UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE PESCA
PROGRAMA DE POS — GRADUAGAO EM ENGENHARIA DE PESCA

QUANTIFIS:AQAO E IDENTIFICACAO DE Vibrio spp. NA HEMOLINFA DE
CAMAROES Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931) CULTIVADOS EM
FAZENDAS NO ESTADO DO CEARA

EDIRSANA MARIA RIBEIRO DE CARVALHO

FORTALEZA - CEARA - BRASIL
FEVEREIRO/2009



QUANTIFIS'JAQIT\O E IDENTIFICAGAO DE Vibrio spp. NA HEMOLINFA DE
CAMAROES Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931) CULTIVADOS EM
FAZENDAS NO ESTADO DO CEARA

DISSERTAGAO DE MESTRADO SUBMETIDA A
COORDENAGAO DO PROGRAMA DE POS-
GRADUAGCAO EM ENGENHARIA DE PESCA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA, COMO
REQUISITO PARA OBTENGAO DO GRAU DE
MESTRE EM ENGENHARIA DE PESCA.

FORTALEZA - CEARA - BRASIL
FEVEREIRO/2009



C322q

Carvalho, Edirsana Maria Ribeiro de

Quantificacdo e identificagdo de Vibrio spp. na hemolinfa de camardes
Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931), cultivados em fazendas no Estado
do Ceara / Edirsana Maria Ribeiro de Carvalho, 2009.

90 f. ;il. color. enc.

Orientadora: Profa. Dra. Regine Helena Silva dos Fernandes Vieira

Area de concentragdo: Microbiologia do Pescado
Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal do Ceara, Centro de

Ciéncias. Depto. de Engenharia de Pesca , Fortaleza, 2009.

1. Sacarose 2. Camardo 3. carcinicultura 1. Vieira, Regine Helena
Silva dos Fernandes (orient.) II. Universidade Federal do Ceara — Curso de
Mestrado em Engenharia de Pesca I1I.Titulo

CDD 639.2




Esta dissertacdo foi submetida a Coordenagdo do Programa de Pos-
Graduagcao em Engenharia de Pesca outorgado pela Universidade Federal do
Ceara, e encontra-se a disposi¢ao dos interessados na Biblioteca de Ciéncias e
Tecnologia da referida Universidade.

A citagado de qualquer trecho dessa dissertagéo sera permitida, desde que seja
conforme as normas cientificas

Edirsana Maria Ribeiro de Carvalho

Dissertacao aprovadaem _/ /

Profa. Dra. REGINE HELENA SILVA DOS FERNANDES VIEIRA
Orientadora

Profa. Dra. SILVANA SAKER SAMPAIO
Membro

Prof. Dr. ERNESTO HOFER
Membro



‘Aprender generosamente significa n&o aprender com
egoismo, buscando a aquisicdo de conhecimento para
vaidade pessoal ou para vangloriar-se de um amanha de
triunfos exteriores, esquecendo que muito do aprendido foi
ensinado para evitar sofrimento e permitir a passagem
pelos trechos dificeis no longo da caminhada.”

Raumsol



DEDICO

Aos meus pais, Edson e Ana, e a0 meu esposo
Adriano, meus maiores incentivadores, que
acreditaram no meu potencial, e me apoiaram nos
momentos em que mais precisei para concluir esse
trabalho.

As minhas irmas, Ana Claudia e Andrea, pelo carinho,
apoio, motivagcao e cumplicidade.

Eu amo vocés!!!



vi

AGRADECIMENTOS

A dissertagcdo que agora apresento resultou de longa caminhada percorrida ao
longo desses dois anos que se passaram tao rapidamente. Os méritos que ela
possa ter, devem-se as contribuicdes de tantas pessoas que proporcionaram
testemunhos de varios géneros. Foram eles que a tornaram possivel, expresso
a todos, a minha mais profunda gratidao.

A Deus, pelas béngaos derramadas nos momentos bons e principalmente no
conforto nas horas mais dificeis da caminhada.

Meu maior agradecimento é dirigido a meus pais, Edson e Ana, por terem sido
meu porto seguro em todos estes anos, ensinando-me, principalmente, a
importancia da construgao e coeréncia dos meus proprios valores.

As minhas irmas, Ana Claudia e Andrea, que sempre acreditaram no meu
potencial.

Ao meu marido, Adriano Cecatto, por ter compartilhado cada dia, cada noite,
cada momento bom ou ruim e por cuidar de mim com tanto carinho, por sempre
me desejar boa noite ndo importando o horario... Meu amor, eu te amo!

Aos meus tios, Lucia, Marlene, Nasita e Neto, que sempre me apoiaram nos
momentos em que mais precisei.

Aos meus avds e tios (in memoriam), mesmo nao estando fisicamente
presentes sei que olharam por mim.

Aos meus grandes amigos, Jack e Ricardinho, por terem sido eficientes em
tudo que precisei. Muito obrigada!

As minhas grandes amigas, Anahy, Cristiane, Camila, Gleire, Karla, Norma,
Oscarina, Renata, que sempre me apoiaram; pelos momentos de alegria e
descontracdo e até mesmo me chamando carinhosamente de Bebeinnn,
Pintinho e Edi. A vocés meu eterno agradecimento e admiragao.

Ao Luis (Buda), pela execugédo do mapa e pelo carinho sempre demonstrado.

Aos amigos do Mestrado, Lilian, Walter, Nayana, Eliana, Rémulo, que de
alguma forma contribuiram para realizagao desse trabalho.

Ainda dentro dos Amigos, dois que 0 s&0 e serao para sempre meus grandes
amigos, e que por isso merecem um lugar especial nestes agradecimentos:
Cecilia e Diego.

A professora Tereza Cristina Vasconcelos Gesteira, por toda ajuda durante
esse trabalho.

A toda equipe do Laboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado.



vii

A secretaria do Mestrado Rogéria Maria de Oliveira Setubal por sua paciéncia e
compreensao.

Dedico também um agradecimento a banca examinadora desta Dissertagcao
(Dr. Ernesto Hofer e Dra. Silvana Saker Sampaio). Os membros
compreendidos serdo sempre meus eternos professores e amigos. Eu devo
consideravel parte de minha qualificagdo a essas pessoas tao especiais.

Ao Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) pelo uso de suas instalagoes.

A Fundacdo Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(FUNCAP), pela concessao da bolsa de estudo no curso.

A Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP), pelo apoio financeiro para a
realizagao desta pesquisa.



viii

AGRADECIMENTO ESPECIAL

Mais do que a qualquer outra pessoa, a Profa. Dra. Regine Helena Silva dos
Fernandes Vieira, minha orientadora, merece agradecimento especial. Sempre
disponivel para retirar duvidas, sempre preocupada em seguir o meu trabalho e
as minhas preocupacgodes, foi sempre um porto seguro em dar coragem quando
por vezes tudo parecia ruir, sem esquecer também todo o apoio e carinho fora
do ambito desta dissertacao.



Cancao da hemolinfa

Regine Limaverde

Meu nome € hemolinfa

€ sou 0 sangue dos camaroes.
Corro livre em seu corpo

€ Sou seu vigia, seu guardiao.
Se algum microrganismo penetra
forte em suas entranhas,

sei que ele ficara doente.

Por essa razao, protejo-o
guardo-o, e posso vé-lo feliz.
Sou a guarda permanente

dos ambientes.

Maldigo os que sujam os rios,
0S que sem consciéncia,

sem saber,com odio,

sujam o meio onde meu amo
vive e nada feliz.

Bendito os que estudam,

0s que respeitam as agua.

Deles,sera o reino dos céus.



SUMARIO

LISTADE FIGURAS . ...ttt
LISTADE TABELAS ... e e e e
L3 =5 111 PR
AB ST R A C T ... ettt e e e e e e e e e e e e e e e e r bttt ar et reaaaaaaaaaaaaaaaaas
1 INTRODUGAO ...ttt
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA.........o.oooeeeeeeee oo
2.1 Carcinicultura mundial...........coooiiiii i
2.2 Cultivo de camar@o N0 Brasil.............cooooiiii i
2.3 Litopenaeus VanN@mMEi......... ..o e e
2.4 Sistema imunoldgiCo dO CaMAr80...........vuiiiiiiiie e
2.5 Ambiente de cultivo X patdgeno ..........cooiiiii e,
2B VIDIIO ..o ——————————
2.6.1 Caracteristicas prinCiPaiS .......ovvviiiiii e
2.6.2 Vibrio na carCiniCultura. ... ..ot e
2.6.3 Principais vibrios N0 Camaraio ...........ccouuiiuiieii i
3. METERIAL E METODOS........coomiiiiiiiieiee e
3.1 Locais de Coleta. ... .. ..o
3.2 Processamento das amostras .........c.cooevviiiiiiiiiii e
3.2.1 Teste de coagulagcédo da hemolinfa ...
3.2.2 Extragdo da hemolinfa............cooiiiiii e
3.3 Contagem e Isolamento de Vibrio SPP........coeeeiiiiiiiiiieee e
3.3.1 Semeadura das amoStras ..........ccoeiiiiiiiii i ———————————
3.3.2 Contagem e Isolamento de Vibrio SPP .......ooveieiiiiiiiiiieeeeeeeeaeee e
3.4 |dentificagdo morfoldgica e bioquimica das espécies de Vibrio spp..............
3.4.1 Coloragao de Gram ........ouiiieiiii i
3.4.2Motilidade ..o e
3.4.3 Identificagao bioquimica de cepas de Vibrio Spp..........cccccevveneneiniennnnnnn.
3.4.3.1 Prova de producg&o de citocromo-oxidase ............c.cooviiiiiieieiiiinnn,

3.4.3.2 Produga@o de indol........ ..o
3.4.3.3 Hidrdlise da arginina e Descarboxilagdo de lisina e ornitina..................

3.4.3.4 Fermentacdo de carboidratos .............coiiiiiii i,



Xi

3.4.3.5 Prova do ONPG (o-nitrofenil B-D-galactopiranosideo)........................... 41
3.4.3.6 Tolerancia @0 NaCH..........cooeieiiiiii e e 42
3.4.3.7 Prova do VOges-ProsSkauer ... 42
3.5 Testes adiCIONQIS. .....cciiee e a e e e e e 43
3.5.1 Teste de redugdo do NItrato.........ccooeiiiiiiiiiiii s 43
3.5.2 Teste da liquefagao da gelatinase..........ccccccvvmiiiiiiiiiiiiiieeeee e 43
3.5.3 Crescimento @ 4°C, 35° C @ 40°C.....ouniieiie e 44
3.5.4 Resisténcia a ampiCilina 10 Jg.......cooviiiiiiiiiiiiciie e 44
3.5.5- Resisténcia a0 O/129 10 HG...ccooeouuiiiiiiiiiiiieeieee e e 45
4. TESTES ESTATISTICOS. ..o, 45
5. RESULTADOS E DISCUSSOES.........c.ccoiiiiieeeeeeeeeeeeee e 46
6. CONSIDERAGOES FINAIS..........cooieieeeeeeee e, 69
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...........cooovieoeeeeeeeeeeeeeee e, 71

8. ANEXO ... e 86



Xii

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Evolucao da producdo mundial de camarao capturado
(o101 1177= To [0 T SPPPPRR R 7

FIGURA 2 — O camarao marinho Litopenaeus vannamei..................cccccceeun... 9

FIGURA 3 - Evolugdo do desempenho da carcinicultura brasileira (1998-2007)

........................................................................................................................... 10
FIGURA 4 - Vista lateral de um camarao peneideo...........ccccccceeeeeiiieiieeenennnnn. 13
FIGURA 5 - Ciclo de vida dos camardes peneideos.............ccccceevvevvvvvnnnnnnnnnn. 14
FIGURA 6 — Niveis de patogenicidade na aquiicultura...............c..ccvvvvvineennn... 22

FIGURA 7 — Localizacio das fazendas situadas no estuario do Rio Acarau e no

RIO JaguaribDe..........oooo s 33
FIGURA 8 — Teste de coagulagao da hemolinfa.............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiccceeenn. 35
FIGURA 9 — Extragdo da hemolinfa...............ccccoiiiiiiiiieeeeeee 36
FIGURA 10 — Fluxograma da analise da hemolinfa...............c..cccccceen.n. 37

FIGURA 11 - Grafico do comportamento das Contagens Padrédo em Placas
(CPP) dos vibrios em Unidade Formadora de Col6nias por mililitro (expressas
em Log de UFC/mL) em amostras de hemolinfa de camaréo Litopenaeus
vannamei com 4 g e 8 g, coletados em quatro fazendas de cultivo, durante o
PErIOAO A& CRUVA.......coeeeeeeeeie e e e e e e e e e e eeeannnnnaaa 56

FIGURA 12 - Grafico do comportamento das Contagens Padrédo em Placas
(CPP) dos vibrios em Unidade Formadora de Colbnias por mililitro (expressas
em Log de UFC/mL) em amostras de hemolinfa de camaréo Litopenaeus
vannamei com 4 g e 8 g, coletados em quatro fazendas de cultivo, durante o
PEriOAO A ©SHO.....coiiiieeeeee e —————- 57



Xiii

FIGURA 13 — Distribuicdo em porcentagem dos 114 isolados de Vibrio das
amostras de hemolinfa do camarao marinho Litopenaeus vannamei com4 ge 8
g NO PEriodO CHUVOSO......ccii ittt eeeeeeas 62

Figura 14- Distribuicio em porcentagem dos 91 isolados de Vibrio das
amostras de hemolinfa do camardo marinho Litopenaeus vannamei com4 ge 8
g NO PEriOdO A€ ESHO.....uuuiiiiiiiiiiie et e e 62



Xiv

LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — Contagens padrao em placas (CPP) total e logaritimizada (log10)
e valores maximos e minimos e de colénias sacarose negativas e positivas,
expressa em Unidade Formadora de Colbnias (UFC/mL) de Vibrio, em
amostras de hemolinfa de camardo com o peso de 4 g, no periodo
(o3 01010 o TR 48

TABELA 2 — Contagens padrdao em placas (CPP) total e logaritimizada (log10)
e valores maximos e minimos e de colbnias sacarose negativas e positivas,
expressa em Unidade Formadora de Col6nias (UFC/mL) de Vibrio, em
amostras de hemolinfa de camardo com o peso de 8 g, no periodo
(o1 TV LY 1=To TSP 48

TABELA 3 — Contagens padrao em placas (CPP) total e logaritimizada (log10)
e valores maximos e minimos e de colénias sacarose negativas e positivas,
expressa em Unidade Formadora de Colbnias (UFC/mL) de Vibrio, em
amostras de hemolinfa de camardo com o peso de 4g, no periodo de
2] (o SRR 49

TABELA 4 — Contagens padrdao em placas (CPP) total e logaritimizada (log10)
e valores maximos e minimos e de colénias sacarose negativas e positivas,
expressa em Unidade Formadora de Colbnias (UFC/mL) de Vibrio, em
amostras de hemolinfa de camardo com o peso de 8 g, no periodo de
2T} (o USRS 50

TABELA 5 - Cepas de Vibrio isoladas das amostras de hemolinfa oriundas dos
camardes (Litopenaeus vannamei) com 4 g e 8 g de peso, cultivados nas
quatro fazendas, durante o periodo ChUVOSO............ccuvuveeiiiiiiiiiee e, 60

TABELA 6 — Cepas de Vibrio isoladas das amostras de hemolinfa oriundas dos
camardes (Litopenaeus vannamei) com 4 g e 8 g de peso, cultivados nas
quatro fazendas, durante o periodo estiagem...............ooovviiiiiiiiiiiieieeeeeee 61



XV

RESUMO

As infeccbes bacterianas em camarbes sao causadas, freqientemente, por
bactérias do género Vibrio O presente estudo teve por objetivo quantificar e
identificar Vibrio na hemolinfa do camardo marinho Litopenaeus vannamei
cultivado em fazendas no Estado do Ceara, Brasil. Relacionou-se também o
tempo de coagulagdo das hemolinfas com as contagens de Vibrio. Foram
realizadas 16 coletas em quatro fazendas (A, B, C e D), sendo oito para
camardes com 4 g, e oito para camardes com oito gramas. As coletas foram
realizadas nos periodos sazonais: chuvoso e estiagem. Perfazendo um total de
480 amostras, sendo 240 para camardes com 4 g e 8 g cada, respectivamente.
Os valores da Contagem Padrao em Placas (CPP) de vibrios totais, de vibrios
Sac+ e Sac-, nas amostras de hemolinfa dos camardes com 4g, no periodo
chuvoso, variaram de: 2,74 x 10* a 28,70 x 10° UFC/mL (est.); de < 6,0 a 14,64
x 10°UFC/mL e de < 6,0 a 12,72 x 10° UFC/mL, respectivamente. Para a
hemolinfa dos camardes com 8 g os valores obtidos foram: 1,68 x 10* a 15,18 x
10° UFC/mL (est.), de < 6,0 a 1,8 x 10° UFC/mL e de < 6,0 a 15,18 x
10°UFC/mL (est.), respectivamente. No periodo de estiagem esses valores
para a hemolinfa dos camardes de quatro gramas, foram: 9,0 x 10? (est.) a 5,40
x 10* UFC/mL vibrio total; < 6,0 a 1,71 x 10*UFC/mL (Sac-) e de <6,0a5,40 x
10* UFC/mL (Sac+). Para os camardes com 8 g a contagem de Vibrio total foi
de 9,0 x 10% (est.) a 2,0 x 107, de < 6,0 a 4,02 x 10° UFC/mL (Sac-) e de < 6,0 a
2,0 x 107 UFC/mL (est.) (Sac +). Os resultados mostram que os indices de
colénias de Vibrio Sac- e Sac+ foram maiores no periodo chuvoso do que no
de estiagem. N&o houve relacédo entre o tempo de coagulagdo e as contagens
de Vibrio na hemolinfa dos camardes. As espécies que predominaram nos
periodos estudados foram: V. coralliilyticus, V. parahaemolyticus, Vibrio
pelagius I, Vibrio alginolyticus, Vibrio mediterranei, Vibrio mimicus, Vibrio
vulnificus B1.
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ABSTRACT

Most of shrimp bacterial infections are caused by Vibrio bacteria genus. This
study aims to quantify identify Vibrio in the hemolymph of the marine shrimp
Litopenaeus vannamei cultivated in farms in State of Cear, Brazil. Related is
also the time of coagulation of hemolymph with counts of Vibrio. Sixteen
samples were performed on four farms (A, B, C and D), eight shrimps with 4 g,
and eight with eight grams shrimps. The collections were made in seasonal
periods: rainy and drought. A total of 480 samples, and 240 to shrimps with 4 g
and 8 g each, respectively. The values in the Standard Plate Count (SPC) of
total vibrio, Vibrio Suc+ and Suc- in the hemolymph of shrimp samples with 4 g,
in the rainy season ranged from: 2. 74 x 10* to 28.70 x 10° CFU/mL (est.), <6.0
to 14.64 x 10°CFU/mL and <6.0 to 12.72 x 10° CFU/mL, respectively. For
hemolymph of shrimp with 8 g of the SPC and the total Vibrio Suc+ and Suc-
ranged from 1.68 x 10* to 15.18 x 10 CFU/mL (est.), <6.0 to 1.8 x 10° CFU/mL
and <6.0 to 15.18 x 10°CFU/mL (est). During the period of drought for these
values of shrimp haemolymph of four grams, were: 9.0 x 102 (est.) to 5.40 x 10*
CFU mL total Vibrio, <6.0 to 1.71 x 10*CFU/mL (Suc-) and <6.0 to 5.40 x 10*
CFU/mL (Suc+). For shrimp with 8 g a total Vibrio count was 9.0 x 10? (est.)
CFU/mL to 2.0 x 107, <6.0 to 4.02 x 10° CFU/mL (Suc-) and <6.0 to 2.0 x
10’CFU/mL (est.) (Suc+). The results show that the rates of colonies of Vibrio
Suc- and Suc+ were higher in the rainy season than in the drought. There was
no relationship between the time of coagulation and the counts of Vibrio in the
hemolymph of shrimps. The species that predominated in the period were: V.
coralliilyticus, V. parahaemolyticus, Vibrio pelagius Il, Vibrio alginolyticus, Vibrio
mediterranei, Vibrio mimicus, Vibrio vulnificus B1.



QUANTIFICACAO E IDENT!FICAQAO DE Vibrio spp. NA
HEMOLINFA DE CAMAROES Litopenaeus vannamei
CULTIVADOS EM FAZENDAS NO ESTADO DO CEARA

Edirsana Maria Ribeiro de Carvalho

1. INTRODUGAO

O cultivo de camarao marinho teve inicio no Brasil na metade dos anos
setenta, adquirindo um carater empresarial no final da década de oitenta.
Entretanto, s6 a partir dos anos noventa, com a introdugdo da espécie
Litopenaeus vannamei, o desenvolvimento processou-se em bases mais
sblidas da rapida adaptacdo dessa espécie as condigbes dos estuarios
brasileiros, e em ritmo comercial acelerado, apds o ano de 1996, quando entao
alcangou condigdes favoraveis no mercado (ABCC, 2002). Segundo Maia;
Nunes (2003), nos ultimos anos o L. vannamei tem tido um papel fundamental
no desempenho dos camardes no Brasil, permitindo que o pais se destaque
entre os principais exportadores do crustaceo.

A carcinicultura brasileira embora tenha iniciado o ano de 2007 com
muitas incertezas, sem perspectivas de recuperacido econdmica, tanto pelos
efeitos das viroses como da politica cambial, chegou ao final do ano mostrando
claros sinais de superagao dos seus principais problemas, inclusive, apontando
para uma retomada do crescimento ja a partir de 2008 (ROCHA; ROCHA
2007). Com isso, a carcinicultura marinha atravessa um momento de grande
desenvolvimento tecnolégico em termos globais com avangos tecnoldgicos,

nas areas de genética, alimentagao, reproducéo, doencgas, e no aprimoramento



do sistema de manejo operacional. O Brasil nos ultimos anos aparece como
lider nesse processo com destaque principalmente nos indicadores de
produtividade. Entretanto, esse desenvolvimento pode levar a diminuicdo da
qualidade do ambiente de cultivo e, em consequéncia, a reducao da resisténcia
imunoldgica dos camardes provocada pelo estresse e ao surgimento de viroses
e outras enfermidades oportunistas (BOYD, 1999).

O sistema imunoldgico eficiente e a coagulacdo do sangue sao fatores
de extrema importancia para a sobrevivéncia tanto de vertebrados como para
de invertebrados. A coagulacdo da hemolinfa nos camardes consiste em uma
resposta do sistema inato imune, que evita vazamentos locais das lesbes e
difusdo dos invasores, tais como bactérias ao longo do corpo (THEOPOLD et
al.,2004).

Algumas bactérias sdo comumente encontradas nos camardes e fazem
parte dos ambientes marinho e/ou estuarino. Contudo, as modificagbes das
condi¢des naturais do meio, a densidade de estocagem, o aumento da matéria
organica resultante de restos de alimentos, dejetos e animais mortos, pode
desequilibrar a comunidade bacteriana, estimulando assim o crescimento de
patdgenos oportunistas nos ambientes de cultivo (GUZMAN; VALLE, 2000).

A carcinicultura mundial especialmente na larvicultura e a engorda, vem
experimentando perdas significantes na produgdo provocada por patdgenos
bacterianos do género Vibrio, Surtos de vibrioses sdo geralmente causados por
desequilibrio na populagdo das bactérias desse género que se encontram
naturalmente nos ecossistemas estuarino e marinho (AGUIRRE-GUZMAN et
al., 2004).

O controle do estado de saude dos camardes cultivados se torna

importante ndo s6 do ponto de vista bioecoldgico, mas também do ponto de



vista econdmico-financeiro. Os principais indicadores de desempenho
zootécnico no cultivo de camarao, tais como taxa de crescimento, taxa de
mortalidade e conversao alimentar sao afetados direta ou indiretamente pelas
doencas (MARTINS, 2006).

Os efeitos negativos dos microrganismos na carcinicultura culminam
com o aparecimento de enfermidades. O controle ndo se restringe ao
patdgeno, mas estende-se ao manejo da operacao de cultivo. Dessa forma, a
carcinicultura pode ser considerada como uma cadeia de elos interligados: o
camarao, o ambiente de cultivo e os patégenos. Portanto, o fortalecimento do
sistema de producao depende de cada um dos elos que compdem essa cadeia
(HERNANEZ; NUNES, 2001).

O combate as enfermidades infecciosas exige o emprego de medidas
preventivas e/ou decisbes cujo sucesso ira depender do verdadeiro
conhecimento do patdégeno e de seu mecanismo de acdo, para que assim,
possam ser estabelecidas as estratégias de combate. Uma das formas de
minimizar a extensdo e o impacto das doengas em um cultivo € 0 manejo
adequado. O estresse parece ser a maior causa do surgimento de
enfermidades nas fazendas de carcinicultura, estando associadas a uma série
de eventos relacionados com deficiéncia nutricional, variaveis ambientais,
densidade de estocagem entre outros, que podem influenciar o sistema de
defesa dos individuos (GESTEIRA, 2006).

Com bases nas informacgdes citadas acima, o presente estudo teve
como objetivos:

1. Quantificar as Unidades Formadoras de Colénia (UFC/mL) de Vibrio nas

amostras de hemolinfa de camardes Litopenaeus vannamei .



2. Quantificar, isolar e identificar as cepas de Vibrio sacarose positivas e
negativas nas amostras extraidas da hemolinfa dos camaroes.
3. Relacionar o tempo de coagulagédo da hemolinfa dos camardes com as

contagens de Vibrio.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Carcinicultura mundial

O cultivo do camarao marinho teve sua origem historica no Sudoeste da
Asia, onde pescadores artesanais construiam diques de terra nas zonas
costeiras para o aprisionamento de pods-larvas selvagens que cresciam nas
condicdes naturais prevalecentes. Com o aperfeicoamento das técnicas de
cultivo e de reproducgao, a atividade passou a ser praticada comercialmente,
apresentando bons resultados e uma conseqlente expansao mundial,
passando a constituir grande importancia econémica e social em diversos
paises, principalmente nos emergentes. Gerada pela estagnacdo da pesca e
pela crescente demanda do camarao, a carcinicultura vem constituindo uma
grande alternativa para suprimento da demanda interna e externa (SOUZA
FILHO et al., 2003).

Segundo Arana (1999), a carcinicultura teve inicio no século XV.
Contudo, somente a partir de 1930, Século XX, é que foram realizados os
primeiros experimentos para a produgao da desova da espécie Marsupenaeus
Japonicus, em laboratorio. Na década de 70, com o desenvolvimento de novas
técnicas de cultivo, a producdo comercial das espécies de camardes teve
grande impulso, sendo suas consequéncias refletidas até os dias atuais.

Os camardes marinhos peneideos representam aproximadamente um
terco das espécies de grande importancia comercial no mundo, simbolizando
mais de 80% das capturas (BALDWIN et al., 1998).

O processo de producdo na carcinicultura é dividido em duas fases: a

larvicultura, que compreende a producao de pés-larvas em laboratério; e a



engorda, que consiste no crescimento dos animais até a obtencédo de indices
aceitaveis para a comercializagdo. Ainda em algumas propriedades existe um
processo de melhoramento, onde s&o selecionados animais para a reproducao,
baseando-se em caracteres zootécnicos e na sanidade apresentada
(FRANCISCO, 2003).

O crescimento do mercado mundial de pescados vem sendo sustentado
cada vez mais pelo cultivo das espécies, sendo que a carcinicultura se afirma
enquanto alternativa de producdo de alimento rapida e em grande escala
(ROCHA; MAIA, 1998).

A carcinicultura marinha é vista com uma das atividades agroindustriais
mais atrativas economicamente, ja que nos ultimos quatro anos, este setor
registrou uma taxa média de expansao territorial da ordem de 20 % ao ano
(ROCHA, 2000). Os numeros do desempenho da carcinicultura a nivel mundial
sdo bastante expressivos. Segundo a FAO (2007), a producado desse setor
cresceu de 917.273 t, em 1996, para 2.733.134 t, em 2005, correspondendo a
um incremento médio de 13,38% ao ano e representado 45% da produgao
mundial de camarao de 6.082.600 t, enquanto a produgdo da pesca extrativa
nesse mesmo periodo cresceu apenas 3,44% ao ano, saindo de 2.522.122 t,

em 1996, para 3.349.346 t, em 2005 (Figura 1).
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Figura1l. Evolugédo da producdo mundial de camardo capturado x
cultivado. Fonte: FAO (2007).

Na analise dos ultimos dez anos, o crescimento nas importagdes de
camarao da Uniao Européia, no periodo de 1997 a 2006 foi de 83,28% para o
volume e 59,60% para o valor. Em 2006, os principais paises importadores da
Unido Européia foram: Espanha (178.116 t), Dinamarca (133.268 t), Franga
(104.871 t), Reino Unido (89.064 t), Italia (72.680 t), Bélgica (70.608 t), Holanda
(50.522 t), Alemanha (38.762 t), Suécia (26.426 t) e Portugal (19.791 t). A
participacdo do camarao cultivado nas importagdes citadas acima € da ordem
de 90% para os Estados Unidos, 70% para Europa e 80% para o Japao, com
tendéncia de crescimento, ndo sé pelo aspecto da competitividade em relagao
ao camarao cultivado, mas acima de tudo, pelo aspecto da qualidade da
rastreabilidade, da sustentabilidade, da responsabilidade ambiental e do
compromisso social. Atributos esses, que pela sua importancia, cada vez mais
estdo sendo exigidos e condicionados pelos consumidores (ROCHA; ROCHA,
2007).

Atualmente o camarao é o produto da aquicultura que mais se destaca

no cenario mundial. Sua demanda nos paises desenvolvidos é expressiva, com



tendéncia de crescimento em médio e longo prazos. A elevada rentabilidade
proporcionada pelo seu cultivo atrai empreendedores de varios continentes,

especialmente nos paises periféricos. (FAO, 2002)

2.2 Cultivo de camarao no Brasil

O cultivo de camardes marinhos no Brasil teve inicio na década de 70
com a introdugdo da espécie exodtica Marsupenaeus japonicus, incentivando
posteriormente a entrada de outras espécies como Litopenaeus vannamei, L.
stylirostris e Penaeus monodon (BUENO, 1990). Todavia, a pratica empresarial
do cultivo de camardo marinho teve inicio nos anos 80, utilizando a espécie
exotica M. japonicus. Em meados dessa década, houve necessidade de
pesquisas que possibiltassem o alcance de uma produtividade
economicamente aceitavel e ante a inaptiddo do M. japonicus as baixas
salinidades, a carcinicultura brasileira redirecionou seus objetivos para as
espécies nativas Farfantepenaeus subtilis, Litopenaeus schmitti, F. brasiliensis
e F. paulensis (MAA, 1999). No entanto, nenhuma dessas espécies mostrou-se
interessante do ponto de vista comercial. Atualmente, devido ao desempenho
e rentabilidade demonstrados pelo L. vannamei (Figura 2), nos cultivos semi-
intensivos, essa espécie se consolidou como a unica viavel sob o ponto de
vista técnico-econémico, sendo empregada provavelmente em 100% das
fazendas do Brasil (ROCHA; RODRIGUES, 2004). Por se tratar de espécie
exotica, seu processo de adaptagdo exigiu demandas importantes, como a
auto-suficiéncia de pés-larvas e industrializacdo de racdes de 6tima qualidade,
melhoria dos processos tecnoldgicos, inclusive técnicas de cultivo mais

aprimoradas e melhor apresentacao do produto final (ROCHA, 2005).



Figura 2. O camarao marinho Litopenaeus vannamei.

Foto: Edirsana Carvalho.

O Brasil conseguiu nos ultimos anos a lideranga mundial em
produtividade e, em 2003, a maior produ¢cdo do camardo Litopenaeus
vannamei do hemisfério ocidental. Nesse mesmo ano verificou-se a primeira
queda na producdo e na produtividade brasileiras dos ultimos sete anos, que
foi de 15,8% e 25,9%, respectivamente (RODRIGUES, 2005).

Segundo a ABCC (2005), ocorreu um decréscimo da produgao em 2004
com relacdo a 2003 devido aos altos indices pluviométricos na regido,
ocasionando desequilibrio no ambiente aquatico, o que afetou a qualidade da
agua, acarretando o estresse no camardo, abrindo caminhos para
enfermidades. No mesmo ano, com agao anti-dumping imposta pelos Estados
Unidos contra o camarao brasileiro, associado a alguns fatores adversos e
especialmente a forte desvalorizagdo do ddélar americano, esse setor, cuja
base comercial era o mercado internacional, perdeu competitividade nas
exportagdes, tendo como resultado uma reducédo na produgao e naturalmente,

de forma mais expressiva, nas exportacbes. A atual crise sofrida pelo setor
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entre 2004 e 2007, decorrente da falta de prioridades e de apoio
governamental, contribuiu para uma diminuicdo do crescimento exponencial
médio de 71% ao ano, registrada entre 1997 (3.600 t) e 2003 (90.180 t). Em
2004 a producao foi reduzida para 75.904t, se registrando uma nova queda na
producao em 2005 (65.000 t). A partir do ano de 2006 a 2007 a atividade se
estabilizou mantendo a produgcdo em um patamar de 65.000 t. (ROCHA;

ROCHA, 2007) (Figura 3).
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Figura 3. Evolucdo do desempenho da carcinicultura brasileira (1998-2007).
Fonte: ABCC (2007).

Aproximadamente 96% da producdo brasileira de camardo estao
concentradas na Regido Nordeste; a Regido Sul representa 3% do total,
impulsionada principalmente pelo Estado de Santa Catarina (SOUZA FILHO et
al., 2003). Segundo Borghetti; Ostrensky; Borghetti (2003), o Brasil,
progressivamente, ganhou posi¢cdes no ranking internacional. Em 2001 ocupou

a 192 posicdo em produgédo e a 13? em receitas geradas. Essa colocagéo
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representou um evidente progresso, mas a producao do Brasil ainda era menor
em relagdo a lugares com condi¢des climaticas ou disponibilidade de areas e
de agua muito menores, como, por exemplo, Nova Zelandia, Egito, Reino
Unido e Canada, entre outros.

Na América do Sul, em 2004 foram produzidas 172.105 t, das quais o
Brasil, contribuiu com 44%. No ranking brasileiro, a Regido Nordeste assumiu o
primeiro lugar, detendo 93% da produgdo. Nessa regido, somando 1,89
empregos diretos por hectare, de empregos, com 1,86 empregos indiretos,
chegou-se a 3,75 empregos gerados por hectare de viveiro em produgao. Esta
atividade alcangou niveis de emprego bem superiores quando comparados aos
numeros gerados pela agricultura irrigada que alcanga cerca de 2,14 empregos
gerados por hectare (SAMPAIO; COSTA, 2003). Apesar desses numeros terem
mostrado a excelente rentabilidade da atividade, ocorrem certas dificuldades
que sdo: a exportacao do produto in natura, com restricbes de mercado cada
vez maiores para este tipo de camarao; caréncia de investimentos em ciéncia e
tecnologia nas areas de nutricdo e prevencao de doencas; falta de linhas de
financiamento para o custeio da producao; e as restricdes e deficiéncias da

acao antidumping (LENOCH, 2004).

2.3 Litopenaeus vannamei

Os crustaceos contam com aproximadamente 38 mil espécies,
ocorrendo nos ecossistemas terrestres e aquaticos (dulcicola, marinho e
salobro), das quais cerca de 8.500 sdo integrantes da Ordem Decapoda

(BOWMAN; ABELE, 1982).
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Litopenaeus vannamei pertence ao grupo dos Artropodes que tém
simetria bilateral: triblasticos, celomados, protostdmios. Essa espécie
diferencia-se dos demais Artropodes por apresentarem um exoesqueleto mais
espesso e rigido (VALENTI, 1998).

Os camarbdes peneideos possuem o corpo dividido em trés regides: a
cabeca, também chamada de céfalon, o térax ou péreion e o abdémen ou
pléon. Cada uma dessas regides € composta por somitos ou segmentos onde
sdo inseridos os apéndices. A cabecga e o torax dos peneideos estdo fundidos
em uma estrutura unica chamada cefalotoérax, localizada na porg¢ao anterior do
animal, onde morfologicamente trés estruturas se destacam: a) a carapaga,
que protege as branquias e os demais 6rgaos vitais; b) os olhos pedunculados,
que se articulam com a cabecga e sdo moveis; e c) o rostro, uma espécie de
“‘espinho” que serve como estrutura de defesa contra predadores. O abdémen
constitui-se na parte posterior do corpo. Estende-se desde a parte final do
cefalotérax até a porcao final do animal, onde se encontra o telson; possui seis
segmentos ou somitos, que vao reduzindo de diametro, paulatinamente, até
chegar ao ultimo que € um pouco mais largo que os anteriores (caracteristica
dos peneideos). Além disso, o abddbmen concentra a maior parte da
musculatura dos camardes (Figura 4) (BARBIERE-JR; OSTRENSKY-NETO,

2002).
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Figura 4. Vista lateral de um camarao peneideo.
Fonte: BARBIERE-JR; OSTRENSKY-NETO (2002).

O camarao Litopenaeus vannamei possui tamanho médio de 230 mm e
pertence a familia Penaeidae da zona litoranea, estando associado as aguas
costeiras rasas e estuarinas. Os camarbes marinhos se reproduzem
normalmente em alto-mar. Durante a fase reprodutiva, as fémeas desovam
sucessivamente, produzindo um numero consideravel de ovos, que pode variar
de 100.000 a 500.000 por desova, dependendo da espécie e do tamanho da
fémea (IGARASHI,1995).

Com a eclosdo dos ovos nascem os nauplios, possuindo cinco
subestagios (N1 a N5), fase que dura 36 h e na qual eles ndo se alimentam.
Em seguida, vem a fase de protozoéia, com trés subestagios (Z1 a Z3) com
alimentacdo fundamentalmente a base de fitoplancton. Ao término deste
estagio, as larvas mudam o habito alimentar tornando-se mais carnivoras,
sendo que esse estagio tem uma duragdo de aproximadamente quatro dias.
Apds o estagio de protozoéia, vem o estagio de misis com trés subestagios (M1
a M3), passando o zooplancton a ser o principal alimento e o fitoplancton
consumido em menor quantidade. O estagio de misis tem uma duragéo de trés

dias. A metamorfose se completa na passagem do subestagio misis Ill para
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pos-larva |, em que os animais ja possuem todas as caracteristicas basicas de
um camarao adulto e procuram o ambiente estuarino de menor salinidade e de
maior abundancia de alimento para garantir o crescimento. Os animais passam
aproximadamente quatro meses no ambiente estuarino e voltam para o mar
ainda imaturos sexualmente. A maturidade sexual se completa no 6° més,
quando estao prontos para a copula e completam seu ciclo de vida (Figura 5)

(VINATEA, 2004).
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Figura 5. Ciclo de vida dos camardes peneideos. Fonte: VAN DE BRAAK
(2002).

Segundo Nunes (2004), Litopenaeus vannamei € atualmente a uUnica
espécie de camarao marinho cultivada comercialmente no Brasil. Isso se deve
a sua boa adaptacdo, rusticidade e ao seu rapido crescimento em todas as
fases do processo produtivo. As pos-larvas dessa espécie sao hoje produzidas
em larga escala no Pais e, durante a engorda aceitam facilmente racgdes

peletizadas, tolerando uma ampla variagdo na salinidade da agua, de 0,5 até
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65 unidades praticas de salinidade (%o). Este peneideo, em fungdo de sua
tipica coloragao, apresenta uma alta aceitagdo nos mercados internacionais.

De acordo com Rosenberry (1998), os camardes peneideos possuem um
grande potencial na aquacultura intensiva no mundo, assim como no setor
industrial que envolve a atividade. As principais espécies de camardes
cultivadas sao:

a) Penaeus monodon: Conhecido como camarao-tigre-gigante, é o principal
produto da Asia, com 50% da producdo mundial. Essa espécie pode medir 36,3
cm e pesar 130 g, possui uma rapida taxa de crescimento sob condi¢des ideais
de cultivo. Tolera altas salinidades, porém sua reprodugao em cativeiro € baixa
como também sua taxa de sobrevivéncia.

b) Penaeus vannamei. Conhecido como camarao branco ocidental, € a
espécie mais cultivada na América Latina e Estada Unidos, e representa 25%
da producdo mundial em relagdo a todos os camardes cultivados. Pode medir
no maximo 23 cm e possui um taxa de crescimento uniforme. Tolera taxas de
salinidades entre 15 %o € 40 %o0. As larvas podem ser obtidas em laboratério em
grandes quantidades.

c) Penaeus chinenses ou Penaeus orientalis: Conhecido como chinés, essa
espécie €& produzida em varias regides da China. Esse camardao tem
comprimento maximo de 18,3 cm e pode crescer em baixas temperaturas (16-
25°C), em comparagdo com outras espécies tais como P. vannamei e P.
monodon. As racdes para o cultivo dessa espécie necessitam de altas taxas de
proteinas que variam entre 40 e 60% o que torna seu cultivo caro.

d) Penaeus stylirostris: Conhecido como camardo azul ocidental, essa

espécie é produzida na América do Norte, Nova Zelandia, Oceania, e em
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outros paises. Pode atingir cerca de 23 cm de comprimento e as condi¢des
para seu cultivo sdo semelhantes ao do Penaeus vannamei.

e) Penaeus japonicus: Chamado de camardo kumura, essa espécie €
nativa da india e do sudoeste do Oceano Pacifico. O Japdo e a Australia sdo
0s principais paises que cultivam este organismo. Essa espécie chega a atingir
entre 25 e 30 cm e se desenvolve bem em temperaturas baixas (10°C).

f) Outras espécies de potencial econémico: O camarao Penaeus schmitti é
cultivado em Cuba, com 6timos resultados. Essa espécie pode atingir 23,5 cm
de comprimento. Ja as espécies P.merguiensis e P. indicus sdo cultivadas em
sistema extensivo em fazendas do sudoeste da Asia. Essas espécies tém
atraido a atencdo do mundo, recentemente, porque toleram a baixa qualidade
da agua e podem crescer em altas densidades. Chegam a atingir de 24 cm e
22,8 cm, respectivamente.

Dentre os camardes citados, destaca-se o camardo Litopenaeus
vannamei (Boone, 1931), que é nativo do Pacifico Leste e foi trazido para o Rio
Grande do Norte em 1981 para cultivo em viveiros (TAVARES, MENDONCA,
1996), porém nao apresentou bons resultados durante anos. Somente a partir
do inicio da década de 90 a espeécie comegou a apresentar resultados
positivos, passando a ser cultivada ao longo de, praticamente, toda a costa
brasileira (TAVARES, 2003). O camarao-branco Litopenaeus vannamei € a
segunda espécie de peneideo mais cultivada. Esse crustaceo que habita locais
de 0 a 72 m de profundidade, distribui-se desde o leste do Pacifico, no Norte do
Meéxico, até Tumbes, na regido do Peru (PEREZ—FARFANTE; KENSLEY,
1997).

De uma forma geral, os peneideos sao classificados como omnivoros. No

entanto, verifica-se que em algumas espécies os adultos podem ser também
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detritivoros e/ou carnivoros. Em aquicultura, nutrientes (proteinas, lipidios,
carboidratos, vitaminas, minerais e agua) encontrados nas ragdes para
animais, incluindo as dos camardes, sao utilizados para a construgcéo e
manutencgao dos tecidos e o suprimento de energia. De acordo com Cuzon et.
al. (2004), os niveis de proteinas exigidos para o desenvolvimento dos
camardes variam em cada fase da vida. Em pds-larvas, esses niveis variam em

torno de 30%-35% e em juvenis de 30%.

2.4 Sistema imunolégico do camarao

O sistema imune compreende todos os mecanismos pelos quais os
organismos se defendem de invasores. Ele também ¢é responsavel pela
remocgao de células mortas, renovacdo de determinadas estruturas e memoria
imunoldgica. E ativo contra células alteradas, que surgem como resultado de
mitoses anormais e atua em uma rede de cooperagdo, envolvendo a
participacdo de muitos componentes estruturais, celulares e também
moleculares (MACHADO et al., 2004). Qualquer resposta imune envolve,
primeiramente, o reconhecimento do antigeno, quer seja um organismo
agressor (patdgeno) ou outro material estranho e, em segundo lugar, a
elaboragcdo de uma reacao direcionada a este elemento, com a finalidade de
elimina-lo do organismo. (ROITT; BROSTOFF; MALE, 2003).

Segundo Lightner (1992), ha um grande interesse no conhecimento dos
mecanismos de defesa do sistema imune dos crustaceos, devido a
necessidade de se reduzir o efeito do patégeno ao hospedeiro, para assim se
obter o controle e a prevengao de doengas. Avangos no conhecimento do

sistema e o estabelecimento de padrdes imunoldgicos de referéncia podem
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contribuir para o progresso da carcinicultura, levando a uma melhora na
produgao através do monitoramento do estado de saude dos animais.

Os crustaceos tém um sistema imune inato caracterizado pela auséncia de
imunoglobina e memdria imunolégica, mas bastante eficiente para protegé-los
e preserva-los da invasdo de patdégenos. Os hemdcitos dos crustaceos
representam um papel principal na resposta imune, realizando fungbes como
fagocitose, encapsulacédo, formacado de nodulo e mediacdo de citotoxicidade
(JOHANSSON et al., 2000). Certos tipos de hemocitos tém sido associados a
varias proteinas, por exemplo, o profenoloxidase (proPO), sistema responsavel
pela encapsulacdo e melanizacdo (JOHANSSON; SODERHALL, 1989). Nos
camardes, além da cuticula rigida que funciona como uma barreira fisica
protetora contra agressdes e invasao de patdogenos, a integridade corporea dos
crustaceos € mantida por seu sistema imunoloégico. Assim como outros
invertebrados, os crustaceos contam apenas com um sistema imune inato ou
natural, diferentemente dos vertebrados, que possuem, além deste, um sistema
adaptativo ou adquirido (BARRACO; PERAZZOLO; ROSA; 2004).

Os principais sistemas de defesa atualmente reconhecidos nos crustaceos
sdo: (1) coagulagcao da hemolinfa; (2) melanizagcdo mediada pelo sistema
profenoloxidase; (3) reconhecimento e aglutinagdo celular mediada por
lectinas; (4) sistemas antibacterianos, antifungicos e antivirais mediados por
peptideos, RNA de interferéncia e por proteinas de reconhecimento padrao; (5)
producao de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio; e sistema fagocitico
e de encapsulamento. Todos os componentes do sistema imunologico estdo
contidos na hemolinfa, isso se deve ao fato dela ser altamente fluida e também
por ser capaz de atingir diretamente todos os tecidos dos crustaceos

(IWANAGA; LEE, 2005). Portanto, o mecanismo de coagulagdo da hemolinfa é
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essencial para a resposta imune dos camardes, pois € um dos fatores
esséncias que ira apontar possibilidade da presenga ou ndo de patéogenos.

A compreensao das reacgdes imune celulares dos crustaceos depende,
de forma crucial, da identificacdo e caracterizagdo das suas células
imunocompetentes ou hemacitos. Apesar de nao haver ainda uma classificagao
uniforme e universalmente aceita para estas células, trés tipos de hemaocitos
sdo usualmente descritos em crustaceos: hemacitos hialinos (HH), hemacitos
semi-granulares ou com granulos pequenos (HGP) e hemdcitos granulares ou
com granulos grandes (HGG) (HOSE;MARTIN;GERARD, 1990).

Os hemoécitos dos crustaceos sdo produzidos em tecidos
hematopoiéticos, geralmente constituidos por I|6bulos celulares densos,
situados na regido epigastrica (regiao dorsal e dorso-lateral do estbmago e do
intestino anterior) (VAN DE BRAAK et al., 2002). A falta de uniformidade na
identificacdo dos hemdécitos deriva principalmente do fato dessas células serem
muito labeis e reativas, alterando rapidamente suas caracteristicas
morfofisiolégicas in vitro, 0 que torna seu estudo ainda mais dificil do que
aquele dos leucocitos dos vertebrados. A ativagdo dos hemocitos dos
crustaceos resulta geralmente em seu espraiamento e degranulagao, havendo
a liberagao de uma grande variedade de efetores imunolégicos para o plasma.
Nos ultimos anos houve um grande progresso no estudo destas células, devido
ao desenvolvimento de varias solugdes anticoagulantes especificas, além de
meios capazes de estabilizar adequadamente os hemdcitos in vitro

(BACHERE, 2000).
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2.5 Ambiente de cultivo x patégeno

A busca pela saude do sistema de produgao a ser adotado tem inicio na
concepcgao do projeto quando o produtor planeja o sistema de producédo que
sera empregado. O que deve ser levado como ponto fundamental neste
momento € a selegdo do local e a forma de implantagdo do projeto. Outros
aspectos devem ser avaliados, tais como: os ecolégicos do local,
principalmente a quantidade e a qualidade da agua que sera utilizada e a
condigao edafo-climatica. Com esses cuidados sao evitados, em determinadas
circunstancias, problemas patoloégicos crénicos aos animais cultivados nesses
ambientes (MARTINS, 2006).

No ambiente de cultivo os organismos relacionam—-se igualmente com o
seu meio e com 0Os outros organismos aquaticos, tais como patdgenos e
predadores. Nesses ambientes, os patdogenos podem atingir niveis muito
elevados, colocando em risco a sobrevivéncia de toda a populacéo cultivada.
Os organismos de cultivo terdo maiores ou menores chances de contrair uma
doencga infecciosa (ou nao infecciosa) se tiverem alguma alteracdo ou
deficiéncia genética, fisiologica, imunolégica ou adaptativa, isto é, de base
ecolégica (VINATEA, 2004). Entre as principais causas de perdas na
larvicultura de peneideos estdo aquelas de origem bacteriana. A promog¢ao de
um ambiente benéfico e bacteriologicamente estavel sdo de fundamental
importancia para um cultivo bem sucedido (LORENZO, 2004). Varios sao os
métodos utilizados para se combater esse problema que incluem profilaxia
sanitaria, desinfeccdo, quimioterapia, com énfase no uso de antibidticos, e
vacinas contra doencas especificas. Porém muitas dificuldades estao

associadas a estes métodos, como exemplo a terapia antibidtica que provoca
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um aumento na resisténcia microbiana e acumulagcdo de residuos nos tecidos
de peixes (COOK et al., 2002).

Uma doenca pode ser considerada como resultado final de uma
interacao complexa do animal ou hospedeiro com o seu ambiente e o patégeno
propriamente dito (SNIESZKO, 1973). O resultado esperado da interagéo entre
o hospedeiro, o patdgeno e o ambiente pode variar de acordo com alteragdes
em qualquer um dos circulos ou ainda nos trés. Sob determinadas condigdes, o
hospedeiro (ou hospedeiros) e o patdégeno potencial podem co-existir com
efeito adverso minimo ou mesmo nulo. Assim, a simples presenca de um dado
patdbgeno em uma amostra de camardao submetida a um diagndstico
laboratorial ndo implica necessariamente em doenca. Em peneideos ha
exemplos de organismos epicomensais, inocuos nas branquias, que causam
doencas em situagcdes de cultivos em alta densidade ou em condi¢des
ambientais que podem levar ao estresse.

Segundo Thrusfield (2004) o rompimento do equilibrio na interagdo dos
fatores mencionados e a consequente resposta do peneideo por meio da
expressao da doenca tém, geralmente, além do determinante primario com
maior acao na indugao da doenga (o virus, por exemplo), outros fatores que
predispdem ou reforcam o desenvolvimento da enfermidade.

As enfermidades na carcinicultura sdo categorizadas em trés niveis,
baseando-se no seu nivel de patogenicidade e perigo para a industria de
camarao (Figura 6). A categoria 3 (C3) envolve os patégenos que causam um
minimo impacto a produgao, contudo podem gerar deformidades e alteragdes
na aparéncia fisica dos camardes. Na categoria 2 (C2) estdo os patdégenos que
causam ameacga a producdo, podendo afetar a produtividade dos cultivos, o

crescimento e a sobrevivéncia dos camardes. A categoria 1 (C1) inclui os
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patdgenos que causam mortalidade em massa em populagdes cultivadas de
camardes, representando uma ameaca a sobrevivéncia da industria em uma
determinada area geografica. E nessa categoria onde esta inclusa a maioria

das doengas virais dos camardes marinhos (NUNES; MARTINS, 2002).

C2 Afeta o desempenho
Maior ameaca

Figura 6. Niveis de patogenicidade na aquicultura.
Fonte: NUNES; MARTINS (2002).

Uma forma de garantir condicbes ambientais ideais durante o cultivo
esta intimamente relacionada com a qualidade da agua. E devido a esta
relagdo que seus parametros devem ser rotineiramente monitorados. Segundo
Fonseca; Rocha (2004), a manutengao dos niveis ideais da qualidade da agua
€ de extrema importancia para evitar o aparecimento de doengas nos animais
em cultivo. Sendo é um fator determinante para a sobrevivéncia e crescimento
dos camardes cultivados. O principal propdsito em se manejar a qualidade da
agua de qualquer sistema de cultivo é regular e manter 6timas condigbes para
o crescimento dos organismos. Mais que qualquer outro fator, os parametros
hidrolégicos influenciam em todas as atividades dos organismos (alimentacéo,

respiracdo, reproducéo, crescimento e estado imunolégico) (VILLALON, 1991).
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A utilizacdo de procedimentos para diagnosticar o estado de saude de
camardes cultivados serve para detectar precocemente problemas no sistema
de cultivo, como a presenca de enfermidades, condicbes ambientais adversas
ou ainda deficiéncias nutricionais e/ou genéticas da populagéo. Isto permite
que acdes sejam tomadas rapidamente para controlar, minimizar ou excluir os
efeitos negativos de condi¢cdes desfavoraveis sobre a producdo de camarao,
reduzindo os prejuizos financeiros resultantes da perda ou mau desempenho
do estoque cultivado (BARROSO, 2005). Para se obter éxito em um controle
sanitario € necessario o prévio conhecimento do estado de saude dos animais
na area de cultivo, baseado em inspecdes e padronizagdo de procedimentos
de amostragem, seguidas de diagnostico laboratorial, de acordo com as
normas internacionais (MACIEL et al., 2003).

O estresse é referido pelos epidemiologistas como sendo fator iniciante
ou predisponente ao surgimento de doengas em animais cultivados (LE
MOULLAC; HAFFNER, 2000). Especificamente na carcinicultura, o estresse
tem sido citado com freqiéncia como fator predisponente, relacionado ao
desequilibrio do meio ambiente, a uma maior vulnerabilidade dos espécimes,
culminando em debilidade, manifestagdo de doencas e, conforme a severidade
destas, chegando a morte (LIGHTNER, 1997).

Segundo Machado (1988), a rapida, porém pouco planejada expansao de
fazendas de camardo criou problemas ambientais, a exemplo do Equador,
onde mais de 2.500 hectares de areas de mangue foram destruidas para
construcado de viveiros 0 que afetou seriamente os ecossistemas estuarinos.
Tanto no Equador, Taiwan, Indonésia, como em outros, surtos de epidemias

associados a degradagcao ambiental resultaram em acentuada diminuicdo da
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producao, chegando, em alguns casos, ao fechamento de fazendas nas
décadas de 80 e 90 do século passado (LENOCH, 2004).

Dentre os prejuizos sofridos pelo ambiente e que afetam diretamente a
carcinicultura os principais sdo: a poluicdo das aguas subterraneas e
superficiais por meio da producédo de chorume e da acumulagao dos residuos,
a contaminagao dos solos com metais pesados e microrganismos patogénicos
e até mesmo a degradagao visual das paisagens (DIAS, 1999).

A cultura de camardo sofre problemas relacionados com questdes
ambientais devido ao seu rapido desenvolvimento e altas taxas de estocagem,
resultando no surgimento de estresse nos animais e, subsequentemente, a
incidéncia de doencas. Muitas fazendas de camardao foram afetadas por

epidemias de virus e vibrioses (CHIU et al., 2007).

2.6 Vibrio

2.6.1 Caracteristicas principais

Os vibrios sao bastonetes Gram-negativos, geralmente moveis,
mesdfilos e anaerdbicos facultativos. Em geral, suas células podem chegar a
medir 1 ym de largura e entre 2 e 3 ym de comprimento; quando moveis
possuem no minimo, um flagelo polar. Em sua maioria sdo oxidase-positiva
(FARMER; HICKMAN-BRENNER, 1992). As colbnias sao tipicamente lisas,
convexas, de consisténcia cremosa, branco-acinzentadas, com bordas
continuas. Em certas ocasifes, sdo observadas colénias rugosas, aderentes ao
agar. Certos vibrios marinhos podem invadir a superficie do meio sélido,

propriedade associada a presenca de células longas com flagelos laterais. Tém
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capacidade de realizar metabolismo tanto oxidativo quanto fermentativo e séo

produtores de citocromo oxidase (KONEMAN et al., 2001).

2.6.2 Vibrio na carcinicultura

O cultivo de camardes marinhos tem, cada vez mais, se tornado
vulneravel a enfermidades causadas por agentes patogénicos como: bactérias,
protozoarios, fungos e virus, em virtude da facil transmissao destes nos locais
de cultivos (BOAVENTURA; CANUTO; FERREIRA, 2006). Algumas bactérias
sdo comumente encontradas nos camardes e fazem parte do ambiente
marinho ou estuarino. Contudo, as modificagdes das condigdes naturais do
meio, dos organismos cultivados, o aumento da matéria organica no ambiente
aquatico resultante de restos de alimentos, dejetos e animais mortos, podem
desequilibrar a comunidade bacteriana, estimulando assim o crescimento de
patdogenos oportunistas nos ambientes de cultivo, como € o caso de algumas
espécies do género Vibrio (GUZMAN; VALLE, 2000).

As bactérias podem constituir em ameagas para os sistemas de
larvicultura e engorda de camarbes, e as espécies do género Vibrio sao
consideradas as principais responsaveis por um grande numero de doencas,
podendo causar mortalidade de até 100% dos individuos (BROCK;
LEAMASTER, 1992). Epizootias causadas por agentes infecciosos tém
provocado graves perdas na carcinicultura mundial. Enfermidades bacterianas
e virais sdo as mais comuns, embora as viroses sejam responsaveis pela
maioria dos danos econémicos (GESTEIRA, 2006).

As doengas causadas por bactérias pertencentes ao género Vibrio sao
reconhecidas de varias formas e algumas delas sao: enfermidade bacteriana,

enterite séptica hemocitica, sindrome das bolitas, septicemia bacteriana dos
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peneideos, vibrioses dos peneideos, vibriose luminescente, enfermidade das
patas vermelhas; e os sintomas mais frequentes sao: intestino semi-vazio,
anorexia, inflamacdo de alguns orgaos internos (6rgao linféide, coracéo,
hepatopancreas etc). Pode-se observar, através de microscopia, um grande
namero de bactérias presentes na hemolinfa durante uma septicemia
(KARUNASAGAR et al., 1994). A presencga de vibrios na hemolinfa € um fator
preocupante, pois a doenca ja pode estar generalizada, uma vez que a
hemolinfa deve ser, se nao estéril, pelo menos, pouco contaminada
(LIGHTNER, 1977). Quando ocorre a invasao da hemolinfa por bactérias, a
saude dos animais ja esta comprometida (GOMEZ-GIL et. al., 1998).

Os surtos de vibrioses sao geralmente causados por desequilibrio na
populacdo das bactérias do género Vibrio que se encontra, naturalmente, nos
ecossistemas estuarino e marinho. Entre as principais espécies do género que
causam maiores prejuizos estdo o Vibrio harveyi, V. vulnificus, V.
parahaemolyticus V. alginolyticus, V. damsela, V. penaeicida e V. fluvialis.
(RAMIREZ-TORO, 2005).

As vibrioses sao classificadas como infecgbes secundarias e
oportunistas, atacando todos os estagios de vida do camaréo (larval, pés-larval,
juvenil e adulta). Problemas com vibriose ocorrem quando condigdes de
estresse surgem no sistema de cultivo, tais como: (a) queda de oxigénio; (b)
densidade de estocagem excessiva (super povoamento); (c) manuseio
inapropriado do estoque (e.g., transferéncia); (d) lesbes na cuticula dos
camardes; (e) subalimentacdo; e (f) altas concentracbes de compostos
nitrogenados no ambiente de cultivo. O processo de infecgdo da vibriose pode
ser cuticular, entérico (intestinal) e sistémico (envolvendo varios o6rgaos).

Quando localizada, apresenta lesdes melanizadas na carapaga e/ou abscessos
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pontuais no hepatopancreas. Na vibriose crbnica, camardes mortos ou
moribundos podem sofrer canibalismo, rapidamente contaminando outros
individuos na populacdo (NUNES; MARTINS, 2002).

Portanto, a enfermidade é resultante de uma resposta pouco eficiente do
animal a agentes lesivos. Segundo Jones, Hunt, King (2000), a maioria das
respostas consiste em mecanismos de defesa visando neutralizar ou eliminar o
agente lesivo. Se a resposta ndo € bem sucedida, instala-se a doencga. Para
Thrusfield (2004), o estresse abrange uma grande variedade de respostas do
animal a estimulos ou mudancgas ambientais. Segundo o mesmo autor, apesar
de nao existir uma teoria geral do estresse, aceita unanimemente, nem
tampouco uma definicdo exata do papel da imunossupressao na predisposi¢ao
dos animais a doengas infecciosas, ha evidéncias a partir de estudos

epidemioldgicos, de sua relevancia funcional.

2.6.3 Principais vibrios no camarao

Os vibrios ocorrem naturalmente em ambientes aquaticos e €& facil
observar sua presenca durante o cultivo de camarao (VANDENBERGHE, et al.,
1998). Durante as Uultimas décadas foram reconhecidas novas espécies
pertencentes ao género Vibrio. Segundo Thompson et al.,(2004) , esse numero
estaria em 63 espécies; mas de acordo com a DSMZ (2009), atualmente, o
género possui 86 espécies. As principais espécies de vibrios patogénicas ao
camarao sao:
a) Vibrio harveyi

E um microrganismo Gram-negativo que pode ser encontrado em
diversos ambientes marinhos, crescendo bem em meios contendo cloreto de

sédio. Essa espécie ja foi classificada como Achromobacter harveyi,
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Lucibacterium harveyi e Beneckea harveyi, mas € Vibrio harveyi (FARMER et
al., 2005). Essa espécie de Vibrio possui importancia consideravel, pois traz
sérios problemas tanto na piscicultura como na carcinicultura. Nos camardes
em particular, esse patdogeno esta associado a vibrioses luminescentes e a

sindrome das bolitas (AUSTIN; ZHANG,2006).

b) Vibrio parahaemolyticus

Importante espécie do género Vibrio foi isolado pela primeira vez em
1951 no Japao, a partir de um surto de gastrenterite ocasionado pela ingestao
de shirasu (sardinhas novas, semi-dessecadas) ndo submetidas a cocgéo
(RIPPEY, 1994). Sua distribuicdo no ambiente marinho esta relacionada com a
temperatura da agua, tendo sido detectado na agua do mar com temperatura
na faixa de 15°C (KANEKO; COLWELL, 1973).

Na carcinicultura, V. parahaemolitycus esta associado a patogenias nas
fases larval, juvenil e adulta (CHANRATCHAKOOL et al., 1995), sendo ainda
mais patogénico no estagio larval (LIGHTNER, 1993). Em humanos, esse
microrganismo pode causar varios tipos de infecgbes, tais como: septicemia,
otites, feridas na pele e tecidos moles. Essas infecgdes sao geralmente
adquiridas por consumo de alimento e agua contaminada, ou mais raramente,
por contaminacao direta de feridas cutaneas ocorrida durante o contato com a

agua do mar ou de estuarios (RODRIGUES et al., 2001).

C) Vibrio alginolyticus
Foi originalmente classificado como biotipo 2 de V. parahaemolyticus. A
maioria dos isolados clinicos & proveniente de feridas superficiais ou do ouvido

externo. Também foram registrados casos de gastrenterite aguda e bacteremia
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produzidas pelo microrganismo (KONEMAN et al., 2001). E um importante
patdgeno de animais aquaticos e de seres humanos (XIE et al.,, 2005). A
especie tem chamado a atengdo de pesquisadores devido ao aumento das
patologias entéricas, casos de otite e infecgbes cutaneas relacionados com o
consumo de pescado e com a exposi¢do a agua (GOMEZ et al., 2003). E um
patdgeno oportunista sendo responsavel por infecgdes secundarias em

camardes Litopenaeus vannamei (LIU et al., 2004).

d) Vibrio mimicus

E uma bactéria Gram negativa e bioquimicamente similar ao Vibrio
cholerae. A diferenca entre as duas espécies esta relacionada com a resposta
a fermentacdo da sacarose e ao teste de Voges-Proskauer. Em ambos os
casos ha uma resposta negativa (DAVIS et al., 1981). Os sintomas
ocasionados ao homem pela infeccdo causada por esse microrganismo sao:
febre, nauseas, vomitos e dores abdominais, os quais sao provavelmente
devido a muitos tipos de fatores de viruléncia produzidos pelo V. mimicus
(SHANDERA et al., 1983). E um patégeno que produz uma grande quantidade
de toxinas, tais como as fosfolipases, hemolisinas, toxina codlera (CT),

hemaglutinina e proteases (LEE et al., 1998).

e) Vibrio diabolicus

Foi descrito pela primeira vez através de isolados oriundos de fontes
hidrotermais do alto mar. Sdo bastonetes Gram-negativos, mdveis por um
unico flagelo polar em meio liquido. Nao luminescentes e facultativamente
anaerobios. Sao capazes de metabolismo fermentativo e respiratério. Sao

positivos para catalase, oxidase e quitinase. Reduzem nitrato a nitrito. Crescem
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a temperaturas de 20 °C a 45°C, mas nao crescem a 4°C e esse teste consta
da chave de identificagdo de Noguerola; Blanch (2008). (RAGUENES et al.,

1997).

f) Vibrio coralliilyticus

Sao bastonetes Gram-negativas ndo formadores de esporos, moveis por
um unico flagelo polar. Formam colénias amarelas em agar tiossulfato-citrato-
bile-sacarose (TCBS) ap6s incubacdo de 18 h a 30°C. Sao halofilicas e
necessitam de NaCl para seu crescimento, com 6timo entre 1 e 7% de NaCl.
Os testes para catalase e oxidase sao positivos, reduzem nitrato a nitrito. Sao
susceptiveis ao agente vibriostatico 0/129, eritromicina, tetraciclina,
cloranfenicol e gentamicina. Resistentes a kanamicina. Foram isoladas de
corais doentes da espécie Pollicopora damicornis no Oceano indico (BEM-

HAIM; ZICHERMAN-KEREM; ROSENBERG, 2003).

g) Vibrio fluvialis

Foi inicialmente descrito por Lee; Donovan; Furniss, (1978), e sua
associagdao com doencas humanas foi confirmada apods seu isolamento em
pacientes com diarréia em Bangladesh. Este Vibrio é um patdgeno
freqientemente halofilico encontrado em ambientes marinhos e também em
pescados. Atualmente V. fluvialis é conhecido por causar infecgbes graves,
pois seus sintomas clinicos sdo muito semelhantes aos causados pelo V.
cholerae. Isso se tornou ainda mais grave apos a recente caracterizagéo de
uma enterotoxina semelhante a hemolisina EIl Tor, o que representa um fator

de viruléncia (KOTHARY et al., 2003).
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h) Vibrio vulnificus

E uma bactéria Gram-negativa e uma espécie moderadamente halofilica.
Sao vibrios encontrados em areas tropicais e em aguas salobras. Séao
bastonetes curvos e quando mdéveis possuem um unico flagelo polar. A espécie
também apresenta diversos estilos de vida, livres no ambiente e associadas a
parasitas de animais, tais como: moluscos, peixes, crustaceos e mamiferos,
incluindo seres humanos (VASEEHARAN; RAMASAMY, 2003). Na
carcinicultura, os camarodes infectados por esse patdégeno perdem a qualidade,
e o preco é reduzido devido a aparéncia fisica como o surgimento de manchas
pretas (RENGPIPAT; PUSIRIRIT; RUKPRATANPORN, 2008). Em humanos o
consumo de pescado contaminado ou a exposicdo de feridas em agua
contaminada pode levar a infeccao sistémica e a infecgao da pele com elevada

taxa de mortalidade (STARKS et al., 2000).

i) Vibrio metschnikovii

Taxonomicamente Vibrio metschnikovii era conhecido com Beneckea,
mas posteriormente foi classificado como uma nova espécie de Vibrio (LEE;
DONOVAN; FURNISS, 1978). Essa espécie de Vibrio se diferencia das outras
espéecies de Vibrio devido a sua incapacidade em produzir citocromo oxidase e
na redugdo de nitrato (WEST; COLWELL,1 983). Vibrio metschnikovii € um
habitante natural do ambiente aquatico e tem sido isolado de pescados
(MATTE et al., 2007). Raramente, essa bactéria tem sido relacionada com

doenca em humanos, acometendo habitualmente pacientes imunodeprimidos.
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j) Vibrio cholerae

E um anaerdbico facultativo, Gram-negativo e no formador de esporos.
No entanto, uma diferenca importante de outros vibrios é a capacidade que ele
apresenta de crescer em caldo nutriente sem adicdo de NaCl (BAUMANN;
FURNISS; LEE, 1984). V. cholerae, agente etioldgico do cdlera, € a espécie
mais conhecida do género. Os membros da espécie sado divididos com base
nos sorogrupos descritos até hoje. V. cholerae O1 e O139 sao responsaveis
por causar o coblera do tipo classico, que pode ocorrer em epidemias ou
pandemias mundiais (MURRAY et al., 2004). E o agente etioldgico do célera
epidémica e pandémica humanas. Dentro da espécie, existe uma grande
diferenga entre as cepas, tanto no que se refere ao potencial patogénico como

ao epidemiologico (KONEMAN et al., 2001).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Locais de coleta

As coletas foram realizadas durante o periodo chuvoso e de estiagem
em quatro fazendas do Estado no Ceara, duas localizadas no estuario do Rio
Acarau, e duas no Rio Jaguaribe (Figura 8) no periodo de margo a dezembro

de 2008.

41°00"W 40°00"W 39°00"W 38°00"W
! 1 1 !

>z
T
300'S

Oceano
Atlantico

4°0'0"S

S
rti
k.
—__£ Aracal

"RioJaguaribe?\\gh-g \,_,f\
Py
¥ e
r
sl (

0 750 1500
Km

T T T T
41°00"W 40°0'0"W 39°00"W 38°00"W

Figura 7. Localizacao das fazendas situadas no estuario do Rio Acarau e no
estuario do Rio Jaguaribe.
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Foram realizadas dezesseis coletas nas quatro fazendas (periodos de
chuva e de estiagem), oito com camardes 4 g (trinta dias de cultivo). O mesmo
procedimento foi realizado quando os camardes alcangaram 8 g (noventa dias
de cultivo). No final, foram analisados 30 exemplares de camardo de cada
fazenda em cada coleta, totalizando 480 camarbes amostrados.

As coletas foram realizadas de acordo com o peso dos camardes. Os
camardes foram capturados com ajuda de uma rede e acondicionados em uma
caixa isotérmica com agua do proprio cultivo quando entdo eram transportados

até o laboratério da fazenda para extracdo da hemolinfa.

3.2 Processamento das amostras

3.2.1 Teste de coagulagao da hemolinfa

Na fazenda, cada exemplar de camaréo recebia um coédigo numérico (1
a 30). A parte ventral dos camardes era desinfetada com alcool a 70% antes
das analises.

Foi utilizada uma agulha para perfurar a parte dorsal do camarao,
localizada préximo ao cefalotérax, objetivando atingir o seio sanguineo. A partir
desse procedimento, os animais eram inclinados sobre uma lamina, para
obtencdo de, aproximadamente, duas gotas de hemolinfa. Fazia-se um
esfregaco desse material sobre a lamina com o auxilio da agulha e,

simultaneamente, se observava o tempo de coagulagao (Figura 8).



35

Figura 8. Teste de coagulagdo da
hemolinfa

3.2.2 Extragao da hemolinfa

Os camardes foram mantidos em gelo, o que os deixava em estado
letargico, facilitando a coleta da hemolinfa. A coleta da hemolinfa foi realizada
por puncao ventral direta, entre o ultimo esternito cefalotoraxico e o primeiro
abdominal (Figura 9), utilizando-se para isso uma seringa com agulha
hipodérmica de 30 x 8 mm, contendo citrato de sédio 10% como anticoagulante
conforme descrito por Lightner (1996). A proporgao anticoagulante/ hemolinfa
foi de 1:6. Cada amostra de hemolinfa, correspondente a um individuo, foi
armazenada em tubos Eppendorf e mantida em gelo até a chegada ao

laboratorio, para o procedimento das analises.



36

Figura 9. Extracdo da hemolinfa.

3.3 Contagem e isolamento de Vibrio spp

3.3.1 Semeadura das amostras

A partir das amostras de hemolinfa foram realizadas diluicbes seriadas
em salina 1% de NaCl (107,102 e 10®). De cada diluicdo foram tomadas
aliquotas de 0,1mL que foram semeadas pela técnica de “spread plate”, em
duplicata, sobre superficie do meio Agar Tiossulfato-Citrato-Bile-Sacarose
(TCBS) com o auxilio de uma al¢a de Drigalski esterilizada. As placas foram
incubadas em estufa a 35°C por 18 horas (ELLIOT et al., 1995), de acordo com

a figura 10.
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Figura 10. Fluxograma da analise da hemolinfa

3.3.2 Contagem e isolamento de Vibrio spp

A contagem das colbnias foi realizada com um contador de colénias
marca Phoenix modelo EC 5502, quando foram contadas as colénias suspeitas
de Vibrio spp., observando-se o intervalo de 25 a 250 col6énias em cada placa
(DOWNES; ITO, 2001). O célculo da UFC/mL era realizado da seguinte forma:

N° de colbnias x inverso da diluicdo x 10
Quando né&o ocorria crescimento no intervalo de 25 a 250 colénias, o resultado

era expresso como UFC / mL / estimada.
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3.4 Identificagdao morfolégica e bioquimica das espécies de Vibrio spp.

As colbnias que apresentavam caracteristicas de Vibrio, sacarose
negativa e/ou positiva crescidas em agar TCBS, eram isoladas em agar triptona
soja (TSA) contendo 1% de NaCl, com incubagdo em estufa a 35°C por 24
horas. As coldnias puras foram submetidas a coloracdo de Gram, ao teste de
motilidade, e as provas bioquimicas de oxidase, producdo de indol, Voges-
Proskauer, tolerancia ao NaCl 0%, 3%, 6%, 8% e 10% em agua peptonada a
1%, fermentacdo de carboidratos (lactose, sacarose, glicose, arabinose e
manose), descarboxilagdo de aminoacidos (lisina, ornitina e arginina), producao
de gas a partir de glicose e ONPG, conforme detalhamento em Elliot et al.
(1995) sendo complementadas através da chave de identificacdo segundo

Alsina; Blanch (1994) e Noguerola; Blanch (2008).

3.4.1 Coloragao de Gram

Do crescimento no meio de TSA com 1% de NaCl foi feito esfregago em
laminas, seguindo-se sua fixacdo por calor e a coloracdo de Gram de acordo
com Soares, Cassimiro, Albuquerque (1991). A coloragdo consistiu nas
seguintes etapas: adi¢gao de cristal violeta por 1 minuto; adi¢do de lugol por 1
minuto; lavagem com alcool etilico; lavagem com agua destilada corrente;
adi¢ao de safranina por 30 segundos; lavagem com agua destilada corrente; e
secagem. As laminas adicionadas de uma gota de o6leo mineral foram

examinadas em microscopio otico.
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3.4.2 Motilidade

Do crescimento em TSA contendo 1% de NaCl foram retirados in6culos
e semeados com agulha de niquel-cromo no &gar Sulfeto-Indol-Motilidade
(SIM), com incubagédo a 35°C por 48 horas. Apds o periodo de incubagéao foi
realizada a leitura dos tubos, sendo considerados positivos aqueles que
apresentassem crescimento com migracdo da linha da picada (linha de

inoculagao) e difusdo para todo o meio, causando sua turvagéo.

3.4.3 Identificagao bioquimica de cepas de Vibrio spp

A metodologia seguida para realizagdo das provas esta de acordo com o
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods
(DOWNES; ITO, 2001; VIEIRA 2000; KAYSNER, 2000; ALSINA; BLANCH

1994; NOGUEROLA; BLANCH, 2008).

3.4.3.1 Prova de Produgao de citocromo-oxidase

Do crescimento das cepas em TSA inclinado contendo 1% de NaCl, foi
retirada uma aliquota com emprego de palitos de madeira esterilizados. Foram
feitos esfregacos em discos de papel previamente embebidos com solugao
aquosa de cloridrato de tetrametil-pfenilenodiamina a 1% (recém preparada).
O teste foi considerado positivo quando do aparecimento de uma coloracéo
azul arroxeado em 10 segundos. Essa prova € considerada positiva para os

todos os membros da familia Vibrionaceae, com excec¢éo do V. metschnikovii.
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3.4.3.2 Produgao de indol

Do crescimento das estirpes no meio de TSA contendo 1% de NaCl, foi
retirada uma aliquota com agulha de niquel-cromo e semeada em agar SIM
com 1% de NaCl. Procedeu-se a incubagao em estufa a 35°C por 48 horas.
Transcorrido o periodo de incubacéo, foi adicionado a cultura 1 mL de reativo
de Kovacs (p-dimetilaminobenzaldeido). A prova foi considerada positiva
quando do aparecimento de um anel vermelho no meio de cultura, indicando a
producao de indol a partir da degradacdo do aminoacido triptofano pela enzima

bacteriana triptofanase.

3.4.3.3 Hidrodlise da arginina e descarboxilagao de lisina e ornitina

Com o auxilio de uma alca de niquel-cromo foi feita a inoculagao de
cada cepa em trés tubos contendo o meio basal com 1% de NaCl, sendo
adicionado, separadamente, a quantidade de 5 mL para arginina, lisina e
ornitina. Paralelamente, cada cultura foi inoculada em um tubo contendo o
mesmo meio basal, porém sem qualquer aminoacido (controle). Apos a
inoculagdo em cada tubo foi adicionado 1 cm de 6leo mineral esterilizado
procedendo-se a seguir a incubagao dos tubos a 35°C por até 4 dias. O meio
inoculado torna-se amarelo como resultado da produgdo de acido oriundo da
glicose existente no meio basal. Quando a reagao positiva ocorre, 0 meio torna-

se alcalino, de cor purpura, e o tubo controle permanece acido, de cor amarela.
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3.4.3.4 Fermentacgao 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 incubacao a
35°C por 5 dias. Foram preparadas cinco baterias de tubos. A primeira com
0,5% de lactose, a segunda com 0,5% de sacarose, a terceira com 0,5% de
manose, a quarta com 0,5% de arabinose e a quinta com 0,5% de glicose. Aos
tubos contendo o meio basal e 0,5% de glicose foram acrescidos tubos de
Duhran invertidos, a fim de se determinar a produgao de gas. Foram realizadas
observacbes diarias para verificacdo da mudancga de coloracdo do meio de

purpura para amarelo, o que indica prova positiva.

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

Do crescimento em &gar triplice agucar ferro (TSl) contendo 1% de
NaCl, foi retirada uma aliquota com agulha de niquel-cromo e semeada em
tubos contendo 0,25 mL de solugao salina fisioldgica estéril. Foi adicionada
uma gota de tolueno em cada tubo com posterior agitagdo. Os tubos ficaram
em repouso por cinco minutos a temperatura de 35°C a 37°C. Em seguida, foi
adicionada uma solugéo tamponada de ONPG 13,3 mM na quantidade de
0,25mL. Os tubos foram incubados em banho-maria a 37°C. Foram realizadas
observacgdes apos 30 minutos, 1 hora e 24 horas de incubagdo. A positividade
da prova foi dada pela mudanga de coloragcdo do meio, de incolor para

amarelo, indicando a hidrélise do ONPG pela enzima 3-D-galactosidase.
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3.4.3.6 Tolerancia ao NaCl

A partir do crescimento em agua peptonada alcalina (APA) contendo 1%
de NaCl, foram retiradas aliquotas com al¢a de niquel-cromo e semeadas em
tubos contendo APA a 1% com cinco concentragbes 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 e observados apos o periodo de incubagéo. Os resultados
foram considerados positivos quando constatou-se crescimento da cultura

(turvacado do meio).

3.4.3.7 Prova do Voges-Proskauer

Do crescimento em TSA contendo 1% de NaCl foram retiradas aliquotas
com alga de niquel-cromo e semeadas em caldo MRVP, com incubagao a 35°C
por 96 horas. Apds o periodo de incubacao, foram adicionados para cada
mililitro de cultura 0,6 mL de Barrit | (solugdo de alfa-naftol a 5%) e 0,2 mL de
Barrit Il (hidroxido de potassio a 40%). A prova foi considerada positiva quando
do aparecimento de anel vermelho no meio de cultura, indicando a presencga do
acetil-metil-carbinol (acetoina), que na presenca do hidréxido de potassio e do
oxigénio atmosférico é convertida em diacetila, sendo convertida em complexo

vermelho sob a acao catalitica do alfa-naftol.
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3.5 Testes adicionais

3.5.1 Teste de reducgao do nitrato

A partir do crescimento em TSA contendo 1% de NaCl, foi retirada uma
aliquota com alga de niquel-cromo e semeadas em tubos contendo caldo
nitrato. Para culturas de bactérias ndo fermentadoras, o gas N,, pode ser
detectado colocando-se um tubo de Durham no tubo de caldo nitrato, e
incubado a 35°C por 1-5 dias. Havendo presenga de gas, o resultado é
considerado positivo para a denitrificagdo. Nao havendo produgao de gas ou se
o organismo for fermentador, adicionam-se diretamente a cultura, 5 gotas da
solucao 0,6% de N,N,dimetil-a-naftilamina e 5 gotas da solugéo 0,8% de acido
sulfanilico. Agita-se delicadamente os tubos e observa-se o resultado. O
desenvolvimento de uma cor vermelha no intervalo de 1 a 2 minutos indica
teste positivo. Se ndo houver o desenvolvimento da cor (nitrito ausente), deve-
se passar a ultima etapa do teste, que consiste em adicionar 20 mg de zinco
aos tubos. O desenvolvimento de uma cor vermelha é indicativo da positividade

do teste.

3.5.2 Teste da liquefacao da gelatinase

Do crescimento em TSA contendo 1% de NaCl foram retirados in6culos
e semeados com uma alga de niquel-cromo no meio agar gelatina, acrescido
de 1% de NaCl, com incubagdo a 35°C por 1-5 dias. Apds o periodo de
incubacado foi realizada a leitura dos tubos, sendo considerados positivos
aqueles que apresentaram crescimento causando turvagao e liquefacdo do

meio.
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3.5.3 Crescimento a 4°C, 35°C e 40°C

A partir do crescimento em agua peptonada alcalina (APA) contendo 1%
de NaCl, foram retiradas aliquotas com al¢a de niquel-cromo e semeadas em
tubos contendo APA a 1% de NaCl . Os tubos foram incubados a 4°C, 35°C e
40°C por 24 horas e observados apés o periodo de incubacdo. Os resultados
foram considerados positivos quando houve crescimento observado pela

turvacdo do meio.

3.5.4 Resisténcia a ampicilina 10ug

As cepas que apresentavam caracteristicas de Vibrio foram isoladas em
TSA contendo 1% de NaCl, sendo entdo inoculadas em tubos contendo
solugado salina a 0,85% de modo a se obter uma turvagdo equivalente a
turbidez do tubo 0,5 na escala de McFarland. A absorbancia foi aferida em
espectrofotdmetro (Micronal B542) variando entre 0,08 e 0,10, utilizando um
comprimento de onda de 625 nm, turbidez optica comparavel a solugao padrao
de McFarland. Das solugdes ajustadas, foram retirados in6culos com emprego
de “swab” e semeados no meio de Mueller-Hinton com 1% de NaCl. Os testes
de sensibilidade foram realizados de acordo com a técnica da difusdo em agar
conforme detalhamento em CLSI (2007), sendo testados os discos (labiclin)

impregnados com ampicilina (AMP) 10 ug.
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3.5.5 Resisténcia ao 0/129 10ug

As cepas caracteristicas de Vibrio e isoladas em TSA contendo 1% de
NaCl foram inoculadas em tubos contendo solugéo salina a 0,85% de modo a
se obter uma turvagado equivalente a turbidez do tubo 0,5 na escala de
McFarland. A absorbancia foi aferida em espectrofotdmetro (Micronal B542),
variando entre 0,08 e 0,10, utilizando um comprimento de onda de 625 nm. Das
solugdes ajustadas, foram retirados inéculos com emprego de “swab” e
semeados em placas contendo meio de Mueller-Hinton com 1% de NaCl. Em
seguida colocou-se o disco do agente vibriostatico O129/10ug e incubou-se a
35°C por 24h. A positividade do teste foi observada através da presenga de

uma zona de inibicdo ao redor do disco.

4. TESTES ESTATISTICOS

A técnica estatistica escolhida para se realizar os testes comparativos foi
o Coeficiente de Correlagao de Pearson (VIEIRA, 2003). Com o objetivo de
verificar a relagdo entre o tempo de coagulacdo da hemolinfa e a contagem de
Vibrio total, Vibrio SAC + e Vibrio SAC-, separadamente, para camardes com 4

g (chuvoso e estio) e com 8 g.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

O intervalo do tempo de coagulagao dos individuos com 4 g e com 8 g,
tanto no periodo chuvoso, como no periodo de estio apresentou os seguintes
resultados: fazenda A, 6” a 42” e 2” a 28”; fazenda B, 5" a 25" e 4” a 17,
fazenda C,5"a 15’ e 6” a 28” e nafazendaD, 3”a10”e 5”a 15".

Segundo Barraco; Perazzolo; Rosa (2004), a coagulagcdo da hemolinfa
rapida e eficiente € uma garantia para os animais aquaticos de circulagao
aberta como a dos crustaceos porque garante a rapida vedagcdo dos
ferimentos, evitando a perda da hemolinfa e impedindo a entrada de
microrganismos provenientes do ambiente aquatico.

A hemolinfa de camardes infectados por bactérias coagula lentamente,
necessitando de mais de um minuto em temperatura de 20 — 30°C, enquanto, a
hemolinfa de um animal sadio coagula em menos de um minuto. Ha,
entretanto, discordancia entre muitos autores com relagdo ao tempo de
coagulagao da hemolinfa, alguns citando como aceitavel apenas 20 segundos.
Durante uma infecgdo, o numero de hemdcitos pode reduzir drasticamente
devido ao seu envolvimento no sistema de defesa. O camardo quando
infectado pode apresentar sintomas tais como: natacao erratica, periodos de
desorientacdo e alterados com periodos de letargia, em casos mais graves
(SANTOS et al.,, 2005). O monitoramento do tempo de coagulacdo da
hemolinfa € comumente utilizado pelos carcinicultores brasileiros para avaliar o
estado de saude dos camardes, porém, nao existe um valor referencial que
possa ser adotado, com seguranca, para essa avaliacdo (FRELIER; LOY;

REDDINGTON; 2004).
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E interessante salientar que a hematologia e a bioquimica clinica, duas
ferramentas em medicina humana e veterinaria, sejam ainda tdo raramente
empregadas como instrumento de diagndstico em patologias de crustaceos.
Somente o tempo de coagulacdo e os hemogramas tém sido utilizados no
diagnostico de enfermidades em camardes cultivados (LIGHTNER, 1996). Na
carcinicultura, essas ferramentas como indicadores da saude vém sendo
comumente utilizadas, apesar da grande variabliidade em seus valores de
referéncia, mesmo dentro de uma mesma populagdo, sexo e estagio de
desenvolvimento. Os parametros hemato-imunolégicos mais comumente
empregados em crustaceos sao: (1) hemogramas (contagem total e diferencial
de hemocitos), (2) coagulagdo da hemolinfa, (3) atividade da enzima PO, (4)
indice fagocitico, (5) producédo de ROls, (6) atividade antimicrobiana, (7) titulo
hemaglutinante do plasma e (8) concentracao de proteinas totais da hemolinfa.
Outros parametros, contudo, comecam a ser implementados, como a atividade
da lisozima hemolinfatica, produgédo de RNIs e atividade do inibidor de protease
a2M (BARRACO; PERAZZOLO; ROSA,; 2007).

Os resultados das contagens padrdao em placas (CPP) das unidades
formadoras de colénias (UFC) de Vibrio nas amostras de hemolinfa dos
camardes no periodo chuvoso encontram-se descritos nas Tabelas 1 e 2. Foi
observada uma variagao de 2,13 x 10* a 28,70 x 108 UFC/mL est. de Vibrio
total em todas as contagens. Quando foram contadas separadamente as
colonias sacarose negativas e positivas, os valores obtidos para os camardes
com peso médio de 4 g foram: < 6,0 a 14,64 x 10°UFC/mL (SAC-) e < 6,0 a
12,72 x 10° UFC/mL (SAC+). Na hemolinfa dos camardes com 8g a variagéo foi

de < 6,0 a 1,8 x 10° UFC/mL (SAC-) e de < 6,0 a 15,18 x 10°UFC/mL est.
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(SAC+). Do numero total de camardes analisados (240) no periodo chuvoso,

20% (4 g) e 3,33% (8 g) apresentaram vibrios em suas hemolinfas.

Tabela 1. Contagens padrao em placas (CPP) total e logaritimizada (log10) e
valores maximos e minimos e de colbnias sacarose negativas e positivas,
expressa em unidade formadora de colénias (UFC/mL) de Vibrio, em amostras
de hemolinfa de camardo com o peso de 4 g, no periodo chuvoso.

Contagem em Hemolinfa de camarao com 4g (UFC/mL)

Vibrio spp. Colonias Sacarose - Coldnias Sacarose +
Fazendas Total logtotal | MIN MAX log MIN MAX log
A 873x108 6,94 <60 | 768x108 5,86 =60 | 10,9 10° 6,02
B 1,05x 107 702 <60 | 27x10* 443 <60 | 105x%10%| 6,02
C 287x107est| 746 | <60 |1464x10°| 716 | <60 |1272x10°] 71
D 174x10° | 624 | <60 | 174x10° | 624 | <60 |495x10°| 569

est. - estimado

Tabela 2. Contagens padréao em placas (CPP) total e logaritimizada (log10) e
valores maximos e minimos e de col6nias sacarose negativas e positivas,
expressa em unidade formadora de colénias (UFC/mL) de Vibrio, em amostras
de hemolinfa de camarao com o peso de 8 g, no periodo chuvoso.

Confagem em hemolinfa de camardo com 8 g (UFCImL)

Vibrio spp. Coldnias Sacarose - Colonias Sacarose +
Fazendas Total logtotal | MIN MAX log MIN MAX log
A 213 x 104 433 <60 | 45x10° 365 <60 | 168x10* | 423
B 4 59x 108 6,66 <60 | 18x10° 525 <60 | 447x10° | 665
C 1518 x 10%st| 7,18 <60 < 078 <60 |15,18x 10%st| 718
D 213x 104 433 <60 | 45x10° 365 <60 | 168x10° | 423

est. - estimado

No periodo de chuvoso as fazendas A, B e D a CPP de Vibrio e de Vibrio

(SAC-) na hemolinfa dos camarbées com 4 g foram maiores do que os

observados na hemolinfa dos camarbes de 8 g. Este comportamento nao foi

confirmado pra fazenda C, pois os valores de Vibrio total e de Vibrio (SAC+)

foram maiores nos camardes com 8 g em relacéo aos de 4 g.

Vieira (2008) pesquisando a relacdo do tempo de coagulacdo com a

quantidade de Vibrio em hemolinfa de camardes cultivados em trés fazendas
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do Estado do Ceara, durante o periodo chuvoso, obteve valores de CPP de
Vibrio variando de 10 a 2 x10® UFC/mL, sendo esses valores inferiores aos
encontrados na presente pesquisa.

Em contrapartida, Silva (2007) encontrou uma variagdo no numero de
vibrios totais entre 1,0 x 10 e 1,1 x 10° UFC/mL na hemolinfa de camardes
cultivados em Pernambuco. Os valores encontrados pelo autor corroboram
com os dados observados na pesquisa.

No periodo de estio, as CPPs de Vibrio na hemolinfa das amostras das
quatro fazendas variaram de 9,0 x 10> UFC/mL est. a 2,0 x 107 UFC/mL. Ao
separar as colénias sacarose negativas das positivas, os valores obtidos para
os camardes com 4 g variaram de < 6,0 a 1,71 x 10*UFC/mL (SAC-)e < 6,0 a
5,40 x 10* UFC/mL (SAC+). As contagens de vibrios para os camardes com 8 g
variaram de < 6,0 a 4,02 x 10° UFC/mL (SAC-) e <6,0a 2,0 x 107 UFC/mL est.
(Tabelas 3 e 4). Do total de camardes analisados (240), no periodo de estio,
7,90% (4 g) e 18,33% (8 g) apresentaram vibrios em suas hemolinfas.

Tabela 3. Contagens padrao em placas (CPP) de total e logaritimizada (log10)
e valores maximos e minimos e de colénias sacarose negativas e positivas,

expressa em unidade formadora de colénias (UFC/mL) de Vibrio, em amostras
de hemolinfa de camarao com o peso de 4 g, no periodo de estio.

Contagem em hemolinfa de camardo com 4 g (UFCimL)
Vibrio spp. Colonias Sacarose - Colonias Sacarose +
Fazendas | Total | logtotal | MIN MAX log MIN MAX | log
A 1110t | 42 <60 | 17104 423 <60 | 16x10° | 335
B O0x10%st | 2% <60 [90x10%st| 295 <6 <60 | 078
C 2A0x10F | 473 <60 [60x10%st| 278 <60 | 940x10* | 473
D 87 x10° 3 <6 Gl 078 <60 | 87x10° | 394

est. - estimado
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Tabela 4. Contagens Padrao em placas (CPP) total e logaritimizada (log10) e
valores maximos e minimos e de colbnias sacarose negativas e positivas,
expressa em Unidade Formadora de Colbnias (UFC/mL) de Vibrio, em
amostras de hemolinfa de camarao com o peso de 8g, no periodo de estio.

Contagem de Vibrio spp. Hemolinfa de camaréo com 8g (UFCImL)
Vibrio spp. Colonias Sacarose - Coldnias Sacarose +

Fazendas Total logtotal | MIN MAX log MIN MAX log

A 90x10%est 295 | <060 | 60x10%st] 278 | <60 | 30x10Pest | 247

B X X X X X X X X

c 180x107 | 725 | <60 | 4020105 | 66 | <60 | 180x10 | 725

D | 20xi0est | 732 | <60 |43x10%st| 382 | <60 | 20x10est | 732

1 1

x — despescado antes da amostragem
est. — estimado

A fazenda A apresentou valores elevados para vibrios totais,Vibrio
(SAC-) e Vibrio (SAC+) na hemolinfa dos camarbes com 4 g quando
comparados aos de 8 g. Ja nas fazendas C e D as CPPs de vibrios totais e de
Vibrio (SAC+) dos camardes com 4 g foram menores do que as dos camardes
com 8g. As CPP de Vibrio (SAC-) na hemolinfa dos camarbes de 4 g da
Fazenda D foram tdo baixas que na menor diluicdo ndo foram detectaveis, o
mesmo fato se repetiu para os valores minimos apresentados pelos camardes
de 8 g da mesma fazenda. Mesmo os valores maximos de CPP de Vibrio SAC-
e SAC+ para as hemolinfas dos camardes de 8 g dessa fazenda foram
apresentados em contagens estimadas, 0 que minimiza sua importancia.

Gomez-Gil et al. (1998), quantificando Vibrio spp. na hemolinfa do
camarao Penaeus. vannamei, encontraram valores variando de 3 x10%*a 1,60 x
10%, UFC/mL. Os indices encontrados pelos autores sdo semelhantes aos
resultados obtidos na presente pesquisa, ficando mais evidenciados para as
contagens de vibrios observados nas fazendas B e D no periodo chuvoso e

para fazenda A no estio.
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Na pesquisa realizada por Gopal et al. (2005) enumerando a CPP de
Vibrio em amostras de hemolinfa do camarao cultivado na costa leste e oeste
da india, os indices obtidos variaram entre 1,52 x 10° e 4,36 x 10* UFC/mL,
valores semelhantes aos encontrados no presente estudo.

Em contrapartida,Vieira (2008) pesquisando a relacdo do tempo de
coagulagdo com a quantidade de Vibrio em hemolinfa de camardes cultivados
em trés fazendas do Estado do Ceara na estacdo seca obteve os seguintes
resultados: 1x 10° a 2,8 x 10* UFC/mL, com o tempo de coagulagéo variando
entre 16” a 55”. Apesar de terem sido coletados no periodo de estio, os indices
discordam dos nossos achados.

De acordo com Santos et al. (2005), uma biomassa bacteriana menor
que 300 UFC/mL na hemolinfa do camarao é considerada normal. Nos dois
periodos, 75% dos exemplares do crustaceo apresentaram valores de Vibrio
bem mais elevados discordando da afirmacao do autor.

Tanto no periodo chuvoso como no estio, ndo houve deteccdo de
vibrios, ou a quantidade era tdo pequena que o método nao detectou, em 25%
das hemolinfas dos camardes analisados (Tabelas 1, 2, 3, e 4) .

A analise estatistica demonstrou que nao ha relagdo entre o tempo de
coagulacdo da hemolinfa e a contagem de Vibrio total, Vibrio SAC + e Vibrio
SAC-; provando assim que esse parametro para se detectar a presenca de
epizootias em camardes é duvidoso.

De acordo com Dantas (2008), a determinagédo da carga de vibrios nao
deve ser dissociada da anamnese dos animais, 0 que permite concluir um
diagnostico preciso. Entretanto, Lightner (1977) afirma que a deteccdo da

bactéria na hemolinfa ja possibilita um diagndstico sugestivo de septicemia.
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Segundo SUNG et al. (1999), o aumento no numero de Vibrio em
camardes esta associado a uma significativa mudanga na comunidade desse
género na agua dos viveiros, o que per si possibilitaria o desencadeamento de
vibrioses.

Durante o periodo da pesquisa ndao foram registrados elevados indices
de mortalidades nas fazendas estudadas. As taxas de sobrevivéncia no
periodo chuvoso foram: 73,7% para fazenda A; 91,8% para fazenda B e 95%
para fazenda C. A fazenda D nao disponibilizou o dado, nem para o periodo
chuvoso e nem para o de estio. Pesquisadores do Centro de Diagndsticos de
Enfermidades de Camarao Marinho (CEDECAM) — LABOMAR — UFC, depois
de analisar histopatologicamente camarbes da mesma origem, coletados no
periodo chuvoso, constataram vibrioses ao encontrarem lesdes nos tubulos do
hepatopancreas e nas branquias em 40% das amostras dos camardes da
fazenda A; em 58% da fazenda B; e em 87% para os das fazenda C. As
analises das amostras coletadas na fazenda D ndo foram liberadas até o
momento. Os dados sugerem que o agente causador das alteragdes teciduais
possa ser bactérias do género Vibrio. Os valores relacionados com o periodo
de estio ndo foram tabulados pelo laboratdrio.

As fazendas A e B encontram-se localizadas no litoral leste, proximas ao
estuario do Rio Jaguaribe. Na planicie fluvial do Rio Jaguaribe estao instaladas
36 fazendas de camardo, compreendendo uma area total de 413 ha,
identificando-se 32 em operagdo (350 ha) e quatro desativadas. O
desenvolvimento da carcinicultura na regiao instiga a especulagao sobre os
aspectos ambientais inerentes as etapas de producgao e, consequentemente,
aos impactos provocados nos ecossistemas naturais. Os autores relatam que

os efluentes das 32 fazendas pesquisadas, gerados pela troca de agua dos
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viveiros e pela despesca, sdo langados nos corpos d’agua sem tratamento
prévio. O Rio Jaguaribe é destino final dos efluentes de 14 fazendas. O
langamento desses efluentes no Rio Jaguaribe é um risco para a saude publica
local, cujas aguas abastecem a populagdo das cidades de Russas,
Jaguaruana, Quixeré e ltaigaba (FIGUEIREDO et al., 2005),.

O estuario do Rio Acarau, onde estido localizadas as fazendas C e D,
esta a oeste de Fortaleza e compreende uma area equivalente a 14.500 km?
(ARAUJO; FREIRE, 2007). Préximo ao estudrio existem 32 fazendas de
carcinicultura. De acordo com Brito et al. (2004), essa grande quantidade de
fazendas proximas as areas do estuario contribui para o excesso de matéria
organica no ambiente e, consequentemente, para o aumento da comunidade
bacteriana.

O crescente numero de fazendas de camardao proximas as areas
estudadas levanta a preocupagado com a qualidade da agua e com a saude dos
camardes cultivados nelas. Felizmente, a maioria dos carcinicultores ja
reconhece a importancia do género Vibrio no ambiente de cultivo, uma vez que,
a seguranca dos niveis viaveis para bactérias heterotroficas e para as espécies
de vibrios € comumente utilizada como indicador de saude ambiental.
Contagens bacterianas de rotina desses grupos na agua, hepatopancreas e
hemolinfa dos camarées s&o comuns no monitoramento da saude dos animais
(LOPEZ-TORRES, 2001).

A qualidade do ambiente de cultivo € um fator que merece destaque. Os
fatores ambientais podem se caracterizar como agentes estressantes,
desencadeando condi¢cdes favoraveis a instalacdo de processos infecciosos
nos camardoes. Temperaturas e pH extremos, baixas concentracdes de

oxigénio dissolvido, mudangas abruptas na salinidade e presenga de
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substancias toxicas sdo agentes estressantes em potencial, associados ao
desequilibrio no ambiente e a baixa qualidade da agua. A captagdo de agua
contaminada, a aquisigdo de pos-larvas com elevada carga viral ou de baixa
qualidade nutricional e a presenga excessiva de outros organismos
(dinoflagelados e cianoficeas) no ambiente de cultivo também podem causar
enfermidades nos camardes (SOULAP, 1999). O estresse provoca o declinio
das defesas naturais dos camardes deixando-os enfraquecidos e sujeitos a
infeccbes, até mesmo por microrganismos oportunistas, como é o caso das
doencgas provocadas por bactérias Gram negativas do género Vibrio ou
Pseudomonas (SMITH; BROWN; HAUTON, 2003).

Diversos estudos em crustaceos demonstram a habilidade de algum
fator estressante influenciar no desenvolvimento bacteriano na hemolinfa
(NOGA; ARROLL; FAN, 1996). Jussila et al. (2001 ) afirmam que o tempo de
coagulagcdo da hemolinfa pode aumentar sob um estresse fisiolégico ou
durante uma infeccdo. Segundo Perazzolo et al. (2002), o estudo do
comportamento hemato-imunolégico do camarédo Farfantepenaeus paulensis
em diferentes parametros ambientais e fisiologicos, tais como: salinidade,
ablacao das fémeas e exterminagao do espermatoforo masculino, comprovou a
reducdo nos niveis de hemdcitos, na concentracdo da proteina total e na
atividade anticoagulante. Em outro trabalho realizado por Hsieh et al. (2008) foi
observado que na resposta imune e fisioldgica do camarédo Penaeus vannamei
frente ao Vibrio alginolyticus, apos 72 h de exposigédo, ocorreu decréscimo de
glicose, lactato e de lipidios na hemolinfa.

Boonyaratpalin (1990) observou um numero reduzido de Vibrio spp. na
hemolinfa de camarbes aparentemente saudaveis. A presenga do patdgeno

gera um processo inflamatério, seguido da melanizacdo, tendo como
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consequéncia o surgimento de manchas negras indicando necroses
localizadas. Através dessas e de outras pesquisas, pode-se avaliar que o fator
estresse afeta de alguma forma o sistema imunolégico dos camardes, deixando
assim, uma porta de entrada para agentes oportunistas.

As amostras analisadas confirmam a idéia proposta por Lightner (1977)
de que a hemolinfa deve ser, se nao estéril, pelo menos pouco contaminada. O
que nao isenta a presenca de vibrios na hemolinfa de camardo, mesmo se o
tempo de coagulacgao for baixo.

Os resultados das contagens de vibrios (SAC— e SAC+) nas quatro
fazendas no periodo chuvoso, quando aplicado log 10, variaram de 0,78 a 7,18
log de UFC/mL. No periodo de estio esses numeros variaram de 0,78 a 7,32

log de UFC/mL (Tabelas 1, 2, 3 e 4 e Figura 11 e 12).
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Figura 11. Grafico do comportamento das Contagens Padrdo em Placas (CPP) dos vibrios em Unidade Formadora de

Colbnias por mililitro (expressas em Log de UFC/mL) em amostras de hemolinfa de camardo Litopenaeus

vannamei com 4 g e 8 g, coletados em quatro fazendas de cultivo, durante o periodo de chuva.
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Figura 12. Grafico do comportamento das Contagens Padrdao em Placas (CPP) dos vibrios em Unidade Formadora de Colbnias

por mililitro (expressas em Log de UFC/mL) em amostras de hemolinfa de camarao Litopenaeus vannamei com 4 g e 8

g, coletados em quatro fazendas de cultivo, durante o periodo de estio.
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Ao analisar-se os resultados, é visivel a predominancia dos vibrios
sacarose positivas na hemolinfa dos camardées no periodo chuvoso. Menezes
(2005) ressalta que € comum os carcinicultores correlacionarem e controlarem
as quantidades de vibrios sacarose positiva e negativa nos viveiros a fim de
evitar o aparecimento de infecgdes. No entanto, ndo existe base cientifica que
possa comprovar essa relacado, podendo tanto vibrios sacarose positivas como
negativas ser causas de infeccdo em animais aquaticos (VIEIRA et al., 2000).

Durante os periodos chuvoso e estio a temperatura da agua se manteve
entre 28°C e 30°C, caracteristica de aguas tropicais, o que favorece a
proliferagdo de vibrios. Em estudo realizado por Thompson et al. (2004) sobre
a diversidade e dindmica de comunidade de vibrio na costa do Atlantico Norte,
a temperatura se mostrou fundamental para ocorréncia de vibrios na agua,
sendo detectado um aumento na populacao de vibrios durante o verao, quando
as temperaturas alcangaram 30°C, fato também observado na presente
pesquisa.

Estudos relacionados com o comportamento sazonal das espécies de
vibrios patogénicos em ambientes naturais sdo encontrados na literatura
cientifica (BARBIERI et al., 1999). Cavallo; Stabili (2004), em pesquisa sobre a
biodiversidade de vibrios em aguas da costa italiana, ressaltaram a correlagéo
existente entre a temperatura da agua e a presenca de vibrios. Esses autores
encontraram uma relacdo positiva entre a presenca de V. wulnificus, V.
mimicus, V. cholerae nao O1, V. logei, V. hollisae, V. diazotrophicus e V.
aestarinus e a temperatura das aguas de onde provinham as cepas. Outras
pesquisas retratam a diversidade das estirpes isoladas dos sistemas de

aquicultura marinha (GOMEZ-GIL et al.,1998). Mendes et al. (2007) avaliaram
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exames a fresco associado a contagem e identificaram Vibrio spp. em
camardes marinhos Litopenaeus vannamei e detectaram uma grande
diversidade de vibrios nos periodos de estio e chuvoso no Estado de
Pernambuco. As espécies encontradas foram: V. parahaemolyticus, V.
mediterranei, V. damsela, V. vulnificus, V.carchariae, V.anguillarum, V.
metschnikovii, V. proteolyticus, V. hollisae, V. halioticoli, V. proteoliticus, V.
harveyi e V. mimicus.

Foram isoladas 205 cepas de Vibrio da hemolinfa dos camarbes das
quatro fazendas, nos periodos de estio e chuvoso. Dessas, 114 foram isoladas
no periodo chuvoso e 91 no periodo de estiagem. Das 114 cepas isoladas da
hemolinfa dos camardes na estagcao chuvosa, 93 (81,57%) foram identificadas
até espécie (Tabela 5). No periodo de estio esse valor foi de 76 (83,51%)
(Tabela 6).

O maior numero de isolamento recaiu sobre Vibrio spp. (ndo tendo sido
possivel a identificagdo dessas cepas até espécie), seguido de Vibrio
coralliilyticus, V. parahaemolyticus, V. pelagius IlI, V. alginolyticus, V.
mediterranei, V. mimicus, V. vulnificus B1, e outros com numeros inferiores ou

iguais a trés cepas (Tabela 5).
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Tabela 5. Cepas de Vibrio isoladas das amostras de hemolinfa de camardes
(Litopenaeus vannamei) com 4 g e 8 g, cultivados em quatro
fazendas no Estado do Ceara, durante o periodo chuvoso.

Espécies Vibrio Numero de isolados
Vibrio spp 21
Vibrio coralliilyticus
Vibrio parahaemolyticus
Vibrio pelagius I
Vibrio alginolyticus
Vibrio mediterranei
Vibrio mimicus
Vibrio vulnificus B1
Vibrio diabolicus
Vibrio harveiy
Vibrio campelli
Vibrio hepatarius
Vibrio cholerae
Vibrio pelagius |
Vibrio litoralis
Vibrio diazonotrophicus
Total

N
o
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Nas amostras de hemolinfa coletadas durante o periodo de estio foram
identificadas as espécies: Vibrio pelagius I, Vibrio spp., V. coralliilyticus, V.
mimicus, V. orientalis, V. diazonotrophicus, V. campelli, V. rumoiensis e outros

em numeros inferiores ou iguais a 3 cepas.
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Tabela 6. Cepas de Vibrio isoladas das amostras de hemolinfa de camardes
(Litopenaeus vannamei) com 4 g e 8 g cultivados em quatro
fazendas do Estado do Ceara, durante o periodo de estio.

Espécies Vibrio Numero de isolados
Vibrio pelagius |l 20
Vibrio spp 15
Vibrio coralliilyticus 13
Vibrio mimicus 10
Vibrio orientalis 9
Vibrio diazonotrophicus 5
Vibrio rumoiensis 4
Vibrio campelli 4
Vibrio mediterranei 3
Vibrio vulnificus B1 2
Vibrio parahaemolyticus 2
Vibrio litoralis 2
Vibrio ponticus 1
Vibrio alginolyticus 1
Total 91

Observou-se maior diversidade de Vibrio nas amostras de hemolinfa de
camardes no periodo chuvoso do que no estio. No entanto, este fato nao
descarta a possibilidade da ocorréncia de surtos de vibriose nos camardes, em
ambos os periodos, uma vez que se trata de bactérias oportunistas.

A distribuicdo em porcentagem de espécies isolada da hemolinfa de
camaréao, nos dois periodos estudados, encontra-se exposta nas Figuras 13 e

14.
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Figura 13. Distribuicdo em porcentagem dos 114 isolados de Vibrio das
amostras de hemolinfa do camardo marinho Litopenaeus
vannamei com 4 g e 8 g no periodo chuvoso.
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Figura 14. Distribuicdo em porcentagem dos 91 isolados de Vibrio das
amostras de hemolinfa do camardo marinho Litopenaeus
vannamei com 4 g e 8 g no periodo de estio.
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Os numeros de cepas de Vibrio spp. isoladas no presente estudo, nos
periodos sazonais (chuvoso e estio) foram elevados, concordando com
Thompson; Frelier; Lawrence (1994) que afirmam que concentracédo de Vibrio
spp. varia temporariamente dentro dos viveiros durante o ciclo completo de
cultivo de camardes.

Espécies novas de vibrios foram isoladas na presente pesquisa, dentre
as quais destacam-se: Vibrio coralliilyticus, V. litoralis e V. ponticus. A espécie
V. coralliilyticus foi confirmada em numeros relativamente altos, nos dois
periodos. Os trabalhos com essa espécie relatam sua alta patogenicidade em
relacdo aos corais. Segundo Haim; Kerem; Rosenberg (2003), V. coralliilyticus
pode causar necrose nos tecidos do coral Pocillopora damicornis quando
incubado em temperaturas entre 27 e 29°C.

V. litoralis foi isolada recentemente do Mar da Coréia. Segundo Nam et
al. (2007), a espécie possui uma similaridade com Vibrio rumoiensis chegando
a 98,65%, podendo crescer & temperatura de até 45°C. E possivel que o
isolamento dessas espécies durante o estio, seja influenciado pelas altas
temperaturas encontradas nos locais de coleta pois a temperatura da agua se
manteve entre 28°C e 30°C.

Macian et al. (2004) isolaram Vibrio ponticus de peixes dourados
(Sparus aurata), de mexilhdes e da agua do mar na costa mediterranea da
Espanha. Os autores observaram que esta espécie possui uma similaridade
com as especies V. fluvialis e V. furnissii, sendo que esta espécie €, segundo
Hosseini et al.(2004) indigena de ambiente marinho e do camarao.

As espécies que predominaram nos periodos estudados foram: V.

coralliilyticus, V. parahaemolyticus, V.pelagius 1l V. alginolyticus, V.
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mediterranei, V. mimicus, V. vulnificus B1. Essas espécies tém importancia nos
cultivos por estarem relacionadas com surtos de vibriose nos camardes.

Na pesquisa realizada por Gopal et al. (2005) sobre a ocorréncia de
espécies de Vibrio em hemolinfa de camardes da costa leste e oeste da india,
foi relatada a predominancia de trés espécies: V. alginolyticus, V.
parahaemolyticus e V. pelagius. As espécies observadas pelo autor sdo as
mesmas identificadas na presente pesquisa.

Sung et al. (2001) observaram altos indices de mortalidades no cultivo
do camardao Penaeus monodon em Taiwan, associadas as espécies V.
parahaemolyticus e V. harveyi. Vaseeharan; Ramasamy (2003) retrataram que
a presenga de V. parahaemolyticus em corpos aquaticos destinados ao cultivo
de camarbes € um fator relevante, uma vez que algumas cepas podem
provocar doengas nos peneideos. Outrossim, Longyant et al. (2008)
observaram através de estudos histologicos que V. parahaemolyticus e V.
vulnificus sao responsaveis por infeccdes no hepatopancreas do camarao
Penaeus vannamei. Martins (2003) enfatizou que a presenca das espécies V.
vulnificus, V. alginolyticus, V. harveyi e V. fluvialis pode indicar um risco para a
saude dos camardes por serem espécies que estdo associadas com
enfermidades em varios cultivos de camardo marinho no mundo. Essas
pesquisas ressaltam a importancia dos estudos relacionados com a sanidade
dos organismos aquaticos.

V. harveyi € um patogeno responsavel pelo fenémeno de luminescéncia
associado a elevadas mortalidades no estagio larval dos camardes peneideos
(CHRISOLITE et al.,, 2008). De acordo com Lavilla-Pitoggo et al. (1990), a

vibriose luminescente € uma enfermidade de grande importancia nos cultivos
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de Penaeus monodon nas Filipinas. Diggles et al. (2000) enfatizam que a
espécie €& responsavel por altas mortalidades em cultivos quando a
temperatura da agua esta em torno de 20°C. Os animais afetados ficam com o
corpo opaco, apresentando manchas vermelhas pequenas e com o0s
pereidopodos e as extremidades ligeiramente luminosas.

V. alginolyticus foi detectado na hemolinfa dos camarbes nas duas
estacbes analisadas. A espécie € um importante patdégeno para a aquicultura,
pois causa danos nos cultivos de camardes (HORMANSDORFER et al., 2000).
Vandenberghe et al. (1998) observaram que durante a producdo de P.
chinensis a presenca V. alginolyticus foi a espécie bacteriana predominante no
estagio larval de camardes saudaveis. Apesar de causar doengas em animais
aquaticos, essa espécie tem sido utilizada como probidtico. De acordo com
Goméz; Balcazar; Shen (2007), o uso de Vibrio alginolyticus como probidtico é
recomendado para aumentar a sobrevivéncia e crescimento do camarao
Litopenaeus vannamei, permitindo aparentemente a exclusdo competitiva entre
bactérias potencialmente patogénicas, reduzindo ou eliminando a necessidade
da profilaxia antibiética na larvicultura de sistema intensivo.

O isolamento do V. mimicus foi acentuado nos camardes analisados
corroborando com a afirmacdo de Karunasagar; Otta; Karunasagar (1997) de
que a bactéria esta relacionada com infecgdes secundarias em camardes
Penaeus monodon. Chowdhury et al. (1991) relatam que V. mimicus pode ser
isolado em grande quantidade no ambiente, incluindo em ostras, camaroes,
rios e em aguas salobras.

Para Olafsen (2001), um nivel elevado de heterogeneidade microbiana

nos sistemas de cultivo pode muitas vezes contribuir para reduzir a
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vulnerabilidade dos animais. Entretanto, Zhang; Austin (2000) afirmam que o
numero elevado de vibrios na aquicultura marinha é ameacga para os animais,
uma vez que varias delas podem causar doencgas infecciosas.

Na presente pesquisa, foi constatada a presenca de estirpes
patogénicas ao homem, que merecem destaque, a saber: V. parahaemolyticus,
V. cholerae e V. vulnificus. Concordando com essa pesquisa, Gopal et al.,
(2005) alertaram para a qualidade bacteriolégica do camarado cultivado em
aguas ricas em vibrios, principalmente V. cholerae e V. parahaemolyticus, pois
essas especies estdo associadas a gastrenterites em humanos.

V. parahaemolyticus é um patégeno humano e estd amplamente
distribuido no ambiente marinho. Esse microrganismo é freqlientemente
isolado de mariscos, particularmente de ostras (SU; LIU, 2007). Segundo
Pereira et al. (2007) V. parahaemolyticus representa uma bactéria emergente
devido a sua associagao com surtos epidémicos apos o consumo de alimentos,
em especial pescados consumidos in natura ou ligeiramente submetidos a
coccgao. Os sintomas mais frequentes da doenca sao: diarréia aquosa, colicas
abdominais, nauseas, vomitos, dores de cabeca e febre. Na cidade de
Cascavel (CE) ocorreu um surto de gastrenterite atingindo adultos e criancas. A
analise microbiolégica das fezes de uma criangca, acometida com a doenca,
revelou a presenca de V. parahaemolyticus (HOFER, 1983). Em pesquisa
realizada em pescadores do municipio de Raposa (MA), foi constatada que
uma das bactérias responsaveis pelas lesbées cutdaneas era V.
parahaemolyticus (42,8%) (RODRIGUES, et al., 2001) Essas Infecgbes

instalam-se apds exposicao a ambientes aquatico e as lesbes comegam com
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feridas pequenas, as vezes ja preexistentes, ou através de laceragbes
causadas por acidentes no local de trabalho (LEVINE; GRIFFIN, 1993).

Segundo Hofer; Silva (1986), algumas cepas hemoliticas de V.
parahaemolyticus Kanagawa positivas, sao geralmente isoladas de material
fecal de pacientes com gastrenterite, enquanto que as isoladas de amostras
ambientais e de alimentos sdo, em cerca de 99% dos casos, Kanagawa
negativas, mesmo se referidos alimentos estiverem envolvidos em casos de
toxinfecgéo.

V. cholerae, nao aglutinavel, foi isolado somente no periodo chuvoso,
corroborando com Castro-Rosas; Escartin (2002) de que os fatores e
mecanismos que afetam a sobrevivéncia de V. cholerae no ambiente aquatico
nao estdo completamente esclarecidos. Sabe-se que este patégeno é capaz de
se agregar a outras superficies bioticas: fitoplancton, zoopléncton e nas
carapacgas de crustaceos. Essa afirmacéo é demostrada na pesquisa realizada
por Gongalves et al. (2004), onde cinquenta e cinco isolados de V. cholerae
nao O1 foram provenientes de 14 amostras de zooplancton. As superficies
desses organismos favorecem as condi¢cdes de sobrevivéncia para o patdégeno
se proteger contra fatores ambientais estressantes (COSTERTON et al., 1987).

V. cholerae é um dos mais conhecidos vibrios que causam
patogenicidade aos humanos por ser o disseminador da cdélera, uma doenca
epidémica e pandémica (MENEZES, 2005). Nogueira; Rodrigues; Hofer (2002)
destacam que V. cholerae sorogrupo O1, independente do sorotipo, € capaz de
se manter em agua com salinidades abaixo de 0,5%. e em diferentes
temperaturas por periodos suficientes para sua disseminacdo através de

‘corpos de agua”, demonstrando a necessidade de monitoramento constante
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em areas de possivel contaminacdo, principalmente onde a agua é utilizada
para o consumo, evitando assim, a disseminagdo da doengca para as
populacdes proximas a esses ambientes.

V. wvulnificus biétipo 1 foi isolado nas estacbes sazonais pesquisadas.
Segundo Biosca et al. (1996), essa espécie € um patdégeno humano
oportunista, capaz de causar septicemia primaria, apos a ingestao de moluscos
crus. Essa espécie encontra-se distribuida na superficie ou em organismos
marinhos e estuarinos de vertebrados e invertebrados, sendo, na maioria dos
casos, comercialmente importantes no mundo (PARVATHI et al., 2004).

Foram observados altos valores de Vibrio nas amostras de hemolinfa
dos camardes cultivados. Apesar da diversidade encontrada nas amostras de
hemolinfa, ndo se pode afirmar qual espécie é mais prejudicial aos camardes,
j@ que os fatores de viruléncia das espécies do género Vibrio sdo muito

variaveis entre elas e mesmo entre individuos de uma mesma espeécie.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Foram observadas altas contagens de Vibrio na hemolinfa dos camardes

cultivados em todas as fazendas estudadas.

Os camardes provenientes das fazendas C e D, localizadas no estuario
do Rio Acarau, apresentaram numeros de Vibrio em suas hemolinfas mais
altos do que os camardes provenientes de fazendas situadas no Estuario
do Rio Jaguaribe no periodo de estio. No periodo chuvoso a fazenda C
foi a que apresentou camardes com hemolinfas mais contaminada.
Os camaroes oriundos das fazendas C e D, tanto com 4 g como com 8
g, apresentaram maiores quantidades de Vibrio SAC+ do que SAC- em
suas hemolinfas. Na fazenda A ocorreu o contrario, mais SAC- do que
SAC+ nos dois tamanhos de camarao no periodo de estio. No periodo
de estio a hemolinfa dos camardes com 8g das Fazendas C e D estava
mais contaminada com Vibrio do que a hemolinfa dos camardes com 4 g
das mesmas fazendas.
De uma maneira geral, as contagens de Vibrio total nas hemolinfas de
camarao de 4 g e 8g foram mais altas no periodo chuvoso .
A fazenda A foi a que apresentou camardes com a hemolinfa com o
tempo de coagulagdo maior, entretanto a fazenda C foi a que
apresentou numeros mais altos de Vibrio na hemolinfa dos camardes, o
que necessariamente nao implica em mortalidade pois a referida
fazenda foi a que apresentou maior taxa de sobrevivéncia dos animais.
Ndo houve correlacdo entre a quantidade de vibrios presentes na

hemolinfa e o tempo de sua coagulagéo.
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Nas amostras de hemolinfa dos camardes as espécies que
predominaram nos periodos estudados foram: V. coralliilyticus, V.
parahaemolyticus, V. pelagius I, V. alginolyticus, V. mediterranei, Vibrio

mimicus e V. vulnificus B1.
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