-se uma producao de
157.000 toneladas e obtencdao de divisas na ordem de 450 milhdes de dolares. No primeiro
semestre de 2005, 46,2% das exportagdes totais de produtos pesqueiros corresponderam ao
camarao cultivado, e do total de camardes exportados, considerando os provenientes da pesca
e aqiiicultura, 90,55% foram oriundos da carcinicultura (Madrid, 2005).

Confirmando o desenvolvimento acentuado da carcinicultura marinha no Estado do
Ceara, garantido, entre outros motivos, pelas benécias locacionais, o censo realizado pela
ABCC (2004a) mostra o Ceara como segundo produtor nacional responsavel por 25,6% da
produ¢do nacional, com 191 produtores e 3.804ha destinados a essa atividade, produzindo
19.405 toneladas com uma taxa de produtividade de 5.101kg/ha/ano.

Nas décadas de oitenta ¢ noventa, as doengas infecciosas tiveram um efeito
devastador no cultivo de camardo marinho, causando colapso na producdo de grandes paises
produtores e desencadeando grandes perdas a industria. A partir de entdo, as enfermidades
passaram a ser vistas como um obstaculo economico € uma ameaca a viabilidade da atividade.
Apesar de algumas destas doengas ocorrerem habitualmente em fazendas de cultivo no Brasil,
seu impacto econdmico nao ¢ considerado expressivo quando comparado a outros paises.
Contudo, estas infec¢des afetam o desempenho dos cultivos e causam alteracdes na aparéncia
fisica dos camardes, comprometendo a qualidade do produto final (Nunes & Martins, 2002).

A carcinicultura mundial vem experimentando perdas significantes na produgdo
provocadas por patdogenos bacterianos do género Vibrio, especialmente na larvicultura e na

engorda de camardes na fase de juvenil (Aguirre-Guzman et al., 2004).
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Em todo o mundo, o desenvolvimento da industria camaroneira estd sendo submetido
a um permanente estado de alerta sanitario e tem encontrado um grande nimero de obstaculos
que entravam o processo produtivo especialmente os relacionados com as enfermidades de
natureza infecciosa e ndo infecciosa (Alvarez et al., 2003). Escobedo-Bonilla (1999) afirma
que o comportamento da industria de camarao nos ultimos anos foi influenciado por uma série
de fatores, com destaque aos impactos das enfermidades infecciosas provocadas
principalmente por patégenos virais e bacterianos gram-negativos (Vibrio spp).

De acordo com Aguirre-Guzman et al. (2001), a rapida expansdo do cultivo de
camardes peneideos estd sendo ameagada por doengas provocadas por bactérias do género
Vibrio, que afetam a sua sobrevivéncia e crescimento. Estes microrganismos oportunistas
fazem parte da microbiota normal dos peneideos, provocando doencgas quando condigdes
ambientais desfavoraveis se estabelecem nos sistemas de cultivo.

Vibrio vulnificus, V. alginolyticus, V. campbellii, V. splendidus, V. damsela, V.
parahameolyticus e V. harveyi t€m sido reportadas como as principais espécies do género
Vibrio que representam risco para o cultivo dos peneideos (Lightner, 1996).

Os vibrios fazem parte da microbiota indigena de camardes podendo representar risco
ao cultivo quando da instalacdo de condi¢des ambientais adversas, sendo considerados os
principais patogenos bacterianos dessa atividade. Se veiculados ao produto destinado ao
consumo, podem provocar gastroenterites e quadros de septicemia em humanos.

Panicker et al. (2004) afirmam que dentre as varias espécies pertencentes ao género
Vibrio, autoctones de ambientes marinhos e estuarinos, V. vulnificus, V. parahaemolyticus e V.
cholerae sdo as principais causadoras de gastroenterite e em alguns casos, septicemia. Hayat et
al. (2006) alertam para o risco que o consumo de alimentos de origem marinha pode
representar para saude publica, uma vez que cepas de V. parahemolyticus toxigénicas (03:K6)
tém sido isoladas dessas fontes, apresentando potencial para provocar pandemias.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo a pesquisa do género Vibrio
no cultivo do camardo marinho L. vannamei durante o seu ciclo de desenvolvimento, através
da enumeracgdo de Vibrio e contagem de colOnias sacarose positivas e negativas nos estagios
pos-larval, juvenil e adulto e na dgua de captagdo e viveiro; isolamento e identificacdo das
cepas que ocorrem em cada periodo de desenvolvimento do camardo e nas amostras de agua; e

verificacdo da sensibilidade das espécies identificadas a antibidticos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultivo do Litopenaeus vannamei

Os crustaceos destacam-se na categoria dos produtos aquaticos pelo alto valor
nutritivo € por constituirem em iguarias finas, de consumo cada vez mais elevado,
principalmente entre os povos dos paises mais desenvolvidos. Dentre esses, os camardes, pela
propria limitacdo dos estoques naturais, que ndo suportam mais qualquer aumento da atividade
extrativa, tém merecido a atengdo dos cientistas, pela possibilidade extraordinaria que
oferecem de aumentar a producao através da atividade de cultivo (Cavalcanti ef al., 1986).

De acordo com a ABCC (2004b), no Brasil, o L. vannamei ¢é a espécie
comercialmente cultivada, que foi introduzida para fins de cultivo em 1983. Entretanto,
somente a partir do inicio dos anos 90, quando alguns laboratérios de larviculturas privados
viabilizaram a disponibilidade de pos-larvas dessa espécie € que as validagdes tecnologicas
realizadas pelas fazendas de camardo nos Estados do Rio Grande do Norte, Ceard e Paraiba
demonstraram a supremacia do L. vannamei em relagao as espécies nativas.

O camarao L. vannamei ¢ uma espécie encontrada naturalmente desde a parte leste do
Oceano Pacifico, a altura de Sonora, no México, até a altura de Thumbes, norte do Peru. E
uma espécie marinha, com preferéncia por fundo de lama, que ¢ encontrada desde a regido do
infralitoral, até profundidades de 72 metros e na natureza pode chegar a 23cm de
comprimento. E a espécie comercial mais explorada no sul do México, Guatemala ¢ El
Salvador e a mais cultivada no hemisfério ocidental (Barbieri Junior & Ostrensky Neto, 2002).

O L. vannamei é um crustaceo decapodo, pertencente a familia Penaeidae (Huner &
Brown, 1985). Segundo Dall et al. (1999), os membros da familia Penaeidae apresentam um
ciclo de vida semelhante com desenvolvimento dos estagios: larva (nauplio), protozoea, misis,
pos-larva, juvenil e adulto. As diferengas estdo relacionadas com a preferéncia das pds-larvas,
juvenis e adultos por determinadas areas durante seu ciclo de desenvolvimento.

Quando o nauplio, larva tipica dos crustaceos decapodos, depois de sucessivas
mudas, desenvolve oito pares de apéndices ¢ chamada de zoea. Com a aquisi¢do de todos os
apéndices abdominais, o animal ¢ denominado de pds-larva. Entre esses dois estagios ocorrem

numerosas mudas (10 a 30). A pds-larva ¢ geralmente muito parecida com o adulto em sua
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forma e apéndices. O esquema basico: nauplio, zoea e pds-larva se vé, freqlientemente,
modificado segundo as espécies, podendo chegar a ser suprimido totalmente. Entretanto, entre
o nauplio, que emerge do ovo, e a pds-larva podem haver varias formas intermedidrias que
recebem nomes como metanauplios, protozoea, megalopas, misis, etc. (Morales, 1982). Todos
os peneideos possuem trés estagios larvais: natplios, protozea e misis e estagios pos-larvais.
Nos peneideos ha diferengas quanto ao nimero de subestagios de nduplios e misis.

Nas suas fases iniciais de desenvolvimento, o camardo branco habita regides com
aguas de caracteristica oceanica, mas refugia-se em ambientes proximos ao litoral na medida
em que cresce. Estuarios ou outros habitats costeiros servem de bergarios naturais para pos-
larvas (PLs) e camardes juvenis. Estes ecossistemas sdo freqiientemente expostos a repentinas
mudancas na salinidade da dgua, como resultado da influéncia de marés e rios, da evaporagao
ou de chuvas. Ainda no estagio juvenil, o L. vannamei migra para o alto mar a procura de
aguas com profundidade de at¢ 70 m. No ambiente natural a mudanca de habitats tem uma
finalidade tnica, incrementar as chances de sobrevivéncia da prole (Nunes, 2001).

De acordo com Valenca & Mendes (2003), o L. vannamei ¢ conhecido como potente
osmorregulador, podendo habitar desde dguas com salinidades superiores a 40%o até aguas
com salinidades muito proximas a zero. Essa tolerancia estd relacionada com o ciclo de vida
migratério destes camardes, onde a reproducdao ocorre no oceano, sendo as larvas levadas
pelas correntes marinhas para dentro dos estuarios e das baias. Durante a migragdo, as larvas
passam por mudancas morfologicas e fisioldgicas necessarias a sua adaptagdo aos estudrios.
Nesse ambiente, o camardo se encontra na fase de pos-larva diferenciando-se da fase juvenil
apenas pelo niimero de dentes rostrais e propor¢des do corpo.

A maioria das fazendas de camardo marinho no Brasil utiliza pods-larvas (PLs)
produzidas em laboratdrios especializados, que sdo aclimatadas a salinidade, temperatura e pH
idénticos ao da 4gua para onde serdo transferidas. Segundo Barbieri Jinior & Ostrensky Neto
(2002), dentre os sistemas de cultivos adotados atualmente pelos produtores no pais, ha uma
preferéncia pelo sistema bifasico, que ¢ constituido por bergarios ou pré-bergarios de pequeno
porte, empregados na recepcao e no cultivo inicial das PLs, e por viveiros de engorda de
grande porte, destinados ao crescimento e a engorda dos camardes.

Ha trés principais sistemas para o cultivo de camardes classificados de acordo com a

densidade de cultivo; natureza do alimento usado e propor¢ao de troca de agua entre o viveiro
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e o oceano. No sistema extensivo a densidade nao ultrapassa a cinco camardes por metro
quadrado e ndo ha emprego de racdes, sdo utilizados fertilizantes que estimulam o crescimento
de algas. Nos sistemas intensivo e semi-intensivo ha utilizacdo de ragdo de origem animal e
vegetal diariamente. A densidade de camardes no sistema intensivo ¢ superior a vinte
individuos por metro quadrado (Boyd & Clay, 1998).

O L. vannamei tem uma excelente performance em cultivo se desenvolvendo muito
bem em uma salinidade entre 15 e 30%o0, com temperatura entre 23 e 30°C. O requerimento
alimentar para o cultivo em confinamento, em termos de racdo peletizada contempla uma
carga de proteinas que pode variar entre 22 e 40%, em dependéncia da intensificagdo do
cultivo nos viveiros; da capacidade de tolerancia em alta densidade de estocagem; do baixo
requerimento protéico da sua dieta alimentar; e da produtividade natural das dguas em uso. A
escolha da espécie para cultivo em viveiros segue, portanto, os critérios de seu desempenho
em outros empreendimentos dentro das mesmas caracteristicas fisicas na regido e ainda na
disponibilidade de pds-larvas. Quanto a aceitagdo comercial da espécie, que garante o custeio
de todo o ciclo produtivo, o L. vannamei ¢ significativamente preferido entre as demais
espécies no mercado nacional e internacional, com forte demanda compradora (Sa, 2003).

De acordo com Rocha et al. apud Morais (2002), a capacidade de adaptacao as mais
variadas condigdes de cultivo ajudou a levar o L. vannamei a posi¢ao de principal espécie da
carcinicultura brasileira. Entretanto, por se tratar de um animal exotico, foi necessaria uma
producdo auto-suficiente de pds-larvas e oferta de racdes de boa qualidade.

Para diminuir possiveis introdugdes de enfermidades graves e garantir a
sustentabilidade da industria camaroneira do Brasil, o Ministério da Agricultura através da
Instrucdo Normativa 39 de 04 de novembro de 1999 proibiu a importacdo de crustaceos em
todas as suas formas. Dessa forma, o pais adota um ciclo fechado de produgao. Camardes sao
selecionados e transferidos para a maturagdo para servirem de reprodutores, onde sao
submetidos a uma manipulagao ambiental, nutricional e hormonal. Apds a desova, os ovos
eclodem e se inicia o ciclo na larvicultura onde passam aproximadamente 2 a 4 semanas, apds
esse periodo. Ao atingir PL10-11 sdo transferidas para bercarios onde permanecem de 10 a 20
dias, atingindo PL20-31. Finalmente com 0,25-0,5g os animais estabelecem-se em viveiros de

engorda por 90 a 300 dias até atingir seu peso comercial de 30g.
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2.2 Vibrio spp

As espécies que constituem o género Vibrio sdo anaerobicas facultativas, Gram-
negativas, bastonetes curvos ou retos, medem entre 0,5 a 0,8um de didmetro e 1,4 a 2,4pum de
comprimento. A maioria das espécies patogénicas ¢ movel, possuindo flagelo tnico e polar.
Fermentam glicose sem produ¢do de gés. Todos os vibrios patogénicos produzem oxidase e
reduzem nitrato com excecao da espécie V. metschnikovii. Sao halofitos restritos, necessitando
de sddio para seu crescimento (Murray et al., 1999).

De acordo com Bier (1994), as bactérias do género Vibrio pertencem a familia
Vibrionaceae, fermentam carboidratos sem produgdo de gas, ndo produzem H,S, apresentam
positividade nas provas de manitol, oxidase e lisina-descarboxilase.

Todas as espécies pertencentes ao género Vibrio sdo tipicas de ambientes marinhos e
estuarinos, com necessidade de NaCl (2 a 3%) para o crescimento. Como o ambiente marinho
¢ seu nicho natural, os vibrios sdo facilmente isolados de peixes e crustaceos. A maioria das
espécies ¢ mesofila com tendéncia a proliferagdo em épocas mais quentes. Fatores como
temperatura, salinidade e densidade algal influenciam a presenca de vibrios no ambiente, nao
havendo correlagdo entre patdgenos entéricos humanos ou indicadores de poluicao fecal. O
género compreende 34 espécies, destas, 13 podem causar doengas em humanos, incluindo
infec¢des em feridas, septicemia e gastroenterites (Huss ef al., 2004).

Para Thompson ef al. (2004a), o género compreende 74 espécies distribuidas em quatro
familias: Enterovibrionaceae, Photobacteriaceae, Salinivibrionaceae, ¢ Vibrionaceae. Dois
novos géneros Enterovibrio norvegicus e Grimontia hollisae, ¢ vinte novas espécies
Enterovibrio coralii, Photobacterium eurosenbergii, V. brasiliensis, V. chagasii, V.
coralliillyticus, V. crassostreae, V. fortis, V. gallicus, V. hepatarius, V. hispanicus, V.
kanaloaei, V. neonatus, V. neptunius, V. pomeroyi, V. pacinii, V. rotiferianus, V. superstes, V.
tasmaniensis, V. ezurae e V. xuii, foram descritas nos ultimos anos.

O género Vibrio compreende varias espécies. A mais importante € o V. cholerae, uma
vez que ele € o responsavel pela colera, uma doenca endémica em extensas areas do globo
terrestre. Outra espécie que deve ser destacada ¢ V. parahaemolyticus, cujo papel na etiologia
das toxinfecgoes alimentares vem sendo reconhecido de maneira crescente, nos tltimos anos.

As demais espécies sdo encontradas mais raramente em associagdes com diarréia e outras
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infecgoes. Essas espécies compreendem: Vibrio hollisae, V. fluvialis, V. furnissii, V. vulnificus,
V. damsela, V. alginolyticus, V. metschnikovii e V. mimicus (Trabulsi et al., 1999).

Segundo Lima (1997), os vibrios sdo capazes de se multiplicar sem hospedeiro em
aguas marinhas e, tém nutricdo saprofita, ocorrem tanto na coluna d’dgua como na fauna e
dependem diretamente da temperatura do meio. A presenca de vibrios halofilos ¢ elevada em

amostras de dgua e sedimento marinho (Wong et al., 1992).

2.2.1 Vibrio cholerae

A espécie V. cholerae possui mais de 130 sorogrupos. Entretanto, apenas os
sorogrupos O1 e 0139 sdo associados a epidemias e pandemias de colera (Kaysner,2000).

V. cholerae O1 ¢ o agente etiologico da colera epidémica. Esse microrganismo foi
descrito por Pacini em 1854, o mesmo ano em que John Snow identificou a relacdo existente
entre a agua utilizada para consumo humano e a colera em Soho, Londres (Blake, 1994).

As cepas de Vibrio que aglutinam o antisoro O1 e produzem a toxina colérica (CT) sdo
denominadas V. cholerae O1, as que ndo aglutinam quando expostas ao antisoro do sorogrupo
Ol sdo denominadas V. cholerae nao-O1. O sorogrupo Ol do V. cholerae inclui os biotipos
“classico” e El Tor, sendo este ultimo responsavel pela sétima pandemia de colera. Estes dois
biotipos incluem, por sua vez, os sorotipos Inaba, Ogawa e Hikojima (Borroto, 1997).

Em 1992 um novo sorogrupo chamado V. cholerae O139 Bengal foi responsavel pela
epidemia de colera que atingiu a India. De acordo com Bik et al. (1995), esse novo sorotipo
produz CT e possui varias caracteristicas do V. cholerae O1 biotipo El Tor, de quem
provavelmente foi originado por recombinagdo genética.

Segundo Campos (2005), V. cholerae é capaz de produzir varios fatores de viruléncia
que contribuem para sua patogenicidade, os quais podem ser divididos em dois grandes
grupos: toxinas e fatores de colonizacdo. Entretanto, a capacidade de causar colera depende,
primariamente, da expressdo da CT do pilus TCP.

A CT ¢ uma proteina formada por uma subunidade A e cinco subunidades B. As
subunidades B se unem ao gangliosideo GM;, o receptor especifico situado nas membranas
das células epiteliais do intestino. A subunidade A ativa a adenilciclase, resultando no

acimulo de AMP ciclico e, na hipersecrecdo de agua e eletrolitos. O acumulo dessas
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substancias no lumen do intestino ¢ eliminado sob a forma de diarréia, provocando uma

desidratacdo grave, quadro clinico tipico da colera (Bennish, 1994; Kaper ef al., 1995).

2.2.2 Vibrio parahaemolyticus

V. parahaemolyticus foi isolado pela primeira vez em 1951 no Japao, a partir de um
surto de gastroenterite ocasionado pela ingestdo de “shirasu” (sardinhas novas) nao
submetidas a cocgdo. Atualmente, esse microrganismo ¢ reconhecido como importante
patdégeno capaz de determinar manifestacdes gastrentéricas apds o consumo de pescado e
moluscos bivalves sem coc¢do ou insuficientemente cozidos (Daniels et al., 2000; Sousa et al.
apud Pereira et al., 2004b).

O mecanismo exato de viruléncia dessa espécie de vibrio ainda ndo esta perfeitamente
elucidado. Entretanto, quatro componentes hemoliticos sdo produzidos, sendo dois destes: o
TDH (Thermostable Direct Hemolysin) ¢ TRH (TDH-related Hemolysin) correlacionados
com a viruléncia da espécie. As cepas TDH positivas induzem a reag@o de beta hemolise nas
hemacias humanas, fendmeno conhecido como reagdo Kanagawa. Algumas cepas TDH-
negativas mas TRH positivas t€ém sido associadas a casos de gastroenterites (EC, 2001).

De acordo com Wong et al. (1999), a viruléncia das espécies de V. parahaemolyticus
esta associada com a producdo da enzima hemolitica denominada Hemolisina Direta
Termostavel (TDH). A deteccao de TDH ¢ realizada pelo teste Kanagawa, as cepas que
produzirem esta enzima sao denominadas Kanagawa positivas (KP).

As cepas oriundas de ambientes marinhos, em sua maioria, ndo sdo patogé€nicas € nao
produzem TDH, sendo consideradas Kanagawa negativas (KN). As cepas KP sdo
frequentemente isoladas de amostras clinicas, conseqiientemente, a produ¢ao de TDH ¢ usada
com freqiiéncia como indicador de viruléncia (Lake et al., 2003). Entretanto, essa associagao
nao ¢ mantida em alguns casos, algumas cepas KN sao isoladas de casos clinicos e cepas KP
isoladas de amostras de ambiente. De acordo com Honda et al. (1991), algumas cepas KN sao
capazes de provocar infeccdo gastroentérica em humanos, indicando a possibilidade da
existéncia de mais de um fator de viruléncia incriminado no desencadeamento da infecgao.

Outros fatores de viruléncia foram identificados, tais como, producao de enterotoxina e

a capacidade de hidrolisar uré¢ia (CCFH, 2002). Suthienkul et al. (1996) relataram a existéncia
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de relacdo entre a producao de urease e o gene que codifica para TRH, indicando que a

producgao dessa enzima pode ser utilizada como indicador de viruléncia.

2.2.3 Vibrio vulnificus

A espécie V. vunmificus possui elevada similaridade fenotipica com V.
parahaemolyticus, diferenciando-se pela capacidade de fermentar lactose, o que concorreu
para inicialmente ser classificada como “vibrio lactose positivo”. De acordo com Elliot et al.
(1995), as cepas de V. parahaemolyticus e V. vulnificus podem ser diferenciadas por uma série
de provas bioquimicas, incluindo a producdo da enzima F-galactosidase. Horré et al. (1996)
afirmam que, somente em 1979 a bactéria foi denominada de V. vulnificus.

Investigagdes clinicas e epidemioldgicas tém demonstrado que V. vulnificus € agente
causador de septicemia e morte, por meio da ingestdo de alimentos marinhos contaminados
(atingem a corrente sanguinea através do trato gastrointestinal) ou da contaminagdo de
ferimentos no ambiente marinho (Silva ef al. apud Almeida Filho, 2004).

V. vulnificus ocorre naturalmente em Aaguas estuarinas e representa uma ameaga
significante para humanos imunodeprimidos. A contaminagdo ocorre por duas vias principais:
infeccdo de feridas e consumo de alimentos de origem marinha (principalmente ostras)
contaminados pelo patdogeno. As infecgdes frequentemente evoluem para septicemia,
provocando morte de individuos suscetiveis. A ocorréncia de V. vulnificus em agua e na fauna
marinha ndo esta relacionada a indicadores bacterioldgicos de origem fecal, por essa razao, a
detecgdo e enumeracdo dessa bactéria no ambiente tem sido prioridade das agéncias
responsaveis pela garantia sanitaria dos produtos marinhos (Harwood ef al., 2004).

De acordo com Huss et al. (2004), V. vulnificus produz citotoxina extracelular e uma
bateria de enzimas hidroliticas, responsaveis pela rapida degrada¢do do tecido muscular
durante a infec¢do. A presenca da capsula de polissacarideo ¢ essencial para provocar o
processo infeccioso. Trés diferentes biotipos de V. vulnificus foram identificados.
Aproximadamente 85% das cepas isoladas de amostras clinicas pertencem ao biotipo 1,
enquanto o biotipo 2 provoca infec¢cdes em enguias. O biotipo 3 foi identificado recentemente

e estd associado com bacteremia veiculada a alimentos de origem marinha.
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2.3 Contaminacido provocada por Vibrio spp e suas Implicacoes

2.3.1 Em Camario

As doengas sao um dos principais fatores limitantes na carcinicultura e tém causado
prejuizos ao redor do mundo. Como ocorre em outros animais, as doencas do camardo
resultam do desequilibrio entre o organismo, o ambiente e o patégeno. Quando ocorrem
mudangas bruscas no meio ambiente, o sistema de defesa do organismo fica debilitado, devido
ao gasto energético extra empregado na sua adaptagdo as novas condigdes; dessa forma, ele se
torna mais vulneravel ao ataque de um patogeno presente no meio (Pereira et al., 2004a).

De acordo com Ligther (1996), os diversos tipos de tratamento de agua, a alta
densidade de camardes nos viveiros € o aumento da oferta de matéria organica (ragdo,
camardes mortos) podem alterar a microbiota do cultivo, facilitando a proliferacdo de
bactérias oportunistas. Diferentes espécies de patdgenos oportunistas tém sido reportadas
como causa de grandes prejuizos na industria camaroneira, provocando mortalidade, lesdes
nos tecidos (necrose), alteragdes morfoldgicas e retardo no crescimento.

Lightner (1993) relata que um dos grandes problemas em cultivo de camarao ¢ a agao
patogénica de espécies do género Vibrio. Estas bactérias sdo comuns ao ambiente marinho,
podendo ainda ser encontradas no estobmago, branquias e cuticula de camardes selvagens e de
cultivo, sendo que as doencas resultantes estdo associadas a fatores estressantes.

A vibriose, também conhecida como “sindrome da gaivota” foi causa de grandes
perdas para a industria de camardo no México, talvez por desconhecimento das técnicas de
diagnostico e do tratamento adequado a esse problema. As espécies mais comuns associadas a
essa doenca sdo V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. harveyi, V. alginolyticus. Apresentam-
se ocasionalmente: V. damsela, V. fluvialis e V. spendidus (Pereira & Santos, 2003).

As espécies de Vibrio associadas com enfermidades em animais aquaticos marinhos,
incluem V. alginolyticus, V. anguillarum, V. carchariae, V. damsela, V. harveyi, V. ordalii, V.
parahaemolyticus, V. salmonicida, V. splendidus e V. vulnificus (Alvarez et al., 1995).

De acordo com Aguirre-Guzman et al. (2002), os vibrios fazem parte da flora
autoctone dos organismos e do meio ambiente marinhos, representando, portanto, uma fonte

constante de possiveis infecgdes para o camardo. Essas bactérias geram efeitos especificos nos
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peneideos, incluindo mortalidade, lesdes nos tecidos ou necrose, retardo no crescimento,
degradacdo de tecidos, comprometimento das metamorfoses larvais, entre outros. As
principais espécies que tém sido reportadas como causadoras de infecgdes nos camardes de
cultivo (larvas e juvenis) sdo: Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus, V.
campbellii, V. penaeicida, V. splendidus, V. damsela e V. harveyi.

Problemas com vibriose ocorrem quando condi¢des de estresse surgem no cultivo,
tais como: queda de oxigénio; densidade de estocagem excessiva, manuseio improprio do
estoque; lesdes na cuticula dos camaroes; subalimentagdo; e altas concentragdes de compostos
nitrogenados no ambiente de cultivo. O processo de infec¢do da vibriose pode ser cuticular,
entérico (intestinal) e sistémico (envolvendo varios 6rgaos). Quando localizada, apresenta
lesdes melanizadas na carapaca e/ou abscessos pontuais no hepatopancreas. O impacto da
vibriose € varidvel, mas em alguns casos pode alcancar até 70% da populacdo cultivada. Na
vibriose cronica, camardes mortos ou moribundos podem sofrer canibalismo rapidamente
contaminando outros individuos na populagao (Nunes & Martins, 2002).

Mendes et al. (2005) afirmam que nas vibrioses, também conhecidas como “sindrome
da gaivota” e enterite séptica hemocitica, na fase de engorda os camardes podem apresentar
desorientagdo (natagdo lenta); hemolinfa turva com tempo de coagulacdo alterado;
aglomeracdo nas margens do viveiro atraindo aves; opacidade na musculatura; coloragao
avermelhada dos apéndices; flexdo do terceiro apéndice abdominal; branquias, cuticulas e
apéndices melanizados; anorexia e apatia. Quando na larvicultura, observam-se: alimentagao
reduzida; auséncia de filamentos fecais; atraso da muda; coloniza¢do bacteraina da cuticula,
dos apéndices, da regido oral, do hepatopancreas e do intestino; infec¢do entérica ou sistémica;
destruicdo das células epiteliais do hepatopancreas e intestino médio; e consequentemente,
aumento no tempo da larvicultura e redugdo da sobrevivéncia.

As vibrioses sdo associadas com outros problemas e, ¢ possivel afirmar que qualquer
animal morto do meio marinho esta comprometido por alguma vibriose. E relativamente fcil
de ser detectada a sua presenca, todavia, dificil € determinar a sua significancia no problema
de saude. Por exemplo, em alguns casos os vibrios podem ndo ser a causa primaria da
mortalidade do camardo, estando presentes, oportunisticamente. Em outros casos podem ser

mais patogénicos e ser uma significante causa de mortalidade (Chanratchakool et al., 1995).
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Algumas espécies e cepas de Vibrio causam o fendmeno de luminescéncia nos
camardes e mortalidade, que varia de insignificante at¢ 100% do cultivo de peneideos,
principalmente nas fases de pds-larva e juvenil (Aguirre-Guzman & Valle, 2000). De acordo
com Gamez et al. (2004), as espécies do género Vibrio associadas a infecgdes de camardo t€ém
a propriedade de afetar todos os seus estagios de desenvolvimento, provocando mortalidade de
até 100% depois de 24 horas do aparecimento da infeccao.

O desequilibrio ambiental associado a proliferagdo de espécies de vibrio dotadas de
mecanismos de viruléncia tem sido a causa de grandes epizootias registradas nas ultimas
décadas na carcinicultura mundial. Prayitno & Latchford (1995) relatam uma epizootia
provocada por Vibrio no ano de 1991 em Java, que provocou uma perda estimada de mais de
85 milhdes de dolares para a industria.

A qualidade da agua de cultivo do camardo deve ser considerada em todos os
aspectos para garantia sanitdria do produto. Varios estudos reportam a associagdo de
proliferagdo de espécies de Vibrio em ambientes comprometidos. Yeh et al. (2004)
investigaram a suscetibilidade a V. alginolyticus na espécie L. vannamei € encontraram
resultados positivos quando da contaminagio da dgua por Cu*" em concentragio de SmgL ™.

Para prevencao de enfermidades, a manuten¢do adequada dos viveiros de engorda de
camardao também deve ser considerada no que tange a qualidade do solo. De acordo com
Malpartida et al. (2004), os teores elevados de matéria organica no solo podem propiciar e
acentuar a proliferacdo de enfermidades devido as condigdes inadequadas em que os camardes
sdao cultivados. Deve haver um cuidado na preparacdo do viveiro (desinfeccdo, secagem,
revolvimento e calagem) objetivando a eliminacao de organismos potencialmente patogénicos.

No camardo, as reagdes de resisténcia aos patdgenos estdo baseadas no nimero de
hemocitos circulantes na hemolinfa (Le Moullac et al. apud Maldonato et al., 2004). Os
crustaceos ndo possuem um sistema imunoldégico verdadeiro, como conseqiiéncia, os camardes
dependem de reacdes imunologicas inatas. O processo de coagulagdo ¢ um exemplo, que tem
como caracteristica sua rapidez e eficiéncia, esse processo ocorre no plasma e nas células
sanguineas. Um outro processo de defesa imunoldgica inata dos camardes ¢ o denominado
“system proPO”, conhecido como sistema profenoloxidase. Este ¢ um sistema que abrange
fatores humorais e celulares que permitem integrar os mecanismos de reconhecimento com as

atividades celulares (Soderhall, 1998; Vargas apud Hernandez, 2000).
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2.3.2 Em Humanos

Doengas veiculadas por alimentos compreendem varias sindromes que resultam da
ingestdo dos alimentos. Podem ser classificadas em intoxicagdes causadas pela ingestdo de
alimentos que contém substincias quimicas téxicas e de toxinas produzidas por
microrganismo; infecgdes causadas por microrganismos que produzem enterotoxinas (toxinas
que afetam a transferéncia de agua, glicose e eletrdlitos) durante a colonizacdo e multiplicagdo
no trato intestinal; e infecgdes causadas por microrganismos que invadem e multiplicam-se na
mucosa intestinal ou outro tecido. As manifesta¢des variam de um desconforto leve a reagdes
severas e at¢ mesmo a morte (APPC, 1997).

Muitos alimentos tém sido relacionados como causas das Doengas Transmitidas por
Alimentos (DTAs) e infecgdes, no entanto, as pesquisas normalmente restringem-se a
constatar a presenca daquelas bactérias patogénicas classicas, como Salmonella, Shigella,
Staphylococcus aureus, Clostriduim perfringens e Clostridium botulinum. Nos ltimos anos,
tém acontecido alguns surtos de infecg¢des relacionados a bactérias, que anteriormente nao
eram conhecidas. Dentre essas bactérias, agora classificadas no rol das possiveis causadoras de
infecgdes alimentares, figuram algumas espécies do género Vibrio (Vieira, 2004).

Alimentos de origem marinha t€ém sido apontados como fontes potenciais de
contaminagao por vibrio. De acordo com Desmarchelier (2003), devido a natureza halofilica,
V. parahaemolyticus e V. vulnificus podem ser encontrados naturalmente em pescados frescos,
sendo os principais responsaveis por infeccdes adquiridas pelo consumo desses produtos.

Maugeri et al. (2000) destacam que o isolamento de espécies de vibrio patogénicas de
areas de cultivo de mexilhdo representa um risco para saude de consumidores de pescados
crus, sendo necessario a instalagdo de programas de monitoramento e pesquisa dos patdgenos.

Tantillo et al. (2004) afirmam que na ultima década houve surtos de vibrios
causadores de enfermidades que merecem destaque, e que apesar da menor severidade dos
casos quando comparados a colera, essas espécies sdo capazes de produzir importantes surtos
epidemiolédgicos, como o V. parahaemolyticus.

No género Vibrio, pertencente a familia Vibrionaceae, estdo agrupadas bactérias
patogénicas para o homem, causando desde gastroenterites autolimitantes até quadros graves

de septicemia, podendo levar os pacientes ao 0bito (Germano & Germano, 2001).
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Os membros da familia Vibrionaceae sao habitantes naturais de ambientes marinhos e
estuarinos e muitos podem causar infec¢cdes em humanos que comumente apresentam quadros
clinicos como diarréia, septicemia, otites, infecgdes de pele e tecidos moles. As infecgdes sdo,
geralmente, adquiridas por consumo de alimento e d4gua contaminados ou mais raramente, por
contaminacao direta de feridas cutdneas ocorrida durante o contato com a agua do mar ou
estuarinas (West et al. apud Rodrigues et al., 2001).

As espécies de vibrio veiculadas a doengas em seres humanos estdo apresentadas na

tabela 1.

Tabela 1 — Doencas associadas com espécies de Vibrio em humanos.

Espécies Doenca Freqiiéncia  Principais Fontes

V. cholerae O1 Colera + Fezes

V. cholerae O139 Colera 0 Fezes
V. cholerae nao-O1 Gastroenterites +++ Fezes, sangue
V. parahaemolyticus Gastroenterites +++ Fezes, feridas
V. vulnificus Septicemia, infecgdes em +++ Sangue, feridas

feridas

V. hollisae Gastroenterites ++ Fezes

V. alginolyticus Infec¢des em feridas ++ Feridas

V. mimificus Gastroenterites ++ Fezes

V. damsela Infecgdes em feridas + Feridas

V. fluvialis Gastroenterites ++ Fezes

V. metschnikovii Gastroenterites + Fezes

Dados: Manual of Clinical Microbiology, 1999. As freqiiéncias sdo relativas a dados

colhidos nos Estados Unidos; +++ comum, ++ ocasional, + raro, 0 nao ocorrido.

A colera ainda permanece como um grave problema de saude publica, apesar de
serem conhecidos os mecanismos basicos e as circunstancias epidemioldgicas envolvidas na
sua disseminagdo, com o pioneiro trabalho de Jonh Snow (1855). Estudos epidemiologicos

mais recentes tém ampliado o conhecimento sobre a transmissdo da doenga (Gongalves et al.,
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1998). Foi demonstrado que sdo necessarias doses entre 10° ¢ 10°/mL de bactérias vivas para
causar infeccdo, uma vez que o pH dacido do estomago pode neutralizar muitos dos
organismos, antes que esses alcancem o intestino (OPS, 1993). De acordo com Hung et al.
(2006), V. cholerae vem desenvolvendo resisténcia aos mecanismos de defesa do trato
digestivo, tais como a acao de acidos no estdmago e os efeitos toxicos da bile no duodeno.

A colera asiatica, ou simplesmente colera, ¢ uma infec¢do intestinal caracterizada,
nos casos tipicos por incubagdo de 1-4 dias (48h em média) e inicio abrupto, com nauseas,
vOmitos, colicas abdominais e diarréia profusa de fezes riziformes (aspecto de dgua de arroz).
A perda rapida de 4dgua e de sais conduz a um estado de profunda desidratagdo, acompanhado
de hipotermia, queda de pressdo arterial, antiria e colapso circulatério (Bier, 1994).

De acordo com Trabulsi & Alterthum (2004), uma das espécies do género Vibrio mais
importantes € V. parahaemolyticus, sendo encontrado na d4gua do mar e em animais marinhos.
Nos ultimos anos, tem sido reconhecido como importante causa de toxinfecgdes alimentares,
particularmente no Japdo. Na maioria das vezes, a infec¢do ¢ veiculada através de peixes
consumidos in natura ou ap6s cocgdo insuficiente. A patogénese da enterocolite ndo esta
perfeitamente elucidada, mas existem evidéncias de que esta relacionada com a produgao de
uma toxina e a invasdo da mucosa do colon intestinal pela bactéria.

Mais de 12 diferentes sorotipos de V. parahaemolyticus t€ém sido associados a surtos
de gastroenterites em diferentes paises, estes incluem: O3:K6, 04:K12, O4:K8, 0O4:K68,
04:K10, 04:K11, 04:K4, 03:K29, O1:K56, 04:K55, 05:K17, O1:K32, O5:K15, 02:K28.
Desde 1996, os sorotipos O3:K6 e O4:K8 tém sido isolados no Japdo. Recentemente,
infecgdes provocadas pelo sorotipo 04:K68 estio sendo observadas no sudeste da Asia, India
e Japao (Codex Committee on Food Hygiene, FAO 2005).

Vibrio vulnificus ¢ autdctone de ambiente estuarino, podendo provocar infec¢des em
feridas e septicemia com elevados indices de mortalidade. A transmissao pode ser feita através
do consumo de alimentos marinhos crus (Wong et al., 2005).

De acordo com Elliot ef al. (1998), outros vibrios, incluindo V. fluvialis, V. hollisae,
V. alginolyticus, V. furnissii e V. metschnikovii, tém sido associados a casos de gastroenterites
e isolados de ambientes estuarinos. As espécies V. cincinnatiensis, V. damsela e V. carchariae
apesar de nao serem consideradas agentes etioldgicos de gastroenterites, em casos raros

representam risco a satide humana.
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2.4 Variaveis Ambientais que Influenciam o Crescimento de Vibrio spp

2.4.1 Temperatura

De acordo com Alterthum (2005), cada bactéria possui um 6timo de temperatura para
absor¢do de nutrientes que esta intimamente relacionado ao crescimento e desenvolvimento
das culturas. Assim, as bactérias psicrofilas crescem e absorvem melhor entre as temperaturas
de 0 e 18°C; mesofilas entre 25 € 40°C e as termofilas entre 50 e 80°C.

Os vibrios sdo bactérias mesofilas e tendem a se proliferar em aguas costeiras
tropicais. A temperatura 6tima para o seu desenvolvimento estd entre 20 e 30°C. Abaixo de
20°C a densidade ¢ diminuida e a 10°C ocorre o seu desaparecimento da coluna d’agua.
Entretanto, as bactérias sdo mantidas no sedimento de onde proliferam quando condig¢des
favoraveis se estabelecem (Hervio-Heath et al., 2002).

Rubin & Tilton apud Cervino et al. (2004) afirmam que o crescimento dos vibrios ¢é

favorecido numa faixa de temperatura que varia de 17 a 35°C.

242 pH

Segundo U.S. Food & Drug Administration - FDA (2001) os valores minimos e
maximos de pH limitantes do crescimento dos trés principais patégenos do género Vibrio
correspondem a 5 e 10 para o V. cholerae e V. vulnificus; e 4,8 e 11 para o V.
parahaemolyticus. De acordo com Lake et al. (2003), o pH 6timo para o crescimento situa-se

na faixa de 7,8 a 8,6 e o crescimento pode ser inibido na presencga de 0,1% de acido acético.

2.4.3 Salinidade

De acordo com Huss et al. (2004), todas as espécies pertencentes ao género Vibrio sdo
tipicas de ambientes marinhos e estuarinos, com necessidade de 2 a 3% de NaCl para o seu
crescimento. Entretanto, Nogueira et al. (2002) afirmam que o V. cholerae sorotipo O1 ¢
capaz de se manter em adguas com salinidade abaixo de 0,5%o € em diferentes temperaturas por

periodo suficiente para sua disseminagdo através de corpos d’agua.
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O requerimento de NaCl ¢ especifico para cada espécie de vibrio, sendo o crescimento
da maioria limitado nas concentragdes de 10%. Kaspar & Tamplin (1993) obtiveram um
decréscimo de 58, 88 e 83% de uma populagdo de V. vulnificus quando a mesma foi submetida

a salinidades de 30, 35 e 38%o, respectivamente.

2.5 Suscetibilidade de Vibrio spp a Agentes Antimicrobianos

Os antibidticos antibacterianos geralmente atuam em vias biossintéticas, inibindo-as e
tornando, assim, o microrganismo invidvel e sem condi¢des de multiplicar-se. A base da
seletividade de acdo dos antimicrobianos reside em algumas de suas caracteristicas: o alvo da
sua acdo inibitoria estd presente apenas na célula microbiana, de modo que as células do
hospedeiro ndo sdo atingidas; quando atuam também na célula hospedeira, os antibioticos
concentram-se na célula microbiana garantindo o efeito seletivo (Barbosa & Torres, 1998).

Segundo Chythanya et al. apud Vieira et al. (2000), os antibidticos t€ém desempenhado
um importante papel no combate de doengas humanas e de animais aquaticos cultivados, no
entanto, o uso indiscriminado dessa importante arma na aqiiicultura, pode causar uma série de
problemas futuros. Isto inclui toxicidade de alguns deles a manuseadores dos animais,
modificagdo da microbiota dos consumidores e transferéncia da resisténcia a droga a
patogenos humanos o que pode dificultar o tratamento das doengas no homem.

Abraham (2004) relata a resisténcia multipla de V. harveyi, isolado do cultivo de
larvas de peneideo, a cloranfenicol, eritromicina, neomicina, estreptomicina, sulfaziadina,
trimetropim e afirma que o uso do composto antimicobiano isolado de Alteromonas sp.
suprime a atividade do V. harveyi e reduz a mortalidade das larvas do Penaeus monodon. Em
todo o mundo, o uso de antibidticos mostra-se limitado devido a sua relativa eficacia e
possivel desenvolvimento de cepas resistentes, alterando a microbiota das areas afetadas.

Hofer et al. (1999) afirmam que a resisténcia multipla aos antimicrobianos em V.
cholerae nao ¢ um fato inusitado. Em estudo sobre a resisténcia multipla a antimicrobianos em
V. cholerae isolados de pacientes com gastroenterite no Ceara - Brasil, os mesmos autores
encontraram em 7.058 isolados de pacientes com suspeita de sindrome coleriforme, no periodo
de 1991 a 1993, duas cepas com caracteristicas de multipla resisténcia aos antimicrobianos

tetraciclina, ampicilina, eritromicina e sulfametoxazol-trimetoprima.
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2.6 Legislacio Vigente

No Brasil, os padrdes microbiolégicos do pescado e de produtos derivados de pescado
sdo definidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) na Resolucdo N°12 de
02 de janeiro de 2001. No que concerne a Vibrio, esta resolugdo no item 22, estabelece um
limite de 10°de V. parahaemolyticus/g para pratos prontos para o consumo a base de pescado.

A qualidade bacteriologica das aguas destinadas a aqiiicultura é regulamentada pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) através da Resolugdo N° 357 de 17 de
margo de 2005, que dispde sobre a classificacdo dos corpos de dgua e diretrizes ambientais
para o seu enquadramento. De acordo com esta resolug¢do, as aguas salinas destinadas ao
cultivo ou criacdo de organismos cujo ciclo de vida, em condi¢des naturais, ocorre total ou
parcialmente no meio aquatico (aqiiicultura) de espécies destinadas a alimentacdo humana
estdo incluidas na Classe 1 e devem obedecer aos seguintes critérios: para o consumo de
moluscos bivalves destinados a alimentagdo humana, a média geométrica da densidade de
coliformes termotolerantes (CT), de um minimo de 15 amostras coletadas no mesmo local,
nao devera exceder a 43 por 100 mililitros, e o percentual 90% nado devera exceder a 88 CT
por 100mL. Estes indices deverdo ser mantidos em monitoramento anual com um minimo de 5
amostras. Para os demais usos ndo devera ser excedido um limite de 1.000 CT por 100mL em
80% ou mais de pelo menos 6 amostras coletadas durante o periodo de um ano, com
periodicidade bimestral. A Escherichia coli podera ser determinada em substitui¢do ao
parametro CT de acordo com os limites estabelecidos pelo 6érgao ambiental competente.

Apesar da quase inexisténcia de padrdes legais para a concentragdo de Vibrio em
pescado e da inexisténcia de padrdes para agua, a incidéncia desses microrganismos ¢ relatada
por varios autores no ambito da Satide Publica e na produgdo de camardo marinho nacional e
internacional, podendo representar risco a saide humana e comprometer a industria
camaroneira (Gongalves et al., 1998; Murray et al., 1999; Vandenberghe et al., 1999; Vieira et
al., 2000; Aguirre-Guzman & Valle, 2000; Rodrigues et al., 2001).

O Brasil exporta grandes volumes de produtos de pescado para a América do Norte,
tendo os Estados Unidos como principal comprador e para paises da Europa, sendo

indispensavel uma qualidade sanitaria de acordo com os padrdes dos paises importadores.
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De acordo com Vieira (2004), cada pais importador tem seus proprios padroes
microbiologicos e cada empresa importadora tem também seus critérios de avaliagdo,
geralmente de carater sigiloso. No Brasil, os produtos alimentares, antes de serem
comercializados, sdo fiscalizados pelo Ministério da Agricultura. Saindo da industria, a
responsabilidade de fiscalizagdo passa para o Ministério da Saude e, nos Estados, estes se
fazem representar por suas respectivas Secretarias. Todo controle do alimento e fiscalizagdao
envolve Leis, Decretos-Leis, Resolu¢des e Normas Técnicas, arcabougo legislativo que, em
nivel federal, ¢ regulamentado por Portarias.

O CONAMA, através da Resolugao N° 312, de 10 de outubro de 2002, dispde sobre o
licenciamento ambiental dos empreendimentos de carcinicultura na zona costeira. E de acordo
com essa resolugdo, os projetos de carcinicultura, a critério do 6rgdo licenciador, deverdo
observar, dentre outras medidas de tratamento e controle dos efluentes, a utilizacdo das bacias
de sedimentagdo como etapas intermedidrias entre a circulacdo ou o desdgue das areas
servidas ou, quando necessario, a utilizacdo da dgua em regime de recirculacao.

No Estado do Ceard a atividade de carcinicultura ¢ regulamentada pelo Conselho
Estadual do Meio Ambiente (COEMA) na Resolugdo 02, de 27 de margo de 2002. De acordo
com esta resolucao, todos os empreendimentos com langamento das adguas de despesca em
corpos hidricos de qualquer classe, deverdo atender aos padrdes definidos nas legislagdes
vigentes. A Superintendéncia Estadual do Meio Ambiente do Ceard (SEMACE) ap6s analise
do projeto e do meio onde se insere determinard as medidas de tratamento e controle desses
langamentos, através da emissdo de termo de referéncia.

A fim de minimizar os impactos nos ecossistemas adjacentes as fazendas de camarao,
deve ser efetuada a implementacdo de um manejo apropriado para os residuos derivados dessa
atividade. Neste sentido, faz-se necessaria a formulagdo e operacionalizagdo de um sistema de
manejo responsavel dos diversos residuos resultantes da exploragdo comercial das fazendas
para proteger os usudrios dos recursos costeiros, inclusive do proprio cultivo de camarao.

Segundo Tobey et al. (1998), a aqiiicultura sustentavel de camarao ¢ definida como
desenvolvimento de praticas operacionais que asseguram uma indudstria economicamente
vidvel, ecologicamente adequada e socialmente responsavel. A sustentabilidade da industria de
camarao so pode ser alcancada se os efeitos de curto e médio prazo sobre o meio ambiente € a

comunidade forem reconhecidos e mitigados adequadamente; se houver manuten¢do da
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viabilidade econdmica e bioldgica a longo prazo; e se os recursos costeiros da qual ela
depende forem protegidos. A viabilidade econdémica ¢ diretamente influenciada pela
sustentabilidade. As praticas ecologicamente inadequadas concorrem em longo prazo para o
fracasso da atividade camaroneira local e regional.

De acordo com a Associagdo Brasileira de Criadores de Camardao — ABCC (2001), a

fim de proteger os mananciais e garantir sustentabilidade a industria brasileira, devem ser

aplicadas as seguintes medidas para realizacdo de um manejo adequado dos efluentes, a saber:

» Os canais e diques devem ser mantidos em boas condi¢des de funcionalidade para reduzir
a erosao das aguas superficiais;

* A renovacdo de dgua deverd ser a menor possivel e de conformidade com as condigdes
locais da fazenda;

» Devem ser utilizadas praticas de fertilizagdo e alimentacdo eficientes para promover a
produtividade primdria natural e minimizar a eutrofizagao;

= Os efluentes dos viveiros devem ser dirigidos as florestas de manguezais ou bacias de
sedimentagao;

= Os viveiros devem ser drenados de tal maneira que minimizem a suspensdo dos
sedimentos e evitem a velocidade excessiva da agua nos canais e nas comportas de saida;

= Os combustiveis, alimentos, produtos terapéuticos e outras substincias devem ser
armazenadas de maneira responsavel para evitar riscos de contaminacdo ambiental;

= A fazenda deve contar com instalagdes sanitarias apropriadas para eliminacdo de
excrementos humanos;

» O lixo e outros residuos devem ser eliminados por meio de métodos ambientalmente
aceitaveis;

* As regulamentagdes governamentais sobre efluentes e outros residuos devem ser
respeitadas;

» Para atender as necessidades do centro de processamento na fazenda, deve ser instalado
um sistema de tratamento de efluentes compativel com a capacidade instalada;

= Os procedimentos de manejo de residuos da fazenda deverdo ser periodicamente

melhorados.



COSTA, R.A. Pesquisa de Vibrio no cultivo de camardo marinho Litopenaeus vannamei no Estado do Ceara. 33

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de Estudo

As coletas foram realizadas em uma fazenda de cultivo do camardo marinho L.
vannamei localizada no estuario do rio Coreau, litoral oeste do Estado do Ceara. A fazenda de
médio porte esta situada na rodovia Granja/Camocim CE-085 km 3 e possui em 50 hectares, 4
bergarios para o acondicionamento de pds-larvas e 11 viveiros para engorda.

Foram acompanhados dois ciclos de cultivo completos nos bergarios Bl e B2, e

viveiros V5 e V7 durante o periodo de seis meses (Figuras 1, 2, 3,4, 5 ¢ 6).

Figura 1 - Localizagdo da area de estudo Figura 2 - Localizagdo da area de estudo

e ponto de coleta do Ciclo 1 — Bergério 2. e ponto de coleta do Ciclo 2 — Bergério 1.
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Figura 3 - Localizagdo da area de estudo Figura 4 - Localizagdo da area de estudo
e ponto de coleta do Ciclo 1 — Captacao e ponto de coleta do Ciclo 2 — Captacdo
de Agua do Viveiro 7. de Agua do Viveiro 5.

Figura 5 - Localizacao da area de estudo Figura 6 - Localizacdo da area de estudo

e ponto de coleta do Ciclo 1 — Viveiro 7. e ponto de coleta do Ciclo 2 — Viveiro 5.
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3.2 Amostragem

As amostras foram constituidas de camardo (L. vannamei) nos estagios pos-larval,
juvenil e adulto, de 4agua de captacdo e agua do viveiro, coletadas durante dois ciclos
completos de cultivo, no periodo de 22 de maio a 30 de outubro de 2005 (ciclo 1) e 26 de
junho a 13 de novembro de 2005 (ciclo 2).

As amostragens foram realizadas com freqliéncia bimensal, perfazendo um total de
12 coletas em cada ciclo. Cada coleta foi constituida de seis amostras (dgua de captacao 1,
agua do viveiro 1, dgua de captagdo 2, dgua do viveiro 2, camardo 1 e camardo 2), sendo
obtidas um total de 48 amostras de agua e 24 amostras de camarao.

Cada amostra de agua do viveiro correspondeu a quatro subamostras obtidas em quatro
diferentes pontos de cada viveiro. As analises foram processadas no Laboratério de
Microbiologia do Curso de Biologia da Universidade Estadual Vale do Acarai (UVA).

Os camardes foram acondicionados em erlenmeyer esterilizado com volume de
250mL. As amostras de agua foram coletadas em vidros escuros previamente esterilizados
com capacidade para um litro. Todas as amostras foram transportadas ao laboratorio em
recipiente isotérmico. O tempo entre a coleta e o inicio das analises no laboratorio nao

excedeu a 3 horas.
3.3 Preparacio de Salina, Reagentes e Meios de Cultura
Segue em anexo (Anexo A).
3.4 Preparaciao das Amostras
3.4.1 Agua
As amostras de agua foram diluidas em solugdo salina a 0,85%. A primeira diluicao
de 10™" foi obtida a partir da homogeneizagdo de 1mL da amostra em 9mL de salina a 0,85%.

A segunda dilui¢do de 107 foi obtida da homogeneizagio de 1mL da dilui¢io de 10™ em 9mL

. . . , e~ 12
de salina a 0,85%, ¢ assim sucessivamente até a diluicao de 107",
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3.4.2 Camarao

As amostras de camardo nos estagios pds-larval, juvenil e adulto foram diluidas em
solugdo salina a 0,85% na proporgdo de 1:9. A diluigdo de 10™" das fases de juvenil e adulto foi
obtida a partir da homogeneizagdo de 25g da amostra em 225mL de salina a 0,85%. A segunda
diluigao de 107 foi obtida a partir da homogeneizag¢dao de ImL da diluigao de 10" em 9mL de

. . . , e~ 12
salina a 0,85%, e assim sucessivamente até a dilui¢ao de 10" ".

3.5 Analise Bacteriologica
3.5.1 Determina¢ido do Numero Mais Provavel (NMP) de Vibrio spp.

A determina¢do do NMP de Vibrio foi realizada de acordo com a técnica dos tubos
multiplos segundo Elliot et al. (2001) e compreendeu duas etapas: Prova Presuntiva e Prova
Confirmatéria (Fluxograma 1). Na Prova Presuntiva foi inoculado ImL de cada diluigdo (10™
a 10™'%), em triplicata, nos tubos contendo 4gua peptonada alcalina (APA) 1% contendo 1% de
NaCl (pH 8,5). Os tubos foram incubados em estufa a 35°C por 24 horas. Transcorrido o
tempo de incubagdo foi realizada a leitura dos tubos positivos. Foram considerados positivos
aqueles tubos que apresentaram turvagao do meio de cultura.

A Prova Confirmatdria consistiu na semeadura de aliquotas dos tubos positivos na
Prova Presuntiva em placas de Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS). As placas
foram incubadas em estufa a 35°C por 18 horas. Apos o periodo de incubagdo, os resultados
foram observados a partir do crescimento de colonias sacarose positivas (amarelas) e negativas
(verdes). As placas que apresentaram crescimento de colOnias sacarose positivas e/ou
negativas foram consideradas positivas quanto a presenca de Vibrio, confirmando a
positividade dos tubos de APA.

Para o calculo do NMP de Vibrio foram tomados os tubos positivos na primeira etapa
e confirmados na segunda etapa. A combinagdo dos tubos positivos (série critica) foi lida na
tabela (Anexo B) para trés tubos do “Bacteriological Analytical Manual”, citado por Gartright
(2001). O resultado encontrado foi multiplicado pela dilui¢do eqiiidistante da primeira e Gltima

diluigdo e expresso em NMP/100mL ¢ NMP/100g.



COSTA, R.A. Pesquisa de Vibrio no cultivo de camardo marinho Litopenaeus vannamei no Estado do Ceara. 37

Fluxograma 1 — Determinacdo do Nimero Mais Provavel (NMP) de Vibrio spp em

amostras de a4gua e camario a partir da técnica dos tubos multiplos.

' \ '

Agua, Sedimento e Camarao Diluigdo 5alina a 0,85%

Agua peptonada Alcalina 1% + 1% de NaCl
Estufa 35%c/24h

-1 -2 -3 -4 -12

Tubos Positivos (tun.ros}]
Agar Tiossulfato-Citrato-Bile
Sacarose Estufa 35°C/18h

Colénias Sacarose + Colénias Sacarose -

—<€<— 0

—<€— CI_0




COSTA, R.A. Pesquisa de Vibrio no cultivo de camardo marinho Litopenaeus vannamei no Estado do Ceara. 38

3.5.2 Contagem de Colonias Sacarose Positivas e Sacarose Negativas

Foi tomado 0,ImL de cultura dos tubos positivos na Prova Presuntiva e semeado por
“spread plate” com utilizagdo da al¢ca de Drigalski em placas de TCBS, com incubagdo a
35°C por 18 horas. Para a contagem de colonias sacarose positivas e negativas foram
escolhidas as placas que possuiam as diluigdes com crescimento de coldnias entre os limites
de 25 a 250 Unidades Formadoras de Colonias — UFC (Downes & Ito, 2001). O procedimento
foi realizado em triplicata. O calculo foi obtido a partir da multiplicagdo do nimero de UFC
(colonias viaveis) e do valor da dilui¢do correspondente da placa, sendo expresso em

UFC/100mL e UFC/g.

3.5.3 Identificacido Morfologica e Bioquimica das Espécies de Vibrio spp

As colonias sacarose negativas e positivas foram isoladas em Agar Triptona Soja
(TSA) contendo 1% de NaCl, com incuba¢do em estufa a 35°C por 24 horas, para
identificacdo das espécies de vibrios (Fluxograma 2).

As colonias puras isoladas foram submetidas a coloracdo de Gram e aos testes de
motilidade, oxidase, produ¢do de indol, Vogues-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 aminoacidos (lisina, ornitina e arginina), producao de

gas a partir de glicose e ONPG, conforme detalhamento em Elliot et al. (2001).

3.5.3.1 Coloracao de Gram

Do crescimento no meio de TSA com 1% de NaCl foi feito esfregaco em laminas,
seguindo-se sua fixacdo por calor e coloracdo de Gram de acordo com Soares et al. (1991). A
coloragdo consistiu nas seguintes etapas: adicdo de cristal violeta por 1 minuto; adi¢do de
lugol por 1 minuto; lavagem com alcool etilico; lavagem com agua destilada corrente; adigao
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 otico.
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3.5.3.2 Motilidade

Do crescimento em TSA contendo 1% de NaCl foram retirados indculos e semeados
com agulha de niquel-cromo no agar Sulfeto-Indol-Motilidade (SIM), com incubagdo a 35°C
por 48 horas. Apds o periodo de incubacdo foi realizada a leitura dos tubos, sendo
considerados positivos aqueles que apresentaram crescimento com migracdo da linha da

picada (linha de inoculacdo) e difusdo para todo o meio, causando sua turvagao.

3.5.3.3 Identificacdo Bioquimica de Cepas de Vibrio spp

A metodologia seguida para realizacdo das provas esta de acordo Compendium of
Methods for the Microbiological Examination of Foods (Downes & Ito, 2001); Vieira (2004);
Kaysner & DePaola (2004).

3.5.3.3.1 Prova de Producio 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 do aparecimento de uma coloragdo azul
arroxeado em 10 segundos. Essa prova ¢ considerada positiva para os todos os membros da

familia Vibrionaceae, a excegao do V. metschnikovii.

3.5.3.3.2 Producao de Indol

Do crescimento das cepas no meio de TSA contendo 1% de NacCl, foi retirada uma
aliquota com agulha de niquel-cromo e semeada em agar SIM com 1% de NaCl. Incubacdo em
estufa a 35°C por 48 horas. Transcorrido o periodo de incubagao, foi adicionado a cultura ImL

de reativo de Kovacs (p-dimetilaminobenzaldeido).
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A prova foi considerada positiva quando do aparecimento de um anel vermelho no
meio de cultura, indicando a produ¢do de indol a partir da degradacdo do aminoacido

triptofano pela enzima bacteriana triptofanase.

3.5.3.3.3 Fermentaciao de Carboidratos

As cepas em identificagdo no TSA contendo 1% de NaCl foram inoculadas com alga
de niquel-cromo nos tubos contendo caldo purpura de bromocresol (meio basal) e os
carboidratos a serem testados, com incubagdo a 35°C por 5 dias. Foram preparadas 5 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 observagdes diarias para verificagdo da mudanga de coloragdo do

meio da cor purpura para amarelo, o que indica prova positiva.

3.5.3.3.4 Hidrdlise da Arginina e Descarboxilacao de Lisina e Ornitina

As cepas em identificagdo no TSA contendo 1% de NaCl foram inoculadas com alga
de niquel-cromo nos tubos contendo caldo purpura de bromocresol (meio basal), glicose € os
aminodcidos a serem testados, com incubacao a 35°C por 7 dias. Foram preparadas 3 baterias.
A primeira com 0,125% de arginina, a segunda com 0,125% de ornitina e a terceira com
0,125% de lisina. Todas as cepas foram inoculadas nas trés baterias e no controle (meio sem
aminoacido). Foram realizadas observagdes diarias para verificagdo da mudanga do meio teste

da cor purpura para amarelo, e novamente para a cor purpura, o que indica a positividade.
3.5.3.3.5 Prova do ONPG (o-nitrofenil g-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

solugdo salina fisioldgica estéril. Foi adicionada 1 gota de tolueno em cada tubo com posterior
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agitag¢do. Os tubos ficaram em repouso por 5 minutos a temperatura de 35 a 37°C. Em seguida,
foi adicionada uma solug¢ao tamponada de ONPG 13,3mM na quantidade de 0,25mL. Os tubos
foram incubados em banho-maria a 37°C.

Foram realizadas observagdes apos 30 minutos, 1 hora e 24 horas de incubagdo. A
positividade da prova foi dada pela mudanga de coloragdo do meio, de incolor para amarelo,

indicando a hidrélise do ONPG pela enzima -D-galactosidase.

3.5.3.3.6 Tolerancia ao NaCl

A partir do crescimento em Agua Peptonada Alcalina (APA) contendo 1% de NaCl,
foram retiradas aliquotas com alca de niquel-cromo e semeadas em tubos contendo APA a 1%
com 5 concentragoes 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 observagdo apds o periodo de incubagdo, e os resultados foram

considerados positivos quando do crescimento com turvagao do meio de cultura.

3.5.3.3.7 Prova do Vogues-Proskauer

Do crescimento em TSA contendo 1% de NaCl foram retiradas aliquotas com al¢a de
niquel-cromo e semeadas em Caldo MRVP, com incubacdao a 35°C por 96 horas. Apos o
periodo de incubagdo, foram adicionados para cada mililitro de cultura 0,6mL de Barrit 1
(solugao de alfa-naftol a 5%) e 0,2mL de Barrit 2 (hidroxido de potéssio a 40%).

A prova foi considerada positiva quando do aparecimento de anel vermelho no meio de
cultura, indicando a presen¢a 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 agdo catalitica do alfa-naftol.
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3.6 Teste de Suscetibilidade das Cepas de Vibrio spp a Antimicrobianos

As cepas identificadas e isoladas em TSA contendo 1% de NaCl foram inoculadas em
tubos contendo solugdo salina a 0,85% de modo que a solugdo final fosse comparativamente
semelhante a solucao de McFarland 0,5. Os tubos ajustados tiveram uma concentragao de 1,5
x 10° células por mililitro.

Das solugdes ajustadas, foram retirados in6culos com emprego de “swab” e semeados
no meio de Muller-Hinton com 1% de NaCl. Os testes de sensibilidade foram realizados de
acordo com a técnica da difusdo em agar conforme detalhamento em NCCLS (1988), sendo
testados os discos (Cecon) impregnados com os seguintes antibioticos: Acido Nalidixico (NA)
30ug, Tetraciclina (TET) 30pg, Cloranfenicol (CLO) 30pg, Imipenem (IPM) 10pg,
Cefoxetina (CFO) 30ug, Gentamicina (GEN) 10pg, Ciprofloxacin (CIP) Sug, Nitrofurantoina
(NIT) 300pug, Ceftriaxona (CRO) 30ug, Ampicilina (AMP) 30pg e Sulfazotrim (SUT) 25ug .

3.7 Determinacao das Variaveis Ambientais
3.7.1 Temperatura, pH e Salinidade

Foram analisados os parametros fisico-quimicos pH, temperatura (in situ) e
salinidade nas amostras de dgua de captagdo e agua do viveiro.

A determinag¢do do pH e temperatura foi realizada com emprego de potenciometro

portatil. A salinidade foi mensurada com emprego de salindometro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes ao Numero Mais Provavel (NMP) de Vibrio das amostras
de agua de captagdo, agua do viveiro 7 e camardao do ciclo 1 encontram-se descritos na
tabela 2. O NMP da 4agua de captagio experimentou variagio de 430 x 10° a 110 x
108/100mL, na agua do viveiro a variagdo foi de 110 x 10° a 110 x 1012/100mL, nas
amostras de camardo o indice variou de 110 x 10> a 110 x 10'%/g.

Os dados do NMP de Vibrio das amostras de dgua de captacdo, agua do viveiro 5
e camardo do ciclo 2 estdo detalhados na tabela 2. Os indices oscilaram de 230 x 10° a 240
x 10'/100mL; 230 x 10*a 110 x 10'%/100mL; ¢ 740 x 10" a 110 x 10'*/g, nas amostras de
agua de captacdo, agua do viveiro 5 e camarao, respectivamente. C s

Foi utilizado como andlise estatistica o teste t de Student para dados independentes,
com nivel de significancia (a) de 5%. De acordo com o teste, dgua de captagdo
NMP/100mL no ciclo 1 ndo difere significativamente do obtido no ciclo 2 para a = 5% (p >
0,05). Agua do viveiro NMP/100mL no ciclo 1 ndo difere significativamente do obtido no
ciclo 2 para a = 5% (p = 0,05).

Nos ciclos 1 e 2, o NMP/100mL da 4gua de captagdo difere significativamente do
NMP/100mL do viveiro, para a = 5% (p < 0,05), sendo que o NMP no viveiro foi maior do
que o NMP na captacao.

Quando comparado os valores de NMP de Vibrio/g do camarao no ciclo 1 com os
valores de NMP de Vibrio/g do camardo no ciclo 2, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa para a = 5% (p > 0,05).

O CONAMA (2005), na Resolucdo 375, estabelece as diretrizes ambientais para o
enquadramento dos tipos de dgua, ndo contempla limite para vibrios em aguas salobras e
salinas destinadas a aqiiicultura. Desse modo, os resultados da presente pesquisa no que
concerne a quantificagdo de vibrio ndo podem ser comparados a um padrao legal vigente,

impossibilitando a classifica¢do dos valores obtidos em baixos ou elevados.
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Tabela 2 — Numero Mais Provavel (NMP) de Vibrio em amostras de 4gua e de camardo
nos ciclos 1 e 2 do cultivo em uma fazenda de camardao marinho Litopenaeus

vannamei situada no estuario do rio Coreat (CE).

Agua de captaciio Agua do Viveiro Camario/g
Amostras (NMP/100mL) (NMP/100mL) (NMP/g)
Absoluto log Absoluto log Absoluto log
CICLO 1

—

430x 10° 4,63 110 x 10° 7,04 110 x 10° 7,04

2 230 x 10* 5,36 110 x 10° 10,04 110 x 10° 10,04
3 230x 10° 7,36 110 x 10" 14,04 230x10° 11,36
4 110 x 10 10,04 110x 10" 14,04 110x 10?7 14,04
5 230x 10° 7,36 360 x 10’ 11,55 3.60x 10’ 11,55
6 160 x 10° 7,20 230x 10° 7,36 740 x 10° 11,86
7 230 x 10* 6,36 230 x 10° 8,36 920 x 10* 10,96
8 430 x 10° 8,63 240 x 10" 13,38 230x 10" 12,36
9 360 x 10° 7,55 920 x 10° 11,96  920x 108 10,96
10 930 x 10* 6,96 230 x 10° 11,36  430x 10° 10,63
11 360 x 10* 6,55 280 x 10" 12,44  920x 107 9,96

12 290 x 10° 8,46 230 x 10° 11,36 230x 10’ 11,36

CICLO 2

1 150 x 10° 8,17 920 x 10° 11,96 460 x 10° 10,66
2 460 x 107 9,66 110 x 10" 14,04  240x 10" 13,38
3 930 x 10° 8,96 230x 10" 12,36 460 x 10" 13,66
4 230x 10° 7,36 110 x 10" 12,04  230x 10 11,36
5 230x 10* 6,36 230 x 10 1036 230x 10° 11,36
6 230x 10° 5,36 230x 10" 12,36 920x 10° 11,96
7 230x 10° 7,36 230x 10’ 11,36 280x 10" 12,44
8 430x 10* 6,63 920 x 10° 10,96  740x 10’ 9,86

9 920 x 10* 6,96 940 x 10° 11,97  230x10° 11,36
10 300 x 10° 7,47 920 x 10° 11,96  360x 10° 10,55
11 240 x 107 9,38 750x 10" 12,87  110x 10" 14,04
12 240 x 10" 13,38 460 x 10" 13,66 110 x 10" 14,04
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No cultivo de peneideos, a pesquisa de Vibrio pode avaliar a carga bacteriana do
ambiente ¢ do camardo, indicar as espécies que ocorrem e, consequentemente, o risco que
essa atividade aqiiicola pode apresentar quando de uma possivel instalagdo de vibriose no
sistema. De acordo com Esteve & Herrera (2000), a vibriose ¢ uma das infec¢des mais
prevalentes na carcinicultura e provoca elevadas taxas de mortalidade na larvicultura e na
producao de camardo. Além de representar um entrave a carcinicultura, a incidéncia
elevada de vibrios no camar@o pode provocar risco a saide humana, se estiver associada ao
produto destinado ao consumo.

Quando comparados, os valores de NMP das amostras de dguas de captagdo e dgua
do viveiro nos dois ciclos, pode-se observar que os indices apresentados pelas amostras de
agua do viveiro foram mais elevados do que os valores da agua captacgdo. Isto pode ser
explicado pelo maior aporte de matéria organica no viveiro, devido a oferta de ragdes e
fertilizantes e, consequentemente, ao aumento de detritos, plancton e microbiota. Soma-se
a isso uma densidade alta de organismos e condi¢des ambientais favoraveis, o que concorre
para a proliferagdo e manuten¢do de espécies de vibrio. Segundo Alam et al. (2001), o
suprimento de nutrientes pode levar a uma excessiva producdo da biomassa primaria,
podendo favorecer ao desenvolvimento de vibrios. Riquelme & Avendafno-Herrera (2003)
afirmam que um dos fatores mais importantes que afeta o crescimento dos componentes
bacterianos em ecossistemas aquaticos € a produgdo primaria, uma vez que os produtos
extracelulares do fitoplancton estimulam a proliferacdo de bactérias. De acordo
com Moriaty (1997), os dois principais fatores para controlar o crescimento das bactérias
nos viveiros sdo a concentragcdo de substratos organicos e a temperatura. Entretanto, o
principal caminho para se estimar a resposta das comunidades bacterianas ¢ pelo exame das
mudangas no nimero, tamanho ou biomassa; taxa de crescimento e produtividade.

A variagdo dos indices de NMP entre as amostras de agua dos viveiros 7 € 5 ndo foi
significante, indicando que os valores obtidos na quantifica¢ao bacteriana nos dois viveiros
mantiveram-se muito proximos, provavelmente, devido ao fato de que as coletas foram
realizadas no mesmo periodo, estando os viveiros sob as mesmas condi¢cdes ambientais e de
manejo. O mesmo foi observado na populagdo bacteriana das aguas de captacdo e nas
amostras de camarao dos dois viveiros, nao ocorrendo variagao de NMP significativa.

Os resultados obtidos na presente pesquisa para as amostras de agua de captagao da

fazenda, localizada no estudrio do rio Coreat (CE), podem ser considerados elevados
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quando comparados aos obtidos por Serra et al. (2003), que encontraram uma variagao de
1,1 x 10 a>1,1 x 10° no NMP/mL de V. parahaemolyticus em amostras de dgua do estuario
do rio Anil (Sdo Luis- Maranhdo). Menezes (2005) em pesquisa de Vibrio spp em amostras
de agua de captacdo e descarga de uma fazenda de camardo localizada no estuario do rio
Jaguaribe (CE), obteve uma carga bacteriana de 1,5 x 10° NMP/mL no canal de captagao.

A amostras de dgua dos viveiros 7 e 5 do presente estudo apresentaram um indice de
NMP de Vibrio/100mL com uma ordem de grandeza superior aos resultados determinados
por Téllez et al. (1999), que em estudo sobre a qualidade da 4gua e de ostras cultivadas no
México detectaram auséncia de Vibrio na agua destinada ao cultivo.

Elevados indices de Vibrio em aguas destinadas a cultura de organismos marinhos
podem representar risco de contaminacdo para a fauna aquatica. Segundo a FAO (2001), o
camarao cultivado nos paises em desenvolvimento pode apresentar risco de contaminacao
por V. cholerae toxigénico através da agua onde ¢ cultivado ou por manipulacdo de
portadores assintomaticos, sendo necessaria uma investigagdo da qualidade bacteriologica
dos ambientes de cultivo do camarao com destinagdo aos mercados interno e externo.

As 24 amostras (100%) de camardo nos diferentes estagios de desenvolvimento
analisadas na presente pesquisa e oriundas dos dois ciclos de cultivo apresentaram uma
carga bacteriana de Vibrio NMP/g superior a 11 x 10°. O niimero elevado de vibrios nos
sistemas de cultivo pode representar risco a atividade quando da instalacdo de condigdes
ambientais desfavoraveis nos viveiros, provocando situacdes de estresse nos camardes.
Goarant et al. (1999) afirmam que os vibrios sdo patdgenos oportunistas responsaveis pela
principal patologia bacteriana no cultivo de peneideos, provocando altos indices de
mortalidade e perdas econdmicas significativas nos paises produtores.

De acordo com Castro-Rosas & Escartin (2002), a habilidade de cepas de V.
cholerae O1 de aderir e colonizar exoesqueletos de crustdceos comestiveis representa um
meio de sobrevivéncia em ambientes aquaticos. Os autores alertam que as concentragdes de
vibrio em carapaca de camardo podem representar problema para a saude publica

No Japao, onde os alimentos de origem marinha sdo consumidos principalmente
crus ou insuficientemente cozidos, a contaminagdo desse tipo de alimento representa 22%
das doengas provocadas pela ingestdo de alimentos contaminados. A FAO estima que na
Unido Européia os indices apresentados pelos paises para os surtos provocados pela

ingestdo de alimentos marinhos contaminados no periodo de 1983 a 1992 variaram de 4,1%
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no Reino Unido a 16,1% na Finlandia do total de surtos registrados. O mesmo estudo
aponta uma lista de paises exportadores que receberam alerta da Unido Européia para
qualidade sanitaria dos produtos, a india lidera essa listagem (Zakariah, 2003).

Os resultados concernentes a contagem de colonias de Vibrio sacarose positivas e
negativas das amostras de agua de captagdo, dgua do viveiro e camardo nos dois ciclos
estdo expostos na tabela 3. No ciclo 1, a variagio bacteriana foi de 230 x 10? a 260 x 10°
UFC/100mL; 230 x 10* a 232 x 10" UFC/100mL; ¢ 250 x 10* a 250 x 10" UFC/g, nas
amostras de dgua de captacdo, dgua do viveiro e camarao, respectivamente.

No ciclo 2, as amostras de agua de captagdo experimentaram variagdo de 137 x 10°
a 233 x 107 UFC/100mL; no viveiro ocorreu oscilagio de 230 x 10’ a 112 x 10"
UFC/100mL; e nas amostras de camaréio a variagdo foi de 31 x 10% a 250 x 10'° UFC/g.

De acordo com Guimaraes et al. (2004), para a aqiiicultura se aceita um maximo de
10.000 UFC para bactérias e 1.000 UFC para vibrios. Os mesmos autores em estudo sobre
a qualidade da agua de afluentes e efluentes de 17 fazendas implantadas nos 6 principais
p6los de producao de camardo do Estado do Rio Grande do Norte encontraram variacao
com ordem de grandeza inferior aos dados obtidos na presente pesquisa, oscilando de 0 a
208 UFC/ml e com uma média de 53,57UFC/mL.

Lima et al. (2004) em estudo sobre Vibrio spp, em amostras de agua de captagao,
viveiro e camardo de 14 fazendas nos Estados do Ceara, Piaui ¢ Rio Grande do Norte,
revelaram um indice bacteriano com variacdo de 1,4 x 10° a 4,69 x 10° a UFC/mL nas
amostras de agua de captagdo; 1,7 x 10° a 1,3x 10* nas amostras de agua do viveiro; e 1,5 x
10* a 4,3 x 10° UFC/g nas amostras de hepatopancreas do camardo.

Gopal et al. (2005) obtiveram resultados inferiores aos da presente pesquisa quando
da enumeracéo de vibrios no cultivo de camardo na costa leste ¢ oeste da india. Os autores
revelaram indices que variaram de 5,48 x 10*a 4,73 x 10* UFC/mL nas amostras de 4gua e
1,52 x 10° a 4,36 x 10* UFC/mL nas amostras de hemolinfa do camaréo.

As varidveis ambientais analisadas na presente pesquisa (tabela 4) mostraram-se
favoraveis a elevada incidéncia de vibrios no ambiente de cultivo e nas amostras de
camarao nos diferentes estagios de desenvolvimento analisados. De acordo com Jiang & Fu
(2001), as populagdes de Vibrio em ambientes costeiros sao influenciadas principalmente

pela temperatura e salinidade do meio.
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Tabela 3 — Contagem de colonias sacarose positivas e negativas, expressa em Unidade
Formadora de Colonia (UFC), de Vibrio em amostras de dgua e camardao nos
ciclos 1 e 2 do cultivo em uma fazenda de camardo marinho Litopenaeus

vannamei situada no estuario do rio Coreat (CE).

Agua de captagio Agua do Viveiro Camario/g
Amostras (UFC/100mL) (UFC/100mL) (UFC/g)

Absoluto log Absoluto log Absoluto log
CICLO 1

1 230x 10° 4,36 230 x 10* 6,36 250 x 10* 6,39

2 210x 10° 5,32 230 x 10’ 9,36 250 x 107 9,39

3 200 x 10* 6,30 227 x 10" 13,35  210x 10’ 11,32
4 230 x 10* 6,32 232 x 10" 13,36 250 x 10" 13,39
5 212x 10° 7,32 230 x 10° 10,36 250 x 10’ 11,39
6 233 x 10* 6,36 250 x 10* 6,39 270 x 10° 11,43
7 230x 10* 6,36 203 x 10° 7,30 222 x 10° 10,34
8 247 x 10° 8,39 250x 10" 12,39  250x 10° 10,39
9 228 x 10° 7,35 250 x 10° 10,39  250x 10° 10,39
10 221x10* 6,34 230x 10* 10,36 204 x 10° 10,30
11 250x 10° 5,39 242x 10" 12,38  250x10* 6,39

12 250 x 10° 8,39 230x 10 10,36 223 x 10° 10,34

CICLO 2

1 230 x 10° 7,36 250 x 10° 11,39  250x 10° 10,39
2 233 x 107 9,36 112 x 10" 13,04 250x10"° 12,39
3 390 x 10° 8,59 211x 10" 12,32 68x10" 12,83
4 480 x 10* 6,68 250 x 10° 11,39 232x10° 10,36
5 122 x 10* 6,08 230 x 107 9,36 244 x 10° 10,38
6 137x 10° 5,13 235x 10° 11,37  248x10° 11,39
7 130 x 10° 7,11 250 x 10° 10,39 250x10"° 12,39
8 101 x 10* 6,00 209 x 10° 10,32 310x 10’ 9,49

9 250 x 10* 6,39 250 x 10° 11,39 250 x 10° 10,39
10 250 x 10* 6,39 250 x 10° 11,39 235x10° 10,39
11 250 x 10° 8,39 250 x 10° 11,39 250x10"° 12,39
12 250 x 10° 10,39 250x 10" 12,39  250x 10" 12,39
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Tabela 4 — Variaveis ambientais pH, temperatura (°C) e salinidade (%o) das amostras de

agua dos ciclos 1 e 2 do cultivo em uma fazenda de camardo marinho

Litopenaeus vannamei situada no estudrio do rio Coreau (CE).
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Amostras | Coletas Agua de Captaciio Agua do Viveiro
pH Temp.  Salin. pH Temp.  Salin.
CICLO1
1 22.05.05 6,53 31,3 0 6,94 30,3 1
2 05.06.05 7,58 28,7 0 7,49 28,1 0,5
3 26.06.05 7,70 29,5 1 8,47 29,9 1
4 03.0705 7,57 294 1 8,63 29,7 1
5 19.07.05 8,18 30,03 9 9,59 30,4 1
6 04.08.05 7,45 31,0 13 9,41 30,8 4
7 22.08.05 7,77 31,0 25 8,56 30,5 11
8 04.09.05 8,22 29.9 24 8,40 29,8 16
9 18.09.05 7,73 28,8 34 8,02 28,8 20
10 02.10.05 7,79 30,3 30 8,07 30,5 20
11 16.10.05 7,83 29,2 36 7,95 29,1 25
12 30.10.05 7,74 29,7 33 8,16 30,1 27
CICLO 2
1 26.06.05 7,85 29,5 1 8,16 29,1 0,5
2 03.0705 7,83 30,2 1 8,73 30,3 1
3 19.07.05 8,10 29,3 5 10,13 29,8 1
4 04.08.05 7,28 31,4 14 9,18 30,9 9
5 22.08.05 7,78 31,0 25 9,02 30,4 11
6 04.09.05 8,19 30,5 24 9,00 30,2 14
7 18.09.05 7,71 28,4 32 8,03 28,3 24
8 02.10.05 7,72 304 30 8,03 30,1 23
9 16.10.05 7,83 29,8 36 8,21 29,4 29
10 30.10.05 7,76 29,3 30 8,30 29,9 32
11 06.11.05 7,90 29,0 43 7,93 29,7 35
12 13.11.05 7,66 29,6 34 7,90 29,9 39
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O pH nas amostras de agua de captagdo variou de 6,53 a 8,22, no ciclo 1, enquanto
no ciclo 2 variou de 7,66 a 8,19. Nas aguas de viveiro o pH variou de 6,94 a 9,59, no ciclo
1, e de 7,90 a 10,13, no ciclo 2. Das 24 amostras de dgua oriundas da captagdo somente
uma apresentou pH abaixo da faixa alcalina, o mesmo acontecendo para as aguas do
viveiro. A temperatura, nas aguas de captagdo, variou de 28,7 a 31,6°C, no ciclo 1, e de
29,0 a 31,4°C, no ciclo 2. Nas aguas do viveiro a oscilacdo da temperatura foi de 28,1 a
30,5°C, no viveiro 1, sendo de 29,1 a 30,9°C, no viveiro 2. Considerando todos os valores
de temperatura, sua variacdo maxima nao superou a 3,3°C. A salinidade apresentou uma
ampla variacdo nas amostras de dgua de ambos os ciclos. Nas dguas de captagdo variou de
0 a 36%o, no ciclo 1, e de 1 a 43%o, no ciclo 2. Nas aguas do viveiro a variagao foi de 0,5 a
27%o, no viveiro 1, e de 0,5 a 39%eo, no viveiro 2.

Pelo teste estatistico t de Student para dados independentes ao nivel de significancia
(o) de 5%, nao houve variacdo nos valores de pH nas amostras de dgua de captacdo nos
dois ciclos, o mesmo ocorrendo nas amostras de agua dos viveiros. Entretanto, quando
comparados os valores de pH das amostras de agua de captacdo com aqueles de agua dos
viveiros, estes apresentaram valores significativamente mais elevados. Isto pode ser
explicado pelo fato de que o viveiro é uma area confinada e recebe diariamente maior
aporte de nutrientes como ragoes e fertilizantes.

Segundo o CONAMA na Resolucdo 357 de 2005, as 4guas salinas destinadas a
aquicultura devem exibir pH na faixa de 6,5 a 8,5. Das 48 amostras de 4gua analisadas, 7
(14,6%) apresentaram valores acima de 8,5. No que tange a proliferacdo de vibrios, as
amostras apresentaram-se dentro dos limites alcalinos que influenciam o seu crescimento.

Os valores de pH registrados na presente pesquisa podem favorecer a incidéncia e
isolamento dos vibrios. Gopal et al. (2005) obtiveram bons resultados para enumeragao e
isolamento de vibrios, na India, em amostras de agua de viveiro com variagdo do pH de 7,8
a 8,4. Gongalves et al. (2004) obtiveram correlacdo significativa entre o pH com variagao
de 6,2 a 9,8 de amostras de 4guas estuarias da Baia de Sao Marcos (Sao Luis - MA) e
isolamento de V. cholerae. Os vibrios sdo sensiveis a pH acido. Koo et al. (2000) em
estudo sobre o impacto de acidos na sobrevivéncia de V. vulnificus observaram que a
sensibilidade dessa bactéria a valores de pH abaixo de 3,0 foi muito elevada.

Os valores de temperatura quando analisados estatisticamente pelo teste t de Student

com nivel de significancia (o) de 5%, ndo mostraram qualquer diferenca nas amostras de
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agua de qualquer procedéncia. Esse parametro ambiental, pelos valores apresentados, nao
pode, por conseguinte, ter qualquer influéncia nos dados microbioldgicos obtidos.

As amostras analisadas apresentaram temperaturas com caracteristicas tropicais
compativeis a presencga e proliferacdo de vibrios, variando de 28,1 a 31,6°C. Os resultados
obtidos corroboram com os dados de Thompson et al. (2004), que em pesquisa sobre a
diversidade e dindmica de comunidade de vibrio na costa do Atlantico Norte afirmam que a
temperatura foi um fator fundamental para ocorréncia de vibrios na agua. Os autores
detectaram que a populacao de vibrio aumentou no verao onde as temperaturas alcangaram
30°C. Randa et al. (2004) observaram uma correlagdo positiva entre a populagdo de V.
vulnificus e a temperatura da 4gua na Baia de Barnegat nos Estados Unidos, sugerindo que
a maior incidéncia dessa espécie ocorreu nos meses com temperaturas mais elevadas.

Em relagdo a salinidade, os menores valores foram observados nos meses de maio a
julho, periodo que esté sob influéncia dos indices de pluviosidade, ocorrendo dilui¢ao pelas
aguas pluviais. Os meses de agosto a novembro apresentaram os maiores valores de
salinidade, essa época do ano ¢ caracterizada pela auséncia de chuvas e, consequentemente,
intensa evaporacdo, o que concorre para o aumento deste pardmetro. As amostras de agua
do viveiro apresentaram menores salinidades quando comparadas as amostras de agua de
captacdo, isto ocorreu devido a baixa renovagdo didria de agua nos viveiros, que foi de
apenas 5% do volume total do viveiro por dia.

Das 48 amostras de agua analisadas, 46 (95,8%) apresentaram salinidade variando
de 0,5 a 43%o. Essa variagdo mostrou-se compativel com a presenca de vibrios nas amostras
de agua de captagdo e viveiro. Segundo Murakami et al. (1998), as espécies de Vibrio
podem ser encontradas em ambientes aquaticos com ampla variagdo de salinidade e

representam o componente dominante das comunidades microbianas marinhas cultivaveis.
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Na tabela 5 encontra-se a distribui¢do das 116 cepas de Vibrio isoladas de dgua e de
camarao durante o ciclo 1 do cultivo. Destas cepas 36 (31,03%) foram oriundas das
amostras de agua de captacao, 39 (33,62%) de agua do viveiro, 12 (10,34%) do camardo no

estagio de pos-larva, 17 (14,66%) do camarao juvenil e 12 (10,34%) do camardo adulto.

Tabela 5 — Identificagdo das 116 cepas de Vibrio isoladas de amostras de agua de
captagdo, de viveiro e de camardo do ciclo 1 do cultivo do camardo
Litopenaeus vannamei, realizado em uma fazenda de camardo marinho

situada no estuario do rio Coreati (CE).

Origem
Agua de Agua do Camarao
Espécies captacdo | viveiro | Pds-larva Juvenil Adulto
n=36 n=39 n=12 n=17 n=12
Vibrio spp 5 3 1 2 2
V. cholerae ndo tipado 6 9 2 3 -
V. parahaemolyticus 8 6 1 - 4
V. mimicus 1 1 1 - -
V. hollisae 1 - - - -
V. damsela 3 2 - - 2
V. splendidus 3 - - - -
V. fluvialis 3 3 - 1 -
V. carchariae 1 1 - - 1
V. alginolyticus 5 1 - 1 -
V. harveyi - 6 4 7 3
V. furnissi - 1 - - -
V. anguillarium - 1 1 3 -
V. ordalli - 2 - - -
V. costicola - 2 1 - -
V. cincinnatiensis - 1 - - -
V. fisheri - - 1 - -

*n=namero de cepas
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A freqiiéncia das 36 cepas isoladas das amostras de agua de captacdo do ciclo 1
apresentou o seguinte comportamento: 8 cepas (22,22%) de V. parahaemolyticus, 6
(16,67%) de V. cholerae, 5 (13,89%) de Vibrio spp, 5 (13,89%) de V. alginolyticus, 3
(8,33%) de V. fluvialis, 3 (8,33%) de V. splendidus, 3 (8,33%) de V. damsela, 1 (2,78%) de
V. carchariae, 1 (2,78%) de V. hollisae e 1 (2,78%) de V. mimicus.

Das 39 colonias isoladas do viveiro foram identificadas 9 cepas (23,08%) de V.
cholerae, 6 (15,38%) de V. parahaemolyticus, 6 (15,38%) de V. harveyi, 3 (7,69%) de
Vibrio spp, 3 (7,69%) de V. fluvialis, 2 (5,13%) de V. damsela, 2 (5,13%) de V. ordalli, 2
(5,13%) de V. costicola, 1 (2,56%) de V. cincinnatiensis, 1 (2,56%) de V. anguillarum, 1
(2,56%) de V. furnissi, 1 (2,56%) de V. alginolyticus, 1 (2,56%) de V. carchariae e 1
(2,56%) de V. mimicus.

Foram isoladas 12 colonias das amostras de camardo no estagio de pos-larva, sendo
4 cepas (33,33%) de V. harveyi, 2 (16,67%) de V. cholerae, 1 (8,33%) de V.
parahaemolyticus, 1 (8,33%) de Vibrio spp, 1 (8,33%) de V. mimicus, 1 (8,33%) de V.
anguillarum, 1 (8,33%) de V. costicola e 1 (8,33%) de V. fisheri.

Nas amostras de camarao juvenil foram isoladas 17 cepas das seguintes espécies: 7
cepas (41,18%) de V. harveyi, 3 (17,65%) de V. cholerae, 3 (17,65%) de V. anguillarum, 2
(11,76%) de Vibrio spp, 1 (5,88%) de V. fluvialis e 1 (5,88%) de V. alginolyticus.

Das 12 cepas isoladas das amostras de camardo na fase adulta, 4 (33,33%) foram de
V. parahaemolyticus, 3 (25%) de V. harveyi, 2 (16,67%) de Vibrio spp, 2 (16,67%) de V.
damsela e 1 (8,33%) de V. carchariae.

A presenga de cepas sacarose positivas foi alta em todas as amostras analisadas,
representando 20 cepas (55,6%) das amostras de agua de captagdo, 29 cepas (74,4%) das
amostras de dgua do viveiro e 30 cepas (73,2%) das amostras de camarao.

As espécies predominantes na agua de captagdo e do viveiro foram V.
parahaemolyticus e V. cholerae, nas amostras de pds-larva e juvenil foram V. harveyi e V.

cholerae, e no camarao adulto foram V. parahaemolyticus e V. harveyi.
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As espécies identificadas das 89 cepas de amostras de dgua (captacdo e viveiro) e de

camarao encontram-se detalhadas na tabela 6.

Tabela 6 — Identificacdo das 89 cepas de Vibrio isoladas de amostras de agua de captagao,
de viveiro e de camardo do ciclo 2 do cultivo do camardo Lifopenaeus

vannamei, realizada em uma fazenda de camardao marinho situada no estuario

do rio Coreatl (CE).
Origem
Agua de | Agua do Camariao
Espécies captacdo | viveiro | Poés-larva Juvenil Adulto
n=26 n= 28 n=38 n=15 n=12
Vibrio spp 3 3 1 4 1
V. anguillarium 1 6 2 2 2
V. hollisae 1 1 - - 1
V. damsela 2 - - - 1
V. harveyi 4 5 3 2 2
V. vulnificus 1 - - - -
V. parahaemolyticus 2 3 - - 4
V. cholerae ndo tipado 3 3 2 3 -
V. fluvialis 1 - - 1 -
V. carchariae 2 3 - - -
V. cincinnatiensis 1 1 - - -
V. metschnikovii 1 - - - -
V. furnissi 1 - - 1 -
V. alginolyticus 3 1 - 2 1
V. mimicus - 2 - - -

*n=namero de cepas
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Destas 89 cepas isoladas no ciclo 2, 26 (29,21%) foram obtidas das amostras de
agua de captagdo, 28 (31,46%) das amostras de agua do viveiro, 8 (8,99%) do camarao no
estagio de pos-larva, 15 (16,85%) do camarao juvenil e 12 (13,5%) do camarao adulto.

Nas amostras de agua de captacdo foram obtidas 4 cepas (15,38%) de V. harveyi, 3
(11,54%) de Vibrio spp, 3 (11,54%) de V. alginolyticus, 3 (11,54%) de V. cholerae, 2
(7,69%) de V. parahaemolyticus, 2 (7,69%) de V. damsela, 1 (3,85%) de V. anguillarum, 1
(3,85%) de V. hollisae, 1 (3,85%) de V. vulnificus, 1 (3,85%) de V. fluvialis, 1 (3,85%) de
V. cincinnatiensis, 1 (3,85%) de V. metschnikovii e 1 (3,85%) de V. furnissi.

As bactérias isoladas das amostras de 4gua do viveiro foram identificadas e
obedeceram a seguinte freqiiéncia: 6 cepas (21,43%) de V. anguillarum, 5 (17,86%) de V.
harveyi, 3 (10,71%) de Vibrio spp, 3 (10,71%) de V. parahaemolyticus, 3 (10,71%) de V.
cholerae, 3 (10,71%) de V. carchariae, 2 (7,14%) de V. mimicus, 1 (3,57%) de V. hollisae,
1 (3,57%) de V. cincinnatiensis e 1 (3,57%) de V. alginolyticus.

Das 8 cepas isoladas das amostras de pos-larva de camarao, 3 (37,5%) foram de V.
harveyi, 2 (25%) de V. cholerae, 2 (25%) de V. anguillarum e 1 (12,5%) de Vibrio spp.

Nas amostras de camarao juvenil foram isoladas 15 cepas, onde 4 (26,67%) foram
de Vibrio spp, 3 (20%) de V. cholerae, 2 (13,33%) de V. anguillarum, 2 (13,33%) de V.
alginolyticus, 2 (13,33%) de V. harveyi, 1 (6,67%) de V. furnissi, 1 (6,67%) de V. fluvialis.

Das amostras do camardo adulto foram obtidas 12 cepas, sendo 4 (33,33%) de V.
parahaemolyticus, 2 (16,67%) de V. anguillarum, 2 (16,67%) de V. harveyi, 1 (8,33%) de
Vibrio spp, (8,33%) de V. damsela, (8,33%) de V. hollisae e (8,33%) de V. alginolyticus.

No ciclo 2, a incidéncia de cepas sacarose positivas foi alta em todas as amostras
analisadas, representando 19 cepas (73,08%) das amostras de agua de captagdo, 21 cepas
(75%) das amostras de agua do viveiro e 28 cepas (80%) das amostras de camarao.

As espécies predominantes na dgua de captagdo foram V. harveyi, V. cholerae, V.
alginolyticus e Vibrio spp. Nas amostras de agua do viveiro a predominancia foi das
espécies V. anguillarum e V. harveyi, nas amostras de pos-larva foram V. harveyi, V.
cholerae e V. anguillarum, nas amostras de camardo juvenil foram Vibrio spp e V.
cholerae, e no camarao adulto foram V. parahaemolyticus, V. harveyi e V. anguillarum.

As distribuigdes em porcentagem das cepas obtidas das amostras de agua de

captagao dos dois ciclos encontram-se expostas nas figuras 7 e 8.
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Figura 7 — Distribuicdo em porcentagem dos 36 isolados de Vibrio das amostras de agua

de captacdo do ciclo 1 do cultivo em uma fazenda de camardo marinho

Litopenaeus vannamei situada no estuario do rio Coreati (CE).
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Figura 8 — Distribui¢do em porcentagem dos 26 isolados de Vibrio das amostras de dgua

de captacdo do ciclo 2 do cultivo em uma fazenda de camardo marinho

Litopenaeus vannamei situada no estuario do rio Coreau (CE).
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A maior diversidade de espécies de Vibrio foi encontrada nas amostras de dgua de
captacao (estuario do rio Coreau-CE) dos dois ciclos, totalizando 16 espécies em 62 cepas
isoladas. Esse fato decorre, provavelmente, da auséncia ou diminui¢do de processos de
selecdo de espécies em ambientes naturais quando comparado a ambientes de cultivo. O
mesmo foi observado por Menezes (2005) que encontrou maior diversidade de espécies de
Vibrio em amostras de 4gua do rio Choro6 (CE), que recebe influéncia de 4gua oceanica, do
que em amostras de agua de ambiente de cultivo de camarao.

As espécies que predominaram nas cepas isoladas da dgua de captacdo oriunda do
estuario do rio Coreau (CE) foram V. parahaemolyticus, V. cholerae, V. harveyi e V.
alginolyticus. Esses dados podem ser comparados aos obtidos por Barbieri et at. (1999) que
isolaram com maior freqliéncia V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. cholerae ndo Ol e
V. vulnificus de amostras de dgua de dois estuarios da costa Adridtica italiana. Os autores
alertam para o perigo que algumas cepas toxigénicas isoladas podem provocar para satde
publica, variando de gastroenterites até quadros graves de septicemia, uma vez que o
ambiente estudado ¢ utilizado para produgdo de alimentos e como area de recreagao.

Hervio-Heath et al. (2002) isolaram cepas patogénicas de Vibrio da costa francesa,
obtendo com maior freqiiéncia as espécies V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V.
vulnificus e V. cholerae nao O1/0139. Segundo os autores, a associacdo de vibrios
patogénicos ao ambiente estuarino evidencia um potencial risco sanitario para a populagao.

De acordo com Vaseeharan & Ramasamy (2003), a presenga de V.
parahaemolyticus em corpos aquaticos destinados a cultura de camardes € preocupante uma
vez que algumas cepas podem provocar doengas nos peneideos. Além disso, a incidéncia
dessa espécie de Vibrio na agua pode contaminar a fauna e provocar doencas em humanos
quando do consumo de alimentos contaminados. Daniels ef al. (2000) relataram
gastroenterites, infeccdes em feridas e septicemia como quadros clinicos de infecgdes
provocadas por V. parahaemolyticus nos Estados da Florida, Alabama, Lousiana e Texas.

A incidéncia de cepas de V. cholerae nas amostras de agua de captagao do presente
estudo pode representar risco para a fauna aquatica e para a populagdo que faz uso da agua
do estuario. A freqiiéncia das cepas corrobora com os dados de Thompson et al. (2003), os
quais acrescentam que a espécie V. cholerae € ubiqua e abundante em ambientes aquaticos,
principalmente em d4reas costeiras, estudrios e rios. Os autores afirmam que esse

microrganismo provocou numeros consideraveis de mortes no Brasil na ultima década e
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sugerem que as cepas de V. cholerae vém experimentando sucesso na adaptacdo a
mudancas nas condi¢des ambientais.

A presenca de algumas espécies de Vibrio em ambientes aquaticos representa risco
de infeccdo de feridas cutaneas, e em alguns casos, de septicemia. Rodrigues et al. (2001)
detectaram 21 pescadores portadores de Vibrio dos 50 pesquisados com feridas cutineas
infectadas no municipio de Raposa (MA), havendo predominio de V. alginolyticus (66,6%),
V. parahaemolyticus (42,8%) e de V. cholerae nao O1 (9,5%).

A ocorréncia de V. harveyi observada na dgua de captacdo da fazenda estudada na
presente pesquisa pode ser indicativa de risco para o cultivo de camardo. Segundo
Hydreyda & Conejero (2003), V. harveyi tem sido considerado um dos principais agentes
etiologicos de vibriose no cultivo de camarao e foi responsavel por perdas econdmicas
significativas para a industria camaroneira no sudeste da Asia.

Macian et al. (2000) em estudo sobre identificagdo de Vibrio em amostras de agua
marinha de Valéncia na Espanha revelaram um indice de isolados de V. harveyi em 24%
das cepas, V. alginolyticus em 8% e V. splendidus em 19%. Os dados podem ser
comparados a freqiiéncia dos isolados nas amostras do estudrio do rio Coreaq, a excecao de
V. splendidus, que ocorreu em maior quantidade nos isolados da 4dgua da Espanha no
periodo do inverno. O isolamento de V. splendidus das amostras de dgua de captagdo foi
realizado em temperaturas com variacao de 28, 4 a 31, 4°C.

A ocorréncia de V. vulnificus em amostras de agua do estuario do rio Coreau (CE)
estd de acordo com Yano et al. (2004), que afirmam que essa espécie faz parte da
microbiota natural de estudrios estando associada com infec¢des alimentares e septicemias.
Pfeffer et al. (2003) em estudo sobre ecologia do V. vulnificus em éaguas estuarinas
obtiveram isolamento dessa espécie apenas quando a temperatura ficou entre 15 e 27°C, e
afirmaram que o indice de vibrio foi controlado principalmente pela temperatura, turbidez e
nivel de oxigénio da agua. Os resultados obtidos por Pfeffer et al. (2003) podem ser
comparados aos obtidos no presente estudo, onde a unica cepa de V. vulnificus isolada foi
de amostra de 4gua com temperatura acima de 28°C.

V. vulnificus tem sido relacionado com feridas infeccionadas e € responsavel por
incontaveis casos de gastroenterites e septicemia primaria (Nascimento et al., 2001).

As distribuicdes em porcentagem das cepas obtidas das amostras de agua do viveiro

dos dois ciclos encontram-se expostas nas figuras 9 e 10.
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Figura 9 — Distribui¢do em porcentagem dos 39 isolados de Vibrio das amostras de agua
do viveiro 7 do ciclo 1 do cultivo em uma fazenda de camardo marinho

Litopenaeus vannamei situada no estudrio do rio Coreau (CE).
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Figura 10 — Distribuicdo em porcentagem dos 28 isolados de Vibrio das amostras de dgua
do viveiro 5 do ciclo 2 do cultivo em uma fazenda de camardo marinho

Litopenaeus vannamei situada no estuario do rio Coreau (CE).
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Foi obtida uma diversidade de 15 espécies de Vibrio em 67 isolados dos viveiros
nos dois ciclos de cultivo. As maiores freqiiéncias foram das espécies V. cholerae (17,9%),
V. harveyi (16,4%), V. parahaemolyticus (13,4%) e V. anguillarum (10,4%).

A presenga de Vibrio nos viveiros estd de acordo com os dados de Karunasagar &
Karunasagar (2001), que em estudo sobre a comunidade bacterioldgica associada ao cultivo
de Penaeus monodon, na India, relataram uma proporgdo de espécies de Vibrio variando de
50 a 73% nos tanques de cultivo de larvas comparada a 31% de isolados desse género em
amostras de dgua marinha. Entretanto, as cepas isoladas ndo se mostraram virulentas
quando da aplicacdo de testes em condi¢des experimentais.

Alvarez et al. (2003) relataram a presenca de Vibrio spp (67%), V. harveyi (17%) e
V. carchariae (17%) em amostras de dgua destinadas ao cultivo de peneideos quando do
estudo de casos de vibrioses em Litopenaeus vannamei e L. stylirostris em uma fazenda na
costa ocidental da Venezuela. Os autores afirmaram que a diversidade de vibrios foi maior
nas amostras de dgua onde camardes enfermos foram encontrados. Apesar de ndo terem
sido detectados casos de vibrioses na fazenda em estudo localizada no Ceara, chama-se a
aten¢do para a diversidade de vibrios isolados da 4gua destinada ao cultivo de camardes.

Gopal et al. (2005) em estudo sobre a ocorréncia de espécies de Vibrio no cultivo de
camardo na India revelaram dados semelhantes aos obtidos na presente pesquisa no que
concerne a diversidade de vibrios nos viveiros de camardo, confirmando a presenga de 17
espécies isoladas de amostras de agua com temperatura variando de 25 a 30°C e pH de 7,8
a 8,4. As espécies encontradas foram V. alginolyticus, V. cholerae, V. parahaemolyticus, V.
harveyi, V. fischeri, V. vulnificus, V. fluvialis, V. mimicus, V. diazotrophicus, V.
aestuarianus, V. campbelli, V. splendidus, V. cincinnatiensis, V. nerei, V. anguillarum, V.
proteolyticus e V. pelagicus. Os autores alertaram para a qualidade bacteriologica do
camardo cultivado em d4guas ricas em vibrios, principalmente V. cholerae e V.
parahaemolyticus, causadores de gastroenterites em consumidores de camardes cultivados.

Além do perigo que a microbiota de vibrio pode representar para a qualidade final
dos camardes, ela pode ameagar a viabilidade nos sistemas de cultivo. Goarant ef al. (1998)
afirmam que os casos de vibrioses sao um dos principais problemas da aqiiicultura.

As distribuigdes em porcentagem das cepas obtidas das amostras de camardo dos

dois ciclos no presente estudo encontram-se expostas nas figuras 11 e 12.
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Figura 11 — Distribuicdo em porcentagem dos 41 isolados de Vibrio das amostras de
camardo do ciclo 1 do cultivo em uma fazenda de camardo marinho

Litopenaeus vannamei situada no estudrio do rio Coreau (CE).
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Figura 12 — Distribuicdo em porcentagem dos 35 isolados de Vibrio das amostras de
camardo do ciclo 2 do cultivo em uma fazenda de camardo marinho

Litopenaeus vannamei situada no estuario do rio Coreati (CE).
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Das 76 cepas isoladas de camardo nos diferentes estagios de desenvolvimento
foram obtidas 14 espécies, com predominancia das espécies de V. harveyi e V. cholerae nas
pos-larvas; V. cholerae, V. anguillarum, V. alginolyticus ¢ V. harveyi nos juvenis; e V.
parahaemolyticus, V. harveyi e V. anguillarum nos adultos.

A freqliéncia de cepas isoladas nas amostras de pos-larva e juvenis da presente
pesquisa ndo coincide com os resultados obtidos por Vandenberghe et al. (1999), que em
inspegoes bacteriologicas no cultivo de L. vannamei no Equador e México, relataram a
presenca predominante de V. alginolyticus em todos os estagios larvais, estando associado
com a saude dos estagios nauplios e zoea. V. harveyi foi associado com doengas em poOs-
larvas e juvenis. As espécies V. parahaemolyticus, V. mimicus e Photobacterrium damsela
foram associadas com os estagios juvenil e adulto do L. vannamei.

Em estudo sobre um caso de mortalidade em uma larvicultura de camarao, Vieira
et al. (2000) isolaram V. alginolyticus (50%) e V. fluvialis (50%) em amostras de pos-
larvas, e nas amostras de zoea e de nauplios de artémia isolaram V. alginolyticus (100%).
De acordo com a investigagdo, as diferentes espécies de Vibrio isoladas foram responsaveis
pela mortalidade verificada na larvicultura estudada, sendo constatado o estresse do
camardo de alguma forma, na fase anterior ao desenvolvimento da vibriose.

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. Esses dados podem ser
comparados aos obtidos nas amostras de pos-larva dos dois ciclos de cultivo do L.
vannamei no estuario do rio Coreat (CE).

Aguirre-Guzman et al. (2002) estudaram o efeito de diferentes espécies de Vibrio
sobre a sobrevivéncia larval do camardo branco L. vannamei e observaram que todos os
subestagios larvais que foram infectados com V. alginolyticus (10° a 10’ UFC/mL) tiveram
uma sobrevivéncia significantemente maior que os obtidos por seus homodlogos que foram
infectados por V. parahaemolyticus, V. harveyi e V. penaecida, sendo esta ultima espécie a
que reportou os valores mais baixos de sobrevivéncia. Entretanto, foi observado que os
subestagios larvais do camardio que foram infectados com V. harveyi (10° a 10’ UFC/mL)
mostraram resultados de sobrevivéncia similares a seus homo6logos que foram infectados
com V. parahaemolyticus. Os autores revelaram, portanto, que nos ensaios, os vibrios que

se mostraram mais patogénicos foram V. penaecida, V. harveyi e V. parahaemolyticus.
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No presente estudo a espécie de V. harveyi foi a unica encontrada em todos os
estagios de desenvolvimento do camarao nos dois ciclos, esse dado esta de acordo com os
resultados obtidos por Alvarez et al. (2000), que obtiveram 79% de cepas pertencentes ao
género Vibrio em estudo bacterioldgico em camardes peneideos na Venezuela. Segundo os
autores, V. harveyi foi isolado de todas as fontes e em todos os anos em que durou a
investigacao (1992-1996). Essa bactéria encontra-se amplamente distribuida em ambientes
marinhos, estuarinos, em peixes e camardes marinhos silvestres e cultivados, sadios e/ou
enfermos, com potencial de provocar epizootias em populagdes de camarao cultivadas ou
em camaroes silvestres submetidos a confinamento. Além de V. harveyi que representou
18% dos isolados, foram obtidos V. fluvialis tipo I em 1%; V. alginolyticus em 0,6%; V.
carchariae e V. hollisae em 0,3% e V. metschnikovii em 0,1%.

O isolamento de V. harveyi e V. parahemolyticus de amostras de camardao adulto
corrobora os resultados descritos por Retamales (2002), que em estudo sobre a comunidade
bacteriana da flora intestinal do L. vannamei cultivado no México confirmou a presenca do
género Vibrio, principalmente V. harveyi e V. parahaemolyticus no periodo de 1998 a 1999,
relatando surtos de doengas nos camardes no periodo estudado. O mesmo autor afirma que
a comunidade microbiana representa um papel importante nos sistemas de cultivo de
peneideos, principalmente no que concerne a produtividade e ciclagem de nutrientes. Oxley
et al. (2002) isolaram V. parahaemolyticus da flora intestinal do camardo Penaeus
merguiensis. Entretanto, obtiveram com maior freqiiéncia V. gazogenes.

Gaméz et al. (2004) em estudo sobre a ocorréncia de vibrios no cultivo do L.
vannamei em Sonora no México no ano de 2003 revelaram a presenga de 6 espécies do
género em 106 amostras de hepatopancreas, sendo 30% de Vibrio fluvialis, 27% de V.
damsela, 12,5% de V. vulnificus, 12,5% de V. parahaemolyticus, 11% de V. alginolitycus e
7% de V. harveyi. De acordo com os autores, ndo foram detectados surtos de vibriose em
2003 nas fazendas estudadas. Apesar de nao ter sido feito isolamento de Vibrio de amostras
de hepatopancreas dos camardes, os resultados apresentados podem ser comparados aos
dados de Gaméz et al. (2004) quando do isolamento de V. parahaemolyticus e V. harveyi de
camardes sadios durante o ciclo de cultivo.

A elevada incidéncia de V. harveyi, V. anguillarum, V. parahemolyticus ¢ V.
cholerae em amostras de agua destinadas a aqliicultura e em camardes cultivados pode ser

indicativa de ameaca a viabilidade da atividade. Gullian & Rodriguez (2002) afirmam que o
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desenvolvimento da industria camaroneira na ultima década foi marcado pelo surgimento
de restricdes na producao, entre as quais, a mais importante ¢ a ocorréncia de enfermidades
infecciosas, sendo algumas espécies como V. harveyi, V. anguillarum, V. parahaemolyticus
e V. vulnificus frequentemente associadas a mortalidades na larvicultura e engorda.

Apesar dos elevados indices de vibrio e diversidade em espécies obtidas nas
amostras de agua de captagdo, agua do viveiro e camardao nos dois ciclos de cultivo da
fazenda localizada no estuario do rio Coreatl (CE), ndo se pode precisar qual espécie de
vibrio ¢ mais nociva, uma vez que a viruléncia desse género bacteriano ¢ muito variavel.
Entretanto, a presenca de cepas patogénicas merece destaque desde que condigdes
desfavoraveis venham a ser desenvolvidas no sistema de cultivo, tornando os camardes
mais suscetiveis a microbiota de vibrio numerosa e diversificada observada nesse estudo.

Labrie ef al. (2003) verificaram a suscetibilidade de camardes juvenis da espécie L.
vannamei a cepas de V. parahaemolyticus quando da exposi¢dao dos camardes ao pesticida
metil paration. Os autores submeteram os camardes a presenca desse pesticida e depois de 4
dias inocularam V. parahaemolyticus através de injecdes intramusculares. Lesoes
histologicas tipicas de vibriose foram observadas em maior freqiiéncia nos camardes
expostos ao metil paration. O estudo demonstrou, portanto, que a exposi¢cdo ao pesticida
aumentou a severidade das infec¢des provocadas pelo V. parahaemolyticus.

A ocorréncia de V. parahaemolyticus na microbiota do camardo adulto dos dois
ciclos de cultivo deve ser considerada como um possivel risco a satide publica, uma vez que
essa bactéria estd associada a surtos de gastroenterites em varios paises. Heitmanng et al.
(2005) afirmam que no Chile a espécie Vibrio parahaemolyticus foi detectada em trés
surtos de gastroenterite desde 1998. O surto mais recente ocorreu durante o verdao de 2005,
afetando mais de 10.000 pessoas. Segundo os autores, os sintomas apresentados pelos
individuos afetados foram diarréia, nauseas, vomitos, dores abdominais e/ou febre, sendo a
cepa O3:K6 predominante nos ultimos trés surtos.

Nao foram realizados testes de Kanagawa para se determinar a viruléncia das cepas
de V. parahaemolyticus isoladas no presente estudo, ndo sendo possivel precisar se as
mesmas apresentavam perigo para saude humana. De acordo com Nair & Opazo (2005), a
detecgdo de cepas de V. parahaemolyticus virulentas no meio ambiente ¢ dificultada pela
predominancia de cepas avirulentas. Os autores alertam para a inadequagdo da contagem

total indiferenciada desses vibrios como controle de contaminac¢do de alimentos, uma vez
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que surtos epidemiologicos ocorreram nos Estados Unidos apesar do monitoramento
indicar que a enumeracao de V. parahaemolyticus era inferior a permitida pela legislacao.

A ocorréncia de V. cholerae no ambiente de cultivo observado na presente pesquisa
esta de acordo com Worden et al. (2006) que afirmam que essa espécie ¢ endémica de
ambientes aquaticos, entretanto, a sua proliferagdo e dindmica nos ambientes marinhos nao
foram bem elucidadas. Os mesmos autores, em estudo sobre a regulagdo trofica de V.
cholerae no ambiente marinho, demonstraram que a cadeia alimentar tem um efeito
significativo para o controle da proliferacdao desse patdgeno em aguas costeiras.

As demais espécies de vibrio isoladas das amostras de camardo nos diferentes
estagios de desenvolvimento, a saber: V. damsela, V. mimicus, V. fluvialis, V. fisheri, V.
costicola, V. carchariae e V. hollisae, podem ser indicativas de risco para a saude dos
camardes. Chanratchakool (1995) em estudo sobre patologia em Penaeus monodon revelou
que a doenga conhecida como “coloracao vermelha” instalada no cultivo foi acompanhada
por uma expressiva presenca de vibrios em amostras de hepatopancreas dos camardes
doentes. De acordo com o autor, a “coloragdo vermelha” ¢ vibrioses sdo definidas como
patologias relacionadas a condigdes de estresse dos camardes, sendo o comprometimento
dos ambientes de cultivo os principais responsaveis pela instalacdo das condigdes de
estresse, podendo ser seguidas por infecgdes virais e/ou bacteriologicas.

A diversidade de vibrios observada em todas as amostras analisadas estd
relacionada, provavelmente, com a presen¢a de nutrientes nos ambientes estudados, além
de condi¢des ambientais favoraveis. Alguns autores consideram que a incidéncia de vibrios
pode aumentar em corpos aquaticos que recebem contaminagao por descarga industrial ou
urbana. Colago ef al. (1998) em estudo sobre a ocorréncia de V. cholerae O1 em ambientes
aquaticos no Estado de Pernambuco relataram que a maior incidéncia do vibrido colérico
em aguas de rios, canais e de esgoto, representando 86% dos isolados, indicou a
contaminagao fecal por excretores como a causa preponderante na disseminagao da bactéria
nos sistemas aquaticos. Entretanto, a correlacdo entre contaminagdo de origem fecal e
proliferacao de vibrios ainda ndo foi completamente elucidada.

Parasi et al. (2004) ndo obtiveram uma correlacdo positiva entre a presenca de
microrganismos de origem fecal e a presenga de vibrios patogénicos. Os autores avaliaram
a qualidade bacteriologica de 644 amostras de alimentos de origem marinha

comercializados em Apulia, sul da Italia e revelaram a presenga de Vibrio em 278 amostras
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(43%), enquanto que apenas 4 ¢ 5% das amostras mostraram niveis de Escherichia coli e
coliformes fecais, respectivamente acima dos permitidos pela legislagao do pais.

Outrossim, Mendoza et al. (2003) ndo reveleram relagdo entre coliformes e vibrios.
Em inspeg¢do sobre a qualidade bacteriologica de alimentos de origem marinha em Lima no
Peru, os autores obtiveram indices de coliformes fecais variando de 9,1 a >1.100/g e
auséncia de V. cholerae nas 35 amostras de pescados e mariscos analisados.

Vieira et al. (2004) obtiveram apenas 10 cepas de Vibrio em analise da qualidade
bacteriologica de 90 caranguejos comercializados na Avenida Bezerra de Mezenes em
Fortataleza (CE). No mesmo estudo foram isoladas enterobactérias das espécies
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter cloacae.

No presente estudo, 25 cepas foram classificadas como Vibrio spp representando
12,2% do total de isolados da pesquisa. Isso se deve a ampla diversidade encontrada para
esse género bacteriano no meio ambiente e em ambientes de cultivo, e a0 emprego de
identificacdo fenotipica das cepas, que utiliza uma série de provas bioquimicas para
identificacdo de uma espécie. Austin et al. (1997) relatam que a identificagao fenotipica das
espécies pertencentes ao género Vibrio ¢ problematica, a principal razdo ¢ a grande
variedade de diagndsticos que esse tipo de identificacdo pode acarretar, como na
interpretacdo das provas de hidrolise da arginina, descarboxilagdo de lisina e ornitina,
producao de indol, utilizagdao de carboidratos e crescimento em diferentes temperaturas. Em
resposta a esse problema, a identificagdo genotipica vem sendo utilizada para diferenciacao
de vibrios. Nesse sentido, Thompson et al. (2004a) afirmam que técnicas como
ribotipagem, amplificacdo aleatoria de fragmentos polimoérficos (RAPD), amplificacao
ribossomal, t€m facilitado a diferenciacdo das espécies. Somarny et al. (2002) relataram
que o emprego de RAPD na diferenciacao de espécies patogénicas de vibrio foi eficaz.

Diante do exposto, pode-se observar uma elevada incidéncia de vibrios nas
amostras de agua e camarao dos dois ciclos, acompanhada de uma riqueza de espécies
consideravel para ambientes confinados de cultivo. Apesar da presenca de todos os vibrios
isolados ser reportada em &guas estuarinas e alimentos de origem marinha, as doencas
infecciosas no cultivo de peneideos sdo instaladas principalmente quando o sistema
imunoldgico dos organismos estd comprometido, tornando-os mais suscetiveis a microbiota
de vibrio. Outrossim, o isolamento feito de algumas cepas da microbiota acompanhante dos

camardes pode representar risco para a saude humana.
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Os resultados referentes aos testes de susceptibilidade a antibioticos realizados com
39 cepas de Vibrio (12 cepas de V. cholerae, 6 de V. fluvialis, 6 de Vibrio spp, 5 de V.
harveyi, 4 de V. mimicus, 4 de V. parahaemolyticus ¢ 2 de V. damsela) oriundas do
ambiente e cultivo do camarao estdao descritos na tabela 7.

As espécies que apresentaram maior grau de resisténcia aos antimicrobianos foram:
V. cholerae, onde 33,33% mostraram-se resistentes a sulfazotrim, 25% com resisténcia a
ampicilina e 33,33% a ceftriaxona. Das cepas de V. fluvialis, 16,7% apresentaram
resisténcia a sulfazotrim e 33,33% a ampicilina. Das cepas de Vibrio spp, 16,7% revelaram
resisténcia a sulfazotrim e 16,7% a ceftriaxona. Das linhagens de V. harveyi, 20%
apresentaram resisténcia a sulfazotrim. A resisténcia a ampicilina foi observada em V.
mimicus e V. parahaemolyticus na ordem de 50 e 75%, respectivamente.

Foi observada resisténcia multipla em 5 cepas de V. cholerae nao tipado, com 4
cepas resistentes a 2 antibidticos e 1 cepa resistente a 3 antibidticos. Um isolado de Vibrio
spp apresentou resisténcia multipla a 2 antibioticos.

A presenca de cepas de Vibrio resistentes a antibidticos na aqiiicultura vem sendo
relatada. Segundo Moriaty (1999), nas Filipinas uma enfermidade provocada por vibrios
em 1996 no cultivo de camardes provocou uma das maiores perdas para a industria
camaroneira no pais. Os vibrios isolados mostraram-se resistentes a todos os antibioticos
testados, incluindo cloranfenicol, furazolidonas, oxitetraciclinas e estreptomicinas.

Alvarez (2000) revelou dados semelhantes aos obtidos no presente estudo quando
do estudo microbiologico e sorologico em aqliicultura. O autor observou elevada
sensibilidade dos isolados de Vibrio a acido oxolinico, cloranfenicol, eritromicina e
gentamicina. Todos os isolados de Vibrio do presente estudo mostraram-se sensiveis a
gentamicina e cloranfenicol. O autor detectou resisténcia frente ao acido nalidixico,
estreptomicina, canamicina, novobiocina, penicilina, polimixina B, tetraciclina,
trimetoprim/sulfametoxazol e derivados de sulfa. Na presente pesquisa nao foi observada
resisténcia a acido nalidixico nem a tetraciclina. Entretanto, 20% das cepas de V. harveyi
desenvolveram comportamento intermediario frente ao acido nalidixico.

Os isolados de Vibrio spp das amostras de 4gua e camarao mostraram-se resistentes
a sulfazotrim e ceftrixona, com comportamento intermediario frente a ampicilina. Esses
dados ndo podem ser comparados aos obtidos por Saavedra et al. (2004) que revelaram

estirpes de Vibrio spp isoladas de robalo com resisténcia de 40% a ampicilina.
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Tabela 7 — Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de 39 cepas de Vibrio isoladas de
agua e de camardo provenientes de uma fazenda de cultivo do camardo

marinho Litopenaeus vannamei situada no estudrio do rio Coreau (CE).

Cepas (%)
Antib. Resultado Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio

cholerae  fluvialis spp harveyi  mimicus parahaem. damsela
(n=12) (n=6) (n=6) (n=5) (n=4) (n=4) (n=2)

SUT S 50 66,6 833 60 100 100 100
(25ug) I 16,7 16,7 0 20 0 0 0
R 33,3 16,7 16,7 20 0 0 0

AMP S 75 66,7 50 100 50 25 100
(30pg) I 0 0 50 0 0 0 0
R 25 33,3 0 0 50 75 0

CRO S 58,4 833 66,6 100 100 100 100
(30ug) I 8,3 16,7 16,7 0 0 0 0
R 33,3 0 16,7 0 0 0 0

IMP S 100 100 100 100 100 75 100
(10pg) I 0 0 0 0 0 25 0
R 0 0 0 0 0 0 0

NA S 100 100 100 80 100 100 100
(30pg) I 0 0 0 20 0 0 0
R 0 0 0 0 0 0 0

GEN S 100 100 100 100 100 100 100
(10pg) I 0 0 0 0 0 0 0
R 0 0 0 0 0 0 0

CIP S 100 100 100 100 100 100 100
(5ng) I 0 0 0 0 0 0 0
R 0 0 0 0 0 0 0

NIT S 100 100 100 100 100 100 100
(300g) I 0 0 0 0 0 0 0
R 0 0 0 0 0 0 0

CFO S 100 100 100 100 100 100 100
(30pg) I 0 0 0 0 0 0 0
R 0 0 0 0 0 0 0

TET S 100 100 100 100 100 100 100
(30pg) I 0 0 0 0 0 0 0
R 0 0 0 0 0 0 0

CLO S 100 100 100 100 100 100 100
(30ug) I 0 0 0 0 0 0 0
R 0 0 0 0 0 0 0

* SUT: Sulfazotrim; AMP: Ampicilina; CRO: Ceftriaxona; IPM: Imipenem; NA: Acido Nalidixico; GEN: Gentamicina;
CIP: Ciprofloxacin; NIT: Nitrofurantoina; CFO: Cefoxetina; TET: Tetraciclina; CLO: Cloranfenicol. * S: Sensivel, I:

Intermetiario; e R: Resistente. * Antib.: Antibidticos *Vibrio parahaem: Vibrio parahaemolyticus.
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A sensibilidade das cepas de V. cholerae a cloranfenicol observada na presente
pesquisa pode ser comparada aos resultados obtidos por Sathiyamurthy et al. (1997), que
em ensaios sobre resisténcia a antibidticos de 770 cepas de V. cholerae nao Ol isoladas de
amostras de dgua estuarinas, sedimento, plancton e alimentos de origem marinha no sudeste
da India, observaram sensibilidade de todas as cepas a cefalotin (30 pg), cloranfenicol (30
ng), e polimixina-B (300 pg). Entretanto, as cepas isoladas do ambiente e dos alimentos
mostraram-se resistentes a oxitetraciclina, estreptomicina, sulfadiazina e tetraciclina.

Molitoris et al. (1985) em estudo sobre suscetibilidade a antimicrobianos de 199
cepas de V. parahaemolyticus isoladas de amostras de agua e de alimentos de origem
marinha da Baia de Jakarta, na Indonésia, obtiveram maior grau de resisténcia quando
comparado aos dados obtidos na presente pesquisa, mostrando resisténcia a ampicilina
(67,3%), gentamicina (2%), tetraciclina (5,7%) e acido nalidixico (3%).

A presenca de cepas de Vibrio resistentes a antibioticos observada no presente
estudo pode ser indicativa do uso desses antimicrobianos como controle e prevengdo de
enfermidades no cultivo dos peneideos. Esses dados estdo de acordo com Moriarty (2003),
que afirmam que por toda a Asia e América Latina, as fazendas de camardo utilizam
antibioticos em larga quantidade, incluindo fluoroquinolonas como a sarafloxacina,
norfloxacina e enrofloxacina, sendo dificil se determinar o uso total anual, mas uma
estimativa conservadora seria numa faixa de 1.000 a 2.000T/ano. Este uso terminara
produzindo bactérias com resisténcia nos dejetos da fazenda que, entdo, poderdo
contaminar as aguas costeiras, apresentando um impacto potencial para a saude humana.

De acordo com Sotomayor & Balcazar (2003), a tendéncia atual € restringir ou
reduzir o uso de antibioticos devido ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana,
problemas ecologicos, restrigdes a importacdes pela presenga de residuos nos tecidos de
camardo e possiveis danos a saude publica. Em resposta a esse problema, o uso de cepas
probidticas na aqiiicultura vem sendo estudado. Gullian & Rodriguez (2002) em estudo
sobre a qualidade imunoestimulante de novas bactérias probidticas associadas ao cultivo do
L. vannamei, demonstraram que algumas bactérias benéficas isoladas da microbiota do
hepatopancreas sao competidoras em potencial de cepas patogénicas. Os resultados
mostraram uma diminui¢do da instalacdo do patdégeno no hepatopéncreas, indicando que a
natureza probidtica baseia-se na diminuicdo da instalacdo do patéogeno dentro do

hospedeiro, reduzindo dessa forma o risco de enfermidade.
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5. CONCLUSAO

1.

O presente estudo sustenta as seguintes conclusoes:

A elevada incidéncia de bactérias do género Vibrio nas amostras de agua de
captacdo, agua do viveiro e camarao nos diferentes estagios de desenvolvimento nos
dois ciclos de cultivo ¢ indicativa de risco em potencial para a viabilidade do
cultivo, desde que a imunidade dos organismos fique comprometida quando da

instalagao de condigdes ambientais adversas.

Nao havendo legislagdo especifica limitante para concentragdes de vibrios em agua
destinada a carcinicultura e em camardes cultivados, ndo se pode precisar o indice
de comprometimento do cultivo pela enumeragdo de vibrios. Entretanto, o
isolamento de cepas patogénicas para os camardes e¢ para seres humanos pode

indicar risco para a satde dos peneideos e para a saude publica.

A grande biodiversidade de Vibrio nas aguas de cultivo e no camardo parece

favorecer o equilibrio do biosistema.

A presenca de cepas de Vibrio oriundas de amostras de agua e de camardo
resistentes a ampiciplina, sulfazotrim e ceftriaxona pode concorrer para alteragdo da
microbiota autoctone do ambiente de cultivo, podendo representar risco a saude
publica uma vez que a resisténcia aos antibidticos pode ser transferida para

patdgenos bacterianos humanos, dificultando alguns tratamentos.
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ANEXOS

ANEXO A - Preparagdo de reagentes, salina e meios de cultura.

= REAGENTES

Os reagentes de grau analitico foram preparados conforme detalhamento em

Soares et al. (1991) e Vieira (2004).
- Cristal Violeta
Suspensao de 2g em 20mL de alcool etilico a 95% - Solugdo A
Suspensao de 0,8g de oxalato de amonio em 80mL de 4ua destilada — Solugao B

As duas solugdes, preparadas separadamente, foram misturadas com estocagem

em recipiente escuro.

- Lugol

Suspensao de 1g de iodo cristalizado e 2g de iodeto de potdssio em 300mL de

agua destilada. Estocagem em recipiente escuro.

- Safranina

Suspensao de 2,5g safranina em 100mL de etanol a 95%. Desta solugcdo foram

tomados 10mL e dissolvidos em 100mL de agua destilada. Estocagem em recipiente

€scuro.

- Solucio de Fosfato Monossodico (NaH,POy4) 1M, pH 7,0

Suspensao de 6,9¢ de NaH,PO, em 45mL de agua destilada com adi¢do 3mL de

solugdo de hidréxido de sdédio (NaOH) a 30%. Ajustou-se o pH para 7,0 e o volume foi

completado para S0mL com agua destilada. Armazenagem a 4°C.
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- Soluc¢io Tampiao de ONPG 0,0133M

Suspensao de 80mg de ONPG em 15mL de agua destilada a 37°C com adigao de
SmL da solugdo de NaH,PO4. A solugdo fica incolor. Armazenagem a 4°C. Antes de usar, a
solucdo foi aquecida a 37°C em volume suficiente para o namero dos testes, ndo sendo

reutilizada para outros testes.

- Reagente de oxidase

Suspensao de 0,1g de N, N, N’,N’ tetrametil-p-fenilenodiamina em 10mL de dgua
destilada esterilizada. O reagente foi preparado no mesmo dia do seu uso, acondicionado

em vidro escuro, e estocado a 4°C até o momento do uso.

- McFarland 0,5

Foram adicionados 0,5mL de cloreto de bario (BaCl, 2H,0) 48mM em 99,5mL de

acido sulfurico (H,SO4) 0,36N. Estocagem em vidro escuro.

= SALINA a 0,85%

Suspensao de 1,36g de NaCl em 160mL de dgua destilada. Distribuicdo de 9mL
nos tubos de ensaio. Autoclavacdo a 121°C por 15 minutos. Suspensao de 1,91g de NaCl
em 225mL de 4gua destilada. Distribuicdo em erlenmeyer. Autoclavagao a 121°C por 15

minutos.
= MEIOS DE CULTURA
- Agua Peptonada Alcalina (APA) 1% com 1% de NaCl
Suspensao de 20,0g de peptona, 20g de NaCl em 2 litros de agua destilada. O pH

foi ajustado para 8,5 com utilizagdo de uma solugdo de hidréxido de sodio. Distribuigdo de

10mL nos tubos de ensaio. Autoclavagao a 121°C por 15minutos.
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- Agar Tiossulfato-Citrato-Bile-Sacarose (TCBS)

Suspensdo de 89g em 1 litro de 4gua destilada. O meio foi aquecido até ser

dissolvido e distribuido 15mL por placa de Petri estéril e seca.

- Agar Triptona Soja (TSA) com 1% de NaCl

Suspensao de 12g de TSA e 3g de NaCl em 300mL de dgua destilada. O meio foi
aquecido até a sua dissolugdo. Distribui¢do de SmL nos tubos de ensaio. Autoclavagao a

121°C por 15 minutos. Apds a retirada dos tubos da autoclave os mesmos foram inclinados.

- Caldo Triptona Soja (TSB) com 1% de NaCl

Suspensao de 9g de TSB e 3g de NaCl em 300mL de agua destilada. Distribuicao

de SmL nos tubos de ensaio. Autoclavagdo a 121°C por 15 minutos.

- Agar Triplice Acucar Ferro (TSI) com 1% de NaCl

Suspensao de 19,5g de TSI e 3g de NaCl em 300mL de 4dgua destilada. O meio foi
aquecido até a sua dissolucdo. Distribui¢do de SmL nos tubos de ensaio. Autoclavacao a

121°C por 15 minutos. Apo6s a retirada da autoclave, os tubos foram inclinados.

- Meio Basal para Carboidratos

Suspensao de 0,04g de purpura de bromocresol, 10g de peptona, 3g de extrato de
carne e 10g de cloreto de sddio em 1 litro de agua destilada. O pH foi ajustado para 8,5 com
utilizacdo de uma solugdo de hidroxido de sodio. Para cada litro de meio basal foram
acrescentados 5g dos seguintes carboidratos: manose, lactose, arabionose, sacarose e
glicose. Esterilizacdo por autoclavacao a 121°C/15 minutos. Distribui¢do de 3mL por tubo

de ensaio com adi¢ao de 1mL de 6leo mineral esterilizado.

- Meio Basal para Aminoacidos
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Suspensao de 0,02g de purpura de bromocresol, 5g de peptona, 3g de extrato de
levedura, 10g de cloreto de sodio e 1g de glicose em 1 litro de dgua destilada. O pH foi
ajustado para 8,5 com utilizagao de uma solugdo de hidréxido de sdédio. Para cada litro de
meio basal foi acrescentado 1,25g dos seguintes aminoacidos arginina, lisina e ornitina.
Distribuicdo de 3mL por tubo de ensaio com adicdo de ImL de 6leo mineral esterilizado.

Autoclavagdo a 121°C por 15 minutos.

- Agar Sulfeto-Indol-Motilidade (SIM) com 1% de NaCl

Suspensao de 10,8g de SIM e 3g de NaCl em 300mL de agua destilada. O meio foi
aquecido até a sua dissolugdo. Distribui¢do de 3mL nos tubos de ensaio. Autoclavacao a

121°C por 15 minutos.
- Agar Muller-Hinton com 1% de NaCl

Suspensdo de 28,5¢ de Muller-Hinton e 7,5¢ de NaCl em 750mL de agua
destilada. O meio foi aquecido até a sua dissolucdo. Autoclavagao a 121°C por 15 minutos.
Distribui¢ao de 15mL por placas de Petri estéril.

- Caldo MRVP com 1% de NaCl

Suspensdo de 5,1g de MRVP e 3g de NaCl em 300mL de agua destilada.

Distribuigao de 3mL nos tubos de ensaio. Autoclavagao a 121°C por 15 minutos.
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ANEXO B - Quadro com valores do Numero Mais Provavel (NMP) e limites de confianca
de 95% para série de trés tubos com in6culos de 0,1, 0,01 e 0,001g.

Tubos NMP/g| Lim. Confianca Tubos NMP/g| Lim. Confianca
Positivos Positivos
0.10(0.01(0.001 Inferior|{Superior|0.10{0.010.001 Inferior {Superior
0|10 0 | <30 - 9512 (2] 0 21 4,5 42
010 1 3,0 0,15 96| 2 | 2 1 28 8,7 94
011 0 3,0 0,15 1 2 (2| 2 35 8,7 94
011 1 6,1 1,2 1812 (3]0 29 8,7 94
0121 0 6,2 1,2 18] 2 | 3 1 36 8,7 94
013] 0 9,4 3,6 38f 3 (0] 0 23 4,6 94
110] 0 3,6 0,17 18 3 {0 1 38 8,7 110
110 1 7,2 1,3 181 3 (0| 2 64 17 180
110 2 11 3,6 38) 3 | 1 0 43 9 180
1|1 0 7.4 1,3 201 3 | 1 1 75 17 200
1|1 1 11 3,6 38 3 (1] 2 120 37 420
11210 11 3,6 421 3 | 1 3 160 40 420
1|2 1 15 4,5 4213 12| 0 93 18 420
1130 16 4,5 42| 3 | 2 1 150 37 420
2101] 0 9,2 1,4 383 2] 2 210 40 430
210 1 14 3,6 4213 | 2| 3 290 90 1.000
2107 2 20 4,5 4213 13| 0 240 42 1.000
211 0 15 3,7 421 3 | 3 1 460 90| 2.000
211 1 20 4,5 4213 | 3 | 2 | 1100 180  4.100
211 2 27 8,7 941 3 | 3 | 3 |[>1100 420 -

Fonte: Adaptado do “Bacteriological Analytical Manual online”. 2001. Appendix 2: Most
Probable Number from Serial Dilutions. Disponivel em:

http://www.cfsan.fda.gov/~ebam/bam-a2.html.
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ANEXO C - Comportamento fenotipico das 205 cepas de Vibrio isoladas das amostras de

agua de captacdo, agua do viveiro e camarao dos dois ciclos.

Isolados das amostras de agua de captacdo do Ciclo 1 (n=36).

a199dsyg

Vibrio spp

1 |asourqery

v [euisi

v IDBN 2P %8
v [IOBNAP %01

+|DdNO

Vibrio spp

+ | + [as0edRg

+ |+ [2so108]

+ | + [puluidry

=+ | v [IOBNAP %0

V. damsela

V. damsela

+ [+ ]

+ |+ |+ |+ [pumuwo

V. fluvialis

+ |+ |+ [+ |+ [2s001D)

+ |+ [+ |+ |+ [osoueny

+ |+ |+ [+ |+ oeNop%e
+ |+ [+ |+ [+ 02N 2P %9

+

Vibrio spp

4+ |

+

V. fluvialis

+|+ [+

+

mimicus

cholerae

cholerae

S e|e | wa|u| s v v|—sed)

cholerae

N
RTINS

cholerae

+ |+ |+ |+ [+

+ 4|+ |+ [+ +

+

LV

V. carchariae

++ ||+ |+ [+
+ |+ |+ + | +|+

S

Vibrio spp

+[+ |

—
i

V. cholerae

[+ [+ ]+

_+_
+

+

>

V. splendidus

4+

+ [

4+

-~

V. cholerae

+

++|+

-+

—
oo

Vparahaemolyticus

+|+]
+|+]|

o

V. splendidus

-+

b
(=]

Vparahaemolyticus

[ ]+

+ |

+ |

+ 4|+

]

V. hollisae

[
[V

Vparahaemolyticus

b
(%]

Vparahaemolyticus

4 ]

AR R R R A e A e A

++|

||+ [ ||| ][]+

4

()
=

Vibrio spp

+ 4+ +]

4+ |

2
wn

V. splendidus

+

+[+ |

b
(=2

V. dlginolyticus

+

[S8]
-~

Vparahaemolyticus

b
oo

Vparahaemolyticus

[
k=]

Vparahaemolyticus

+ 4|+

L
f=

V. dlginobticus

)
—_—

V._alginolyticus

++ |

4|+ ]+ ]+

+ |+

sl
(]

V. damsela

1l
L]

V. alginolyticus

|+ ||+ |+ ||+ ]
+ |+ ||+ ]|+ +]

_+_
_+_

+ 44|+ ]

ad
=

V. fluvialis

ol
Lh

V. alginolticus

|+

4+ |

4+ |

4+ |

+

L
=2

Vparahaemolyticus

N R R et e E T e s e e e R I B I ) PO

[+ [+ [+ [+ ]

|+ ]

_+_

+[+

+| [+ [+ |||+ ]| ]

FH [ [+ ]

_+_

Fh [+ ||| [+ ]|+ [+ fopur




COSTA, R.A. Pesquisa de Vibrio no cultivo de camardo marinho Litopenaeus vannamei no Estado do Ceara.

Continuagao. Isolados das amostras de dgua do viveiro do Ciclo 1 (n=39).
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Continuagao. Isolados das amostras de camarao do Ciclo 1 (n=41).
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Continuagao. Isolados das amostras de dgua de captagao do Ciclo 2 (n=26).
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Continuagao. Isolados das amostras de dgua do viveiro do Ciclo 2 (n=28).

199dsg

+ |seds
& [sedoD

[¢]
V. anguillarum

I |as01087]

R TITS)

1 [asoulqery

v feurs]

¢ jeuniuQ

1 {IDEN 2P %0

v [DBN 2P %8
v JOBN 2P %01

144

V. anguillarum

145

V. anguillarum

+ [+ | 4 [euruiBry

+ [+ [+]dA

146

V. carchariae

+

147

V. anguillarum

+

+

148

V. carchariae

+ [ 4| +|+ [+ | +]0eNP %9

149

V. cholerae

150

V. cholerae

151

V. cholerae

+ |+ |+ |+ | +]|+ |+ |+ |+ |osomoeg

4|+

152

V. mimicus

4]+ |+
|+ +|+

153

V' cincirmatiensis

-+

154

V. mimicus

+

155

Vparahaemolyticus

156

V. harveyi

| |

+]+

157

Vibrio spp

-

H o[ A+

+ +| +| +

158

V. hollisae

159

V. harveyi

160

V. harveyi

161

V. harveyi

++|+

++|+|+

IR R R R R R A A R R B R R R

162

Vibrio spp

+ 4|4+

163

Vparahaemolyticus

164

Vparahaemolyticus

165

V. alginolyticus

+

166

V. harveyi

4] +]+

4+ ] ]

4|+ |+ ]+ +

167

V. anguillarum

+l+ [+ 4]+

168

Vibrio spp

+ |+

+ [+

+ |+

169

V. carchariae

+ |+

+

+|+

170

V. anguillarum

[+ [+ |+ |sepxo

[+ [+ ]+

| | | ] ] ] | | | |+ | - osourpy

+

[ ] ] ] ] ]ORNOP%E

-

-

+l+ |+ ]+

100



COSTA, R.A. Pesquisa de Vibrio no cultivo de camardo marinho Litopenaeus vannamei no Estado do Ceara.

Continuagdo. Isolados das amostras de camarao do Ciclo 2 (n=35).
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