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RESUMO

Foram realizadas andlises microbioldgicas para identificacdo do agente causador de mortalidade de larvas e pos larvas de
camardo Litopenaeus vannamei numa larvicultura do Nordeste Brasileiro. Seis amostras constituidas de dgua dos tanques
de cultivo, zoeas, nduplios e pés-larvas de camardo, cistos e nduplios de artémia foram processadas em laboratorio. As contagens
padrio em placas (CPP) de bactérias aerdbias para dgua dos tanques de cultivo apresentaram valores de 3,29 x 10° UFC/ml.
Essas contagens foram menores do que as encontradas nas amostras de pds-larvas e zoeas de camardo e nduplios de artémia,
cujos valores estimados foram >10° UFC /g da amostra. O NMP de Vibrio da amostra de dgua foi de 40/100 ml, enquanto
que, para as demais amostras ultrapassou a 1.100 /100 g ( zoeas, pos-larvas e nduplios de artémia). Os cistos de artémia
apresentaram valores para NMP de Vibrio < 10/100g. O lote Ia de cisto descapsulado de artémia apresentou valores para
CPP de 1,76 x 10* UFC/g, enquanto os lotes Ib e II de cistos com corion mostraram um valor estimado <10° UFC/g. Foram
isolados das amostras: V. alginolyticus, V fluvialis e Vibrio spp. Testes de sensibilidade a antibidticos elegeram Acido
Nalidixico e Cloranfenicol como os antibidticos mais eficientes no controle dessa vibriose.
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ABSTRACT

Microbiological analyses were carried out at a larviculture facility in Northeastern Brazil in order to identify the agent causing
increased mortality in larvae and postlarvae of the shrimp species Litopenaeus vannamei. Six samples were collected and
processed from the different steps of culture process such as: water from the larviculture tanks, zoea, shrimp nauplii, shrimp
postlarvae, cysts of artemia and nauplii of artemia, and subsequently studied. The standard plate counts (SPC) of aerobic
bacteria performed with the water from the tanks yielded mean values of 3,29 x 10° CFU/g. These values were lower than
those obtained from the samples of postlarvae, zoea and nauplii of artemia (>10° CFU/g). The MPN for Vibrio in the water
sample was 40/100 ml while that for the remaining samples exceeded 1,100/100g (zoea, shrimp postlarvae and nauplii of
artemia). The cysts of artemia had MPN values for Vibrio under 10/100g. Batch la, containing disencapsulated cysts of
artemia, yielded SPC values of 1.76 x 10* CFU/g, while batch Ib with chorion yielded an estimated <10° CFU/g. Similar figures
were obtained for batch I, also with chorion. The following strains were isolated from the samples: V. alginolyticus, V.
fluvialis and Vibrio spp. Susceptibility tests proved nalidixic acid and chloramphenicol to be the most effective antibiotics
against this vibriosis.
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INTRODUCAO

O cultivo de camardo marinho teve inicio no
Brasil, na década de 70, mas s6 comecou a adquirir
cardter empresarial no final da década de 80. Atual-
mente, o Nordeste é responsavel por 95,6% da pro-
dugdo de camardo cultivado no Brasil, seguido das
regides Sul, Norte e Sudeste (Rocha & Maia, 1998).

A andlise da expansdo territorial da carcini-
cultura brasileira mostra que o setor vem apresentan-
do expressivo crescimento. No periodo de 1992 a 1999
a area de engorda passou de 2.000 hectares para quase
7.000 hectares e a producdo de pos-larvas em laboraté-
rio saltou de 200 milh&es para 3 bilhdes de pés-larvas/
ano (Guerrelhas,1999).

Esse quadro resultou do melhor conhecimento
das técnicas de cultivo, aperfeicoamento e melhora-
mento de tecnologias de manejo operacional e da intro-
dugdo da espécie Litopenaeus vannamei, bem como o
dominio do seu ciclo reprodutivo, além da disponibi-
lidade de ra¢des de boa qualidade. Dessa forma, a
produgdo de 1998 (7.260 t) dobrou para 15.000 t. em
1999, acreditando-se que alcance 30.000 t. em 2000
(Rocha, 2000).

No momento, a espécie mais cultivada no Brasil
é L. vannamei e por ser um crustiaceo muito apreciado
atinge altos valores de mercado tanto interno como
externo, sendo comercializado como pés-larvas para
povoamento de viveiros ou na sua fase adulta.

Um dos grandes problemas em cultivo de cama-
rédo, reside na a¢do patogénica de membros do género
Vibrio. Estas bactérias sdo comuns ao ambiente mari-
nho, podendo ainda ser encontradas no estémago,
branquias e cuticula de camardes selvagens e de cul-
tivo, sendo que as doengas resultantes estao associadas
afatores estressantes (Lightner, 1993). Outras enfermi-
dades infecciosas, nutricionais ou ferimentos também
sdo apontados como responsaveis pela manifestagdo
oportunista do Vibrio spp (Umbreit & Isaza, 1995).

O estresse é freqiientemente referido pelos
epidemiologistas como um fator iniciante de doengas
em cultivos de animais de um modo geral, sendo
pouco entendido o seu mecanismo em provocar os
processos patolégicos (Thompson et al., 1994).

O objetivo deste trabalho foi analisar um caso de
mortalidade em uma larvicultura de camarao, isolar o
agente causador e aplicar testes de antibiograma a fim
de se eleger um antibiético capaz de evitar sua prolife-
ragdo. Também foram analisados amostras da dgua de
cultivo, bem como cistos de artémia com coérion e
descapsulados, visando a verificar a influéncia do
processo de descapsulagdo sobre a carga bacteriana
dos cistos. Os antibiéticos testados foram aqueles roti-
neiramente empregados na aquicultura.

108 | Arg. Cién. Mar, Fortaleza, 2000, 33; 107-112

MATERIAL E METODOS

Seis amostras constituidas de 4gua dos tanques
de cultivo, zoeas, nduplios e pos-larvas de camaréo e
naduplios de artémia foram enviados para andlise,
acondicionadas em sacos de polietileno de 15 L con-
tendo dgua dos tanques de cultivo e oxigénio. Cistos
de artémia usados na larvicultura, chegaram ao labo-
ratério desidratados e em recipiente, hermeticamente
fechado. Uma das amostras (a de nduplios de cama-
rdo) ndo foi analisada, devido a mortalidade total,
antes do seu processamento. Cada amostra, antes da
pesagem e homogeneizagdo, foi submetida a uma
lavagem em dgua estéril com o objetivo de minimizar
a influéncia da microbiota externa dos animais sobre
os resultados.

As amostras foram homogeneizadas em gral,
usando-se como solvente uma solucédo salina 0,85%
estéril, na relacdo de 1:9. De todas elas foram feitas
analises em duplicata. Uma repeti¢do da amostra de
pos-larvas foi processada seguindo uma metodologia
diferente, que consistia na retirada de 25 individuos e
maceragao em solucdo salina 1:1, segundo Cevallos &
Solis (1999). Para analise dos dois lotes de cistos de
artémia, foi utilizada metodologia semelhante aquela
adotada para as larvas, entretanto um dos lotes foi
dividido em duas subamostras que consistiram de
cistos com cérion e descapsulados. De todas as amos-
tras foram feitas dilui¢des até 10-° com a mesma solugdo
salina usada para homogeneizacéo e inoculado 1 ml,
em triplicata, em dgua peptonada 1% + 3% de NaCl
(pH 7,6). Dos tubos turvos, ap6s 24 horas de incubagdo
a35°C, eram retiradas aliquotas e plaqueadas em Agar
Tiossulfato-Citrato-Sais Biliares-Sacarose (TCBS) Difco,
segundo Twedt (1984). A amostra da dgua foi subme-
tida as mesmas dilui¢des acima descritas e além da
semeadura em caldo peptonado, foi espalhada em
Plate Count Agar - Difco (PCA) + 3% de NaCl, para
teste de Contagem Padrdo em Placas (CPP), de acordo
com Messer et. al. (1984). Ap6s 48 horas de incubagdo
a 35°C, procedeu-se a contagem das coldnias crescidas
no agar PCA e o resultado foi expresso em UFC/ml.

Das colonias crescidas em TCBS, provenientes
de todas as amostras, foram isoladas trés (3) em Agar
Triptona Soja (TSA) Difco + 3% de NaCl e classificadas
bioquimicamente segundo Twedt (op. cit.). Foram iso-
ladas coldnias sacarose positivas e negativas e entdo,
aplicados os seguintes testes: coloragdo de Gram,
oxidase, motilidade, tolerancia ao NaCl 0%, 6%, 8% e
10% em dgua peptonada 1%, Voges Proskauer, cresci-
mento a43°C, bioluminescéncia, gas a partir de glicose
e manitol, fermentagdo de carboidratos (lactose, sa-
carose, manitol e arabinose), descarboxila¢do de ami-



nodacidos (lisina, ornitina e arginina), fermentacgdo/
oxidagdo e ONPG.

Os resultados de cada teste foram langcados em
um programa de computador, onde previamente ha-
via sido processado um banco de dados dos vibrios
implicados em processos patolégicos na larvicultura
de camardo marinho.

Os seguintes antibiéticos foram testados, utili-
zando-se o método de sensibilidade a discos (CECON)
segundo o NCCLS (1988): eritromicina EI (15 mcg),
tetraciclina TT(30 mcg), dcidonalidixico AN (30 mcg),
cloranfenicol CO (30 mcg), sulfonamidas SF (300 mcg),
ciproflaxacina CIP (5 mcg), penicilina G PN ou PEN
(10 unidades) e nitrofurantoina NT (300 mcg). Como
controle do antibiograma foi utilizada amostra de
E.coli ATCC.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As contagens padroes em placas (CPP) debacté-
rias aerdbias para dgua dos tanques de cultivo apre-
sentaram valores de: 3,29 x 10° UFC/ml. Estes valores
foram menores do que os encontrados nas amostras de
pos-larvas e zoeas de camarao e nduplios de artémia
que foram estimados em >10°UFC/g da amostra, su-
gerindo que a qualidade da 4gua ndo foi o fator
responsavel pela mortalidade das larvas. Vale salien-
tar, que o sistema de tratamento da dgua empregado
na larvicultura, de onde vieram as amostras analisa-
das, se equivale aos encontrados nas mais modernas
unidades mundiais. Entretanto, por néo existirem pa-
drdes preestabelecidos para a contagem de vibrios,
uma vez que 0 CONAMA (1986) recomenda apenas
contagens de coliformes para a aquicultura, fica dificil
uma avaliagdo com base nesse pardmetro. Deste modo,
as contagens de bactérias aerébias na 4gua do cultivo,
ficam apenas como um dado adicional para se especu-
lar se os filtros estariam funcionando, devidamente.

Confirmando a hipétese de que a dgua estaria
satisfatoria e de que os filtros estariam desempenhan-
do a contento seus objetivos, o NMP de Vibrio desta
dgua foi de 40/100 ml, enquanto que nas demais
amostras ultrapassoua 1.100/100 g (zoea, pos-larvas e
nauplios de artémia). Os cistos de artémia apresenta-
ram valores para NMP de Vibrio < 10/100g.

Os valores de CPP nos lotes de cisto de artémia
também foram baixos. O lote 1 descapsulado apre-
sentou 1,76 x 10* UFC/g, enquanto que os lotes 1 e 2
com cérion mostraram um valor estimado em <10°
UFC/g. Esses valores sdo esperados, uma vez que os
cistos sdo desidratados e bactérias necessitam de umi-
dade para se multiplicar.

As placas de TCBS semeadas a partir dos cresci-
mentos em dgua peptonada apresentaram colonias
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sacarose negativas e positivas, com predominéncia
dessas ultimas. As coldnias isoladas de cada amostra
de 4gua, pos-larvas e zoeas de camarao e nduplios de
artémia foram classificadas como Vibrio spp., V.
alginolyticus, V fluvialis ( tabela I).

Tabela I-Cepas de Vibrio isoladas e identificadas a partir de amostras
de 4gua, pos-larvas e zoeas de camarao e nauplios de Artemia spp.

Amostras Vibrios Identificados
Agua V. alginolyticus
Vibrio spp.( Sac + e -)
Poés-Larva Vibrio spp.
V. alginolyticus
V. fluvialis
Zoea V. alginolyticus
Vibrio spp.
Nauplios de V. alginolyticus
Artemia spp. Vibrio spp. (Sac + e -)

Desde que se tem noticias de cultivo de pe-
neideoso Vibriospp.temsido abactériamaisimplicada
em infec¢oes e doencas relacionadas com esses cama-
roes (Lightner 1988; Brock & Lightner 1990; Sin-
dermann 1990).

Mortalidades significativas foram registradas
em larviculturas de Litopenaeus vannamei, resultantes
de vibrioses. As cepas isoladas apresentadas por or-
dem de freqiiéncia foram V. parahaemolyticus, V. vul-
nificus, V. alginolyticus e V. damsela (Lightner, 1993).

As vibrioses sdo associadas com outros proble-
mas e, é possivel afirmar que qualquer animal morto
do meio marinho estd comprometido por alguma vi-
briose. E relativamente fécil de ser detectada a sua
presenca, todavia, dificil é determinar a sua significancia
no problema de satide. Por exemplo, em alguns casos
os vibrios podem néo ser a causa primaria da mortali-
dade do camardo, estando presentes, oportunisti-
camente. Em outros casos pode ser mais patogénica e
ser uma significante causa de mortalidade (Chan-
ratchakool et al., 1995).

A amostra de dgua apresentou nas placas de
TCBS um percentual de 67% de coldnias de Vibrio spp.
e 33% de V.alginolyticus.

Durante 1972 e 1973 vérios casos de mortalidade
ocorreramem larviculturas de camarao Penaeus aztecus



e P.setiferus aparentemente como resultado de uma
doenga, tendo causado a perda de poucos animais por
dia, até 100% de todo o cultivo. Os resultados aponta-
ram o V. alginolyticus como o organismo mais
comumente isolado dos camardes afetados (Lightner
& Lewis,1975).

As amostras de pos-larvas, além de apresenta-
rem V.alginolitycus (50%) dos isolados também revela-
ram a presenga : de V fluvialis (50%) enquanto que, nas
de zoea e de nduplios de artémia foram detectados
100% de V.alginolyticus.

Mohney et al. (1994) relataram uma epizootia
acontecida em fazendas de camardo no Equador, onde
os agentes causadores eram vibrios. Segundo os auto-
res a vibriose atacou tanques de cultivo de larvas e de
animais adultos, chegando, em alguns casos, a matar
90% dos individuos de um mesmo tanque. Os orga-
nismos predominantemente isolados e classificados
como responsaveis pela doenga, chamada “sindrome
da gaivota” foram V. parahaemolyticus, V.vulnificus e
V.alginolyticus.

O comportamento das cepas isoladas em re-
lagdo aos antibidticos testados, esta apresentado na
Tabela II.

Tabela II - Sensibilidade das cepas isoladas aos antibidticos testados

Cepa Comportamento Antibidtico
Sensivel El, NA, CO, CIP, TT
Vibrio Intermediério EI
alginolyticus
Resistente SF, PN
Sensivel NA, CO, TT, NT,CIP
Vibrio fluvialis | Intermediario EIL TT,SF
Resistente PN
Sensivel CO
Vibrio spp. Intermediério NT
Resistente EI TT,CIP,PN,SF

De uma maneira geral, todas as cepas isoladas
dasamostrasja citadas (com exce¢do de umaisoladade
nauplios de artémia, a qual teve um comportamento
intermediério) foram sensiveis ao Acido Nalidixico e
ao Cloranfenicol. Estes dados concordam com os de
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Panchayuthapani (1997), quando analisando o com-
portamento de isolados de Vibrio spp. de larviculturas
comerciais de varias regides da India, frente a diferen-
tes antibi6ticos, encontrou que a maioria deles era
sensivel ao cloranfenicol e nédo a tetraciclina, a qual é
comumente usada naquele pais.

Baticados et al. ( 1990) registraram mortalida-
des em larviculturas de camardo associadas aos V.
parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus, V.
damsela, V. harveyi e V .splendidus. Nas 24 provas de
sensibilidade a antibiéticos diferentes que os autores
testaram, apenas cloranfenicol e os nitrofuranos (fu-
razolidona, nitrofurazona, nitrofuratoin e perfuran)
mostraram certa atividade inibitéria. Este fato sugere
que o controle quimico de vibrioses em larvicultura é
limitado devido a relativa eficacia dos antibitticos e
ao desenvolvimento de cepas resistentes, além da
baixa tolerancia das larvas e pds-larvas a estas drogas
(Umbreit & Isaza, 1995).

De acordo com Chythanya et al.(1999) os antibi-
6ticos tém desempenhado um importante papel no
combate de doengas humanas e de animais aquaticos
cultivados, no entanto o uso indiscriminado dessa
importante arma na aquicultura, pode causar uma
série de problemas futuros. Isto inclui toxicidade de
alguns deles aos manuseadores dos animais, modifica-
¢d0 na microbiota de consumidores devido aos antibi-
6ticosja presentes no alimento e transferéncia da resis-
téncia a droga aos patégenos humanos o que pode
dificultar o tratamento das doengas no homem.

A patogenicidade do Vibrio spp. € muito varia-
vel. Ndo é possivel se dizer qual espécie de Vibrio é
mais ou menos nociva desde que a habilidade em
causar doencas varia dramaticamente dentre as espé-
cies. No entanto, em todos os casos, constata-se o
estresse do camardo de alguma forma, na fase anterior
ao desenvolvimento da vibriose. Por outro lado, é
possivel afirmar que as diferentes espécies de Vibrio
detectadas no presente trabalho foram responsaveis
pelo indice de mortalidade verificado na larvicultura
estudada.

Uma vezinstalada a vibriose, os tanques devem
ficar em “estado de emergéncia”. Apds o uso da medi-
cacdo, precisam ser realizadas avalia¢des freqiientes
da condi¢do da larva (mortalidade, comportamento
natatério, resposta alimentar e aparéncia microscopi-
ca), além do monitoramento da temperatura, sali-
nidade, oxigénio e nutrientes da dgua. O que tem sido
observado é que uma agressiva pratica de manejo
como troca intensiva da dgua e adigdo de alimento
fresco, a cada 6 ou 8 horas, podem fazer uma significa-
tivadiferencanareducdo de perdas porvibrioselarval.

O uso de probidticos vem ganhando aplicabi-
lidade na prevencéo de vibrioses, trazendo beneficios



como potencial substituto dos antibiéticos, tendo a van-
tagem de ndo poluir o ambiente, ndo gerar cepas resis-
tentes e garantir o melhor crescimento de pés-larvas.
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