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Resumo

Foram realizadas 16 coletas, oito no periodo chuvoso e oito no periodo de estio, em quatro fazendas de carcinicultura
do Estado do Ceara, nos estuarios dos rios Jaguaribe (fazendas A e B) e Acarat (fazendas C e D), totalizando 32
amostras. O objetivo da pesquisa foi quantificar e identificar Vibrio spp. nas amostras de dgua e sedimento. Os valores
maximos da Contagem Padrdo em Placas (CPP) de Vibrio spp. encontrados para as amostras de dgua, no periodo
chuvoso, foram de 5.10° UFC/mL est. e, para o sedimento, de 7,5.10° UFC/g est. No periodo de estio, a CPP méaxima
para agua foi de 4,35.10> UFC/mL est. e de 3,55.10° UFC/g est. para as amostras de sedimento. Foram obtidos 36
isolados de Vibrio: Vibrio spp. (17), V. vulnificus B1(3); V. calviensis (2), V. cholerae (2), V. litoralis (2), V. metschnikovii
(2), V. agarivorans (1), V. alginolyticus (1), V. campbellii (1), V. coralliilyticus (1), V. diazotrophicus (1), V. logei (1), V.
mediterranei (1), V. vulnificus B2 (1). O conhecimento da presenga de espécies, nunca anteriormente isoladas em viveiros
de fazendas de carcinicultura, tais como o V. coralliilyticus, V. agarivorans, V. litoralis e V. calviensis sdo importantes para
o monitoramento microbioldgico continuo desses ambientes.

Palavras-chave: Camardo marinho. Vibrio spp.. Contagem padrdo em placas.

Abstract

Sixteen collections were taken, eight during rainy season and eight on the draught season in four shrimp farms in Ceara
State, from Jaguaribe River (farms A and B) and Acarau River (farms C and D) estuaries, totalizing 32 samples. The
goal of the research was to identify and quantify Vibrio spp. in water and in sediment samples. The maximum Standard
Plate Count (SPC) values of Vibrio spp. calculated for the rainy season, from water, was 5.10° CFU/mL est., and for the
sediment 7.5.10° CFU/g est.. For the draught season, maximum counting for water was 4.35.10>° CFU/mL est. and for
sediment 3.55.10° CFU/g est.. Thirty six strains of Vibrio were isolated: Vibrio spp. (17), V. vulnificus B1(3), V. calviensis
(2), V. cholerae (2), V. litoralis (2), V. metschnikovii (2), V. agarivorans (1), V. alginolyticus (1), V. campbellii (1), V.
coralliilyticus (1), V. diazotrophicus (1), V. logei (1), V. mediterranei (1), V. vulnificus B2 (1). The isolation of species never
previously isolated of shrimp farms, such as V. coralliilyticus, V. agarivorans, V. litoralis and V. calviensis are important
tor the continuous microbiological monitoring these environments.
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tacdo dessa espécie as condigdes dos estuarios brasi-
leiros e sua aceitacdo pelos consumidores'. Segundo
Ceccarelli e Figueira?, um dos principais fatores para
o sucesso de uma fazenda de camarao ¢ a disponibi-
lidade de 4gua em quantidade e qualidade adequadas
ao perfeito funcionamento dos ecossistemas de cul-
tivo e, como sugerem, dependentes do preparo do
viveiro. Dessa forma o monitoramento das variaveis
ambientais, limitantes ao desenvolvimento bacteria-
no, é de essencial importincia para tomada de decisdo
pelo produtor'.

Nos ultimos anos a deteccao de doengas infecciosas
no cultivo de camardes marinhos teve um efeito de-
vastador, causando colapso na producdo de grandes
paises produtores e desencadeando grandes perdas a
industria. A partir de entdo, as enfermidades passa-
ram a ser vistas como um obstaculo econdmico e uma
ameaca a viabilidade da atividade’®.

A garantia da sanidade dos camardes cultivados
envolve vérias praticas que visam a manutengdo da
qualidade da agua e a reducao do estresse dos ani-
mais, que poderiam favorecer o desencadeamento de
enfermidades causadas por patégenos oportunistas®.
Devido a rapida expansdo do cultivo, a atividade esta
sendo ameagada por doengas provocadas por bacté-
rias do género Vibrio, que afetam a sobrevivéncia e
o crescimento dos camardes®. Segundo Lightner® os
vibrios fazem parte da microbiota natural dos cama-
roes, podendo representar risco ao cultivo quando
da instalagdo de condicdes ambientais adversas, sen-
do considerados os principais patégenos bacterianos
dessa atividade. Se veiculados a produtos destinados
ao consumo, podem provocar desde gastrenterites a
quadros de septicemia.

De acordo com Barbieri et al.’, os ambientes estuari-
nos sdo reservatorios criticos para espécies do género
Vibrio causadoras de doengas e, uma vez que as fa-
zendas de carcinicultura utilizam a agua dos estuarios
para o cultivo, 0 monitoramento microbioldgico das

mesmas se faz necessario.
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Dessa forma, o presente trabalho teve como objeti-
vo quantificar, através da técnica de contagem padrao
em placas (CPP), e identificar as espécies do género
Vibrio presentes em amostras de dgua e sedimento de

quatro fazendas de carcinicultura do Estado do Ceara.

Material e Método

As coletas foram realizadas em quatro fazendas de
cultivo de Litopenaeus vannamei: duas fazendas (A e
B) localizadas no estudrio do rio Jaguaribe, litoral les-
te do Estado do Ceara, e duas (C e D) no estuario do
rio Acarat, litoral oeste. Foram coletadas oito amos-
tras de agua e oito de sedimento em dois periodos:
chuvoso e de estiagem, de marco a junho e de agosto
a novembro de 2008, respectivamente, totalizando 16
coletas e 32 amostras.

As amostras de agua e sedimento corresponderam a
quatro subamostras (pool) obtidas em locais diferen-
tes do viveiro. Para a coleta da dgua, utilizou-se uma
garrafa de cor ambar de 1 L, previamente esteriliza-
da. As amostras de sedimento foram obtidas com um
coletor simplificado de sedimento, sendo as quatro
subamostras homogeneizadas com colher estéril e
armazenadas em Becker de 500 mL esterilizado. As
amostras de dgua e sedimento foram acondicionadas
em caixas isotérmicas e transportadas para o Labo-
ratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado, do
Instituto de Ciéncias do Mar (Labomar), da Universi-
dade Federal do Ceara, e imediatamente processadas.

A garrafa com agua em temperatura ambiente foi
agitada para promover a suspensdo do material. Com
o auxilio de um pipetador automatico, foi retirada
uma aliquota de 1 mL e diluida em 9 mL de solu¢ao
salina 1,0% em um tubo de ensaio, que correspondeu
a dilui¢ao de 10". Dessa dilui¢do 107, foi retirado 1
mL e repassado para outro tubo de ensaio com 9 mL
de salina 1,0%, correspondendo a dilui¢ao 102 O
procedimento foi repetido sucessivamente até a dilui-
¢do de 10™°.
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Foram pesados 50 g das amostras de sedimento e
colocados em Erlenmeyer com 450 mL de solugao sa-
lina 1,0%, correspondendo a dilui¢do de 10*. A amos-
tra foi agitada por 30 minutos em agitador magnético,
a fim de se promover a suspensao do material preso
ao sedimento. Foram realizadas sucessivas dilui¢des,
até a dilui¢ao de 10*%.

A partir das dilui¢des das amostras de dgua e sedi-
mento, foi retirada uma aliquota de 200 pL de cada
diluicao, e espalhada com alga de Drigalsky em placas
de Petri com Agar Tiossulfato-Citrato-Bile-Sacarose
(TCBS), em duplicata, sendo incubadas em estufa a
35 °C/24 h® As placas que apresentaram crescimento
de colonias sacarose positivas (amarelas) e/ou negati-
vas (verdes) foram consideradas presuntivas quanto a
presenca de Vibrio®.

Placas com numero de coldnias < 25 e > 250 tiveram
suas contagens estimadas (est.). Foram selecionadas
de trés a cinco colonias das placas de TCBS, estriadas
em Agar Triptona-Soja (TSA), incubadas em estufa a
35°C/24 h, e acondicionadas em estufa B.O.D. para as
etapas posteriores®.

Para identificagdo das cepas de Vibrio spp. foi utili-
zada a chave fenotipica de Noguerola e Blanch’. Esta
chave apresenta oito clusters, ou agrupamentos, sendo
diferenciados pelos resultados, positivo ou negativo,
dos aminodcidos arginina (A), lisina (L) e ornitina
(O). Dessa forma tém-se os agrupamentos: A+/L+/
O+, A+/L+/O-, A+/L-/O-, A-/L-/O-, A-/L-/O+,
A-/L+/0+, A+/L-/O+ e A-/L+/O-. De posse dos
resultados do teste dos trés aminodacidos, para cada
cepa, partiu-se de um agrupamento com posterior
uso dos testes bioquimicos para identificagao.

A partir da entrada na chave, foram realizados os
testes especificos para cada cepa: crescimento a 0, 3, 6,
8 e 10% de NaCl, crescimento a 4, 20, 30, 35 e 40 °C,
citrato, gelatinase, indol, NO,, ONPG, oxidase, urease,
VP, sacarose, manitol e resisténcia a ampicilina 10 pg’.

As variaveis fisico-quimicas: salinidade (agua) e pH

(agua e sedimento) foram determinadas in situ, en-
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quanto a temperatura da agua foi determinada in locu
durante cada amostragem.

Os resultados de CPP de Vibrio spp. da agua e se-
dimento foram submetidos a andlise de variancia (a
= 5%), utilizando-se o programa Statistica versao 7.0,
para comparacdo das contagens entre as fazendas nos
dois periodos estudados. Nos casos em que a homo-
cedasticidade nio foi constatada, os dados foram lo-
garitmizados. As variaveis fisico-quimicas analisadas:
temperatura da dgua, pH (da agua e sedimento) e sa-
linidade da agua também foram submetidas a analise
de varidncia (a = 5%). Foi realizado teste de correla-
¢do entre os resultados da CPP de Vibrio spp. e as va-

ridveis fisico-quimicas analisadas (a = 5%).

Resultados

Os resultados da CPP de Vibrio spp. da agua e se-
dimento dos viveiros das quatros fazendas de carci-
nicultura analisadas, e as variaveis fisico-quimicas no
periodo estudado sdo apresentados na tabela 1.

A fazenda A, somente na primeira coleta (perio-
do chuvoso), apresentou valor de CPP de Vibrio spp.
do sedimento estatisticamente superior as demais (p
< 0,05), enquanto a CPP de Vibrio spp. da dgua ndo
apresentou diferenca significativa entre as fazendas
analisadas (p > 0,05) nos dois periodos estudados (Fi-
gura 1).

A temperatura e o pH da agua e sedimento ndo
apresentaram variagao significativa no experimento
(Tabela 1). Os resultados da salinidade, na fazenda A
durante o periodo chuvoso foram inferiores aos de-
mais (p < 0,05). Nao foi verificada correlagdo entre as
variaveis fisico-quimicas analisadas e as respectivas
contagens de Vibrio spp. para agua e sedimento, nos
dois periodos estudados, nas quatro fazendas.

Foram obtidos 36 isolados de Vibrio, dos quais 27 fo-
ram oriundos da agua: Vibrio spp. (12), V. calviensis (2),
V. litoralis (2), V. metschnikovii (2), V. agarivorans (1),
V. alginolyticus (1), V. cholerae (1), V. campbellii (1), V.
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Tabela 1 - Contagem Padrido em Placas (CPP) de Vibrio spp. das amostras de agua e sedimento de viveiros e variaveis
fisico-quimicas das quatro fazendas de carcinicultura (A, B no Estuario do Rio Jaguaribe e C, D no Estuario do
rio Acarat, Estado do Ceard) no periodo chuvoso e de estiagem

Variaveis-Fisico-Quimicas CPP

Coletas (Fazenda) Hora T (°C) S (%o) pH Agua pH Sedimento Agua (UFC/mL)  Sedimento (UFC/g)
01(A) 10:30 30 4 8,65 8,44 < 300" 3.000 - 7.500
02(B) 12:30 30 15 8,75 6,52 < 50* 175 - 500*
03(C) 15:00 30 27 7,92 7,32 250 - 5.000* < 25*

% 04(D) 09:00 30 29 8,40 6,57 425* < 25*

>

% 05(A) 10:00 28 4 8,27 5,95 < 25* < 25*
06(B) 10:20 28 18 8,80 7,52 75* < 25*
07(C) 10:00 29 40 8,09 8,05 150* < 50*
08(D) 09:45 29 38 8,18 7,79 < 225* 150 - 5.000
09(B) 10:40 28 34 8,42 6,96 150* < 50*
10(C) 09:30 28 47 8,03 7,27 300 - 500* < 25*
11(D) 10:00 29 35 8,27 7,43 < 25* < 25*

9 12(A) 09:45 30 30 8,05 6,82 50 - 575* < 25*

=

2 13(C) 10:00 30 46 7,83 7,11 < 25* <25 -100*
14(D) 10:30 29 50 8,21 7,61 < 25* < 25*
15(A) 10:00 25 35 8,18 7,00 <435 < 3.550*
16(B) 10:00 28 51 7,94 7,11 < 350* < 50*

* contagens estimadas

vulnificus B1(1), V. coralliilyticus (1), V. diazotrophicus
(1), V. logei (1), V. mediterranei (1), e nove (9) do sedi-
mento: Vibrio spp. (5), V. vulnificus B1(2); V. cholerae
(1), V. vulnificus B2 (1).

Discussao

No geral, os valores das CPP’s de Vibrio spp. nas
amostras de agua e de sedimento dos viveiros, tanto
nas fazendas abastecidas pelo Rio Jaguaribe, quanto
nas abastecidas pelo Rio Acarau foram considerados
baixos quando comparados a um estudo prévio feito
por Martins'. E possivel que a distancia do local da
coleta e o tempo gasto no transporte tenham estres-

sado as células impedindo-as de se multiplicar. Foi

demonstrado que os vibrios sdo capazes de responder
a condi¢cdes ambientais adversas entrando numa fase
viavel, mas nao cultivavel (VNC)'". Isto pode aconte-
cer quando as bactérias sdo expostas a situacoes inde-
sejaveis de salinidade, de temperatura ou de privagao
de nutrientes, podendo ser danificadas reversivel-
mente, ndo sendo detectaveis por métodos bacterio-
légicos padroes. Contudo, se lhe sdo proporcionadas
condi¢des dtimas para sua proliferacdo, podem voltar
ao estado cultivavel'>.

As elevadas temperaturas e a pequena amplitude
térmica apresentada durante todo o periodo amostra-
do podem ser consideradas normais para as regides

tropicais e, nessas condi¢des, o desenvolvimento de
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Figura 1 - Média dos resultados logaritmizados da Contagem Padrao em Placas (CPP) de Vibrio
em amostras de dgua e sedimento de viveiro de quatro fazendas de carcinicultura
analisadas: Fazenda A (1,5,12 el5), Fazenda B (2,6,9 e16), Fazenda C (3,7.10 e 13) e
Fazenda D (4,8,11 e 14) no periodo chuvoso (1-8) e de estiagem (9-16) (letras iguais
nas colunas representam valores estatisticamente iguais (p > 0,05; letras diferentes
nas colunas representam valores estatisticamente diferentes p < 0,05)

bactérias mesofilas, em particular as do género Vi- Arana'® correlacionou a precipitagio em regides
brio, é favorecido'. De acordo com Huss, Ababouch  tropicais com a redugdo da salinidade da dgua em
e Gram' todas as espécies pertencentes ao género Vi-  tanques de cultivo, intensificagao de processos quimi-
brio sdo tipicas de ambientes marinhos e estuarinos, cos no sedimento e redugdo na diversidade bacteria-
com necessidade de 2 a 3% de NaCl para o seu cresci-  na halofilica. Ja Lipp, Huq e Colwell'” consideraram

mento, com pH 6timo entre 7,8 e 8,5". o periodo chuvoso como determinante ambiental de
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sumaria importincia para a sobrevivéncia de Vibrio.
No presente estudo, nao houve diferenca significativa
entre as amostras e os periodos de estio e chuvoso.
Talvez os baixos resultados nas contagens de vibrios,
na maior parte das coletas, possam ter influenciado
nos testes estatisticos (Tabela 1 e Figura 1) como cons-
tatado na auséncia de correlacio entre estas e as vari-
aveis fisico-quimicas e as contagens.

Hervio-Heath et al.'® relataram que no periodo
isento de chuvas (estio) a diversidade e isolamento de
Vibrio tende a ser maior, o que no presente trabalho
pode ser constatado. Lima®’, pesquisando a diversida-
de de Vibrio spp em viveiros de fazendas de carcini-
cultura cearenses, notificou a presenca das espécies V.
alginolyticus e V. mediterranei, também relatados no
presente estudo.

Foram isoladas espécies de Vibrio diferentes das ha-
bitualmente encontradas em ambientes de carcinicul-
tura, tais como o V. coralliilyticus, V. agarivorans, V.
litoralis e V. calviensis. Este fato serve de alerta para os

carciniculturores, uma vez que nao se tem o conheci-
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