UFRRJ

INSTITUTO DE VETERINARIA

CURSO DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA
VETERINARIA

DISSERTACAO

PATOGENOS DAS FAMILIAS VIBRIONACEAE,
AEROMONADACEAE E ENTEROBACTERIACEAE ISOLADOS DE
CAMARAO (Penaeus spp.) DE VIDA LIVRE NO RIO DE JANEIRO E

DE CRIATORIOS (Litopenaeus vannamei) ORIUNDOS DO RIO
GRANDE DO NORTE.

Ronaldo Leao Guimaraes

Seropédica, RJ
2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



/AL, Universidade Federal
b ﬁi Rural do Rio de Janeiro

INSTITUTO DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA
VETERINARIA

PATOGENOS DAS FAMILIAS VIBRIONACEAE,
AEROMONADACEAE E ENTEROBACTERIACEAE ISOLADOS DE
CAMARAO (Penaeus spp.) DE VIDA LIVRE NO RIO DE JANEIRO E

DE CRIATORIOS (Litopenaeus vannamei) ORIUNDOS DO RIO
GRANDE DO NORTE.

RONALDO LEAO GUIMARAES

Sob a Orientacdo da Dra.
Norma dos Santos Lazaro

e Co-orientagdo da Dra.
Dalia dos Prazeres Rodrigues

Dissertacao submetida como requisito
parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncias, no Curso de
Pé6s-Graduacdo em  Microbiologia
Veterindria, Area de Concentragdo em
Microbiologia Veterindria

Seropédica, RJ
Dezembro de 2008.



FICHA CATALOGRAFICA

Guimaraes, Ronaldo Ledo, 1954-

Patégenos das familias Vibrionaceae, Aeromonadaceae e
Enterobacteriaceae isolados de camardo (Penaeus spp) de vida livre e de
cativeiro no Rio de Janeiro
Ronaldo Ledo Guimaraes. — 2008.

03 fig.: 01 graf., 09 tabs.

Orientador: Norma dos Santos Lazaro.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Instituto de Microbiologia Veterinaria.

Bibliografia: f. 42-50.

1. Vibrio — Aeromonas — Enterobacteriaceae — Camardes — Dissertacdo. 2.
Desenvolvimento organizacional — Brasil — Teses. I. Guimardes, Ronaldo
Ledo. II. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Instituto de
Microbiologia Veterindria.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
) INSTITUTO DE VETERINARIA )
CURSO DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA VETERINARIA

RONALDO LEAO GUIMARAES

Dissertacdo submetida como requisito parcial para obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias,
no Curso de Pods-Graduagdo em Microbiologia Veterindria drea de Concentragdo em
Microbiologia.

DISSERTACAO APROVADA EM 01/12/2008

Dra. Christiane Soares Pereira. FIOCRUZ

Dra. Délia dos Prazeres Rodrigues. FIOCRUZ

Dra. Gléria Maria Direito. UFRR]J



DEDICATORIA

Dedico este trabalho as Dras: Délia dos Prazeres Rodrigues e Norma dos Santos
Lazaro que tem contribuido para o sucesso profissional dos alunos de pés-graduacgéo de varias
universidades deste pais que necessitaram de sua ajuda.

Muito obrigado.



AGRADECIMENTOS

Cumpre apresentar minha gratiddo a todos aqueles que de modo amigo, contribuiram
na execugdo desta tese.

A Dra Norma dos Santos Lizaro pela orientagdo, participagio, atengdo e estimulo em
todas as fases desta pesquisa.

A Dra Diélia dos Prazeres Rodrigues pela co-orientacdo, participagdo, atencio e
incentivo em todas as etapas deste trabalho.

A Bi6loga Danielle Fadul Vilas Boas pela colaboragdo nos ensaios bioquimicos.

Ao Dr. Fabio Vieira Aradjo pela colaboracdo em diversas etapas deste trabalho.

Ao técnico de laboratdrio do Departamento da Bacteriologia da FIOCRUZ, Sr. Evaldo
Soares da Silva pelo constante e imprescindivel apoio para a realizacdo dos ensaios
bioquimicos.

Aos professores do curso de Mestrado em Microbiologia Veterindria da UFRRJ, em
especial ao Dr. Francisco Baroni, Dr. Sérgio Gaspar Lemos e Dra. Gldria Maria Direito que
muito contribuiram para o €xito deste curso.

A Fundagio Oswaldo Cruz pelos recursos técnico-cientificos ofertados para a
execucgdo desta pesquisa.



RESUMO

Este trabalho teve como objetivo pesquisar em camardes de vida livre e criados em cativeiro a
presenca de microrganismos dos géneros Vibrio, Aeromonas e representantes da familia
Enterobacteriaceae. Para tal, foram coletadas 20 amostras de camardo de vida livre (Penaeus
sp.) do canal de Itajuru, Cabo Frio, RJ; e outras 20 amostras de camardo de cativeiro do
comércio local deste municipio, no periodo de Janeiro a Agosto de 2007. Estas amostras
foram processadas seguindo metodologia padrdo e inoculadas em meios seletivos para a
pesquisa dos microrganismos citados. A identificacdo dos isolados foi realizada através de
testes bioquimicos especificos. 88 cepas foram isoladas, das quais, 51,1% pertencente ao
género Vibrio, 28,5% ao género Aeromonas e 20,4% a Plesiomonas shigelloides. Em
nenhuma amostra foi detectada a presenca de E. coli ou Salmonella spp. Dentre os Vibrios,
houve predominincia de Vibrio alginolyticus com 45% e Vibrio parahaemolyticus com
10,5%. Aeromonas hydrophila contribuiu com 30% dos isolados deste gé€nero e 83,3% dos
isolados de Plesiomonas shigelloides foram obtidos de camario de vida livre enquanto 16,7%
foram obtidos de camario de cativeiro. Os resultados apresentam uma grande freqiiéncia de
cepas potencialmente patogénicas ao homem presentes nestes camardes; ressaltando a
importancia do monitoramento destes organismos ndo sé para a industria de carcinicultura
como também para a saide publica.

Palavras-chaves: Vibrio, Aeromonas, Enterobacteriaceae, camardes de vida livre,
camardes de cativeiro.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the presence of Vibrio sp., Aeromonas sp. and
Enterobacteriaceae in marine and farmer shrimp. For this, 20 samples of marine shrimp
(Penaeus sp.) were collected from Itajuru channel, Cabo Frio, RJ, and other 20 samples of
farmer shrimp were acquired in municipal market of Cabo Frio, RJ between January to
August 2007. These samples were processed using standard methodology and inoculated in
selective media for the research of these microorganisms. The isolates identification was
performed by specific biochemical tests. 88 strains were isolated; 51.1% belonging to Vibrio
Sp., 28.5% to Aeromonas sp. and 20.4% to Plesiomonas shigelloides. It was not detected the
presence of E. coli or Salmonella. Among the Vibrio sp., there was a prevalence of Vibrio
alginolyticus with 45% and Vibrio parahaemolyticus with 10.5%. Aeromonas hydrophila
contributed with 30% of the isolates of this genus and 83.3% of the isolates from Plesiomonas
shigelloides were obtained from marine shrimp while 16.7% were obtained from farmer
shrimp. The results show a high frequency of potentially pathogenic strains in these shrimps,
emphasizing the importance of monitoring these organisms not only to shrimp industry but
also to public health.

Key-words: Vibrio, Aeromonas, Enterobacteriaceae, marine shrimp, farmer shrimp.



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1 - O Canal de Itajuru liga a Lagoa de Araruama ao Oceano Atlantico, renovando
suas dguas, sendo responsavel pela piscosidade da Lagoa.........cccceeveeeieeieincinnieenienns PAG. 23
FIGURA 2 - Camardes capturados no Canal de [tajurt ..........ccceeveveviiiieninnienennene PAG. 24
FIGURA 3 - Selec¢io das amostras de camarfo capturadas no Canal de Itajuru........ PAG. 24
FIGURA 4 - Freqiiéncia dos géneros / espécies bacterianas isolados de camardes de vida

livre em relac@o a sazonalidade...........ccoeiieriieiiiiie i PAG. 33



INDICE DE TABELAS

TABELA 1 - Projecdes e Metas da Carcinicultura Brasileira ........c.cccoeceevienneeneenen. PAG. 10
TABELA 2 - Freqiiéncia de isolados de Vibrio spp, Aeromonas spp, € P. shigelloides em

camaroes de vVida LIVIE € A€ CAtIVEITO...cuuuuueeeieeeieiieeeeee ettt e e e e eeaeaaree s PAG. 27

PAtogENICAs PArad O NOTNEIN «...c.uuieiiieiieiiieie ettt ettt et e te e e PAG. 28
TABELA 5 - Distribuicdo das espécies de Vibrio potencialmente patogé€nicas para o

CAIMIATAO . veveveveeeeeeeeeeeeeeeeeee et aeeeaeeeee et e e aeae s e e e e e e e s s e e as s e e s aeae e e e s aeaeae e e aeaeaeaeaeaaaessaeseaeessesanesenennn PAG. 29

Patogénicas Para 0 NOMEIN ........eeueiiiiiiiiiiiie ettt ettt e PAG. 29
TABELA 7 - Distribuicdo das Espécies de Aeromonas Potencialmente Patogénicas para o
CAMATAO ..ottt ettt et sttt e b e e b e et et e bt e st e b e sb e e beeb e et e bt esbeseeenenbeeatens PAG. 30
TABELA 8 - Freqiiéncia de isolados de Plesiomonas shigelloides............................ PAG. 30
TABELA 9 - Freqiiéncia e distribui¢do dos géneros / espécies bacterianas isolados de

camardes de vida livre e de cativeiro em relacio a sazonalidade

10



SUMARIO

1-INTRODUCAO 01
1.1 — Justificativa 02
1.2 — Objetivos 03
2 —-REVISAO DE LITERATURA 04
2.1 — Panorama da carcinicultura no Mundo 04
2.2 — Panorama da carcinicultura no Brasil 05
2.3 — Familia Vibrionaceae 13
2.4 — Familia Aeromonadaceae 17
2.5 — Familia Enterobacteriaceae 19
2.5.1 — Salmonella 20
2.5.2 — Escherichia coli 20
3 - MATERIAL E METODOS 23
3.1 — Local de Estudo 23
3.2 — Amostragem 23
3.3 — Procedimentos Laboratoriais 24
3.3.1 — Isolamento e identificacdo de patégenos das familias Vibrionaceae, Aeromonadaceae
e Enterobacteriaceae 24
3.3.2 — Caracterizagdo bioquimica presuntiva 25
3.3.3 — Caracterizagdo bioquimica complementar 25
4 - RESULTADOS 27
5 - DISCUSSAO 34
6 — CONCLUSOES 40
9 - RECOMENDACAO 41
10 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 42
ANEXOS 51

11



1 INTRODUCAO

A carcinicultura engloba o cultivo de crusticeos (camardes, siris, lagostas e
caranguejos), destacando-se em nosso pais, o cultivo de camardo marinho cuja atividade se
encontra em franca expansdo, devido a existéncia de um mercado garantido e que, por isso,
proporciona boa lucratividade para o carcinicultor. (ABCC, 2001).

A produgdo mundial de camardo em criatdrios, embora apresente valores inferiores
aos do setor de pesca extrativista, vem, ao longo dos anos, apresentando taxas de
produtividade cada vez maiores. (ABCC, 2004).

Esse crescimento tornou-se evidente, a partir da década de 80, sendo que no ano de
1989 a producdo de camardo de criatorios representou 24,1% da producdo mundial. Na
década de 90, essa atividade se manteve estdvel sendo responsdvel por 29% da producdo total
de camarao. (ABCC, 2004).

Entre os camardes cultivados em fazendas, as espécies Farfantepenaeus chinenis,
Penaeus monodon e Litopenaeus vannamei sdo as mais adequadas para esta atividade, sendo
que juntas sdo responsaveis por 80% da producdo mundial de camardo oriundo de criatérios.
(BARBIERI & OSTRENSKY, 2002).

O L. vannamei, vulgarmente conhecido como camardo-branco do Pacifico, é uma
espécie rustica, de ficil cultivo, com boa capacidade de adaptagdo a diferentes condigdes
ambientais e muito bem aceita pelos consumidores, devido a sua carne apresentar sabor
agraddvel, ser firme e de coloragdo adequada.

A introdu¢d@o do camardo-branco do Pacifico no Brasil foi o fator responsédvel pela
intensificagdo dos criatérios de camarfo marinhos durante a década de 90. Além disso, essa
introdugdo associada aos avancos tecnoldgicos que se seguiram, revolucionou a prépria
atividade no pafs, possibilitando auferir ganhos de mais de 600% em relacdo ao que era
alcangado com a utilizacdo de espécies nativas. (BARBIERI & OSTRENSKY, 2003).

Ainda assim, a producdo de camardo ainda ndo € suficiente para atender a demanda
interna e externa do mercado consumidor, fazendo com que o camarfo, que ji é considerado
um produto nobre, tenha mercado garantido e obtenha precos atraentes para os
carcinicultores, contribuindo, significativamente, para a continua expansdo da carcinicultura

no Brasil.
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A criag¢do de camardes de cativeiro em nosso pais ndo é uma atividade exclusivamente
para grandes empreendedores, podendo ser desenvolvida também por pequenos e médios
carcinicultores, que se retinem em cooperativas ou sistema de condominio para viabilizar o
negocio.

A investigacdo microbioldgica do pescado pode contribuir para definir o risco de
exposicdo a patégenos potenciais e para enfocar a importancia relativa de diferentes produtos
como veiculadores destes.

A presenca de bactérias pertencentes as familias Vibrionaceae, Aeromonadaceae e
Enterobacteriaceae no camardo € de suma importancia para a carcinicultura, pela
possibilidade em causar sérias doengas nos hospedeiros e provocar perdas econdmicas para a
inddstria do camarf@o. Destaca-se a relevancia para a saide publica, uma vez que estes
microrganismos podem determinar patogenia associada a quadros gastrentéricos apds o
consumo de crustidceos submetidos a processos inadequados de cocgao.

Entre as espécies de importancia em sadde publica, isoladas a partir de camardes de
vida livre e cativeiro, destacam-se o Vibrio parahaemolyticus € Aeromonas hydrophila, além
do Vibrio alginolitycus, espécies relevantes por ocasionar infeccdes em ferimentos pré-
existentes, especialmente entre individuos imunocomprometidas.

Embora a pesquisa de Aeromonas sp. em alimento ndo seja preconizada pela
legislacdo brasileira, é considerado um patégeno emergente, que vem sendo, cada vez mais,

relacionado a doencas transmitidas pelo pescado.

1.1 Justificativa

Os aspectos acima relacionados, aliados ao discreto respaldo da literatura nacional
sobre o tema, justificam do ponto de vista de satide publica, estudos que avaliem a qualidade
sanitdria do camardo de vida livre e de cativeiro, considerando a magnitude de seu consumo e
ponderando-se o risco de transmissdo de espécies pertencentes as familias Vibrionaceae,
Aeromonadaceae e Enterobacteriaceae, potencialmente patogé€nicas para o homem e camardes
de vida livre capturados no Canal de Itajuru situado no municipio de Cabo Frio no Estado do
Rio de Janeiro e camardes de cativeiro oriundos do Rio Grande do Norte, adquiridos no

comércio local.
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1.2 Objetivos

A) Geral:

Isolar, caracterizar e verificar a freqiiéncia de cepas potencialmente patogénicas das
Familias Vibrionaceae, Aeromonadaceae e Enterobacteriaceae presentes no camarao de vida
livre (Penaeus sp.) no Rio de Janeiro e de criatérios (Litopenaeus vannamei) oriundos do

Rio Grande do Norte.

B) Especificos:

Pesquisar a ocorréncia de Vibrio spp, Aeromonas spp € Plesiomonas shigelloides no
camardo de vida livre e de cativeiro.

Verificar a correlacdo destes patdgenos em relacdo ao grau de poluicdo do canal de

Itajuru no municipio de Cabo Frio.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama da Carcinicultura no Mundo

O camardo € na atualidade um produto com mercado mundial solidamente
estabelecido e em expansdo, situacdo que o coloca como um produto gerador de divisas por
exceléncia.

O mercado global do camardo de cativeiro mostra uma crescente demanda nos
principais centros importadores: EUA, Europa e Japdao. Em 2003 as importacdes norte-
americanas de camardo atingiram a marca de 504.495 toneladas, apresentando um
crescimento de 17,51% em relacdo a 2002, e o consumo per capita nacional, a 4,3 libras, o
que posicionou o camardo como o produto do setor pesqueiro de maior consumo,
consolidando a sua supremacia sobre o atum que hé 50 anos liderava o consumo desse setor.
O mercado europeu, com destaque para a Espanha, Franca, Reino Unido, Itélia etc, realizou
importacdes da ordem de 569.128 toneladas em 2003. O Japdo manteve-se como 0 maior
mercado importador de camario congelado em toda a Asia, com 233.251 toneladas em 2003.
(ABCC, 2001).

O dinamico crescimento da atividade comercial vem sendo acompanhado de
crescentes preocupagdes sobre sua sustentabilidade ambiental como atividade econdmica que
usa recursos naturais com fins produtivos.

Entretanto, o cultivo do camario, implementado com praiticas e procedimentos
tecnolégicos apropriados, pode conviver harmonicamente com 0s ecossistemas costeiros que
0 cercam.

Pelas proprias exigéncias do mercado internacional, os paises exportadores estdo
conduzindo o cultivo do camardo com o enfoque de convivéncia com o meio ambiente, dentro
de uma acdo combinada entre o governo, com regulamentacdo ambiental do cultivo, e o setor
privado, com o uso de tecnologia adequada e implementagdo de cddigos de conduta e de
praticas ambientalmente responsaveis e de medidas de biosseguranca e gestdo de qualidade.
(ABCC, 2002).

O camario marinho de cativeiro tem a sua cadeia direta de produgdo organizada em
trés segmentos: o laboratério de maturacdo e larvicultura; os viveiros de crescimento e

engorda; e o centro de processamento e congelamento para o mercado consumidor.
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O crescimento mundial do cultivo do camardo marinho em termos comerciais torna-se
evidente a partir dos anos 80, e continua tendo por sustentidculo a crescente demanda do
produto em escala mundial aliada a boa rentabilidade do agronegdcio e a sua capacidade de
gerar renda, emprego e divisas. (ABCC, 2002).

No ano de 2003, a producdo mundial do camardo em mais de 50 paises emergentes
alcancgou cerca de 1.630.000 toneladas, ou seja, 35,2% do total de camardo produzido em todo
o mundo, cujo volume anual envolvendo captura e cultivo foi de cerca de 4.630.000
toneladas, indicando que o camardo capturado dos mares continua sendo o principal
responsavel pela oferta mundial do produto (64,8%). (ABCC, 2004).

O hemisfério oriental contribuiu com a maior producdo mundial do camar@o cultivado,
com cerca de 1.359.000 toneladas em 2003, correspondentes a 83,37% do total produzido no
mundo, sendo o principal centro produtor o sudoeste da Asia tendo a China como principal
produtor. (ABCC, 2004).

Em relacdo ao hemisfério ocidental, a producdo de 2003 alcancou a 271.000 toneladas,
16,63% do total mundial tendo como principal produtor o Brasil com 90.190 toneladas.

(ABCC, 2004).

2.2 Panorama da Carcinicultura no Brasil

Dos 8.000 Km da faixa costeira do Brasil, pouco menos da metade — do sul da Bahia
ao norte do Maranhdo — estd inserida dentro das coordenadas longitudinais que dao lugar a
ecossistemas e condi¢des climaticas ideais para o desenvolvimento do camardo de cativeiro, o
que confere ao pafs extraordinério potencial para o seu cultivo. (ABCC, 2004).

Estima-se que somente no Nordeste, onde as condi¢des naturais de clima e solo
conferem vantagens comparativas altamente favordveis a Regido em termos mundiais,
existem 300.000 hectares de dreas propicias para o cultivo do camardo marinho.

Esse potencial se vé ampliado quando estados como Santa Catarina e Espirito Santo,
nas Regides Sul e Sudeste, respectivamente, e Pard, na Regido Norte, demonstram a
viabilidade técnica e econdmica da carcinicultura comercial em suas areas litordneas. (ABCC,
2004).

As condi¢des de solo, clima, hidrobioldgicas e topograficas das dreas rurais costeiras

do Nordeste que recebem influéncia das marés, se situam num patamar de tal maneira que
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propicia a producdo do camario de cativeiro, sendo perfeitamente vidvel utilizar os 365 dias
do ano para o seu cultivo, permitindo realizar trés ciclos anuais de produc¢do. (ABCC, 2004).

Esse indicador pde em evidéncia as vantagens comparativas da regido, ao ser
comparado com os 180 a 240 dias que caracterizam o indicador dos paises asiiticos,
tradicionais produtores de camardo marinho, em cujo caso apenas um ou no maximo dois
ciclos anuais de producdo podem ser obtidos. (ABCC, 2004).

O trabalho que vem sendo realizado no Brasil pelo setor privado na drea tecnolédgica /
comercial tem como marco de referéncia transformar as vantagens competitivas duraveis para
a colocagdo do produto brasileiro no mercado mundial. (ABCC, 2004).

Os principais fatos relacionados com a introducio e evolugdo do cultivo do camario
no Brasil podem ser sintetizados deste modo:

Na metade da década de 70 o governo do Estado do Rio Grande do Norte realizou os
primeiros experimentos para viabilizar o cultivo do camardo utilizando espécies nativas
Farfantepenaeus subtilis, F. brasiliensis e Litopenaeus schmitti e a partir de 1980, com a
introdugdo, adaptacdo e disseminacao da espécie Marsupenaeus japonicus, de origem asiatica,
foi dado inicio ao primeiro ciclo de desenvolvimento de uma nova atividade no Nordeste, a
qual despontava como alternativa a extragdo do sal, que confrontava série crise de preco e
mercado com o conseqiiente desemprego generalizado nas dreas salineiras (FIGUEIREDO,
2006).

Com os resultados favoraveis obtidos com essa nova espécie, a partir de 1982 foram
instaladas as primeiras fazendas de cultivo comercial de camardo no Nordeste com apoio
financeiro dos programas FISET/PESCA/BANCO DO BRASIL e BID-PROPESCA/BNCCC,
tendo sido viabilizado cerca de 10 grandes empreendimentos.

Em 1985 estava descartada a viabilidade de se desenvolver uma carcinicultura
comercial com a referida espécie, que ndo se adaptou a normalizagdo das estacdes chuvosas a
partir de 1984, principalmente por falta de um plano muito mais abrangente de pesquisa.

Nio obstante o insucesso, esta primeira fase deixou uma soélida experiéncia que serviu
de estimulo para continuar os trabalhos de viabilizacdo com as espécies nativas (F. subtilis, F.
paulensis e L. schmitti) (NUNES, 2002)

Duraram 10 anos os esfor¢os de domesticacdo das nossas espécies, cujo desempenho
técnico / financeiro mostrou-se apenas suficiente para cobrir os custos diretos de produgdo das

fazendas com melhor manejo, levando algumas grandes unidades produtivas a desativagdo.
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Ao descontinuar a domesticacdo das espécies nacionais, técnicos e produtores
tomaram a decisdo de adotar a espécie exdtica, o Litopenaeus vannamei, originaria do Oceano
Pacifico, na altura de Sonora no México até Thumbes, norte do Peru. Ea espécie comercial
mais explorada no sul do México, Guatemala e El Salvador e a espécie mais cultivada do
Hemisfério Ocidental. Além de boa aceitagdo no mercado, a espécie possui grande capacidade
de adaptagdo as variadas condigdes de cultivo, apresentando altos rendimentos em elevadas
densidades, em dguas hiper ou oligohalinas. (BARBIERI & OSTRENSKY, 2003).

Além disso, suporta ambientes com elevada amplitude térmica entre 9 e 34°C. Em
verdade, o L. vannamei foi introduzido para fins de cultivo comercial no Brasil em 1983,
Maricultura da Bahia, onde se manteve confinada por mais de uma década (ABCC). Somente
a partir do inicio dos anos 90, quando alguns laboratérios de larvicultura privados
viabilizaram a disponibilidade de pés-larvas dessa espécie € que as validagdes tecnoldgicas
realizadas pelas fazendas de camardo nos Estados do Rio Grande do Norte, Ceard e Paraiba
demonstraram a melhor adaptagdo do L. vannamei em relacdo as espécies nativas.
(BARBIERI & OSTRENSKY, 2003)

E vélido afirmar que a partir de 1995/1996 ficou comprovada a viabilidade comercial
da producdo do camar@o marinho no Brasil (ABCC, 2004).

O cultivo de camardo de cativeiro no Brasil cresceu ndo s6 em relagdo a drea de
cultivo que teve um incremento total de 317,81% no periodo de sete anos como também a da
produtividade que obteve a marca de 499,41% indicando o intenso processo tecnoldgico a que
a atividade vem sendo submetida. (ABCC, 2004)

Como resultado, o crescimento da produgdo é extraordindrio ao passar de 3.600
toneladas, em 1977, para 90.190 toneladas, em 2003. A produtividade nacional de 6.084
Kg/ha/ano registrada nesse tltimo ano € digna de mengéo ja que coloca o Brasil como lider
mundial em relagdo ao indicador que mostra eficiéncia tecnoldgica na producdo. (ABCC,
2004).

A producdo mundial de camardo cultivado e capturado em 2004 foi da ordem de 5.328
milhdes de toneladas, das quais 33,87% vieram das fazendas de camarido (FAO, 2006). A
producdo mundial de camardo de cativeiro foi de 2,36 milhdes de toneladas em 2005,
comparada a uma producio de 2,07 milhdes de toneladas em 2004.

Por outro lado, a produ¢@o de camardo de captura evolui de 3,1 milhdes de toneladas
em 2000 para 3,6 milhdes em 2006, um crescimento médio de 3,83% a.a. Todavia, entre 2003

e 2004, o crescimento foi de 2,0% a.a., o que indica uma tendéncia a saturacdo enquanto o
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crescimento da produgdo de camardo de cativeiro foi, no periodo de 2000 a 2005, de 14,66%
a.a. Assim, a produgdo por captura ainda representa a maior parcela (63,56% do volume bruto
em 2004), mas se espera que a produgdo por cultivo supere a produgdo por captura,
representando uma alternativa vidvel ao aumento da procura no mercado nacional e
internacional (BARBIERI & OSTRENSKY, 2003).

A distribuicdo geografica da drea cultivada e do volume de produgdo por regides
brasileiras, em 2003, mostra a absoluta predominincia da Regido Nordeste com 95,2% da
produgd@o nacional, confirmando assim a vocagdo de sua faixa costeira para o cultivo do
camario. (ABCC, 2004).

Em relac@o ao nivel de produtividade das fazendas por Estados da Federagéo, temos o
Rio Grande do Norte ocupando a primeira posicdo, seguido pelo Ceard, Bahia, Pernambuco,
Paraiba e Piaui. O estado de Alagoas (8.667 Kg/ha/ano) com apenas dois produtores e drea de
15 h4, detém a maior produtividade, seguida pelo Parana (7.959 Kg/ha/ano), com um produtor
com darea de 49 hectares, e pelo Ceara (7.676 Kg/ha/ano) com 185 fazendas e drea de 3.376
ha. (ABCC, 2004).

Os Estados da Regido Sul, Santa Catarina, Parand e Rio Grande do Sul, se destacam
por demonstrarem a viabilidade do cultivo de camardao em condi¢Oes climdticas adversas, o
que significa o potencial brasileiro para a producdo de camardo marinho de cativeiro (ABCC,
2004).

Em relagdo ao tamanho das fazendas, a estrutura do setor mostra acentuada
predominancia do pequeno produtor com menos de 10 hectares ao participar com 74,92% do
ndmero total, e em area de viveiros, com 18,84%. Somados pequenos e médios, a participacio
sobe para 94,48% em numero de produtores. No outro extremo aparecem os grandes
produtores com mais de 50 hectares que em quantidade, correspondem a 50,52%, mas que
detém 53,28% da area total em producdo. A participacdo do pequeno produtor na proporcio
indicada desmitifica a idéia de que o camardo de cativeiro € um agronegdcio exclusivo do
grande empresario (ABCC, 2004).

Importantes aspectos sociais do cultivo do camardo estdo sendo revelados a medida
que o agronegdcio cresce e se consolida. Além da importante participacdo do pequeno
produtor, a geracdo de emprego € outro aspecto que concede destaque ao cultivo do camardo
no Nordeste sob o prisma social, j4 que o coloca como um dos mais importantes segmentos do
setor agropecudrio na geracdo de emprego constituindo-se num importante aliado para os

planos de desenvolvimento humano. Com efeito, conforme estudo do Departamento de
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Economia da Universidade Federal de Pernambuco (SAMPAIO & COSTA, 2003), a
atividade estd gerando 3,75 empregos diretos e indiretos por hectare de viveiro em produgao.

Este niimero revela que a cadeia produtiva do cultivo de camardo (laboratério de
larvicultura, fazenda de engorda e centro de processamento), gera mais empregos do que as
atividades agricolas tradicionais do Nordeste, a exemplo da cana-de-agticar e do coco e, o que
¢ importante destacar, mais do que as atividades do setor dindmico da fruticultura irrigada
como a manga e a uva. (SAMPAIO & COSTA, 2003)

O fato de 88% dos empregos gerados pelo camardo de cativeiro ser ocupado por
trabalhadores de baixo nivel de escolaridade e sem qualificacdo profissional, segundo o
estudo citado, mostra que a carcinicultura marinha esta tendo considerdvel impacto social nas
comunidades rurais de sua area de influéncia. (SAMPAIO & COSTA, 2003)

O emprego gerado pelo camardo de cativeiro beneficia diretamente os trabalhadores
egressos das atividades tradicionais do litoral nordestino (pesca artesanal, extracdo do sal,
extracdo da cera de carnaiba, producdo de coco e da prépria cana-de-agicar), todas
apresentando declinio econdomico. (SAMPAIO & COSTA, 2003)

Adicionalmente, merece destaque o fato de que 14% dos empregos gerados pelo setor
sao ocupados por mao de obra feminina nas indistrias de beneficiamento.

A experiéncia brasileira tem demonstrado que é perfeitamente possivel produzir
camardo em harmonia com o meio ambiente como € o caso de algumas fazendas com mais de
20 anos de producdo continuada no Cearad (Artemisa, Seafarm e Cina); Rio Grande do Norte
(Marine, Camanor e Formosa); Bahia (Pescom, Maricultura da Bahia e Valenca da Bahia) e
Piaui (Secom, Aquinor e Conmar), com sucessivos incrementos de produtividade. Entretanto,
a criacdo de camardes em dreas proximas de manguezais se constitui um elevado risco ao
ecossistema, pois transformam a paisagem, avangam sobre os manguezais, captam dgua limpa
dos estudrios e devolvem agua contendo matéria organica e elementos quimicos nocivos as
espécies nativas, em especial com relagdo a transmissdo de doencas, modificando a base da
cadeia alimentar e o equilibrio do ecossistema (CUNHA, 2005).

Os impactos ambientais desta atividade nos ecossistemas costeiros tém sido alvo de
varios estudos. Meireles (2006) identificou diversos impactos da criacdo de camardo para
regides litoraneas, sendo os de maior relevancia:

1. Desmatamento do manguezal, da mata ciliar e do carnaubal;

2. Bloqueio do fluxo das marés;

3. Soterramento dos canais de maré;
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4. Contaminacdo da dgua por efluentes dos viveiros e das fazendas de larva e pos-

larva;

5. Reducdo e extingdo de habitats de numerosas espécies;

6. Extingdo de dreas de mariscagem, pesca e captura de caranguejos.

A sustentabilidade ambiental do camario de cativeiro, tal como estd demonstrada em
algumas fazendas no Brasil, ¢ uma questdo de tecnologia, de adog¢do de cddigos de ética
(adotado em maio de 2001 pela Associagdo Brasileira de Criadores de Camarfo), de medidas
de biosseguranca e de gestdo de qualidade por parte do setor produtivo, e de regulamentacio
ambiental e fiscalizacdo por parte das autoridades governamentais (ABCC, 2004).

Assumindo um ritmo de crescimento da carcinicultura brasileira nos proximos anos,
de tipo moderado, as proje¢Oes da tabela 1 indicam as metas que poderiam ser alcancadas até

2010.

Tabela 1. Projecoes e Metas da Carcinicultura Brasileira

Viveiros (hectare) Produtividade Exportacao

Ano Incorporado |Acumulado |Kilogramas/hectare |toneladas |USS (mil)
2003* | -meeee- 14.824 6.084 90.190 225.943
2004 3.176 18.000 6.500 117.000 300.000
2005 3.000 21.000 6.800 142.000 370.000
2006 4.000 25.000 7.000 175.000 462.000
2007 5.000 30.000 7.200 216.000 616.000
2008 4.000 34.000 7.300 248.000 736.000
2009 3.000 37.000 7.400 273.000 864.000

2010 3.000 40.000 7.500 300.000 | 1.000.000

* = ano zero da projecao

Fonte: Censo 2003 e Projecdoes ABCC

O nivel de produtividade do camardo de cativeiro do Nordeste, de 6.084 Kg por
hectare, significativamente superior a dos demais paises produtores, permite a Regido gerar
incrementos sucessivos e aprecidveis de produgdo e de emprego, renda e divisas, utilizando
quantidade relativamente pequena de recursos naturais, em comparacdo com os principais

paises produtores. (ABCC, 2004).
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Nesse contexto de producgdo sustentdvel, que refor¢a o potencial do Nordeste, é que
deve ser visto o cultivo em cativeiro do camardo marinho e analisada qualquer questdo
relativa ao seu desenvolvimento. (ABCC, 2004).

Por suas caracteristicas, a atividade requer a realizacdo de um constante esforgo
institucional, técnico e financeiro para evitar que, no Nordeste, se repita mais uma frustracio
de iniciativas de cardter econdmico com potencial para superar os niveis de pobreza da regiao

A criacdo de camardo em cativeiro exerce relevante papel sécio-econdmico, e de
cidadania por gerar empregos em diversos setores: reduzir os indices de miséria, incentivar a
dieta com alimentos protéicos além de minorar a exploragdo cada vez maior dos recursos
naturais costeiros. (ABCC, 2005).

Em relacdo a pesca do camardo marinho na Regido de Cabo Frio no municipio do Rio
de Janeiro destaca-se o Canal de Itajuru, com 6 Km navegidveis,que liga a Lagoa de
Araruama, que estd localizada entre as latitudes 22°49° — 22°57" S e entre as longitudes 42°25°
W, ao Oceano Atlantico. Este canal é responsével pela renovacdo da dgua, pela piscosidade da
Lagoa, além de ser um criadouro do camardo-rosa (Penaeus spp) que € o maior camario
marinho, pesando cerca de 150 gramas e com desova no mar em profundidades em torno de
40 metros. Apds a eclosdo dos ovos, as larvas migram para as dguas costeiras e, quando
atingem a fase pos-larva, penetram na lagoa de Araruama pelo Canal de Itajuru. (Consércio
Intermunicipal Lagos Sao Joao, 2007).

O Canal de Itajuru possui ancoradouro publico, mercado de peixes, associacOes de
iatismo e lazer e cais de traineiras. Em seu interior situa-se a Ilha do Japonés, além de
algumas praias como a de Sdo Bento. Apresenta dguas turvas e calmas, com temperatura entre
20°C e 24°C, tornando o canal, uma drea ideal para a pratica de iatismo, wind-surf, esqui-
aqudtico, passeios turisticos e a captura do camardo-rosa pela populagdo nativa que o
comercializa na Regido dos Lagos, sem andlise prévia da fiscalizacdo sanitdria.
(GUIMARAES et al. 2007)

As principais fontes de poluicdo do Canal de Itajuru estdo ligadas a alta taxa de
urbanizagdo da regido, e a falta de infra-estrutura sanitéria, ressaltando-se a presencga de varios
aterros e lancamento direto ou indireto dos esgotos domésticos contendo nitratos e fosfatos
que propiciam a floracdo do fitoplancton no corpo d’4gua lagunar. (RIGUETTI et al., 2007).

Consoante Watkins e Cabelli (1985), Bocanera er al. (1981), Vollenweider et al.,

(1992) e Alam et al., (2001), as maiores concentracdes de nutrientes em aguas poluidas por
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efluentes domésticos resultam em uma bioestimulacio de fitoplancton que, de forma indireta,
aumentam a populagdo zooplanctonica.

Contudo, existem facetas importantes a serem consideradas, entre as quais estdo os
microrganismos que ocorrem naturalmente no ambiente aqudtico possuindo caracteristicas
oportunistas, ou sendo reconhecidamente patogénicos. Seu monitoramento representa um
ponto extremamente relevante, visto que pode determinar prejuizo vultoso para o produtor ou
ainda representar risco para os manipuladores ou consumidores.

As bactérias desempenham um importante papel na decomposicio da matéria orgénica
morta (fito e zooplancton, bentos, sobras de ragdo e até camardes) presente nos criatorios.
Portanto, elas s@o necessarias ao normal funcionamento dos ciclos biogeoquimicos dos
criatérios de camario.

Ocorre que, quando a concentracdo de matéria orgdnica aumenta em demasia, ou
quando os camardes sdo estocados em densidades muito elevadas, a concentracdo destes
microrganismos também aumenta, a ponto de desencadear infec¢des fulminantes, que,
dependendo da fase do cultivo, podem resultar em mortalidades de até 100% em menos de 48
horas. (ALDAY-SANZ, 1994)

Doencas bacterianas raramente se desencadeiam somente pela simples presenca de
bactérias patogé€nicas no meio aqudtico. Normalmente, essas bactérias sdo encontradas em
viveiros de cultivo, sem que isso represente maiores problemas para os carcinicultores. Em
termos gerais, admite-se que o manejo técnico adequado do ambiente de cultivo do camario,
evitando o seu estresse, constitui excelente medida para evitar ou minimizar as enfermidades.
(AGUIRRE-GUZMAN et al., 2004).

Os camardes infectados por Vibrios exibem sinais caracteristicos quando estdo em
fase terminal. Estes sinais abrangem: (NUNES et al., 2005)

a. Fraqueza excessiva (camardes deitam no fundo do viveiro).

b. Nado desorientado;

c. Opacidade da musculatura abdominal;

d. Aumento na pigmentacio;

e. Grampo na cauda;

f. Lesdes escuras ou amarronzadas na cuticula.
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2.3. Familia Vibrionaceae

O ambiente marinho tem seu equilibrio estabelecido face a biota existente, onde
espécies microscopicas de natureza autdctone perpetuam e mantém a purificagdo do
ecossistema. Entre os constituintes ubiquitdrios, destaca-se o gé€nero Vibrio que além de
residir habitualmente no ambiente marinho e estuarino, s@o encontrados em alguns nichos
dulcicolas, dos quais sdo carreados através de correntes para o meio salino (GUIMARAES et
al., 2007)

Sua presenca nestes habitats estd associada a diversos fatores, alguns intrinsecos,
como a capacidade de digestdo da quitina e celulose, que permite a colonizagcdo de diversos
microambientes, como: o sedimento; o zooplancton; os poriferos; os cnidarios; os moluscos;
0s crusticeos; os equinodermas e as plantas aquaticas.

Sdo reconhecidas mais de 175 espécies e, possivelmente, um nimero maior de
subespécies. Doze espécies sdo reconhecidas como patdgenos humanos (Vibrio cholerae O1,
V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus, V. carchariae, V. cincinnatiensis, V.
mimicus, V. fluvialis, V. damsela, V. metschnikovii, V. furnissii e V. hollisae) causando
infecgdes intestinais ou ainda extra-intestinal e outras quatorze espécies estdo envolvidas em
processos de agressdo a diferentes espécies marinhas (KEUSCH et al., 2002).

Este género bacteriano vem sendo alvo de estudo desde o século passado face ao
reconhecimento de que uma espécie, V. cholerae O1 representou desde a antiguidade um risco
ao homem com elevados indices de mortalidade. Na atualidade esta condi¢do pode ser
relativamente elevada, no subcontinente indiano e africano. (GUIMARAES et al, 2007).

O ciclo biolégico dos vibrides pode ser mantido pela interacio com determinados
hospedeiros causais, visto que é mencionado seu isolamento a partir de diversas espécies
animais oriundas deste ecossistema como, peixes (HOFER & SILVA, 1986, KIIYURIA et al.,
1992), caranguejos (THOMPSON & VANDERZANT, 1976), lagosta (MOLENDA et al.,
1974), mexilhdao (ZEBRAL, 1985) e ostras (GOOCH et al. 2002), nas quais a presenca de
bactérias do género Vibrio esta relacionada com a fisiologia e nutri¢do do animal, realizadas
pela filtracdo da dgua.

3

Em crusticeos, historicamente a ‘“vibriose” passou a ser reconhecida como um
problema relevante em carcinicultura, quando de sua ocorréncia na inddstria mexicana,
determinou grandes perdas para a industria de camarao, tendo sido designada de “Sindrome

das Gaivotas”. Tal fato representou um alerta no qual houve o reconhecimento de que se faz
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necessario o controle em todas as etapas da producdo para prevenir o elevado indice de
mortalidade em cativeiro (CUNHA, 2005).

As doencas causadas por Vibrio sdo classificadas como infeccdes secundarias e
oportunistas, atacando todos os estigios de vida do camardo (larval, pds-larval, juvenil e
adulto). Entre as principais espécies do gé€nero que causam maiores prejuizos para a
carcinicultura estdo o Vibrio harveyi, Vibrio vulnificus, Vibrio parahaemolyticus ¢ Vibrio
alginolyticus seguidas por V. damsela, V. fluviales, V. carchariae e V. splendidus.

Surtos de vibrioses sd@o normalmente causados por um desequilibrio na populacio
destas bactérias quando condicdes de estresse surgem no sistema de cultivo, tais como: queda
na taxa de oxigénio dissolvido, superpovoamento, manuseio inapropriado do estoque, lesdes
na cuticula dos camardes, subalimentacdo e altas concentracdes de compostos nitrogenados
no ambiente de cultivo (LEAO, 2005; PEREIRA et al., 2007)

O impacto desta doenca € varidvel, mas em alguns casos pode alcancar até 70% da
populagdo cultivada. Clinicamente, pode se apresentar com manifestacdo cuticular, entérica
ou sistémica. Quando localizada, apresenta lesdes melanizadas na carapaca e abscessos no
hepatopancreas (autores).

O reconhecimento das varias espécies do género Vibrio, de ampla distribuigcdo, é de
relevante importancia visto que, como habitantes naturais do meio aquético, podem se tornar
em fatores de risco para o homem (HOFER, 1987; MAGALHAES et al., 1992).

Apesar de menos virulentos para camardes marinhos, Vibrio parahaemolyticus e
Vibrio vulnificus ja foram correlacionados com inimeros surtos de gastrenterite no homem,
demonstrando importidncia como agentes de Doengas Transmitidas por Alimentos
(BARBIERI & OSTRENSKY, 2002).

Além do V. parahaemolyticus, definido atualmente, como de grande interesse em
Saude Publica, nas ultimas duas décadas, observou-se uma série de acontecimentos com a
participacdo de outros membros do género Vibrio, especificados como V. cholerae ndo O1, V.
Sfluvialis, V. vulnificus e outras espécies afins (WHO, 1980; LEE et al., 1981; HOFER, 1987;
MAGALHAES et al, 1992), provocando, com certa freqiiéncia, diferentes quadros
patolégicos na espécie humana. (HUGUES et al, 1978; BLAKE et al., 1980; HOFER, 1987,
JANDA et al., 1988; WEST, 1989; MAGALHAES et al. 1992; WHO, 1993; KEUSCH,
2002).
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Para o homem, a importincia dada ao género Vibrio, é relatada desde o final do século
passado, quando, somente uma infec¢do grave, a cdlera, era mencionada, centralizando uma
endemicidade no continente asidtico.

Mais tarde foi descrita a ocorréncia de uma infec¢do indiferencidvel de forma classica
de célera, oriunda do Extremo Oriente, e que alcangou gradativamente o Oriente Médio, o
Continente Africano e algumas regides da Europa. O responsdvel por esta infec¢do é um
bidtipo de V.cholerae denominado el tor, que se constitui em uma séria ameaga as
populagdes, em virtude do grande volume de trafego aéreo e maritimo proveniente dos focos
de doenca (WHO, 1980).

O V. cholerae € uma bactéria autéctone do ambiente aqudtico, livre ou em associagdao
com o fitoplancton, zooplancton, crusticeos ou moluscos. Devido as mudancgas ambientais,
como alteracdes na temperatura, pH, salinidade e concentra¢des de nutrientes, o V. cholerae
encontra-se em um estado denominado vidvel, mas nio cultivivel (VNC) onde dificilmente
sdao recuperados através da metodologia convencional, sendo necessdria a utilizagdo de
técnicas de biologia molecular e técnicas imunoldgicas para a sua detecgao .

Esta espécie abrange um grande nimero de sorogrupos classificados conforme os
determinantes antigénicos contidos na porg¢ao lipopolissacaridica dos antigenos O. Com base
nesta caracteristica, hoje se reconhecem cerca de 200 sorogrupos os quais sdo divididos entre
os que aglutinam no anti-soro contra o antigeno do grupo O1 (V. cholerae O1) e os que ndo
aglutinam (V. cholerae nio O1).

V. cholerae sorogrupos O1 e ndo O1 tém merecido maior enfoque em Satde Publica e
na ecologia, considerando os inumeros relatos de suas ocorréncias em sistemas aquaticos
(JAY, 2005; PEREIRA et al., 2007).

Apesar de alguns sorogrupos de V. cholerae nao Ol terem ocasionalmente causado
surtos esporadicos de diarréia, o sorogrupo O1 foi até o aparecimento do sorogrupo 0139, a
causa exclusiva do cdélera epidémico. O V. cholerae Ol existe em dois biotipos, cldssico e el
tor, que sdo distinguidos com base em vdrias caracteristicas como, suscetibilidade a fagos,
produgdo de hemolisina e prova de Voges—Proskauer.

O V. cholerae produz uma neurotoxina letal “tetradotoxina” que provoca perda de
sensibilidade nas extremidades, vOmitos, colapso respiratdrio e morte, sendo a DL (dose letal)
no homem, de 10 g/Kg. Considerada, inicialmente, uma toxina tipicamente marinha sendo

encontrada em ovos de polvo, estrelas-do-mar, caranguejos, moluscos, peixes e anfibios; a
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descoberta de bactérias do género Vibrio produtoras de tetrodotoxina parece esclarecer, de
vez, a origem microbiana desta substincia.

Em contraste a amostra toxigénica V. cholerae O1, os outros microrganismos podem
ter localizag¢do extra-intestinal, com base nas descri¢gdes de isolamentos a partir de sangue,
liquido cefalorraquidiano, pele, apéndice, vesicula biliar, fluido peritoneal, assim como, casos
de otites média e externa, que segundo Blake et al., (1980), Florescu et al., (1981), Morris et
al., (1982), Morris (1988), indicam sua capacidade invasiva. Os autores supramencionados
assinalam que em alguns casos, os pacientes eram portadores de processos cronicos
degenerativos como leucemia, doencas vasculares e cirrose hepatica, funcionando como
fatores primadrios debilitantes.

Outras espécies de Vibrio, como V. alginolyticus, V. metschnikovii, V. furnisii, V.
mimicus, V. damsela e V. hollisae sao citadas na literatura como possiveis agressores do trato
entérico, assim como, apresentam localizacdes extra-intestinais (LEE et al., 1981; MORRIS et
al., 1982; WEST, 1989; MAGALHAES, 1992). As linhagens de V. parahaemolyticus, V.
fluvialis e V. mimicus isolados do pescado e da d4gua do mar apresentam enzimas relacionadas
com o processo de infeccdo, tais como hemolisina, condroitinase, colagenase e elastase
(RODRIGUES et al., 1993).

O Vibrio vulnificus, embora represente apenas 4% das espécies do género Vibrio
encontradas no meio aquético é a causa mais importante de infec¢des graves por Vibrio nos
Estados Unidos (0,8 casos por 10° habitantes em um estudo feito no Estado de Lousiana
(COLWELL, 1996). Esta bactéria ¢ autéctone de dguas estuarinas com temperatura tropical,
podendo causar septicemia e diversas infeccdes no homem (DALSGAARD, 1998). Esta
espécie € muito invasiva em modelos animais possuindo vérios atributos de viruléncia, como
uma cdpsula antifagocitaria, hemolisina, colagenase, elastase, fosfolipases e sider6foros
(RODRIGUES et al., 1993).

O Vibrio alginolyticus foi reconhecido pela primeira vez como um patdégeno humano
em 1973, e atualmente sabe-se que causa infec¢des de feridas, dos olhos e otite. E o vibrido
mais tolerante ao sal, estando apto a crescer em concentracdes maiores que 10%.

Na maioria dos casos, os isolados clinicos vem de infeccdes superpostas de feridas, as
quais presumivelmente tornam-se contaminadas na praia. As infec¢des variam em
intensidade, mas em geral, ndo sdo graves e respondem bem ao tratamento com antibidtico ou
drenagem. O tratamento com tetraciclina costuma ser curativo. O V. alginolyticus € uma causa

rara de bacteriemia nos hospedeiros imunocomprometidos (KEUSCH et al., 2002).
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2.4. Familia Aeromonadaceae

Aeromonas spp. sdo bastonetes gram-negativos, anaerdbios facultativos com
capacidade de fermentar a glicose. Sdo geralmente mdveis utilizando-se de um flagelo polar
monotriqueo, com exce¢do de A. salmonicida e A. media. Sdo oxidase positivo e resistentes
ao agente vibriostatico 0/129 (2,4 diamino 6,7 diisopropilpteridina). (MATTE, 1995).

As diversas espécies que compdem o genero apresentam bom crescimento em Agar
sangue de carneiro acrescido de 5 % de ampicilina ou Agar GSP (Agar Seletivo para
Pseudomonas-Aeromonas), no qual crescem sob a forma de colonias amarelas circundadas
por um halo de hidrélise do amido. Geralmente, esses microrganismos sdo sensiveis aos
seguintes agentes antimicrobianos: cloranfenicol, colistina, gentamicina, tetraciclina e
sulfametoxazol-trimetoprim. De um modo geral sdo resistentes a ampicilina, carbenicilina,
cefazolim e ticarcilina. Essa resisténcia aos antibiéticos tem interesse tanto para o controle de
doencas em animais quanto em seres humanos, uma vez que o uso indiscriminado destas
drogas tem incrementado a resisténcia dos microrganismos (BARBIERI, 2003).

Crescem numa ampla faixa de temperatura (0° a 45C°), permitindo que sejam isolados
de vérias fontes de alimentos, inclusive aqueles estocados sob refrigeracdo, e pH (5,5 a 9,0).
S@o reconhecidos varios fatores de viruléncia, ressaltando-se as aerolisinas, hemolisinas,
proteases, lipases e DNAses, os quais desempenham relevante papel no desenvolvimento da
doenca tanto em seres humanos quanto em animais. Em geral, apresentam sensibilidade a
maioria dos desinfetantes inclusive o cloro (0,45 ppm/mL), entretanto, cabe salientar que em
condi¢des ndo propicias do meio a bactéria pode ficar sob sua forma ‘“vidvel mas ndo
cultivavel” (VNC) (GRANUM et al.,1988).

As Aeromonas sao microrganismos predominantemente hidricos estando presentes em
ambientes de dgua doce, marinho e estuarino, constituindo a microbiota das dguas
superficiais. Diferente de outros enteropatégenos, ndo necessita de um hospedeiro para
sobreviver e/ou se multiplicar. O ciclo fecal-oral pode contribuir para o aumento do nimero
de bactérias no ambiente, entretanto, este nimero é determinado muito mais por fatores
ecoldgicos do que por contaminagdo humana (KING et al., 1992).

Podem ser isoladas do pescado e produtos derivados, além de muitos outros alimentos.

Na verdade, esta bactéria tem sido identificada como agente principal da deterioragdo de
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carne sem cocc¢ao, incluindo salmio embalado a vicuo ou em atmosferas modificadas e de
peixe oriundo de dguas tropicais (GRAM et al., 1990).

A freqiiéncia de isolamento, a exemplo dos vibrios, ¢ mais elevada nos meses de
verdo, em especial nas zonas temperadas e tropicais. Geralmente, ndo sido consideradas como
habitante normal do trato gastrintestinal humano. Todavia, nas regides de clima temperado,
estima-se que o nimero de portadores no estado subclinico aproxime-se de 3%, enquanto em
regides tropicais esse percentual pode atingir 30 % ou mais (KELLY et al., 1993).

Com base em evidéncias genéticas e moleculares, (COLWELL et al., 1986)
propuseram a criacdo de uma nova familia denominada Aeromonadaceae a qual englobaria o
género Aeromonas proposto em 1936 (KLUYVERA & VANNIEL, 1936). Durante muito
tempo, as diversas espécies de Aeromonas foram consideradas oportunistas, mas estudos
realizados em microbiologia de alimentos permitiram descobrir a relacdo desses
microrganismos com infec¢des humanas apds consumo de alimentos de origem aqudtica, sob
a forma in natura ou insuficientemente cozidos (VIVEKANANDHAN et al., 2002).

Entre as espécies do género, destacam-se A. hydrophila, A. caviae e A. veronii biotipo
sobria por sua importancia clinica no homem. Algumas sdo consideradas patdégenas em
circunstancias raras como: A. jandaei e A. schubertii. Existem ainda aquelas ocasionalmente
isoladas de material clinico cujo significado permanece desconhecido tais como: A. sobria, A.
media, A. trota e A. salmonicida, estas ultimas adaptadas a pescado e responsdveis por
epizootias (DAVIES et al., 2001).

Aeromonas hydrophila € uma espécie que cresce a 37C° e possui mobilidade sendo
devido a essas caracteristicas, classificada no grupo das mesdfilas juntamente com A. caviae e
A. sobria. Por outro lado, existe o grupo das psicréfilas que inclui uma dnica espécie chamada
A. salmonicida. Essa espécie ndo cresce bem a 37C°, é imdvel e sua importancia estd
relacionada & patogenicidade em peixes podendo causar danos zootécnicos e econdmicos
(RADU, 2003).

Aeromonas sobria tem sido isolada de casos de diarréia aquosa apresentando uma
toxina semelhante a cdlera (toxina Asao). Geralmente, cerca de 20% dos pacientes estudados
desenvolveram quadro de infec¢do intestinal com sintomas de disenteria similar as
provocadas por espécies de Shigella e cepas de Campylobacter jejuni invasoras. (ARAUJO,
2001).

Aeromonas schubertii possui importancia clinica relacionada ao seu isolamento a

N

partir de infeccdo de feridas subseqiientes a exposicdo a dgua, ao solo ou a alimentos
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contaminados, com incidéncia maxima nas estacdes quentes do ano. Por sua vez, A. veronii
foi descrita como produtora de bacteriemia, infeccdes de feridas e diarréia. A. jandaei foi
isolada como agente de infeccdo em quatro pacientes. A. frota é um patogeno freqiiente de
pescado (truta), mas foi isolado também de amostra fecais humanas. (PETERSEN &
DALSGAARD, 2003).

As espécies do género Aeromonas elaboram um vasto leque de toxinas tais como a
enterotoxina citotdxica, hemolisinas e um inibidor do canal do sédio andlogo a tetrodotoxina.
Entretanto, o papel destas toxinas como fatores responsaveis por doengas no Homem néo estd
esclarecido, contudo a temperatura parece exercer importante papel na expressdo destes
fatores, representando um provavel mecanismo que permite demonstrar a presenca em
alimentos refrigerados de cepas com elevado arsenal de viruléncia. (HORWARD et al. 1996;
LEAO, 2005).

Virios estudos revelaram a resisténcia de bactérias do género Aeromonas ao processo
de cloracdo da dgua, e que esses microrganismos podem se multiplicar nos reservatorios de
dgua tratada com cloro (FALCAO et al., 1998). Algumas cepas de Aeromonas foram
incluidas na relacdo de patdgenos emergentes importantes para a saide publica pela Agéncia
de Protecdo Ambiental Americana (EPA) por causarem doenca no homem, através de
veiculacdo por dgua e alimentos (FAO, 20006).

Ultimamente, tem sido apontada de uma maior importancia no diagnéstico de doencgas
de crusticeos e peixes, muitas vezes aparecendo como agente primdrio causador de lesdes
ulcerativas e septicemia hemorragica inclusive em peixes de dgua doce (GHENGHESH et al.,
2001; SAHA & PAL, 2002; SOUZA & SILVA-SOUZA, 2001), acarretando perdas na
producdo e na qualidade do pescado (RADU et al., 2003; VIVEKANADHAN et al., 2002).

2.5 Familia Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae é uma familia de bactérias Gram-negativas muito abundante,
incluindo uma grande variedade de géneros/espécies, algumas pertencentes a microbiota
normal dos intestinos de seres humanos e animais como a Escherichia coli, outros como
habitantes do solo ou da dgua, como Plesiomonas shigelloides e outros podem estar
implicados em varios processos patogénicos, incluindo por exemplo os gé€neros Salmonella,

Shigella e Yersinia (COSTA et al, 2007).
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2.5.1 Salmonella

As bactérias do género Salmonella sdo os principais agentes etiologicos de doencas
transmitidas por alimentos no mundo, sendo um problema econdmico e social. Seu habitat
natural é o trato intestinal do homem e de animais, portanto, sua presenca indica
contaminacao fecal direta ou indireta (TIETJEN, 2005).

Embora nfo seja isolada normalmente de pescado e bivalves capturados em mar
aberto, pode ser isolada em produtos marinhos capturados em &4guas contaminadas. Em
produtos crus que serdo posteriormente cozidos, a Salmonella ndo apresenta perigo direto a
saide, uma vez que a coc¢do a destr6i. Por outro lado, existe sempre a preocupagdo com
produtos consumidos crus e com produtos prontos para o consumo que ndo tenham passado
por processamento térmico. A Salmonella pode ainda ser carreada para outros alimentos

através de contaminacao cruzada (USERA, 2005).

2.5.2 Escherichia coli.

E a principal bactéria representante do grupo dos coliformes fecais, e considerada
especifica para indicar a contaminagao fecal com presenca de bactérias patogénicas . A E. coli
ndo representa um bom indicador de polui¢@o fecal para alimentos marinhos de dguas frias,
devido ao seu rdpido declinio nas baixas temperaturas. O habitat da enterobacteria pode estar
presente em vegetais e solo. Segundo Rodrigues et al. (2001) a presenca de E. coli esta
associada a contaminacdo fecal da 4gua do local de captura. A microbiota de ostras, mariscos,
peixes e outras espécies aqudticas reflete a qualidade microbioldgica da dgua em que foram
capturadas (KONEMAN et al., 1993).

Escherichia coli tem grande significado clinico para o homem, devido ao seu papel
como patdgeno oportunista causando infeccdes no sangue, feridas, trato urindrio etc.
(KONEMAN et al., 1993). Essa bactéria é encontrada naturalmente nos intestinos de animais
de sangue quente, incluindo o homem. Das bactérias presentes, 5-50% sdo E. coli, onde a
partir da matéria fecal e por meio de varios veiculos pode vir a contaminar dgua e alimentos
(FUJIOKA et al., 1981).

Por ser uma bactéria de origem fecal, E. coli € um dos patégenos de maior importancia
nos estudos onde se deseja constatar contaminacdo por esgotos. Todavia a semelhanga das

demais bactérias, ela necessita de condicdes favoraveis para se desenvolver. A dgua do mar,
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devido a grande concentracdo de sais, pode funcionar como um fator limitante para sua
multiplicacdo, aliado a outros fatores, tais como temperatura, radiacdo e competicdo com
outros seres vivos (VIEIRA et al., 2004).

Um outro membro da familia Enterobacteriaceae, Plesiomonas shigelloides, tem como
principal habitat o ambiente aquatico, incluindo a dgua doce e do mar, comumente isolada de
moluscos, crusticeos, sapos, rds, tartarugas, lagartos, além de cdes e gatos.. Em paises
tropicais e subtropicais do sul da Asia como Japdo e Tailandia, vérios paises da Africa, Taiti e
Austrilia é comumente encontrada no intestino de peixes (PASQUALE & KROVACEK,
2001; JANDA, 2005).

A maioria das cepas patogénicas parece ser de origem aqudtica e a infec¢cdo humana

ocorre através do consumo de dgua ndo tratada e contaminada. As evidéncias utilizadas para
considerar P.shigelloides como um enteropatégeno ndo sao totalmente convincentes, bem
como ndo estdo totalmente esclarecidas. Embora sejam isoladas de pacientes com diarréia e
em vdrios surtos epidémicos envolvendo dgua e alimentos contaminados, ndo foi possivel
identificar em muitas amostras associadas com infeccdes gastrintestinais, um mecanismo de
viruléncia definitivo (FALCAO et al. 1988).
O homem também pode ser infectado apds a ingestdo de alimentos contaminados e ndo
lavados. Existem relatos de diarréia associada ao microrganismo em epidemias e casos
isolados descritos apds ingestdo de mariscos crus. A incidéncia de gastrenterites provocadas
pelo microrganismo é maior na época do verdo. (ROLSTON & HOPFER, 1984; SANYAL et
al., 1980)

Os sintomas da gastrenterite causada por P. shigelloides caracterizam-se por diarréia
aquosa leve, sem presenca de sangue e muco. Pode apresentar-se como uma colite grave ou
sindrome similar a cdlera, em particular em pacientes imunodeprimidos ou portadores de
cancer localizados na regido gastrointestinal. Os individuos mais susceptiveis s@o criangas e
idosos e as apresentagdes extra-intestinais septicémicas podem ocorrer em pessoas
imunodeprimidas ou portadoras de doengas cronico-degenerativas, podendo levar ao ébito. A
patogenicidade da espécie Plesiomonas shigelloides esta provavelmente relacionada a
producdo de uma enterotoxina enteropatogénica (BRENDEN et al., 1988). Nido existe
atualmente nenhuma maneira de diferenciar Plesiomonas sp. patogé€nicas de ndo patogénicas
(HERRIGTON et al., 1997).

A ingestdo de Plesiomonas shigelloides nem sempre causa doenca no animal

hospedeiro, mas pode residir temporariamente como agente ndo infeccioso na flora intestinal.

32



A duracdo da doenga em pessoas sauddveis pode ser de 1 a 7 dias. Presume-se que a dose
infecciosa necessdria seja bastante alta, no minimo maior que 1 milhdo de microrganismos

(BRENDEN et al., 1988).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Local de Estudo

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Enterobactérias do Instituto

Oswaldo Cruz - Rio de Janeiro.

3.2. Amostragem

A colheita dos camardes de vida livre (20 amostras) foi efetuada com rede de espera
na profundidade média de trés metros, no leito do Canal de Itajuru (Figura 1), que serve como
divisa entre os municipios de Cabo Frio e Sao Pedro da Aldeia no Estado do Rio de Janeiro,
sendo que os camardes de cativeiro (20 amostras) sd@o oriundos de fazendas criatérias no
Estado do Rio Grande do Norte, adquiridos no comércio local de Cabo Frio, no periodo de
Janeiro a Agosto de 2007, totalizando 40 amostras.

As amostras de camarao de vida livre foram acondicionadas em recipientes com dgua
coletada no local, e mantidas vivas com a utilizacdo de bomba de ar comprimido até a

chegada ao Laboratério de Enterobactérias do Instituto Oswaldo Cruz.

Figura 1: O Canal de Itajuru liga a Lagoa de Araruama ao Oceano Atlantico, renovando suas aguas,
sendo responsavel pela piscosidade da Lagoa
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Fig. 03: Selecio das amostras de camarao capturadas no Canal de Itajuru

3.3. Procedimentos Laboratoriais

3.3.1. Isolamento e identificacdo de patogenos das familias Vibrionaceae,

Aeromonadaceae e Enterobacteriaceae

As amostras, pesando cada uma delas 25 gramas, foram homogeneizadas em Warning
Blendor e pré-enriquecidas em &gua peptonada (pH 7.6) na propor¢dao 1/10 seguido de
incubagdo a 37°C por 18 a 24 horas. Em etapa subseqiiente uma algada do crescimento em
dgua peptonada foi semeada em Agar Eosina-Azul de Metileno (EMB) para a pesquisa

Escherichia coli e inoculagdo de 1 mL do caldo de pré-enriquecimento em tubos de ensaio
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contendo 10 mL de Agua Peptonada Alcalina (APA) acrescida de 1% de Cloreto de Sédio
(NaCl), seguido de semeadura em placa de Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS-
Difco) ap6s incubagdo por 6 e 18 a 24 horas a 37°C, de acordo com as recomendagdes do
FDA (2004) e em Agar GSP (Agar Seletivo para Pseudomonas - Aeromonas - Merck), para a
pesquisa de Vibrio e Aeromonas, respectivamente. Simultaneamente, aliquotas de 1 mL e 0,1
mL foram retiradas da dgua peptonada e inoculadas em 10 mL de Caldo Tetrationato de
Kauffmann (Oxoid) e em 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis - Oxoid (43°C/18 a 24h/),
respectivamente. Os tubos foram incubados por 18 a 24 horas, a 37 e 43°C, respectivamente.
A.partir do crescimento microbiano em ambos os tubos, aliquotas de cada meio eram retiradas
com o auxilio de uma al¢a de niquel-cromo e estriadas em duas placas de Petri contendo os
meios seletivos indicadores Agar Entérico Hektoen (Difco) e Agar Eosina - Azul de Metileno

(Agar EMB - Oxoid) submetidos 2 incubacio a 37'C por 18 a 24 horas.

3.3.2. Caracterizacido bioquimica presuntiva

Cinco a dez colOnias suspeitas nos meios seletivos indicadores foram inoculadas em
Agar Ferro — Dois Acucares (Agar Kligler - Oxoid) e Agar Lisina Ferro (LIA — Oxoid) e em
Agar Nutriente inclinado, acrescidos de 1 % de NaCl para a determinacdo da presenga da
enzima citocromo-oxidase. Amostras apresentando reacdes sugestivas nestes meios, foram
submetidas a caracterizagdo bioquimica complementar, seguindo-se as especificacdes de

COSTA & HOFER (1972), EWING (1986), ELLIOT et al. (1995) e JANDA (2005).

3.3.3. Caracteriza¢iao bioquimica complementar

Todas as amostras que apresentaram reagdes sugestivas nos meios de triagem, foram
submetidas a testes bioquimicos complementares. Inicialmente procedeu-se a prova da
citocromo - oxidase a partir do Agar Nutriente, passando-se 2 caracterizacio bioquimica.
Para a identificacdo de enteropatdogenos pertencentes a familia Enterobacteriaceae, foram
realizadas as provas da fermentagdo de carboidratos e correlatos tais como: glicose, manitol,
lactose, sacarose, descarboxilacdo da lisina e ornitina; dehidrolacdo da arginina, via de
utilizacdo da glicose, através da prova de Voges Proskauer (VP), Vermelho de Metila (VM),
utilizacdo do citrato como tnica fonte de carbono e pesquisa de beta - galactosidade - ONPG

(ortofenitrofenil-beta-d-galactopiranosideo).
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Para as amostras citocromo-oxidase positivas, foram realizados os testes de
fermentagdo da arabinose e manose além das provas descritas acima, capacidade de
crescimento em diferentes concentragcdes de NaCl (0, 3, 6, 8 e 10%), segundo os critérios
estabelecidos por HOFER (1974); RODRIGUES (1983) e NOGUEIRA (2002) e resisténcia
ao agente vibriostatico O/129 (2,4 diamino-6,7-di-isopropil - pteridine - Sigma) com a

finalidade de diferenciar os membros do géneros Vibrio e Aeromonas.
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4 RESULTADOS

Foram identificadas um total de 88 cepas nas amostras de camardo de vida livre (47) e

de cativeiro (41) sendo que 51,1% pertencentes ao género Vibrio spp., 28,5% ao género

Aeromonas spp. e 20,4% a Plesiomonas shigelloides (Tabela 2). Nao foram identificadas

Salmonella e E. coli.

Tabela 2. Freqiiéncia de isolados de Vibrio spp, Aeromonas spp, e P. shigelloides em
camaroes de vida livre e de cativeiro.

Espécies Vida Livre (RJ) Cativeiro (RN) Total
Bacterianas n (%)
V. alginolyticus 9 0 9 (10,2)
V. carchariae 3 3 6 (7,0)
V. cincinatiensis 2 2 4 (4,6)
V.harveyi 1 3 4 (4,6)
V.aestuarinus 0 3 334
V. damsela 3 0 334
V. parahaemolyticus 2 1 3(3,4)
V.mediterrani 0 2 2(2,2)
V.costicola 1 0 1(1,1)
V. furnissii 1 0 1(1,1)
V. logei 1 0 1(1,1)
V. marinus 0 1 1(1,1)
V. proteolyticus 1 0 1(1,1)
V.splendidus biog.2 1 0 1(1,1)
Vibrio spp. 4 1 5(,7)
Sub-total 29 16 45 (51,1)
P.shigelloides 15 3 18 (20,4)
Sub-total 15 3 18 (20,4)
A.hydrophila 0 6 6 (7,0)
A.veronii biog.sobria 0 6 6 (7,0
A.veronii biog.veronii 0 2 222
A.jandaei 1 2 334
A.schubertti 0 3 334
A. caviae 1 0 1(1,1)
A. eucrenophila 0 1 1(1,1)
A.media 0 1 1(1,1)
Aeromonas spp. 1 1 2 (2,2)
Sub-total 3 22 25 (28,5)
TOTAL 47 41 88 (100)
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Entre as 45 cepas de Vibrio, 25 (55,5%) sdo potencialmente patogénicas para o
homem, destes, 76,0% isolados de camardo de vida livre 24,0% de camardo de cativeiro

(Tabela 3).

Tabela 3: Percentual de Vibrio potencialmente patogénicos para o homem, isolados do
camarao de vida livre e de cativeiro.

Vibrio spp.

Tipos de Camarao N Potencialmente

patogénicos
Camario de Vida Livre 29 (64,4%) 19 (76,0 %)
Camardo de Cativeiro 16 (35,6%) 6 (24,0 %)
Total 45 25

Das espécies de Vibrio potencialmente patogé€nicas para o homem, isoladas a partir do
camardo de vida livre, a maior freqiiéncia foi de V. alginolyticus com 45%, seguido pelo V.
carchariae e V. damsela (15%), V. cincinnatiencis e V. parahaemolyticus (10%) e V. furnissii
(5%). Em camarao de cativeiro foram identificadas trés espécies destacando-se V. carchariae

com 50%, seguido de V. cincinnatiencis (33,3%) e V. parahaemolyticus (16,7%) (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicao das espécies de Vibrio isoladas de camarao, potencialmente
patogénicas para o homem

Espécie Vida livre %  Cativeiro %
V. alginolyticus 9 45 0 0
V. carchariae 3 15 3 50
V. damsela 3 15 0 0
V. cincinnatiencis 2 10 2 33,3
V. parahaemolyticus 2 10 1 16,7
V. furnissii 1 5 0 0
Total 20 100 6 100

Considerando aquelas potencialmente patogénicas para o camardo de vida livre
destacou-se maior freqii€ncia de V. alginolyticus (47,3%), seguido de V. carchariae e V.
damsela (15,7%), V. parahaemolyticus (10,5%), V. harveyi e V. splendidus biog. 11 (5,4%)
enquanto entre os isolados de camardo de -cativeiro, V. carchariae e V. harveyi

corresponderam a 42,8% e V. parahaemolyticus, 14,4% (Tabela 5).
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Tabela 5. Distribuicio das espécies de Vibrio potencialmente patogénicas para o

camarao

ESPECIE Vida Livie % Cativeiro %
V. algynoliticus 9 473 0 0
V. carchariae 3 15,7 3 42.8
V. harveyi 1 5,4 3 42,8
V.parahaemolyticus 2 10,5 1 14,4
V. damsela 3 15,7 0 0
V. splendidus biog. 2 1 5,4 0 0
Total 19 100 7 100

Entre as Aeromonas potencialmente patogénicas para o homem isoladas de camardo
de cativeiro a maior freqii€ncia foi de A. hydrophila (30%) seguida por A.veroni biog. sobria
(30%), A. schubertii (15%), A. veroni biog. veroni e A. jandaei (10%) ¢ A. media (5%)
enquanto em camardes de vida livre, apenas duas cepas foram identificadas, pertencentes as

espécies A. jandaei e A. caviae (tabela 6).

Tabela 6. Distribuicao das espécies de Aeromonas isoladas de camariao potencialmente
patogénicas para o homem

ESPECIES VidaLivre %  Cativeiro %
A. hydrophila 0 0 6 30
A schubertti 0 0 3 15
A. veroni biog. sobria 0 0 6 30
A. jandaei 1 50 2 10
A. veroni biog. veroni 0 0 2 10
A . caviae 1 50 0 0
A. media 0 0 1 5
Total 2 100 20 100

Das espécies de Aeromonas potencialmente patogénicas para o camarao de vida livre,
foi caracterizada apenas uma cepa de A. caviae e, de cativeiro, A. hydrophila (6 cepas, 67%),

seguida por A. schubertii (33%) (Tabela 7).
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Tabela 7. Distribuicao das Espécies de Aeromonas Potencialmente Patogénicas

para o Camarao

ESPECIES VidaLivre %  Cativeiro %
A. hydrophila 0 0 6 67
A schubertti 0 0 3 33
A . caviae 1 100 0 0
Total 1 100 9 100

A freqiiéncia dos isolados de Plesiomonas shigelloides em camardo de vida livre foi

de 83,3% e de cativeiro 16,7% (Tabela 8).

Tabela 8. Freqiiéncia de isolados de Plesiomonas shigelloides

Tipos de Camarao Quantidade %o
Camarao de Vida Livre 15 83
Camarao de Cativeiro 3 17
Total 18 100

Em relagio a sazonalidade observou-se um maior nimero isolados de Vibrio,

Aeromonas e Plesiomonas shigelloides nos meses mais quentes do ano (Janeiro - Fevereiro)

comparando-se com os meses mais frios (Junho - Julho) (Tabela 9, Figura 4). Analisando a

distribuicdo dos isolados (Figura 5), em relacdo a periodo de andlise e fonte de isolamento,

verificou-se que, com exce¢do de P.shigelloides cuja detec¢do concentrou-se no periodo de

janeiro a abril, ndo foi observada uma tendéncia na distribui¢do dos demais géneros/espécies

bacterianas.

Tabela 9. Freqiiéncia e distribuicdo dos géneros / espécies bacterianas isolados de
camaroes de vida livre e de cativeiro em relacio a sazonalidade.

| Camarao

Meés Géneros / Espécies Vida Livre

| n Y
Janeiro V. carchariae 2 4,26%
P. shigelloides 5 10,64 %
V. alginolyticus 2 4,26%
V.proteolyticus 1 2,13%
V. parahaemolyticus 1 2,13%
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| Camarao

A. veronii biog. sobria

Més Géneros / Espécies Vida Livre
| n Yo
Vibrio sp. 1 2,13%
A. hydrophila 0
Total 12 25,53%
Fevereiro A. veronii biog. sobria 0
V. aestuarinus 0
P. shigelloides 7 14,89%
A. eucrenophila 0
A. jandaei 2 4,26%
Vibrio sp. 1 2,13%
V. marinus 0
A. hydrophila 0
V. costicola 1 2,13%
Total 11 23,40%
Marco V. splendidus biog. 2 1 2,13%
Aeromonas sp. 1 2,13%
P. shigelloides 2 4,26%
V. mediterrani 0
A. veronii. biog. sobria 0
A. jandaei 0
Total 4 8,51%
Abril P. shigelloides 1 2,13%
A. schubertii 0
Total 1 2,13%
Maio V. furnissii 1 2,13%
V. alginolyticus 4 8,51%
V. harveyi 0
V. damsela 1 2,13%
Vibrio sp. 1 2,13%
A. hydrophila 0
Total 7  14,89%
Junho V. harveyi 1 2,13%
A. hydrophila 0
V. harveyi 0
Total 1 2,13%
Julho V. carchariae 1 2,13%
V. parahaemolyticus 0
A. caviae 1 2,13%
V. logei 1 2,13%
0
0

A. veronii biog. veronii
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Camarao

Més Géneros / Espécies Vida Livre
| n Yo
Total 3 6,38%
Agosto V. cincinnatiencis 2 4,26%
Vibrio sp. 0
V. damsela 2 4,26%
V. alginolitycus 3 6,38%
A. jandaei 0
A. media 0
V. parahaemolyticus 1 2,13%
Aeromonas sp. 0
V. carchariae 0
A. veronii biog. veronii 0
Total 8§ 17,02%
TOTAL 47 100%
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4 DISCUSSAO

O desenvolvimento da industria da carcinicultura na ultima década foi marcado pelo
surgimento de restrigdes na producdo, entre as quais a mais relevante € a ocorréncia de
doencas infecciosas, sendo algumas espécies como V. harveyi, V. anguillarum, V.
parahaemolyticus e V. vulnificus freqiientemente associadas a letalidade na larvicultura e nos
viveiros de engorda (COSTA, 2007).

No presente estudo, foram identificados V. parahaemolyticus e V. harveyi, entre
outras, no camardo de vida livre e de cativeiro. A presenca de V. parahaemolyticus na
microbiota do camardo adulto deve ser considerada como um possivel risco a saide publica,
uma vez que essa bactéria estd associada a surtos de gastrenterite caracterizando-se por
diarréia, nauseas, vomitos, dores abdominais, febre (DANIELS et al. 2000, HEITMANNG et
al. 2005). Cepas isoladas de casos clinicos de gastrenterite por Vibrio parahaemolyticus sao
hemoliticas em meio de Agar Wagatsuma (Fendmeno de Kanagawa), enquanto as
provenientes de 4guas marinhas nfo apresentam esta caracteristica.

De acordo com Vaseeharan & Ramasamy (2003), a presenca de V. parahaemolyticus
em corpos de dgua destinados a cultura de camardes é preocupante uma vez que algumas
cepas podem provocar doengas nos peneideos. Além, disso, a incidéncia dessa espécie de
Vibrio na dgua pode contaminar a fauna e provocar doengas no homem quando do consumo
de alimentos contaminados.

Os resultados deste estudo revelaram que 65,5% dos camardes de vida livre e 35,5%
dos camardes de cativeiro sdao portadores de bactérias dos géneros Vibrio, Aeromonas e da
espécie Plesiomonas shigelloides, respectivamente.

Esta diferenca, provavelmente deve-se ao fato do uso de antimicrobianos com
finalidade profilatica, na racio destes animais (BARBIERI & OSTRENSKY, 2003).

A escolha do local de coleta, Canal do Itajuru, no municipio de Cabo Frio teve como
premissa o potencial turistico e pesqueiro da regido, além da inexisténcia de quaisquer
publicacdes cientificas sobre o tema desta pesquisa neste local, conforme revisdo de literatura.

Analisando a distribuicio das espécies de vibrio em relacio a profundidade (LEAO,
2005) verificou-se que o V. alginolyticus é onipresente no sedimento até trés metros,

compativel com a profundidade média do Canal de Itajuru e os criatérios de camardo nio
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excedem a profundidade de dois metros, portanto sabendo-se que os camardes nutrem-se de
detritos orgénicos presentes no sedimento, por conseqii€éncia ocorrerd um alto indice destes
patégenos contaminando estes animais. Entre as espécies de Vibrio, o V. alginolyticus
apresentou o maior percentual de isolamento corroborando com os dados obtidos em outras
pesquisas tendo sido isolado a partir do ambiente marinho e estuarino, sedimento e amostras
clinicas de ferimentos (RIBEIRO, 2005; LEAO, 2005, RODRIGUES, 2001).

Este estudo mostra que 55,5% das espécies de Vibrio identificadas em camardes de
vida livre (76,0%) e camardes de cativeiro (24,0%) sdo potencialmente patogénicos.

Dentre os vibrios potencialmente patogé€nicos para o homem, isolados do camaréo de
vida livre, destacou-se V.alginolyticus com 45%, seguido pelo V. carchariae (15%), V.
damsela (15%), V. parahaemolyticus (10%), V. cincinnatiensis (10%), V. furnissii (5%). Entre
os isolados de camar@o de cativeiro, foram identificadas apenas trés espécies, V. carchariae
(50%), V. cincinnatiensis (33,3%) e V. parahaemolyticus (16,7%). Entre as 12 cepas isoladas
de camardo L. vannamei na fase adulta por Costa (2007), 4 (33,33%) foram de V.
parahaemolyticus, 3 (25%) de V. harveyi, 2 (16,67%) de Vibrio sp, 2 (16,67%) de V. damsela
e 1 (8,33%) de V. carchariae. Confrontando as espécies identificadas por Costa (2007) com
aquelas obtidas no presente estudo em camardes da especie L. vannamei, obteve-se 100% de
similaridade.

Dentre as vdrias cepas bacterianas que afetam os camardes destacam-se na fase larval
o V. harveyi e V. splendidus. Na fase de crescimento nas fazendas sdo normalmente
infectados pelo V. parahaemolyticus e V. penaeicida, conforme citado por Ishimam et al.
(1995). Neste trabalho evidenciamos a presenca do V. harveyi, V. splendidus e V.
parahaemolyticus no camardo de cativeiro e de vida livre respectivamente. Esses dados estio
de acordo com os resultados obtidos por Alvarez et al. (2000), que obtiveram 79% de cepas
pertencentes ao género Vibrio em estudo bacteriolégico em camardes peneideos na
Venezuela. O Vibrio harveyi encontra-se amplamente distribuido em ambientes marinhos,
estuarinos, em peixes e camardes marinhos silvestres e cultivados, sadios e/ ou enfermos, com
potencial de provocar epizootias em populagdes de camardo cultivados ou em camardes
silvestres submetidos a confinamento.

O isolamento de V. harveyi e V. parahaemolyticus neste estudo, a partir de camardo
adulto de vida livre e de cativeiro corrobora os resultados descritos por Retamales (2002), que
em estudo sobre a comunidade bacteriana da flora intestinal do L. vannamei cultivado no

México confirmou a presenca do género Vibrio, principalmente V. harveyi e V.
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parahaemolyticus no periodo de 1998 a 1999. Oxley et al. (2002) isolaram V.
parahaemolyticus da flora intestinal do camardo Penaeus merguiensis.

A elevada incidéncia de V. harveyi, V. parahaemolyticus em amostras de agua
destinadas a aqiiicultura e em camardes cultivados pode ser indicativa de ameaca a viabilidade
da carcinicultura.

A presenca de espécies de Vibrio potencialmente patog€nicas nesse estudo reveste-se
de importancia sob o ponto de vista de sanidade dos camardes, tornando-os mais suscetiveis
se condicdes desfavoraveis venham a ser desenvolvidas nos viveiros de criago.
Vandenberghe et al. (1999), em uma investigagdo bacteriolégica em camardes L. vannamei no
Equador e México, relataram a presenca predominante de V. alginolyticus em todos os
estagios larvais, estando associado com a satdde dos estigios nauplios e zoea. V. harveyi foi
associado com doengas em pds-larvas e juvenis. As espécies V. parahaemolyticus, V. mimicus
e V. damsela foram associadas com os estdgios juvenil e adulto do L. vannamei. Esses dados
corroboram os encontrados neste estudo, evidenciando a sua importancia para a inddstria da
carnicicultura.

A presenca de vibrios isolados a partir do camarao de cativeiro estd de acordo com os
dados de Karunasagar & Karunasagar (2001), que em estudo sobre a comunidade
bacteriolégica associada ao cultivo de Penaeus monodon, na India, relataram uma proporgio
de espécies de vibrios variando de 50 a 73% nos viveiros de criagdo.

Gopal et al. (2005) em estudo sobre a ocorréncia de espécies de vibrios no cultivo de
camardo na India revelaram dados semelhantes aos obtidos no presente trabalho no que
concerne a diversidade de vibrios nos criatérios de camardo, confirmando a presenca de 17
espécies isoladas de amostras de dgua. As espécies encontradas foram V. alginolyticus, V.
cholerae, V. parahaemolyticus, V.harveyi, V. fischeri, V. vulnificus, V. fluvialis, V. mimicus,
V. diazotropicus, V. aestuarinus, V. campbelli, V. splendidus, V. cincinnatiensis, V. nerei, V.
anguilarum, V. proteolyticus e V. pelagicus. Os autores alertaram para a qualidade
bacterioldgica do camardo de cativeiro em dguas ricas em vibrios, principalmente V. cholerae
e V. parahaemolyticus, causadores de gastrenterites.

Costa (2007) encontrou maior diversidade de espécies de vibrios nas amostras de dgua
de captagdo (estudrio do rio Coreat - CE) totalizando 16 espécies em 62 cepas isoladas. Esse
fato decorre, provavelmente, da auséncia ou diminui¢do de processos de selecao de espécies
em ambientes naturais quando comparado a ambientes de cultivo. O mesmo foi observado por

Menezes (2005) que encontrou maior diversidade de espécies de vibrios em amostras de dgua
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do Rio Choro (CE), que recebe influéncia de dgua oceanica, do que amostras de dgua de
ambiente de cultivo de camar@o.

A semelhanca dos resultados obtidos por Costa (2007), o presente estudo e revelou
maior percentual de isolados a partir das amostras de camardo de vida livre em relagdo ao
camardo de cativeiro.

O Canal de Itajuru, objeto da presente investigacdo, recebe um fluxo didrio de esgoto
doméstico gerando condi¢des para o estabelecimento desses microrganismos no sedimento
marinho, e conseqiientemente contaminando os camardes que ali vivem. Em concordancia
com os resultados obtidos, Serra et al. (2003) citaram que a excessiva produgdo de biomassa
priméria, acimulo de matéria orgdnica no meio, pode favorecer ao desenvolvimento e a
manutengdo das espécies patogénicas de vibrios, além de outros microrganismos patogénicos.

Um aumento no nimero de Vibrio spp associado a uma significativa mudanca na
composi¢do da comunidade de vibrios na dgua dos viveiros de engorda é suficiente para
desencadear a ocorréncia de vibrioses (SUNG et al., 1999). Ainda que no ambiente de cultivo
estejam presentes outros microrganismos que realizam a assimilacdo de racdes excedentes,
excrementos, metabdlitos nitrogenados, restos de plancton e outros dejetos (BOYD, 2004) e
estes microrganismos sejam competidores dos vibrios, podem os mesmos ainda ser
desfavorecidos quando os vibrios se encontram em ntimero elevado.

Fatores estressantes que podem advir da prépria dgua utilizada nas fazendas de criagio
oriunda de estudrios poluidos, gerando altera¢des das propriedades fisico-quimicas, como
temperatura, salinidade, pH, podem desencadear desequilibrio ambiental, levando os
camardes a uma maior vulnerabilidade a vibrioses (LIGHTER, 1993). Embora inliimeros casos
de vibriose venham sendo amplamente reportados, o mecanismo de patogenicidade dos
vibrios ainda € pouco compreendido, contudo, ha relatos de que microrganismos deste género
acometem os camardes em todos os estagios de seu desenvolvimento, levando a perdas
econdmicas significativas (AGUIRRE-GUZMAN et al., 2004).

Em relacdo ao género Aeromonas, o maior percentual de isolamento foi obtido a partir
de camardes de cativeiro (88,0%). Tal fato pode estar relacionado com a presenca destas
bactérias em dguas residuais oriundas de esgoto doméstico (PARODI & PESO, 1983) que sdo
carreadas para o Canal de Itajuru. Hassani et al., 1994 estudaram a incidéncia de Aeromonas
no esgoto bruto e no efluente final apds tratamento em lagoa de estabilizagdo sendo que os

resultados revelaram um alto percentual desses microrganismos no inicio do sistema de
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tratamento e constataram o declinio ao longo das lagoas, contudo nido houve remogdo total
com o tratamento por este processo.

No presente estudo foi demonstrada a presenca de diferentes espécies do género
Aeromonas que representam 28,5% do total de todos os isolados.

Devido ao despejo de esgoto in natura, na qual o material fecal proveniente do trato
intestinal € parte fundamental, ressalta-se que a presenca de espécies de Aeromonas nos
invertebrados marinhos, € claramente esperada, devido ao alto teor de matéria organica
(BAHLAOUI et al., 1997).

No presente estudo envolvendo camario de vida livre do Canal de Itajuru, as espécies
A. jandaei e A. caviae contribuiram com 50% dos isolados, em contraposi¢do, em camardes
de cativeiro foram identificadas um maior nimero de espécies: A. hydrophila. A. veroni biog.
sobria, ambas com 30 %, A. schubertti (15%), A. jandaei (10%), A. veroni biog. veroni (10%)
e A. media (5%).

O isolamento de A. schubertii, A. veroni biog. sobria, A. veroni biog. veroni e A.
hydrophila reveste-se de importancia por serem espécies potencialmente patogé€nicas para o
homem, ressaltando-se ainda A. hydrophila como principal patégeno do pescado
(OUDERKIRK et al. 2004).

A presenca de isolados de atipicos de Aeromonas (8%) que foram classificadas neste
estudo como Aeromonas sp., revela a grande diversidade desses microrganismos, bem como a
dificuldade em se determinar através de provas fenotipicas , a posi¢do taxondmica de algumas
cepas. Essa mesma dificuldade tem sido encontrada por diferentes pesquisadores ao
estudarem isolados de Aeromonas de diferentes origens, até mesmo de amostras clinicas
(HARF-MONTEIL et al., 2004).

E vilido salientar que as Bactérias do género Aeromonas estio amplamente
distribuidas no meio aqudtico, e ndo necessitam estar parasitando o homem ou qualquer
animal para se multiplicarem (MATTE, 1995).

Esta caracteristica difere da Escherichia coli, que apds, serem lancadas no ambiente
sobrevivem por um periodo de tempo, sem se multiplicar (SMOOT & PIEARSON, 1997).
Em contraste, o género Aeromonas, que também pode alcancar as lagoas pelos sistemas de
esgoto, sdo primariamente microrganismos autdctones do meio aqudtico, podendo multiplicar-
se nesse ambiente, ou mesmo sofrer modificagdes na sua dindmica, em conseqiiéncia da flora

competidora ou da variagao de fatores abi6ticos (BENCHOKROUN et al. 2003).
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Alguns pesquisadores relatam que o género Aeromonas apresenta maior resisténcia ao
processo de tratamento de esgoto quando comparado aos coliformes fecais, e também
verificaram a correlacio entre Aeromonas spp e presenca de matéria organica (BOUSSAID et
al., 1994). Ndo ha correlagdo significativa entre Aeromonas spp e Coliformes Fecais,
evidenciando a hipdtese de que altas concentracdes de substincias organicas favorecem a
multiplicagdo de bactérias do género Aeromonas (ASHBOLT et al., 1995).

A capacidade destas bactérias causarem doencas em diferentes espécies animais estd
registrada na literatura cientifica, contudo s6 recentemente um maior nimero de casos clinicos
tém sido identificados como sendo deste género (CLARK & CHENOWETH, 2004) sendo na
atualidade considerados patogenos emergentes (JOSEPH & CARNAHAN, 2000).

A pesquisa de Aeromonas nos diferentes tipos de ecossistemas aqudticos, em
crusticeos, € em amostras clinicas realizada no Brasil, revelou que s@o escassas as
publicacdes que mencionam este tema, evidenciando certo desconhecimento dessas bactérias
em nosso pais (BAUAB, 2000).

Por outro lado, é de se notar o aumento crescente do interesse da comunidade
cientifica internacional sobre o tema, evidenciado pelo aumento de publicacdes envolvendo
bactérias deste género (PIANETTI e al., 2004).

A pesquisa de membros pertencentes a familia Enterobacteriaceae resultou negativa
para E. coli e Salmonella, porém revelou a presenca de Plesiomonas shigelloides em 33,3%
dos isolados, correspondendo a 83,0% de isolamento em camardo de vida livre e 17,0% de
cativeiro. Esta enterobactéria estd relacionada com gastrenterite, principalmente, em criancas
e idosos, além de septicemia em pacientes imunodeprimidos ou com doengas cronico-
degenerativas podendo ser letal (BRENDEN ez al., 1988).

No computo geral, 53,4% das amostras de camardo de vida livre e 46,6% de camario
de cativeiro revelaram uma ou mais diferentes espécies das familias Vibrionaceae,
Aeromonadaceae e Enterobacteriaceae. O percentual de isolados a partir do camardo de vida
livre nos meses mais quentes do ano (Janeiro e Fevereiro) foi de 48,5%, e nos meses mais
frios (Junho e Julho), de 8,4%. Em relacdo a sazonalidade a predominincia destes
microrganismos durante os meses de verdo foi relatada por outros pesquisadores (KANECO
& COLWELL, 1975; MULLER, 1978,; BLAKE et al., 1980) corroborando com os resultados

deste estudo.
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5 CONCLUSOES

Evidenciou-se a presenca de espécies potencialmente patogénicas dos géneros Vibrio,
Aeromonas e P. shigelloides em elevado percentual no camardo de vida livre capturado
no Canal de Itajuru e no camardo adquirido no comercio local, oriundo de fazendas de
cria¢do no Rio Grande do Norte;

Aponta-se resultados negativos para Salmonella spp.e E.coli,

Destacam-se entre as espécies isoladas neste estudo, aquelas de maior importancia para a
saide publica, dada sua patogenicidade para o homem, sdo Aeromonas hydrophila, A.
caviae, A. veronii biog. sobria, A. schubertii, Plesiomonas shigelloides, V. alginolyticus e
V. parahaemolyticus.

Embora de baixa patogenicidade para o homem, V. aestuarinus, V. harveyi e Aeromonas
media sdo de grande importdncia econdmica para a aqiiicultura por sua alta
patogenicidade para o pescado.

O maior percentual de isolamento bacteriano foi obtido nos meses quentes do ano.

O escasso conhecimento sobre algumas espécies do género Vibrio e Aeromonas implica
na necessidade premente de desenvolver novos estudos, com intuito de caracterizar
efetivamente os fatores envolvidos em sua capacidade de agressdo aos varios

hospedeiros.
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6 RECOMENDACAO

Mediante os resultados obtidos com esta pesquisa versando sobre camardes de vida
livre coletados no Canal de Itajuru, Municipio de Cabo Frio, que evidenciaram a presenca de
cepas potencialmente patogénicas ao homem, salientamos a possibilidade de transmissdo de
doencas por manipulacio e/ou consumo do pescado sem a realizagdo de um processo de
cocgao eficiente.

Enfatizamos que os camardes sdo capturados e comercializados no préprio local, sem,
contudo serem previamente analisados pela fiscalizagdo sanitaria.

Sugerimos que a fiscalizacdo sanitéria se certifique de que o pescado deste local esteja
em condi¢des de comercializacdo, ja que foram detectadas vérias cepas potencialmente

patogénicas, incluindo a espécie Vibrio parahaemolyticus.
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ANEXO1

MEIOS DE CULTURA E REAGENTES EMPREGADOS
Os meios de cultura foram, na sua maioria, os comercializados sob a forma
desidratada. Por isso, nesta parte, serdo descritas somente as férmulas dos meios ndo

industrializados.

Agua Peptonada Alcalina

Cloreto de sédio 10g
Peptona 10g
Agua destilada 1000mL

Ajustar o pH a 8,4 e a seguir esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Prova de Voges — Proskauer

Prova para identificacdo de enterobactérias e outros bacilos Gram-Negativo, método

de Barrit.
Solucdo A:
Naftol 50¢g
Alcool etilico absoluto 100mL
Solucao B:
KOH 40g
Agua 100mL

TCBS: (tiossulfato, citrato, sais biliares, sacarose) Agar:

Formula:

62



Extrato de levedura 0,5g

Peptona 10g
Citrato de sddio 10g
Tiosulfato de sédio 10g
Cloreto de sédio 10g
Sais biliares 08¢g
Citrato férrico 0,1g
Sacarose 20g
Azul de bromotimol 0,04g. > pH=28,6+0,2
Azul de timol 0,04g
Agar 15¢
Agua destilada estéril 1000mL

Meio basico para fermentacao de acgiicares (COSTA & HOFER, 1972)

Bacto peptona (Difco) 10g
Cloreto de sédio 10g
Indicador de Andrade 10 mL
Agua destilada 1000 mL

Ajustar o pH entre 7,0 a 7,2, distribuir em volumes de 3 a SmL e esterilizar de acordo
com as especificagdes abaixo:

Os carboidratos representados pela glicose, lactose, sacarose e manita foram
incorporados na concentracio de 1g% e arabinose e manose a 0,5g%.

Os meios contendo glicose e manitol foram esterilizados a 110°C por 15 minutos e os

demais esterilizados por filtragdo em Seitz.

Meio basico para o reconhecimento de halotolerancia (FISHBEIN & WENTZ, 1973)

Base:
Bacto triptona (Difco) 10g
Agua destilada 100mL
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Ajustar o pH a 7,0 e adicionar o cloreto de sédio, de acordo com a concentra¢do

desejada:
3g de NaCl / 100mL da base
6g de NaCl / 100mL da base
8g de NaCl / 100mL da base
10g de NaCl / 100mL da base

Esterilizar a 121° C por 15 minutos.

Meio para manutencio de cultura (COSTA & HOFER, 1972)

Trypticase (bbl) 1,0g
Cloreto de sédio 1,0g
Agua destilada 100mL

Ajustar o pH a 7,6, esterilizar a 121°C durante 20 minutos, distribuir em tubos em

posicdo discretamente inclinada a vedar com rolhas de silicone esterilizadas e parafinadas.

Meio Agar Wagatsuma - Para teste de Kanagawa em cepas V. parahaemolyticus

(ICMSF, 1978).

Meio basal

Extrato de levedura

Peptona

Manitol

Cristal violeta 0,1% p/v. em alcool etilico
Bacto Agar

Cloreto de Sédio

Agua destilada estéril

Adicionar somente apés medir o pH e ajustar.

50¢g

10g

5,0g
1,0mL
15g

70g
1000mL
40 placas

0,5g

1,0g

0,5g

0,1mL

1,5g

7,0g

100mL

4 placas

pH: 7.5-8.0
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N3o autoclavar o meio.

Manté-lo a temperatura 50°C.

Adicionar:

100mL de sangue (20%) — para 1000mL ou 10mL de sangue (20%) para 100mL.
Manter o meio pronto em geladeira (4°C) por no maximo 4 dias.

Semear em spot, cepa crescida em BHI 1% de 24 horas (a partir de Agar nutriente 1%
- 24h).

Preparo da suspensio de eritrocitos:

Sangue humano tipo O coletado em FErlenmeyer contendo pérolas de vidro
esterilizadas. A seguir, desfibrinar o sangue mediante suave agitacio. Lavar os eritdcitos por
trés ou mais vezes com salina 0,85% estéril. Apds a ultima centrifugacdo, desprezar o
sobrenadante e suspender o precipitado na propor¢do de 1:4 de salina 0,85%. Em caso de usar

anticoagulante recomenda-se o citrato de s6dio 15%.

Agar-lisina ferro (LIA)

Peptona 5,0g

Extrato de Levedura 3,0g

Glicose 1,0g

Citrato Férrico Amoniacal 0,5g

Tiossulfato de Sédio 0,04¢g

Purpura de bromocresol 0,02¢g

Agar 14,5g = pH 6,7 £0,2.
Agua destilada estéril 1000mL

Agar-nutriente

Extrato de carne 3,0g

Peptona 5,0g
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Agar 15,0g
Agua destilada estéril 1000mL

Kliger Iron Agar — Fab. Oxoid.

Extrato de levedura 3,0g
Peptona 20g
Cloreto de sédio 5,0g
Lactose 10,0g
Glicose 1,0g
Citrato de ferro 0,3g
Tiossulfato de sédio 0,3g
Vermelho de fenol 0,05¢g
Agar 12g = pH 7,4 +0,2
Agua destilada estéril 1000mL
Agar Stock
Agar nutriente 23 g
Cloreto de sédio 5,0g
Fosfato de sédio dibasico  20g
H,O destilada 1000mL
Esterilizar 120°C / 15 min.
Agar Amido
Triptona bacterioldgica S5¢g
Peptona bacteriolégica S5g
Cloreto de sédio S5¢g
Vermelho de fenol S5¢g
Amido 10g
Agar 15g

Agua destilada 1000mL



Agar EMB (Eosina Azul de Metileno Segundo Levine)

Hidrolisado pancredtico de gelatina, USP  10g

Lactose. 5¢
Sacarose. S5¢g
Fosfato di-potéssico. 2g
Eosina amarela. 04¢g
Azul de metileno. 0,065 g
Agar. 135¢g

Agar Para Enterobactérias de Hektoen

Proteose- peptona 120¢g
Cloreto de sédio 50¢g
Extrato de Levedura 30¢g
Lactose 120 ¢
Sacarose 12,0 ¢g
Salicina 2g
Tiossulfato de sédio 50¢g
Citrato de Ferro e amdnia 15¢g
Sais Biliares 90¢g
Azul de bromotimol 0,064 g
Fucsina acida 0,04 g
Agar 135¢g

Caldo Rappaport-Vassiliadis

Peptona de soja 5,0g
Cloreto de sédio 8,0g
Fosfato monopotéssico 1,6g
Cloreto de magnésio 40g

Verde malaquita 0,04¢g



Livros Gratis
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Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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