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RESUMO

Nos camarbes peneideos, doengas causadas por bactérias do género Vibrio resultam em baixas taxas de sobrevivéncia nos
sistemas de larvicultura, bergario e engorda. O objetivo desse estudo foi avaliar a resisténcia de juvenis de Litopenaeus
vannamei e Farfantepenaeus subtilis a uma infeccéo experimental pela bactéria Vibrio harveyi. Os camarfes foram expostos
por um periodo de 96 horas a trés concentragBes de V.harveyi inoculado diretamente na agua: 103, 106 e 109 UFC mL-1, e um
controle sem adicéo de V.harveyi. Trés repeticdes foram usadas para cada tratamento. Para quantificagédo do total de Vibrio
spp., foram coletadas amostras de 4gua e de camarfes de cada tratamento ao final do experimento. Ndo houve diferenca
significativa na sobrevivéncia do L. vannamei e F. subtilis quando comparado ao tratamento controle. Ambas as espécies
apresentaram menor sobrevivéncia no tratamento 109 UFC mL-1, com 93% e 83%, respectivamente para L. vannamei e F.
subtilis. Houve um aumento na concentracao total de Vibrio nos camardes submetidos a maior concentracéo de V.harveyi (109
UFC mL-1). Os resultados sugerem que as concentragdes da linhagem de V.harveyi utilizada ndo afetaram a sobrevivéncia
dos camardes nesse estagio de vida durante o periodo avaliado.
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ABSTRACT
Resistance of Litopenaeus vannamei and Farfantepenaeus subtilis to infection by Vibrio harveyi

In penaeid shrimp, diseases caused by Vibrio species are usually associated with low survival in larviculture, nursery and
growth systems. The objective of this study was to evaluate the resistance of Litopenaeus vannamei and Farfantepenaeus
subtilis juveniles to an experimental infection by V.harveyi. Shrimp were exposed during 96 hours to three concentrations of
V.harveyi inoculated directly in the water: 103, 106 and 109 CFU mL-1 and a control without addition of V.harveyi. Three
replicates were used for each treatment. Samples of water and shrimp were collected from each treatment at end of the
experiment to estimate Vibrio spp. counts. There was no significant difference in survival of L. vannamei and F. subtilis when
compared to control. Both species had lower survival in the treatment 109 CFU mL-1, with 93% and 83%, respectively for L.
vannamei and F. subtilis. There was an increase in the total concentration of Vibrio spp. in shrimp submitted to the highest
concentration of V.harveyi (109 CFU mL-1) in the water. The results suggest that the concentrations of this V.harveyi strain did
not affect shrimp survival at this life stage during the study period.

KEYWORDS: Vibrio harveyi, infection, survival, Litopenaeus vannamei, Farfantepenaeus subtilis.

INTRODUCAO

A partir da década de 80 houve a consolidagao
e o crescimento mundial do cultivo do camaréo
marinho, principalmente da espécie Litopenaeus
vannamei, decorrentes do avanco de novas
tecnologias de reproducdo em cativeiro e larvicultura,
assim como da crescente demanda do produto no
mercado internacional (Rocha & Rodriguez 2004).
Porém, a intensificacdo da carcinicultura vem sendo
acompanhada pela ocorréncia de doencas,
destacando-se aquelas causadas por bactérias
patégenas oportunistas (Moriarty 1998; Gomez-Gil et
al. 2000), as quais sé@o frequentemente associadas
com baixas taxas de sobrevivéncia em sistemas de
larviculturas e engorda (Saulnier et al. 2000).

Entre as bactérias potencialmente patégenas, as
do género Vibrio tem sido as principais responsaveis
por doencas e altas taxas de mortalidade em
camar6es cultivados (Baticados et al. 1990). Espécies
como Vibrio harveyi podem infectar larvas, juvenis e
adultos de camardes peneideos (Gomez-Gil et al.
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1998; Lavilla-Pitogo et al. 1998), comprometendo a
cadeia produtiva. A abundancia natural de Vibrio spp.,
assim como sua ubiquidade, taxa de multiplicacdo e
habilidade para adaptar-se a mudangas ambientais em
sistemas aquicolas, ressaltam a importancia da
avaliagdo de seus efeitos patogénicos em camarfes
cultivados (Saulnier et al., 2000).

A domesticacdo de espécies selvagens de
camarao e sua introducdo bem sucedida na indUstria
da carcinicultura requerem um conhecimento
profundo da biologia destas espécies, especialmente
no que diz respeito a nutricdo, reproducdo e salde
(Brock & Main 1994). O
Farfantepenaeus subtilis é uma espécie nativa da
costa norte e nordeste brasileira e que vem sendo
considerada com potencial para a aquicultura
nacional (Nunes et al. 1997). Logo, o conhecimento
acerca da resisténcia desse camardo aos agentes
patégenos é de fundamental importancia para o setor
produtivo. No entanto, pouca informacdo esta

camarao-rosa
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disponivel sobre o impacto de infec¢cdes bacterianas
em camardes nativos de aguas costeiras brasileiras.
Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a sobrevivéncia de juvenis de L. vannamei e F.
subtilis quando expostos ao V. harveyi.

MATERIAIS E METODOS

Os juvenis de camardes L. vannamei
(0,25+0,0649) e F. subtilis (0,25+0,03g), foram obtidos em
laboratérios comerciais nos estados de Pernambuco e
Rio Grande do Norte, respectivamente. Os individuos
foram expostos por um periodo de 96 horas a trés
concentracdes de V. harveyi inoculado diretamente na
agua, seguindo os seguintes tratamentos com trés
repeticdes cada: 10°, 10° e 10° Unidades Formadoras
de Colénia mL™ (UFC mL™) e um controle sem inéculo
de V. harveyi. O V. harveyi utilizado para infeccdo da
agua das unidades experimentais foi obtido do banco de
cepas do Laboratério de Camarbes Marinhos — Setor
Microbiologia, Departamento de Aquicultura da
Universidade Federal de Santa Catarina. A cepa de V.
harveyi foi mantida em meio TSB (Tripic Soy Broth -
HIMEDIA®) enriquecido com 2,0% de NaCl e acrescido
de 30% de glicerol, e estocada em freezer a -80 °C no
Laboratério de Sanidade dos Organismos Aquaticos —
UFRPE.

O experimento foi realizado no Laboratorio de
Tecnologia em Aquicultura (LTA) da UFRPE. Foram
utilizadas quatro unidades experimentais,
correspondendo a cada tratamento, que consistiram de
caixas plasticas com volume de 12L, aeragdo constante
e temperatura ambiente. Em cada caixa foram
distribuidos seis potes plasticos de 500 mL
(subunidades) revestidos com tela de nylon (100 pm)
como repeticbes de cada tratamento, sendo trés para
estocagem de L. vannamei e trés para F. subtilis. Em
cada subunidade foram estocados 10 camardes,
totalizando 30 animais por espécie. A agua utilizada no
experimento foi previamente filtrada em malha de 0,1
pm e desinfetada com hipoclorito de sédio (20 ppm). Os
individuos de ambas as espécies foram expostos a
mesma concentracdo de V. harveyi, inoculado no
volume total das unidades experimentais. Os camarfes
foram alimentados na propor¢cédo de 10% da biomassa
duas vezes ao dia (manhé/tarde) com racdo comercial
com 35% de proteina bruta (Purina MR35).
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O V. harveyi utlizado na infeccdo foi
primeiramente cultivado em Caldo Cérebro-Coragao
(BHI) durante 24h em estufa (30 °C). ApOs esse
periodo, foi efetuada a quantificacdo bacteriana da
cultura através de diluicbes decimais seriadas (1/10)
de uma amostra em solugdo salina estéril (2,5%
NaCl). A partir de cada dilui¢do, uma aliquota de 100
pL foi retirada para plagueamento em Agar
Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS) e, apés o
periodo de incubacdo de 24h em estufa (30 °C), foi
feita a contagem das Unidades Formadoras de
Coldnia. Apos a determinacao do numero de UFC mL’
! dessa cultura de V. harveyi, a mesma foi diluida
serialmente nas parcelas experimentais a fim de se
obter as concentracdes 10° 10° e 10° UFC mL™,
conforme o0s tratamentos propostos. Diariamente,
amostras de 4gua foram coletadas de cada unidade
experimental e semeadas seguindo 0 mesmo
protocolo citado anteriormente, a fim de garantir a
manutengcdo das  concentracdes
determinadas para cada tratamento.

A quantificagdo de Vibrio nos camardes foi
realizada em ambas as espécies antes e apos a
exposicdo dos animais ao V. harveyi. Os individuos
foram  coletados  diretamente  das  unidades
experimentais, dispostos sobre uma peneira desinfetada
e lavados com solucdo salina (2,5% NaCl) esterilizada
para remocéao das bactérias externas. Os animais foram
pesados em balanca analitica, macerados e em seguida
um volume correspondente a dez vezes o peso dos
animais (1:10, Peso:Volume) foi adicionado de solucéo
salina estéril (2,5%) para perfazer a diluicio 10™.
Posteriormente, a amostra foi diluida e semeada
conforme descrito para analise de agua.

Os valores de sobrevivéncia dos camardes e
concentracdo de Vibrio spp. foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), levando em
consideracdo as premissas necessarias, e ao teste de
Tukey para verificar diferencas significativas entre os
tratamentos (p<0,05).

bacterianas

RESULTADOS

Os resultados de quantificacdo diaria de Vibrio spp.
da agua dos diferentes tratamentos demonstraram
que, durante as 96 horas experimentais, as
concentracdes mantiveram-se estaveis em cada
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tratamento (10°, 10° e 10° UFC mL™). As infeccBes
por V. harveyi ndo resultaram em diferencas
significativas na sobrevivéncia do L. vannamei e F.
subtilis quando comparado ao tratamento controle.
Entretanto, os camardes apresentaram menor
sobrevivéncia no tratamento 10° UFC mL™, com 93%

e 83%, respectivamente para L. vannamei e F. subtilis
(Figura 1). Além disso, os camardes L. vannamei do
tratamento  10° UFC mL™ apresentaram uma
sobrevivéncia superior do que agueles mantidos sem
a presenca do V. harveyi.
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FIGURA 1 — Sobrevivéncia final do camardo L. vannamei e F. subtilis apés infeccdo experimental por V. harveyi (10°, 10° e 10° UFC mL™)

durante 96 horas.

A concentracdo inicial de Vibrio spp. nos
juvenis de L. vannamei e F. subtilis foi de 0,83 x 10°
UFC g' e 2,60 x 10° UFC g*, respectivamente.
Observou-se uma tendéncia de aumento na
concentracao de Vibrio spp. nos camarfes infectados
com as concentragfes mais elevadas de V. harveyi

(10° e 10° UFC mL™), em relacdo aos valores iniciais.
Os juvenis mantidos no tratamento com 10° UFC mL™
de V. harveyi, apresentaram concentracdo final de
Vibrio spp. significativamente superior aos demais
tratamentos (Tabela 1).

TABELA 1 — Média final (#DP) de Vibrio spp. nos juvenis de L. vannamei e F. subtilis expostos a infecgéo

experimental por V. harveyi apds 96 horas.

Tratamento L. vannamei F. subtilis
(10° UFC gt (10° UFC g™
Controle 3,00 + 0,85° 1,10 £1,72°
10° UFC mL* 2,72 +1,03° 2,84 +0,82°
10° UFC mL™ 5,36 +1,79° 4,48 +1,39°
10° UFC mL* 1.800 # 600" 3.400 + 860°

Letras diferentes entre tratamentos apresentam diferengas significativas (p=0,05).
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DISCUSSAO

No presente estudo, a exposicdo dos animais a
diferentes concentraces de V. harveyi ndo causou
diferencas na sobrevivéncia do L. vannamei e F.
subtilis quando comparado aos camarbes nao
expostos. De acordo com Muroga et al. (1994) e
Karunasagar et al. (1994), a sobrevivéncia dos
camarfes depende do estagio de vida dos individuos,
além da espécie, das concentracdes e linhagem de
Vibrio utilizadas. Estudos avaliando infec¢bes de larvas
de camarbes peneideos por diferentes linhagens de V.
harveyi tém apontado resultados conflitantes (Soto-
Rodriguez et al. 2006). Concentragdes inferiores a 10?
UFC mL* podem causar mortalidade de mais de 50 %
em larvas de L. vannamei, enquanto outras linhagens
ndo causam mortalidades em concentracbes
superiores a 10° UFC mL™ (Prayitno & Latchford, 1995;
Abraham et al., 1997). Aguirre-Guzman et al. (2001)
estudaram o efeito de diferentes espécies de Vibrio
sobre a sobrevivéncia larval de L. vannamei e
observaram que todos os estagios larvais infectados
com V. alginolyticus (10°a 10" UFC mL™) tiveram uma
sobrevivéncia significativamente maior que seus
homdlogos infectados por V. parahaemolyticus, V.
harveyi e V. penaecida. Nesse sentido, nossos
resultados indicam que a linhagem utilizada neste
experimento n&o influenciou na sobrevivéncia dos
camarfes infectados, durante esta fase do ciclo de
vida e periodo avaliado.

Nossos resultados demonstraram que 0S
juvenis de L. vannamei submetidos ao tratamento 10°
UFC mL™ apresentaram uma sobrevivéncia superior
do que aqueles mantidos sem a presenca do V.
harveyi. Resultados semelhantes foram encontrados
por Aguirre-Guzman et al. (2002) quando os
camardes L. vannamei nos estagios de Misis II-lll e
pés-larva (PL 1) expostos & concentracdo de 10° UFC
mL! de V. alginolyticus apresentaram melhor
sobrevivéncia em relacdo ao grupo controle.

As bactérias do género Vibrio sdo patégenos
oportunistas, sendo consideradas em muitos casos
como agentes secundérios de infecgdo. Fatores
estressantes tais como falta de alimento, choques de
salinidade, exposi¢cdo a concentracBes de aménia,
ferimentos ou danos fisicos podem funcionar como
gatilhos para o desenvolvimento de doencas
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causadas por Vibrio (Phuoc 2008). No presente
estudo, a manutencdo dos camarbes em condicdes
fisicas e ambientais adequadas pode ter influenciado
positivamente na sobrevivéncia dos mesmos frente as
infeccbes testadas.

Observou-se uma tendéncia de aumento na
concentracdo total de Vibrio dos camarbes
submetidos as maiores concentracées de V. harveyi
inoculados na agua. Por outro lado, Soto-Rodrigues
et al (2006) ndo encontraram nenhuma relacdo entre
a concentracao de bactéria inoculada na agua e a
guantidade de Vibrio encontrada nas larvas de L.
vannamei durante 48h de infeccdo. Esses mesmos
autores sugerem que quando o periodo de infecgdo
experimental é mais extenso, as larvas séo
continuamente expostas as bactérias, possibilitando a
colonizag&o dos animais. Nossos resultados sugerem
gue a exposicdo continua dos camardes as
concentracdes pré-determinadas de V. harveyi
durante o periodo experimental (96 horas), contribuiu
com o aumento da concentracéo total de Vibrio nos
animais, sobretudo naqueles submetidos ao
tratamento 10° UFC mL™.

CONCLUSAO

Os resultados indicam que as concentragdes
de V. harveyi (linhagem testada) ndo afetaram a
sobrevivéncia dos camardes L. vannamei e F. subtilis
durante o estagio de vida e periodo de exposicdo
avaliado. Entretanto, considerando a inexisténcia de
estudos neste tema com o camardo F. subtilis,
recomenda-se futuras pesquisas enfocando as fases
iniciais do ciclo de vida e larvicultura desta espécie.
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