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RESUMO
Foram analisadas 24 amostras de agua de viveiros de cultivo do camarao marinho Litopenaeus vannamei no Estado do Ceara,
Brasil. A pesquisa de diversidade de espécies de Vibrio foi realizada a partir da determinagdo do Numero Mais Provavel (NMP),
isolamento e identificagao fenotipica dos vibrios isolados. Os indices de NMP/100mL variaram de 43 x 10* a 11 x 10", Dos 55
isolados de Vibrio, foram identificadas 7 espécies, com predominancia de V. cholerae ndo O1/ndo 0139 (21,8%), V. harveyi

(20%), V. parahaemolyticus (16,4%) e V. anguillarum (12,8%).
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ABSTRACT
Vibrio in ponds of a shrimp farm rearing Litopenaeus vannamei, in Ceara-Brazil
The present study analyzed 24 samples of water from ponds of a shrimp farm in Ceara (Brazil) rearing Litopenaeus vannamei.
Vibrio diversity was determined from the Most Probable Number (MPN) of vibrios, the number of isolated and phenotyped Vibrio
strains. MPN values ranged from 43 x 10* to 11 x 10'> MPN/100mL. The 55 Vibrio strains isolated belonged to 7 species: V.
cholerae (21,8%), V. harveyi (20%), V. parahaemolyticus (16,4%) e V. anguillarum (12,8%).
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INTRODUCAO

A ocorréncia destacada de certas espécies de
Vibrio em aguas destinadas a cultura de organismos
marinhos podem comprometer a qualidade do cultivo.
Segundo a FAO (2001), o camarao cultivado nos
paises em desenvolvimento endémicos de cdlera
pode apresentar risco da veiculagdo de V. cholerae
O1 através da agua onde é cultivado. Diante desse
problema é necessaria a investigacado rotineira da
qualidade bacteriolégica nos ambientes de cultivo do
camardao com destinacdo aos mercados interno e
externo.

Por outro lado, Goarant et al. (1998) afirmam
que os casos de vibrioses sdo um dos principais
problemas da aquicultura. De acordo com Aguirre-
Guzman et al. (2004), a carcinicultura mundial vem
experimentando perdas significantes na producéo
provocadas por patégenos bacterianos do género
Vibrio, especialmente na larvicultura e na engorda de
camardes na fase de juvenil.

Os vibrios pertencem a flora autéctone do meio
ambiente marinho, representando, portanto, uma
fonte constante de possiveis infeccbes para o
camarao. As bactérias pertencentes ao género Vibrio
geram  efeitos  patoldégicos nos  peneideos,
registrando-se, lesbes nos tecidos com ou sem
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necrose, retardo no crescimento e comprometimento
das metamorfoses larvais, acompanhados por indices
ou taxas de mortalidade varidveis. Citam-se Vibrio
parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus, V.
campbellii, V. penaeicida, V. splendidus, V. damsela e
V. harveyi como as principais espécies reportadas
como causadoras de infeccbes nos camardes de
cultivo (Aguirre-Guzman et al., 2002).

Segundo Vaseeharan & Ramasamy (2003), a
presenca de V. parahaemolyticus em corpos
aquaticos destinados a cultura de camarbes €
preocupante uma vez que algumas cepas podem
provocar doengas nos peneideos. Além disso, a
incidéncia dessa espécie de Vibrio na agua pode
contaminar a fauna e provocar doengas em humanos
quando do consumo de alimentos contaminados.
Daniels et al. (2000) relataram gastroenterites,
infeccbes em feridas e septicemia como quadros
clinicos de infecgbes provocadas por V.
parahaemolyticus nos Estados Unidos.

A incidéncia de espécies de Vibrio de
importancia sanitaria em alimentos de origem marinha
destinados ao consumo humano vem sendo relatada
no Brasil. Pereira et al. (2004) detectaram V.
parahaemolyticus em amostras de moluscos bivalves
marinhos comercializados no Rio de Janeiro (RJ) e
identificaram cepas produtoras de urease e sorotipos
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reconhecidos como patogénicos em casos de surtos
de gastroenterites. Sousa et al. (2004) relataram a
presenga de V. cholerae ndo O1/ndo O139 em 33,3%
das 300 amostras de ostras analisadas e oriundas de
criadouro natural na cidade de Fortaleza (CE).

Diante do exposto, o presente estudo teve
como objetivo a enumeragéo e pesquisa de espécies
de Vibrio em amostras de dgua de viveiros destinados
a cultura de peneideos no Estado do Cear4, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 24 amostras de &gua de
viveiros em dois ciclos de cultivo do L. vannamei. As
amostragens foram realizadas com frequéncia
quinzenal, no periodo de maio a outubro de 2005
(viveiro 1) e de junho a novembro de 2005 (viveiro 2),
em uma fazenda de médio porte de cultivo de
camarao marinho localizada no estuario do rio
Coread, litoral oeste do Estado do Ceara, Brasil.

As amostras de agua foram coletadas em
vidros escuros previamente esterilizados com
capacidade para um litro. Todas as amostras foram
mantidas sob refrigeracdo até o inicio das analises,
gue ndo excedeu a 3 horas da coleta, e diluidas em
solucado salina a 0,85% até a diluicdo decimal de 10
12

A determinagdo do NMP de Vibrio foi realizada
de acordo com a técnica dos tubos multiplos segundo
Kaysner & DePaola (2004). Para a prova presuntiva
(PP) foi inoculado 1mL de cada diluicdo decimal
seriada em Agua Peptonada Alcalina pH 8,5 (APA)
contendo 1% de NaCl, com incubacgao a 35°C/24h. A
prova confirmatéria (PC) consistiu na semeadura de
aliquotas dos tubos com crescimento (PP) em placas
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de Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS).

Para a identificacdo das espécies de Vibrio,
foram isoladas colénias sacarose negativas e
positivas em tubos com &gar triptona soja (TSA)
contendo 1% de NaCl, com incubacgao a 35°C/24h. As
cepas puras foram submetidas a identificacdo
fenotipica de acordo com as recomendagbes de
Kaysner & DePaola (2004) e Alsina & Blanch (1994).

As variaveis ambientais pH, temperatura e
salinidade foram obtidas in loco com emprego de
potencibmetro (HANNA instruments pH211) e
refratdmetro (DIGIT  modelo  211),
respectivamente.

manual

RESULTADOS

O NMP de Vibrio/100mL variou de 11 x 10° a
11 x 10" e de 23 x 10°a 11 x 10" nos viveiros 1 e 2,
respectivamente (Tabela 1). De acordo com o teste t
de Student, o NMP de Vibrio da agua dos dois
viveiros € estatisticamente semelhante considerando-
se a = 5% (p > 0,05).

O pH variou de 6,94 a 9,59, no viveiro 1 (V1), e
de 7,90 a 10,13, no viveiro 2 (V2). Das 24 amostras
de agua somente uma apresentou pH abaixo da faixa
alcalina (Tabela 1). A oscilagao da temperatura foi de
28,1 a 30,5°C, no V1, sendo de 29,1 a 30,9°C, no V2
(Tabela 1). A salinidade variou de 0,5 a 27%. € de 0,5
a 39%., nos viveiros 1 e 2, respectivamente (Tabela
1). Pelo teste estatistico t de Student, ndo houve
variagdo nos valores de pH e temperatura nos dois
viveiros.
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Tabela 1 — Quantificagdo de Vibrio e determinacao de varidveis ambientais em amostras de dgua de dois viveiros

de cultivo do camarao marinho Litopenaeus vannamei.

Viveiro 1 Viveiro 1

Amostras Meses NMP pH T. S. Meses NMP pH T. S.
1 05 11 x 10° 6,94 30,3 1 06 92x10™ 8,16 29,1 0,5
2 05 11 x10° 7,49 28,1 0,5 06 11 x 10" 8,73 30,3 1
3 06 11 x 10" 8,47 29,9 1 07 23x 10" 10,13 29,8 1
4 06 11 x 10" 8,63 29,7 1 07 11 x 10" 9,18 30,9 9
5 07 36 x 10" 9,59 30,4 1 08 23 x 10° 9,02 30,4 11
6 07 23 x 10° 9,41 30,8 4 08 23x 10" 9,00 30,2 14
7 08 23x 10’ 8,56 30,5 11 09 23x 10" 8,03 28,3 24
8 08 24 x 10" 8,40 29,8 16 09 92 x 10° 8,03 30,1 23
9 09 92x 10" 8,02 28,8 20 10 94 x 10" 8,21 29,4 29
10 09 23x10" 8,07 30,5 20 10 92x 10" 8,30 29,9 32
11 10 28 x 10" 7,95 29,1 25 11 75x 10" 7,93 29,7 35
12 10 23x 10" 8,16 30,1 27 11 46 x 10 7,90 29,9 39

* NMP= NUmero Mais Provavel/100mL, T.= temperatura (°C), S.=salinidade (%o)

Dos 55 isolados de Vibrio, foram identificadas 7
espécies no V1 e 6 no V2. No V1 foram detectados V.
cholerae ndo O1/ndao 0139 (9), V. harveyi, (6) V.
parahaemolyticus (6), V. anguillarum (1), V.
carchariae (1), V. fluvialis (3), V. mimicus (1) e Vibrio

spp (3). No V2 foram observados V. anguillarum (6),
V. harveyi (5), V. cholerae nao O1/ndo O139 (3), V.
parahaemolyticus (3), V. carchariae (3), V. mimicus
(2) e Vibrio spp (3).

Tabela 2 — Identificacdo das 55 cepas de Vibrio isoladas de 24 amostras de agua de dois viveiros de cultivo do

Litopenaeus vannamei.

Espécies Viveiros Total n(%)
1 2
V. cholerae nao O1/nao O139 9 3 12 (21,8)
V. harveyi 6 5 11 (20)
V. parahaemolyticus 6 3 9(16,4)
V. anguillarum 1 6 7 (12,8)
V. carchariae 1 3 4(7,2)
V. fluvialis 3 - 3(5,4)
V. mimicus 1 2 3 (5,4)
Vibrio spp 3 3 6 (11)

*n= namero de cepas, %=percentagem

DISCUSSAO
O CONAMA (2005), na Resolugao 375,
estabelece as diretrizes ambientais para o

enquadramento dos tipos de agua destinadas a
cultivo, mas nao contempla limite para vibrios em
aguas salobras e salinas destinadas a aquicultura.
Desse modo, os resultados da presente pesquisa no
que concerne a quantificacdo de vibrio ndo podem
ser comparados a um padrao legal, impossibilitando a
classificagdo dos valores em baixos ou elevados.

A variacéo dos indices de NMP/100mL entre as
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amostras de agua dos viveiros ndo foi significante,
indicando que os valores obtidos na quantificacdo
bacteriana nos dois viveiros mantiveram-se muito
proximos, provavelmente, devido ao fato de que as
coletas foram realizadas no mesmo periodo, estando
0s viveiros sob as mesmas condicdes ambientais e
de manejo.

Os indices de NMP/100mL das amostras de
agua de cultivo podem ser explicados pelo maior
aporte de matéria organica no viveiro quando
comparado as amostras de agua ambientais, devido a
oferta de ragbes e fertilizantes e, conseqiientemente,
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ao aumento de detritos, plancton e microbiota. Soma-
se a isso uma alta densidade de organismos e
condi¢cdes ambientais favoraveis, o que concorre para
a proliferagdo e manutengao de espécies de Vibrio.
Segundo Alam et al (2001), o suprimento de
nutrientes pode levar a uma excessiva producdo da
biomassa  primaria, podendo
desenvolvimento de vibrios, uma vez que os produtos
extracelulares do fitoplancton
proliferacdo de bactérias (Riquelme & Avendano-
Herrera, 2000). De acordo com Moriaty (1997), os
dois principais fatores para controlar o crescimento
das bactérias nos viveiros sdo a concentracdo de
substratos organicos e a temperatura.

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

As  amostras

favorecer o]

estimulam a

analisadas  apresentaram
caracteristicas tropicais
compativeis a presenca e proliferacdo de vibrios.

Nesse contexto, Matté et al. (1994) relataram indices

temperaturas com

elevados de NMP de Vibrio ao analisar vibrios
patogénicos associados ao mexilhdo Perna perna na
costa do Brasil. Outrossim, Thompson et al. (2004)
em pesquisa sobre a diversidade e dindmica de
comunidade de vibrio na costa do Atlantico Norte
detectaram que a populagdo de vibrio aumentou no
verdo onde as temperaturas alcangaram 30°C.

No que concerne a salinidade (Tabela 1), os
menores valores foram observados nos meses de
maio a julho (amostras 1 a 6 do V1 e 1 a 4 do V2),
periodo que esta sob influéncia dos indices de
pluviosidade, ocorrendo diluicdo pelas aguas pluviais.
Os meses de agosto a outubro (amostras 7 a 12 do
V1) e agosto a novembro (amostras 5 a 12 do V2)
apresentaram os maiores valores de salinidade, essa
época do ano é caracterizada pela auséncia de
chuvas e, consequentemente, intensa evaporagéo, o
gue concorre para 0 aumento deste parametro. Essa
variagdo mostrou-se compativel com a presenca de
vibrios nas amostras de agua de viveiro. Segundo
Murakami et al. (1998), as espécies de Vibrio podem
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ser encontradas em ambientes aquaticos com ampla
variagdo de salinidade e representam o componente
dominante das comunidades microbianas marinhas
cultivaveis.

A presenga de Vibrio nos viveiros esta de
acordo com os dados de Karunasagar & Karunasagar
(2001), que em estudo sobre a comunidade
bacterioldgica associada ao cultivo de Penaeus
monodon, na India, relataram uma propor¢do de
espécies de Vibrio variando de 50 a 73% nos tanques
de cultivo de larvas, e de 31% em amostras de agua
marinha.

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

Gopal et al. (2005) em estudo sobre a
ocorréncia de espécies de Vibrio no cultivo de
camardo na India revelaram a presenca de 17
espécies isoladas de amostras de &gua com
temperatura variando de 25 a 30°C e pH de 7,8 a 8,4.
Os autores alertaram para a qualidade bacterioldgica
do camardo cultivado em &aguas ricas em vibrios,
principalmente V. cholerae e V. parahaemolyticus,
causadores de gastroenterites em consumidores de
camardes cultivados.

A elevada incidéncia de bactérias do género
Vibrio pode ser indicativa de risco para a viabilidade
do cultivo, desde que a imunidade dos organismos
fique comprometida quando da instalagdo de
condicbes ambientais adversas. Nao havendo
legislagao especifica no Brasil para concentracées de
vibrios na agua destinada a carcinicultura, ndo se
pode precisar o indice de comprometimento do cultivo
pela enumeracao deste grupo bacteriano.
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