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RESUMO

Este estudo teve como objetivo rastrear as fontes de contaminagcdo da agua dentro do Laboratério de Camardes
Marinhos(LCM), pertencente a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC); quantificar a carga bacteriana ao longo de
diferentes etapas do setor produtivo; avaliar a eficiencia do cloro como desinfetante e avaliar o efeito da oxitetraciclina sobre a
qualidade larval mediante a aplicagao de indice multicritério. A carga bacteriana foi quantificada através da contagem direta em
placas de petri contendo agar MARINE e agar TCBS. Foi observada uma carga bacteriana de 1 x 10° UFC/mL (Unidades
formadoras de colénia por volume de amostra) na agua captada para a produgao de larvas. A cloragéo da agua nas cisternas
foi pouco eficiente, ndo havendo diferenga na carga bacteriana encontrada na agua de captagdo e na cisterna clorada. A
presenca de filtros aumentou a carga bacteriana na agua durante a distribuicdo para os diferentes setores do laboratério. Na
agua da larvicultura foi observada grande quantidade de bactérias do género Vibrio, entre 1 x 10° e 1 x 10° UFG/mL. Quando
esta carga aumentou para 1 x 10* UFC/mL, detectou-se a queda da qualidade das larvas, demonstrando que indices
multicriterios funcionariam como sistemas de prevencdo a enfermidades. Apéds aplicagdo do antibidtico oxitetraciclina na
concentragdo de 1 ppm, ocorreu a queda da carga de vibribes na agua e a melhoria da qualidade larval. A avaliagdo
microbiolégica otimizou o manejo e a desinfecgdo na distribuicdo de agua de forma racional e efetiva, eliminando o uso
excessivo de quimicos e antimicrobianos nas larvicultura de camardes marinhos.

PALAVRAS-CHAVE: Penaeus vannamei, bactérias, profilaxia, antibiético.

ABSTRACT
Bacteriological assessing applied to the hatchery of Penaeus vannamei.

This study aimed to track the sources of water contamination in the Laboratério de Camardes Marinhos (LCM) pertaining to the
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC); to quantify the bacterial load during the stages of shrimp production; to evaluate
chlorination efficiency as desinfectant, as well as to evaluate the effect of oxitetracicline on larval quality by application of a multiple
criteria method. Bacterial load was quantified by direct counting in plates with Marine Agar and TCBS Agar. A bacterial load of 1 x
10° CFU/mL (colony-forming units) was observed in the water used for larvae production. Differences in bacterial load were not
detected between water with and without chlorine addition in the cisterns, indicating the low efficiency of conventional water
disinfection. Similarly, the presence of filters not only did not reduce bacterial load in the water network, but was responsible for its
increase. Water from hatchery presented a high counting of Vibrio genus, between 1 x 10% and 1 x 10° CFU/mL. When this load
reached 1 x 10* CFU/mL, decrease in larval quality was detected, demonstrating that the application of multiple criteria may prevent
enfermities. After antibiotic application (oxitetracicline) at 1ppm, the Vibrio load in hatchery water decreased as the larval quality
improved. The bacteriological assessing has optimized production management and disinfection of water system in an effective and
rational way, reducing the excessive use of chemicals and antimicrobians in marine shrimp hatchery.
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INTRODUCAO

Nos sistemas de producdo de larvas de
organismos aquaticos, as praticas inadequadas de
manejo e desinfec¢do da 4gua, altas densidades de
cultivo e elevados indices de material organico
provenientes de restos alimentares e animais mortos,
influenciam a comunidade bacteriana estimulando o
crescimento de bactérias patogénicas oportunistas
(Boyd & Massaut 1999).

Em fazendas e laboratérios de cultivo de
camardes, as infec¢des bacterianas sdao geralmente
controladas por antibiéticos, levando a uma selegao
de bactérias resistentes (Costerton 1995).

A utilizagdo de antibidticos pode causar um
efeito negativo no meio aquatico. Portanto, medidas
profilaticas séo recomendadas para evitar o uso desta
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estratégia terapéutica na aquicultura. Entre estas
medidas estdo o acompanhamento freqlente da
qualidade larval e da agua, a desinfeccao adequada
de materiais e sistemas e dos animais. Estes
procedimentos influenciam diretamente o crescimento
bacteriano e suas possiveis infecgdes (Flegel &
Alday-Sanz 1998). Neste sentido, um monitoramento
microbiolégico eficiente pode indicar onde estao
localizados os pontos de contaminacdo bacteriana,
otimizando o manejo do sistema produtivo e
diminuindo a necessidade do uso de antibioticos.

Este estudo teve como objetivo: (a) rastrear as
fontes de contaminacgdo da agua dentro do Laboratorio
de Camarbes Marinhos(LCM), pertencente a
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC); (b)
quantificar a carga bacterina ao longo de diferentes
etapas do setor produtivo; (c) avaliar a eficiencia do
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cloro como desinfetante e (d) avaliar o efeito de
diferentes antibioticos sobre a qualidade larval
mediante a aplica¢éo de indice multicritério.

MATERIAL E METODOS

Localizacdo dos pontos de avaliacdo da carga
bacteriana

\

llha de
Santa Catarina

a

LCM/UFSC

Ponteir

Durante o processo da produgédo de larvas de
camardées marinhos, a agua do mar utilizada é
captada na praia da Barra da Lagoa, localizada na
costa leste da Ilha de Santa Catarina. A captacao é
realizada através de ponteiras submersas instaladas
na regido infra-maré. (Figura 1).
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FIGURA 1 — Localizagdo do laboratério de Camardes Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina
(LCM/UFSC): a) América do Sul, b) llha de Santa Catarina, c) captagéo de dgua do LCM e localizagéo do laboratério.
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Caracterizacao dos pontos de coleta

A agua da regido infra-maré é entdo bombeada
por cerca de 2,5 quildmetros(Km) até ser recebida em
uma caixa de 1000L (ponto 1 — P1)(Figura 2). Apos
passar por um sistema de filtro de areia para a
remocao da matéria organica, a 4gua € armazenada
em duas cisternas de 300.000L. Para evitar a

contaminagdo bacteriana € utilizado cloro (2ppm)

como tratamento  desinfetante  para  agua

armazenada. Apés o tratamento quimico o cloro desta
agua é neutralizado com aplicacdo de Tiosulfato

aproximadamente na concentracdo de 2,5 ppm (ponto
2 — P2) (Figura 2).
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FIGURA 2 — Sistema de abastecimento de agua do Laboratério de Camarbdes Marinhos da Universidade Federal
de Santa Catarina (LCM/UFSC), onde P1 é a Caixa de Captagao de agua, P2 é Cisterna fria, P3 é Cisterna quente
e P4 a Caixa de distribuicdo de agua para os diferentes setores do laboratério.
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Como a agua utilizada pela larvicultura
necessita ser aquecida, a &agua neutralizada na
cisterna 1 (ponto 2) € novamente filtrada por 6 filtros
de cartucho de 100 micras (ponto 3 — P3) e aquecida
por uma caldeira juntamente com aquecedores de
titinio em um fluxo de 20 toneladas de agua por hora,
sendo posteriormente armazenada em outras
cisternas de 75000L, a temperatura de 28°C. (ponto 4
— P4)(Figura 2).

Determinacao da carga bacteriana

O periodo de abrangéncia deste estudo foi
desde o dia 6 de dezembro até o dia 7 de abril de
2006, com um total de quarenta e oito analises
microbiolégicas para o sistema de captagao de agua
e vinte e cinco analises microbiolégicas para a
avaliagao dos tanques de larvicultura.

Para a coleta das amostras de agua dos pontos
monitorados do sistema de captacdo, utilizou-se
recipientes estéreis com volume de 100mL. De
acordo com metodologia descrita por APHA, AWWA,
WEF (1994), aliquotas de 0,1mL foram semeadas em
agar Marine (Difco) para a contagem de unidades
formadoras de colénias de bactérias marinhas
heterotroficas ou autotréficas facultativas. Em
seguida, as placas semeadas foram incubadas a
30°C por 24hs para posterior contagem total de
col6nias viaveis.

Para a quantificacdo de UFC/mL (Unidades
formadoras de coldnias vidveis por volume de
amostra) de vibrionaceas nos tanques de larvicultura,
foram retiradas diariamente amostras de agua em
tanques de producdo de larvas, desde o estadio de
nduplio V até pés-larva |. Com essas amostras foram

elaboradas diluicbes seriadas fator 10 até 10%e
depois semeadas em placas de petri estéreis
contendo Agar TCBS, sendo entédo incubadas a 30°C
por 24 h (APHA, AWWA, WEF 1994).

Antibiograma e determinacdo do indice de
qualidade larval

Na populagdo de bactérias isoladas a partir da
agua dos tanques de larvicultura, realizaram-se
quatro antibiogramas para quatro tipos de antibiéticos
diferentes, os discos de antibidticos testados foram:
oxitetraciclina, eritromicina,
magnamicina. Os discos foram inseridos em placas
de petri contendo meio de cultura Agar Marine recém
semeado com as cepas isoladas, em seguida as
placas foram incubadas a 30°C por 24 h para a
verificacdo da formacgéo de halos de inibicao.

A avaliagdo da qualidade larval por microscopia
foi feita diariamente com 50 larvas de cada tanque da
segundo a  atividade natatéria,
homogeneidade de estadio de desenvolvimento,
reserva de lipidios no hepatopancreas, coloragcao
relativa a dieta utilizada, conteldo intestinal, cordoes
fecais, deformidades de apéndices, epibiontes,
particulas aderidas (larvas sujas) e necroses.

Para cada parametro avaliado foi atribuida uma
pontuacdo com escore variando de 0 a 1. O total de
pontos dados durante o periodo de avaliagdo foi
somado para obter o indice de qualidade larval,
variando de 6timo (superior a 8,5 pontos), bom (de
6,5 a 8,5 pontos), satisfatério (de 5,0 a 6,5 pontos) a
ruim (abaixo de 5,0 pontos) como sugerido pela FAO
(2003), formando assim um mecanismo de avaliacao
larval (Tabela 1).

enrofloxacina e

larvicultura

TABELA 1 — Parametros utilizados para avaliagdo do indice de qualidade larval adaptado de FAO (2003).

Parametros Avaliacao Pontuacao*
Acima de 90% 1
Atividade Natatoéria Entre 70 e 90% 0,5
Abaixo de 90% 0
. Acima de 80% no mesmo estadio 1
Homogz?:écii: de de Entre 70 e 80% no mesmo estéd.io 0,5
Menos de 70% no mesmo estadio 0
R Acima de 90% dos animais amostrados 1
r';: eﬁig)g:r}g%?g s Entrg 70 e 90% dos an'ima.is amostrados 0,5
Abaixo de 70% dos animais amostrados 10
Hepatopéancreas, Animais com hepatopancreas amarelo escuro a marrom 1
coloragéo relativa a Hepatopéncreas amarelo claro 0,5
dieta utilizada Hepatop&ncreas com pouco coloragao e areas vazias 0
Contetdo intestinal Acima de 70% dos animais amostrados 1
onteudo Intestina Entre 20 e 70% dos animais amostrados 0,5
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Continuagao

Parametros Avaliacédo Pontuacéao*
Abaixo de 20% dos animais amostrados 0
Necroses, indicacao Nao encontrados nos animais 1
de contaminagéo Quando até 15% dos animais amostrados apresentarem necrose 0,5
béa ::]?gzalgiq%u Quando acima de 15% dos animais apresentarem necrose 0
Nao encontrado nos animais 1
Deformidades Abaixo de 10% dos animais amostrados 0,5
Acima de 10% dos animais amostrados 0
Nao encontrado nos animais amostrados 1
Epibiontes Epibiontes temporais, abaixo de 15% dos animais amostrados 0,5
Epibiontes permanentes, acima de 15% dos animais amostrados 0
Larvas limpas com poucas particulas aderidas nas pontas dos
apéndices(<5%); ou entre 5 a 10% dos organismos, abaixo de 25% 1
dos animais amostrados
Particulas aderidas  Larvas com poucas particulas aderidas, entre 10 a 40% dos apéndices 0.5
dos organismos, entre 25 a 60% dos animais amostrados ’
Larvas com particulas aderidas, acima de 40% dos apéndices ou do 0
organismo, superior a 60% dos animais
Apresentam nivel normal de cromatéforos expandidos 1
Cromatdéforos Nivel moderado de cromatéforos expandidos (somente nos apéndices) 0,5
Alto nivel de cromatéforos expandidos (em todo o animal) 0
Nenhuma célula epitelial do Hepatopancreas ou do intestino dentro do 1
trato digestorio.
Sindrome de Células epiteliais do Hepatopancreas ou do intestino dentro do trato 0.5
“Bollitas” digestério ’
Células epiteliais do Hepatopancreas ou do intestino dentro do trato 0
digestério( numero de células superior a 3)
Luminescéncia, Nao encontrado nos animais 1
contaminagao 15% dos animais apresentam luminescéncia 0,5
bacteriana Acima de 15% dos animais apresentam luminescéncia 0

*A soma total da pontuagéo dos parametros avaliados foi considerada de 6timo (superior a 8,5 pontos), bom (de 6,5 a 8,5 pontos), satisfatério
(de 5,0 a 6,5 pontos) a ruim (abaixo de 5,0 pontos). O numero amostral para elaboragéo do escore total foi de 50 larvas para a utilizagao da

tabela adaptada de FAO (2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Sistema de abastecimento de agua do mar

O primeiro ponto monitorado (P1) no setor de
captacdo estd localizado na chegada da agua ao
laboratério. A contagem inicial estava em 1x10°
UFC/mL e apds o apds o sétimo dia ndo foi mais
observado crescimento bacteriano (Figura 3). Este
resultado foi observado apds uma limpeza periddica
semanal com aplicacdo de cloro e formalina da
tubulacdo que abastece o laboratério com agua do
oceano. A concentragdo de cloro a 10 ppm e
formalina a 5 ppm para desinfetar a tubulagdo de
captacdo de agua geram um enorme prejuizo ao
sistema pois a tubulacdo percorre uma distancia de
2,5 km da estacdo de bombeamento.

Apdés o dia quadragésimo nono dia foi
observado 1,56 x 10° UFC/mL na agua coletada
(Figura 3). Muitos fatores ambientais e ecoldgicos
podem afetar a populagdo bacteriana na agua do
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mar, podendo o aumento da carga bacteriana ter sido
causado pela poluicao da area de captacao devido ao
aumento populacional gerado pelo turismo local. Este
aporte de bactérias para o sistema de producdo de
larvas se manteve até o final do monitoramento.

Os resultados obtidos nas contagens totais da
agua presente no cisterna quente (P3) revelaram que
o filtro de areia estava contribuindo com o aumento
do aporte total de bactérias para o sistema de
abastecimento (Figura 3). Também foi observado que
0 processo de cloragdo ndo estava influenciando de
maneira eficiente o processo de eliminacdo das
bactérias presentes na agua (Figura 3), pois nao
houve diminuigao na carga bacteriana deste ponto em
relagdo ao P1, somente na segunda de analise onde
houve limpeza da tubulagdo da que vinha da praia
com formalina (formol a 10%) na concentracdo de
S5ppm.
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FIGURA 3 — Carga bacteriana de agua marinha (UFC/mL) no setor de captacdo e distribuicdo de agua no
Laboratério de Camardes Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina. P1-Caixa de captagao de agua, P2-
Cisterna Fria, P3-Cisterna Quente, P4- Caixa de distribuicdo de agua para os diferentes setores do laboratério.

Segundo (Eaton et al., 1995), o cloro e seus
compostos atacam a atividade respiratéria, o
transporte através da parede celular e o &cido
nucléico das bactérias. Acredita-se que a habilidade
de um desinfetante oxidar ou romper a parede celular,
se difundir dentro da célula e interferir nas atividades
celulares é o principal mecanismo controlador da
eficiéncia da desinfeccdo no tratamento da agua.
Certos  microorganismos  podem  desenvolver
resisténcia aos desinfetantes com o tempo,
protegendo-se dos agentes quimicos por absor¢éo ou
seqlestro de particulas organicas inertes na agua.
Verifica-se que, em sistemas de distribuicdo de agua,
mudando o desinfetante quimico, muda-se a
populagao microbiolégica resistente remanescente.

Como os compostos clorados sdo agentes
oxidantes fortes e uma quantidade suficiente de cloro
livre deve ser aplicada a fim de superar a demanda
de cloro da matéria organica e de outras substancias
que reagem com cloro livre, de modo a converté-la
em cloretos ndo téxicos ou compostos de cloro
menos téxicos, o processo de cloracao que sempre €
elaborado em concentragcdo estipulada pode estar
ndo sendo eficiente para combater a carga
microbiana (White, 1992).

No ponto P3, situado apdés a passagem da
agua pelo sistema de filtros, verificou-se um grande
aumento na carga bacteriana presente na agua da
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tubulacdo que era coletada logo ap6s os filtros (Figura
3). Apds a retirada destes filtros ap6s o vigésimo oitavo
dia de avaliagdo, as contagens totais revelaram que a
populagdo de bactérias presentes na éagua da
tubulacdo que abastece a cisterna de agua quente
(P4), se manteve proxima as contagens realizadas na
cisterna de abastecimento de agua (P2). A carga
microbiana no final do sistema de abastecimento
apés a retirada do filtro foi reduzida de 1,89 x 10*
UFC/mL a 4,51 x 10° UFC/mL em Agar Marine.

Uma desinfeccao ineficaz das estruturas de
cultivo poderia explicar a contaminagdo cruzada,
ocasionando o surgimento do agente patogénico
oportunista Vibrio spp, que pode contaminar o
sistema durante o processo de produgéo (Lavilla-
Pitogo et al, 1990). Para o controle destas
enfermidades, a utilizagdo profilatica de antibidticos
tem sido a estratégia mais utilizada na carcinicultura
(Skjermo & Vadstein, 1999).

Producéo de larvas

As quantificagbées iniciais de UFC/mL de
vibribes nos tanques de larvicultura se mantiveram
entre 1 x 10° e 1 x 10° UFC/mL. O gréfico 2 mostra a
quantificacdo de vibrides durante as fases larvais em
dois tanques de larvicultura. Observou-se um pico de
contaminacgao no segundo dia apds o povoamento de
larvas devido a entrada de material orgénico, como
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ragdo, microalgas e fezes, com posterior decréscimo
e estabilizacdo da populagédo destas bactérias no
tanque.

Um segundo pico de contaminagdo bacteriana
foi verificado no sétimo e oitavo dia. As larvas
comecaram apresentar sintoma caracteristico de
enfermidade microbiana, como presencga de necroses
e baixa atividade natatoria, resultando em uma
diminuigdo do indice de qualidade larval. As col6nias
que cresceram em Agar TCBS nestes dias
apresentaram forma de bacilos pequenos e curvos
gram negativo, catalase e motilidade positiva,

caracteristicas do género Vibrio (Austin & Austin, 1987).

Das colénias acima descritas procedeu-se a
realizagdo de antibiogramas para avaliar o
antibacteriano de melhor ag¢do (Tabela 2). Dos
antibidticos testados o que obteve maior halo de
inibicdo foi a enrofloxacina, seguido da eritromicina,
magnamicina e oxitetraciclina respectivamente. Como
tratamento para estes tanques foi utilizado a
oxitetraciclina a 1ppm, por ser Unico antibiético até
entdo liberado pelo Ministério da Agricultura para
organismos aquaticos.

TABELA 2 — Halos de inibicdo (em mm) in vitro dos antibiogramas realizados com as cepas isoladas da 4gua dos

tanques de larvicultura monitorados.

Antibiograma (mm) * dp

Antibiético
Tanque 1 Tanque 2
Eritromicina 13,0+0,1° 12,9+0,2°
Enrofloxacina 14,9+0,1° 15,0+0,2°
Magnamicina 14,1+0,1° 14,0+0,1°
Oxitetraciclina 8,120,2° 6,240,1°

Legenda: dp= desvio padrdo; as letras apds as médias indicam diferenga estatistica p<0,05 pelo teste T (ANOVA) entre os antibiéticos

testados.

Ap6s a administracdo do tratamento, foi
observada diminuicdo da carga bacteriana da agua,
indicando efeito inibitério sobre estes tipos de

—=—tanque 1 —o—tanque 2

18.000 +

bactérias. Como conseqiiéncia, houve uma melhoria
no indice de qualidade larval, que passou de ruim
para satisfatorio, e posteriormente para bom (Figura 4).

---A--- indice tq1 ---%--- indice tq2
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FIGURA 4 — Contagem de vibrios totais em Agar TCBS da agua e indice de qualidade larval dos tanques 1 e 2 de
larvicultura. Legenda: N = nauplio; Z = protozooea; M = misis, PL = pos-larva e os nimeros indicam os estadios

dentro das fases.
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De acordo com Stubbs (2004), com o apoio do
indice multicritério, conjunto de métodos e técnicas
capazes de auxiliar as tomadas de decisdo na
presenga de uma multiplicidade de critérios sobre os
indicadores de desempenho, foi possivel tomar a
decisdo de aplicacdo de antimicrobianos, havendo
assim um uso racional destes agentes nas larviculturas.

O biofilme encontrado nas tubulagbes e nos
tanques de producdo pode ser considerado um
reservatério de bactérias patogénicas que quando nao
eliminadas afetam diretamente a producdo de larvas
(Karunasagar et al, 1994). Tais bactérias oportunistas
tém sido responsaveis por severas perdas na produgao
de camardo, pois podem causar
malformagé&o, atrasos no crescimento e na metamorfose
larval e queda da sobrevivéncia (Austin & Austin 1987).

Os efeitos e a severidade das infeccoes
bacterianas variam em funcdo da espécie da bactéria
causadora, bem como da densidade celular,
qualidade da a&gua, manejo, alimentacdo e qualidade
dos alimentos, podendo resultar na colonizagcdo do
trato digestivo da larva e causar alteragbes na
digestdo e na assimilagdo dos nutrientes (Lightner &
Redman 1996).

A entrada de bactérias na larvicultura é facilitada
devido ao acumulo de material orgénico, niveis
infecciosos devem ser prevenidos com manejo adequado
de renovacéao e desinfecgdo da agua utilizada. O possivel
papel de outros microorganismos e das condi¢des
ambientais no desenvolvimento de enfermidades de
organismos aquaticos deve ser monitorado.

necroses,

CONCLUSAO

Este trabalho visou o desenvolvimento
cientifico e tecnoldgico, auxiliando o uso racional dos
recursos naturais e matérias primas utilizadas e
buscando a prevengado da poluicdo sendo possivel
rastrear e observar os pontos de contaminagao
bacteriana no setor de distribuicdo de agua e
observar a contaminagéo de acordo com 0 manejo de
cultivo impregado para os respectivos estadios larvais
dentro dos tanques de larvicultura do LCM/ UFSC.

O monitoramento microbiolégico otimizou o
manejo e a desinfeccdo na distribuicdo de agua de
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forma racional e efetiva, eliminando o uso excessivo
de antimicrobianos nas desinfeccoes de tubulagoes e
nas larviculturas de camardes marinhos linearizando
e simplificando o processo de tratamento de agua,
tornando-o mais eficiente e previsivel gerando uma
diminuicdo nos gastos com agentes quimicos
desinfetantes.

Estudos adicionais sobre a abundancia e
transmissdo vertical e horizontal de agentes
patogénicos primérios e oportunistas sdo necessarios
para estabelecer um controle eficaz contra infec¢coes
microbianas nos laboratérios de producao aquicolas.
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