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RESUMO

Os membros da familia Vibrionaceae sao habitantes naturais de ambientes marinhos e estuarinos,
necessitando de, pelo menos, 2 % de NaCl para o seu crescimento. S3o Varias as espécies de
Vibrio de interesse primario para a aquicultura e para a satde publica. Em humanos, a ocorréncia
de infecgbes severas de vibriose é fortemente associada ao consumo de moluscos bivalves sem
cocgdo ou insuficientemente cozidos. Na baia de Paranagud, PR, Brasil, encontra-se a Vila do
Maciel, em cuja ostreicultura este trabalho, pioneiro na investigagédo de Vibrios naquela regiao, foi
conduzido. Entre novembro de 2013 a janeiro de 2014, quinzenalmente, as amostras de agua
foram coletadas, das quais 0,1mL eram inoculadas, em duplicata, no meio agar tiossulfato citrato
bile sacarose (TCBS) e incubadas a 33+1 °C por 24h. Apés a identificagéo fenotipica dos isolados
crescidos no TCBS, denominados coldnias “suspeitas” foram feitas a sua contagem e a
categorizag&@o, conforme utilizagdo da sacarose do meio, isto é, fermentadoras (SAC+) e nao
fermentadoras (SAC-). Transferidos para o meio agar soja tripticase (TSA), os isolados foram
submetidos a provas de Gram, oxidase, catalase, motilidade, sulfeto e indol para triagem das
colénias verdadeiramente Vibrio, ditas “confirmadas”. Valores médios de pH, de temperatura e de
salinidade da agua foram 7,85, 25,5°C e 29,9, respectivamente. O maior nimero de suspeitas (59),
ocorreu na segunda amostragem, em contraste com a primeira amostragem, em que n&c houve
crescimento algum. Ao longo do tempo, a categoria SAC- confirmadas, apresentou diferenca
significativa a p<0,05. Foram 12 col6nias SAC+ e 20 SAC- confirmadas. A contagem total de Vibrio
spp. por litro de &gua, variou de 0/L a 50.000/L, valores abaixo daqueles descritos na literatura.As
aguas onde estao localizados os longlines da Vila do Maciel, possuem os tipos SAC+ e SAC-, com
maior ocorréncia de espécies SAC-, onde podem se incluir V. parahaemolyticus e V. vuinificus,
ambos de grande relevancia para satde publica. Este trabalho devera ter continuidade, sobretudo
com avaliagbes ao longo das 4 estagdes do ano e identificagdo das espécies de Vibrio mais

frequentes na Vila do Maciel.

Palavras chave: Vibrio spp., Sanidade Aquicola, Bacteriologia, Ostreicultura




ABSTRACT

The Vibrionaceae family is naturally found in marine and estuarine environments, it requires at least
2 % of NaCl to grow. From this family, some bacteria such as Vibrio spp. are of primary interest to
both aquaculture activities and for public health matters. In humans, severe vibriosis outbreaks are
related to the consumption of raw or poorly cooked sea food, especially bivalves. This work was
conducted at the oyster culture of Vila do Maciel, Paranagua bay, PR, Brazil and it is the first study
on Vibrio bacteria done in that area. The water samples were collected from November 2013 to
January 2014 at every two weeks. From the samples, 0.1 mL were inoculated in duplicate in
tiossulfate citrate bile salts and sucrose medium (TCBS agar) and incubated at 33+1 °C for 24h. All
the grown colonies in TCBS, called suspects, were then counted and sorted according to their use
of sucrose, (SAC+) or (SAC-). Transferred to triptone soy agar (TSA) and incubated at 33+3 °C for
24h, five isolates per plate were submitted to Gram stain, oxidase, catalase, sulfur reduction, indole
production e motility tests, in order to have the suspects confirmed as Vibrio spp. The average
values measured at the sampling sites were 7.85, 25.5°C e 29.9, for pH, temperature and salinity,
respectively. The higher number of suspects grown (59) occurred on the second in contrast with
the absence of grows in the first sampling. From the total of 32 colonies confirmed as Vibrio spp.,
12 were SAC+ and 20 were SAC- for which a significant difference was found, at p<0.05. The
quantity of Vibrio spp. Per volume of water ranged from 0,0/L to 50,000/L, values relatively low
when compared to published papers. The waters surrounding the longlines of Maciel hold either
type SAC+ andtype SAC- Vibrio, although the SAC-type was found in higher number. Among those,
species such as V. Parahaemolyticus and V. vulnificus, both particularly relevant to public health
could be present. Additional work must be done at Vila do Maciel to identify and to evaluate the

frequency of the Vibrio species during all seasons of the year.

Keywords: Vibrio spp., Aquaculture health, Bacteriology, oyster culture.
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1. INTRODUGAO

Os membros da familia Vibrionaceae s3o habitantes naturais de ambientes
marinhos e estudrios, e que possuem a necessidade de cloreto de sodio (pelo
menos 2 a 3%) para o seu crescimento. Colonizam algas, copépodes, planctons e
outras plantas aquaticas onde formam um biofilme para ajudar na sua
sobrevivéncia (TORTORA et al., 2012). Essas bactérias s3o Gram negativas, tem
a forma de bastonetes curtos e curvados e sdo méveis devido a presenga de um
flagelo polar.

Diversas espécies do género Vibrio sdo de interesse tanto para a
aquicultura quanto diretamente para o homem (FERREIRA, 2013). Estdo incluidas
no género Vibrio 12 espécies com grande potencial patogénico. Destas, as
espécies de interesse primario para a salde publica sdo Vibrio cholera, Vibrio

parahaemolyticus e Vibrio vulnificus.

1.1.0 GENERO VIBRIO E SUAS IMPLICACOES PARA HUMANOS E PARA A
AQUICULTURA

1.1.1 Vibriose e satde publica

Em humanos, a ocorréncia de vibrioses severas é fortemente associada ao
consumo de moluscos bivalves sem cocgdo ou insuficientemente cozidos. Em
casos de surtos, medidas efetivas contra a proliferagdo da doenga sdo o
fornecimento de &gua potavel e melhoria das condi¢Bes higiénico-sanitarias gerais.
O Vibrio cholerae é o agente causador da colera, uma grave vibriose
gastrintestinal. Um surto de cdlera ocorreu no municipio de Paranagua, PR, em
abril de 1999, com 467 casos notificados e 3 ébitos (TRABULSI e ALTERTHUM,
2004). Na colera, a desidratacdao ¢é rapida, o sangue se torna viscoso,
impossibilitando o funcionamento dos érg&os vitais.

O V. Parahaemolyticus, outro agente de vibrioses graves, encontra se

amplamente distribuido no ambiente marinho, sendo, também, um dos mais




frequentes em infecgbes relacionadas ao consumo de pescado cru ou sem cocgao
suficiente (PEREIRA et al., 2007). No caso do V. vulnificus, as infecgbes sao
causadas a partir de lesbes na pele, expostas a agua salgada; A disseminacgdo
rapida do V. vulnificus, atuando na destruicdo de tecidos infectados, pode até
exigir a amputagdo do membro afetado. Estdo em alto risco pessoas com o
sistema imune comprometido ou que sofrem de doencgas hepaticas (FERREIRA,
2013).

Uma ostra pode filtrar até 10 L de agua por hora e até 200 L por dia, por
isso sdo conhecidas como reservatério de varios micro-organismos patogénicos
como V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus e microrganismos de origem
fecal, principalmente espécies de Salmonella, Shigella e Escherichia coli. Ostras
e mexilhGes contaminados por patégenos humanos ndo apresentam nenhum sinal
externo de contaminagdo, como mudanga no sabor ou cor ou ate mesmo odor
ruim. No entanto, ao serem ingeridos mal cozidos ou crus funcionam como veiculo
de transmissdo, podendo provocar enfermidades fatais ao consumidor
(RODRIGUES, 2009).

1.1.2 Vibriose e salide aquicola

Mundialmente as doengas bacterianas mais comuns em aquicultura devem-
se a especies de Aeromonas, Streptococcus spp. e Vibrio (V. alginolyticus, V.
harveyii, por exemplo). Dentre os fatores que influenciam o desenvolvimento
microbiolégico em sistemas de aquicultura, encontram-se os parametros de
qualidade da &agua (como salinidade, temperatura e oxigénio dissolvido),
quantidade e qualidade da alimentag&o, além de praticas de manejo como ciclos
de cultivo continuos e deficiéncia na limpeza e desinfecco dos tanques. Adocéo
de medidas biosseguras no cultivo, o uso de imuno estimulantes e de probidticos
via ragdo e, ainda, boas praticas de manejo, sdo boas maneiras de evitar o
estresse, que enfraquece a imunidade dos organismos cultivados aumentando,

assim, sua susceptibilidade a doencas.




Como ocorre em peixes, as doengas que afetam crustaceos resultam do
desequilibrio entre o organismo, o ambiente e o patégeno. Quando ocorrem
mudangas bruscas no meio ambiente, o sistema de defesa dos crustaceos torna-
se debilitado, devido ao gasto energético extra empregado na adaptacgéo
fisiologica as novas condigbes estressantes; Dessa forma, eles se tornam
sensivelmente vulneraveis ao ataque dos patdgenos presentes no meio (LIMA,
2007). Em sistemas de carcinicultura, as espécies V. alginolyticus, V. harveyeii,

s&o particularmente impactantes.

Ja mencionado, a manifestagdo das vibrioses pode estar associada a
outros fatores, tais como feridas e imunossupressdo e sua detecgdo é
relativamente facil; Dificil é, todavia, determinar a sua significancia no problema de
saude. Por exemplo, em alguns casos, os vibrios podem n&o ser a causa primaria
da mortalidade do camarao, agindo oportunisticamente. Em todo caso, o género
Vibrio representa grandes perdas econdmicas para a industria aquicola,
especialmente na produgdo de crustaceos (BESERRA DA SILVA et al., 2012),
podendo provocar, em carcinoculturas, mortalidade de até 100% nas 24 horas do
aparecimento da infecgdo (COSTA, 2006).

1.2 Legislagéo Brasileira

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no Brasil é quem
regulamenta a qualidade bacteriolégica de pratos para consumo a base de
pescados. Ainda n&o ha uma legislagdo vigente que estabeleca um padrao legal
sobre vibrios presentes na agua. Recentemente o Ministério da Pesca e
Aquicultura (MPA) publicou a Instrugdo Normativa IN n° 7 de 08/05/12, que trata
do Programa Nacional de Controle Higiénico-sanitario de Moluscos Bivalves,
PNCMB. Com esse programa as responsabilidades foram divididas entre o MPA,
responsavel pelo monitoramento de microrganismos e biotoxinas marinhas e entre
o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o qual ficou

responsavel em fiscalizar e inspecionar indlstrias processadoras de moluscos



bivalves certificadas pelo MPA. At¢é o momento, o Unico grupo de bactérias

monitoradas por esse programa s&o coliformes. (MPA, 2014).



2. JUSTIFICATIVA

O género Vibrio € de extrema importancia para a sadde humana e para a
aquicultura; Ndo somente cuidados no processamento do pescado, mas também
com a agua do mar onde sdo cultivados os bivalves, podem influenciar a presenca
e agdo de bacterias Vibrio. No Complexo Estuarino de Paranagua, PR
(1at.25°16°347S; long. 48°17'42"W), situa-se a Vila do Maciel, uma comunidade
cuja fonte principal de renda tem sido a pesca extrativa, embora os estoques
naturais estejam decaindo significativamente nos ultimos anos (Pescadores,
comunicagao pessoal, 2014). Uma alternativa para gerar renda sem perder o
vinculo com a obtengdo de pescado e com a atividade marinha da comunidade,
vem sendo a instalagéo de ostreiculturas nas aguas a frente da Vila. A iniciativa,
que teve na época de sua implantag&o, a coordenag&o e apoio de uma instituigao
extensionista publica, segue com as tentativas de producdo de ostras e mais

recentemente de mexilhbes.

Até o momento, a falta de literatura a respeito, indica que nenhum estudo
sobre bactérias do género Vibrio foi feito na Vila do Maciel, uma razdo a mais para
que o monitoramento sanitario deste local seja considerado uma prioridade, nao
sO para contemplar estudos académicos, mas tambem porque o desenvolvimento
adequado da produgdo de moluscos naquela area pode representar um grande
impulso para a maricultura paranaense; Analisar as agua de cultivo para gerar

informages e medidas de prevengao contra doengas infecciosas &, portanto, um

trabalho importante.




3. OBJETIVO GERAL

Investigar a ocorréncia de Vibrio spp na area do cultivo de bivalves da Vila

do Maciel, Complexo Estuarino de Paranagua, PR.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar bactérias do género Vibrio da agua onde esta situado do cultivo de

bivalves da Vila do Maciel;

 Classificar e quantificar colonias de Vibrio isoladas, conforme sua utilizacio

de sacarose do meio de cultura Tiossulfato Citrato Sais de Bile;

e Correlacionar a quantidade isolada de Vibrio com parametros fisico-

quimicos da agua do cultivo de bivalves da Vila do Maciel .

4. AREA DE ESTUDO

O local escolhido para as amostragens ¢ a Vila do Maciel, no Complexo
Estuarino de Paranagua, PR, proxima de 25°33'41”S e 48°25'20"W, onde esta a
Gamboa do Maciel (Figura 1). A escolha foi devido a condigéo sécio-econdmica e
cultural da Vila e de sua localizag&o estratégica dentro da Baia de Paranagua, o
que a torna relativamente muito frequentada, ndo s6 por moradores, mas também

por turistas que compram ali pescado e mariscos.




Figura 1- Imagem da Gamboa do Maciel (A) Vista panoramica dos “longlines” dos

quais foram realizadas as amostragens (B).
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Figura 2 — Mapa do Brasil (A); Detalhamento do Complexo Estuarino de

Paranagua (B); Regi&o estudada, marcada com o circulo escuro menor (©).




5. MATERIAL E METODOS

5.1 AMOSTRAGENS DE AGUA

As amostragens ocorreram a cada 15 dias, num total de 6 amostras ao
longo do cultivos (longlines). As amostras de agua foram obtidas em duplicata, de
2 pontos separados das cordas e boias de suporte, previamente demarcados e
identificados com fita de nylon colorida. No ponto 1 (P1) a profundidade era de 7,9
m e no ponto 2 (P2) de 8,0 m. A coleta de agua foi padronizada em 1 m abaixo da
superficie. As coletas foram feitas no periodo de primavera-verdo, entre 2013 e
2014 (de 05/11/13 a 21/01/14). O inicio das coletas de agua propriamente, junto
aos longlines, comegaram proximo das 10h da manha, perfazendo cerca de 40
minutos até o final. Com uma prancheta e planilha, foram registrados o clima do
dia e do dia anterior, a condigdo da maré, bem como outros acontecimentos de
interesse para o trabalho; Mediu-se in loco a salinidade (com refratdmetro
Instrutherm, modelo RTS 101 ATC) e a temperatura da agua (com termdémetro de
vidro e coluna de mercurio). Em seguida foram coletados 500mL de agua em
recipientes de vidro previamente esterilizados, os quais foram mantidos em caixas
isotérmicas até a chegada aos laboratérios de analises (Laboratério de Sanidade
Aquicola e Laboratério de Microbiologia do CEM - UFPR). Na chegada
imediatamente foi medido o pH, com medidor digital portatil (PHTeck, pH100).

5.2. PROCEDIMENTO LABORATORIAL

Na capela de fluxo laminar, previamente esterilizada com luz ultravioleta por
20-30 minutos, as amostras de agua foram homogeneizadas e inoculadas, na
quantidade de 0,1 mL, em placas de Petri contendo agar tiossulfato citrato sais de
bile (TCBS), e incubadas em estufa bacteriolégica a 33°C por 24 horas, para

posterior leitura, classificagdo e contagem das coldnias. Tais colénias foram

classificadas conforme utilizagao da sacarose do meio, ou seja, coldnias amarelas




w
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séo sacarose positivas (SAC *) e colénias verdes s3o sacarose negativas (SAC ).
Em seguida, (se houvesse 5 ou mais coldnias crescidas ), eram transferidas 5
colénias do meio TCSB para o meio Agar Soja Triptona (TSA), e mantidas em
estufa a 33°C por 24 horas, para realizagédo dos testes de coloragdo de Gram, de
oxidase, de catalase e das provas bioquimicas adicionais no meio
sulfeto/indol/motilidade (Figura 2). Os meios para realizacdo das provas
bioquimicas foram preparados no Lab. de Sanidade Aquicola, na véspera da sua

utilizagéo e mantidos refrigerados a 8°C.

Ameostra de dgua -> Medig3o do pH

Aliqootade 100 uL

® -
[~~ TSA
l 24 horas
Descarte <- GRAM + Coloragio de GRAM
GRAM -

v

Provas Bioguimicas adicionais

Figura 3- Fluxograma resumido do processamento das amostras de agua oriundas do

cultivo de bivalves da Vila do Maciel, PR, para isolamento de Vibrio sSpp.
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5.2.1 Meios de cultura e Testes Presuntivos
5.2.1.1 Tiossulfato Citrato Sais de Bile (TCBS)

No agar TCBS, o extrato de leveduras e a peptona fornecem nitrogénio e
vitaminas. O tiossulfato de sédio, citrato de sodio, colato e bilis de bovino sdo
agentes seletivos que fornecem um pH alcalino para suprimir coliformes e inibir
organismos Gram-positivos. O Vibrio cholerae é sensivel a ambientes acidos, por
isso o pH do meio é aumentado para potenciar seu desenvolvimento. A
concentragao de sodio elevada favorece Vibrio cholerae e outras espécies de
vibrio sdo, que na sua maioria, haldfilas. As col6nias crescidas em TCBS s3o
classificadas em negativas ou positivas conforme a utilizagcéo de sacarose do meio;
Colbnias esverdeadas, ndo fermentadoras do aclcar, sdo sacarose negativa,

enquanto as colbnias amarelas, fermentadoras de agtcar, s3o sacarose positiva.

5.2.1.2 Coloragao de Gram

A coloragédo de Gram foi feita usando quimicos do Laboratério Laborclin
(Pinhais, PR), em bactérias puras e recém-crescidas (24h) em meio TSA com 3%
de NAC. A leitura das laminas foi feita com objetiva de imerséo, em microscopio
optico (Carl Zeiss Primostar, Germany). Os isolados suspeitos foram selecionados
de acordo com o resultado da morfologia (bastonetes) e cor das coldnias.
Portanto, colbnias roxo azuladas s&o Gram positivas, e coldnias avermelhadas

sao Gram negativas, onde se enquadram os Vibrio spp.

5.2.1.3 Oxidase

A enzima citocromo oxidase & um complemento protéico transmembranar
relacionada a cadeia respiratoria de alguns micro-organismos. As enterobactérias

sdo oxidase negativa e podem ser diferenciadas de outros bacilos Gram

negativos. Para o teste de Oxidase foram utilizadas tiras de papel embebidas em
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reativo de indofenol, prontas para uso (Newprov, Pinhais, PR). Com o auxilio de
uma alga plastica descartavel, transferiu-se uma porgéo do cultivo bacteriano para
a tira teste, friccionando-a e observando o desenvolvimento de cor dentro de
alguns segundos. A coloragdo azul/roxa indica resultado positivo; Se permanecer

a coloragdo da propria coldnia, o resultado para oxidase é negativo.

5.2.1.4 Catalase

A prova de catalase se destina a verificagdo da presenga da enzima
catalase na célula bacteriana. Tal enzima decompée o perdxido de hidrogénio
(H202) com formagao de agua e oxigénio molecular. Para o teste coloca-se uma
porgado do cultivo bacteriano sobre uma lamina de vidro limpa, e adiciona-se uma
gota de HyO2 10% (ADV Farma, SP). Apos aproximadamente 40 segundos, a
formagéo de bolhas na amostra é considerada resultado positivo. A ndo formagao

de bolhas dentro de 1 minuto da mistura indica reacgéo negativa.

5.2.2 Provas bioquimicas complementares
5.2.2.1 Meio Sulfeto, Indol e Motilidade (SIM)

Do crescimento do TSA a 3% de NaCl, uma pequena porcao das bactérias
foi transferida ao agar SIM a 2% de NaCl. As bactérias foram inoculadas através
de uma picada com agulha metalica, no centro dos tubos contendo o meio de
cultura, seguido de incubac&o por 24 horas a 33°C. Os resultados para a prova de
motilidade indicaram positivo quando houve crescimento difuso e evidenciado, a
partir da linha da picada; Quando a bactéria cresceu somente na linha da picada,
a motilidade foi negativa. Para a prova de indol, apés adicionar 3-4 gotas do
reativo de Kovac’s na superficie do meio, se houve o surgimento de um anel com

coloragdo vermelha, a bactéria possui triptofanase, portanto, reagcdo positiva. Um

anel que permaneceu da cor do reagente indicou indol negativo. Quanto ao
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sulfeto, foram considerados positivos os isolados que desenvolveram coloragao

negra no meio de cultura.

5.3 ANALISES DOS RESULTADOS

Os resultados foram tabulados no programa Excel (Microsoft Windows),
com comparagao de medias pelo teste T e nivel de significancia a p<0,05. A

distribuicdo de frequéncia dos isolados, bem como a analise entre a quantidade e

tipo de Vibrio, ao longo do tempo de amostragem, foram conduzidos.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos parametros fisico-quimicos medidos na agua do cultivo

de bivalves da Vila do Maciel estdo na tabela 1.

Tabela 1- Amplitude, média e desvio-padréo (dp) dos parametros fisico-quimicos
da agua do cultivo de bivalves da Vila do Maciel, PR, entre novembro de 2013 e

janeiro de 2014

Parametros fisico-quimicos Ponto de amostragem (média de P1 e P2)
Amplitude Média + dp
pH 7,70-7,95 7,85+ 0,09
Temperatura (°C ) 23,25-28,5 255+1,77
Salinidade 24 - 27 ‘ 255+ 1,06

O pH da agua variou discretamente , ou seja, apenas 0,25 décimos. A
primeira vista, a maior variagdo parece ter ocorrido com a temperatura, em que
houve variagdo de aproximadamente 5°C, seguida da salinidade, com 3 de
variaggo. Estatisticamente, porém, nao houve diferencga significativa (p<0, 05) para

nenhuma das trés variaveis fisico-quimicas ao longo do tempo.

Quase todas as amostragens aconteceram em dias de sol, e houve chuva
na véspera. O dia anterior a primeira amostragem foi particularmente de muita
chuva, porém, durante o trabalho esteve ensolarado, com a maré vazante e
presenga de vento forte. Na segunda amostragem, o dia esteve ensolarado com a

maré vazante, e sem vento. Na terceira amostragem havia sol e calor intensos,
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com a maré enchendo e sem ventos. Na quarta amostragem havia sol e calor,

com a maré vazante e vento. Na quinta amostragem o dia estava nublado, maré

\J vazante sem ventos. Na sexta amostragem havia sol e calor com maré vazante e
‘ com a presenga de vento (Figura 4).

|

|

Véspera Dia de coleta de agua
Maré
sol chuva sol nubla | chuva | vaz ench vento
do
Amostragem \ O \ - - —
A1 + +++ + + +
A2 + + + ++
A3 + +++ +
A4 + ++ + +
A5 + ++ + +
A6 ++ + +
Figura 4- Diagrama resumdo sobre as condigbes climaticas na véspera e no dia
das amostragens de agua do cultivo de bivalves da Vila do Maciel, PR. (+ Fraco ++
Forte +++ Intenso).
Os resultados sobre a quantidade de “col6nias suspeitas” estdo na figura 5.
Colbnias suspeitas sdo todos aqueles isolados oriundos das amostras de agua,

crescidos nas placas contendo meio TCBS, incubadas por 24h de a 33°C.
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Figura 5- Colbnias suspeitas sacarose positivas (SAC+), suspeitas sacarose
negativas (SAC-) e total de colbnias suspeitas isoladas na agua de cultivo de

bivalves, na Vila do Maciel, Paranaguéa, PR

Em nUmeros absolutos, observa-se que na segunda amostragem foi onde
ocorreu o maior nimero de colbnias suspeitas (59), em contraste com a primeira
amostragem, em que n&o houve crescimento algum. Espécies néo fermentadoras
de sacarose (SAC 7) foram maioria dentre os isolados suspeitos. Na 42
amostragem o numero absoluto de colénias SAC™ foi igual ao de SAC ou seja, 8

colbnias .

Na 1% amostragem ndo houve crescimento de colénias no TCBS, ndo se
sabe se foi exatamente pela auséncia de Vibrio naquelas amostras de agua ou se
foi por alguma falha no preparo ou ate mesmo na conservacdo do meio TCBS:

Também ha a hipétese de a agua ter sido coletada muito na superficie

contrariando a recomendagéo de 1 m como padrao.
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Total colénias suspeitas
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Figura 6- Total de coldnias suspeitas sacarose positiva (SAC+), de coldnias
sacarose negativas (SAC " ) e total de colbnias suspeitas (somatério de SAC+ e

SAC’ ) em amostras de agua da ostreicultura da Vila do Maciel, PR.

Buscando possivel influéncia dos parametros ambientais na quantidade e
tipo de coldnias de Vibrio isoladas, foi feito o teste de correlagao das 3 categorias

(SAC", SAC" e coldnias totais), com o pH, com a a salinidade e com a

temperatura (Tabela 2).
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Tabela 2- Correlagdo entre as médias de coldnias suspeitas, entre médias das
colonias suspeitas sacarose positivas (SAC+) e entre a média das colbnias
suspeitas sacarose negativas (SAC-), com os parametros fisico-quimicos da agua

amostrada.

COEFICIENTE DE CORRELACAO (r)

Parametros
fisico-quimicos Total suspeitos Suspeitos SAC+  Suspeitos SAC"

- 0.7668363 - 0.3663366 -0.7871036
pH
P=0.07521 NS P=0.4751 NS P=0.06316 NS
Temperatura (°C) 0.1321894 -0.1711675 0.1784071
P=0.8029 NS P=0.7458 NS P=0.7352 NS
- 0.3647062 - 0.5015694 - 0.3146602
Salinidade

P=0.4772 NS P=0.3107 NS P=0.5436 NS

Aplicado o teste t (Student) a 5% de probabilidade (ps 0,05) (S= significativo,
NS= nao significativo)

Na tabela 2 pode-se ver que o total de suspeitos nso apresentou correlagédo
significativa (NS) com a salinidade, temperatura e o pH.

No caso das colénias SAC*, ndao houve correlagéo significativa com pH,
salinidade e temperatura. Quanto as coldnias SAC, ndo houve correlacdo
significativa com salinidade, pH e a temperatura. ‘

[{Joee )

Apesar desses resultados a questdo do “n” ser muito baixo pode ser o fator para
que os valores ndo sejam significativos estatisticamente.

O meio de cultura TCBS é utilizado para cultivo de vibrionaceos, porém,
apesar de sua boa seletividade, pode ocorrer o crescimento de outras bactérias

oportunistas, como espécies Aeromonas hydrophila, e Plesiomonas shigelloides

que podem se assemelhar fenotipicamente ao V. parahaemolyticus. O género
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Proteus € outro “invasor” que pode aparecer crescido nas placas de TCBS. O
teste do sulfeto & particularmente importante na separagao entrde Proteus spp e
Vibrio spp., uma vez que estas ultimas s&o sulfeto negativas. Nas amostras de
agua da Vila do Maciel foi detectada a presenca de 2 bactérias sulfeto positivas,
portanto, fora da contagem de Vibrio spp. confirmados.

Para evitar equivocos no isolamento e classificagdo de bactérias
verdadeiramente Vibrio spp. as provas bioquimicas adicionais sd0 essenciais para
a confirmag&o do género. Por isso, os testes adicionais de oxidase, catalase,
sulfeto, indol e motilidade sdo conduzidos com todas as amostras, depois de
passarem pela triagem de coloragao de Gram. Separar em Gram positivas (G*) e
Gram negativas (G’), € o primeiro grande passo para identificacdo de bactérias.
As colbnias suspeitas que n&o foram claramente classificadas como Gram
negativas foram descartadas e n&o seguiram para os testes bioquimicos;
Nenhuma bactéria Gram positiva foi detectada neste estudo, mas algumas Gram
negativas em formas de cocos apareceram e tambem foram descartadas. Outras
colénias ndo passaram pelas provas bioquimicas adicionais, principalmente por
ndo apresentarem respostas caracteristicas nos testes de Indol e Motilidade.
Vibrios possuem flagelo, assim tém motilidade positiva. O resultado positivo é
quando ha crescimento difuso a partir da linha da picada, o que & evidenciado pela
turvag@o ou “névoa” do meio; Quando a bactéria cresceu somente na linha da
picada, a motilidade foi considerada negativa e, portanto, a amostra foi
descartada. Para a prova de indol, o surgimento de um anel avermelhado na
superficie do meio indica que a bactéria possui triptofanase, portanto, quebra o
aminoacido triptofano e libera indol, sendo positivo. Um anel gque permanece da

cor do reagente (amarelado) indicou indol negativo.

Depois de todas as provas conduzidas, fez-se a tabulagdo dos Vibrio spp.

Confirmados. Os resultados est&o na figura 7 a seguir,
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Colénias Confirmadas
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Figura 7- Colbnias confirmadas sacarose positiva (SAC™), confirmados sacarose

negativa (SAC") e total de col6nias confirmadas (somatorio de SAC™ e SAC").

Somente na 22 e na 42 amostragem foram confirmadas tanto colénias SAC *
quanto colénias SAC ~. Na 32 e 62 amostragens foram confirmados apenas
colénias SAC’, enquanto na 12 ¢ 52 amostragens n&o houve nenhum Vibrio spp.
confirmado. Na 22 amostragem é onde foi registrado, em numeros absolutos, o
maior nimero de Vibrios confirmados, sendo eles 7 SAC* e 7 SAC’, perfazendo o
total de 14 Vibrio spp. A 42 amostragem registrou o segundo maior nimero total
de  confirmados (9). As categorias “colénias confirmadas SAC" “ e “total de

colénias confirmadas” ndo apresentaram diferenga significativa ao longo do tempo;

Ja a categoria “colénias confirmadas SAC™ “ apresentaram diferenca significativa
(P =0,03).
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Tabela 3- Quantidade de Vibrio spp. por 100 microlitros de agua (Vbr/100uL) , de
Vibrio spp. por litro de agua (Vibr/L), separados por placas de repeticao (Pc1 a
Pc4). As médias e desvios na coluna direita da tabela (Médiatdp de 100uL)
comparam as linhas. As médias e desvios na Cltima linha da tabela (Médiatdp)

comparam os valores ao longo do tempo.

Amostra- Vbr/100uL Vibr/L Vbr/100uL  Vibr/L Vbr/100uL Vibr/L Vbr/100pL  Vibr/lL Médiaxdp

gens Pc1 Pcl1 Pc2 Pc2 Pc3 Pc3 Pc4 Pc4 de 100puL
A1 0 0 0 0 0 0 0 0 0+0
A2 3 30x10° 4 40x10° 5 50x10° 2 20x10°  3.5+1.29
(P=0.01)
A3 2 20x10° 1 10x10° 0 0 2 20x10°  1.2+0.95
(P =0.07)
A4 2 20x10° 3 30x10° 2 20x10° 2 20x10° 2.2+0.5
(P =0.00)
A5 0 0 0 0 0 0 0 0 0+0
A6 3 30x10° 0 0 0 0 1 10x10°  1%1.41
(P = 0.25)
Média 1.6+1.33 1.3+1.75 1.1£2.04 1.1+0.98
+ (P =0.03) (P=0.12) (P=0.22) (P =0.03)
dp

A contagem total de Vibrio spp. variou de O/ a 50.000/L; Das 6
amostragens, apenas a primeira n3o teve a presenga de vibrio algum por litro. As
espécies com maior frequéncia, em termos de quantidade, foram aquelas nao

fermentadoras de sacarose (SACY)

Ha um estudo recente sobre bactérias do género Vibrio spp. em aguas no

litoral paranaense, o qual foi realizado por Ferreira (2013). A presenca de
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bactérias em agua de 5 pontos distintos no balneario Pontal do Sul, distante
aproximadamente, 12 Km da Vila do Maciel, foi registrada. No estudo, Ferreira
registrou a presenga de vibrides em todos os pontos de amostragem, mas nas
aguas do Canal do DNOS (estuario, localizagdo -25° 33' 57.05", -48° 21' 19.30")
houve maior quantidade de Vibrio spp., local com maior influéncia de marés,
dentre os pontos analisados. De todas as amostragens realizadas nos 5 pontos, a
maior incidéncia foi de espécies SAC *, onde se enquadram, por exemplo,
espécies de V. Cholerae. Embora ndo tenha quantificado bactérias por litro de
agua, pode se dizer que o nimero de coldnias, em nimeros absolutos, foi bem
mais elevado neste estudo de Ferreira do que o de colbnias do cultivo da Vila do

Maciel.

Chalcoski (2014), pesquisou a presenca de Vibrio spp. em aguas de cultivo
ostras na Baia de Paranagua, mais especificamente em uma ostreicultura na
Ponta Oeste, llha do Mel. A agua do estudo de Chalcoski foi coletada na mesma
época da amostragem de agua da pesquisa feita na Vila do Maciel. O trabalho
resultou na presenca de Vibrio spp. em 50% das amostragens, com maior
incidéncia de espécies suspeitas SAC *, porem nas colénias confirmadas houve
maior incidéncia de SAC™. A quantidade de Vibrio variou de 0 a 60x10%/L de agua,
porem, comparando a quantidade de Vibrio/L ao longo do tempo, no trabalho de

Chalcoski, a Vila do Maciel apresentou maior niimero de Vibrio/L de agua.

O monitoramento da quantidade e de tipos de Vibrios na agua de cultivo é
importante para a avaliacdo de locais apropriados para a instalagdo e/ou manejo
de cultivos aquicolas (VIEIRA et al., 2010). Costa (2008) isolou Vibrio spp. em
uma fazenda de camardo marinho L. vannamei, localizada em um estuario, no
Ceara. A pesquisadora obteve, da agua de captagdo, em nimero mais provavel
(NMP) uma variagéo de 403 x 10® a 110 x 10® Vibrios /100 mL. A agua do viveiro,
por sua vez, apresentou uma variagao de 110 x 10° a 110 x 10" Vibrios /100 mL.

Comparado a Vila do Maciel, Costa registrou uma populacédo de Vibrios./mL de

agua bem maior em niimeros absolutos.
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Entre os anos de 2005 e 2006, Mendes (2011), quantificou Vibrio spp. em
agua de viveiro de camardes Litopenaeus vannamei, cultivados em 2 fazendas no
Estado de Pernambuco, nos periodos de estio e no chuvoso, Na fazenda “A” .no
estio, o nimero de vibrios por mL variou de 2,4x10 a 4,6x10, enquanto no periodo
chuvoso, variou de 5,4x10 a 5,7x10 colénias de Vibrios por mL. Na fazenda “B”
época de estio, o nimero de Vibrios por mL variou de 6,0x10 a 2,2x10°% , ao passo
que, no periodo chuvoso, variou de 3,4x10 a 1,3x10%* . Novamente, a quantidade
de colbnias da Vila do Maciel, em numeros absolutos, foi inferior as quantidades

nos viveiros de camardes estudados por Mendes.

Vieira (2007) quantificou Vibrio spp. na agua do estuario do Rio Jaguaribe,
CE. A contagem de Vibrios por 100mL de agua foi de 6.450 a mais de 160x10%
quantidade esta superior aos resultados da Vila do Maciel. Vieira afirma que a
analise estatistica revelou concentragdes significativamente maiores de Vibrio e
Coliformes nas ostras do que na agua, confirmando o potencial bioacumulador

destes bivalves.

A identificag&o prévia de microrganismos é sempre uma arma na prevencao
e na lida com patologia de organismos aquaticos. Também funciona como

vigilancia sanitaria a fim de se oferecer produtos microbiologicamente seguros ao

consumidor.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo foi realizado com o objetivo de comecgar a se conhecer o estado
sanitario da agua onde foi implantado os longlines na Vila do Maciel para
avaliagdo da qualidade das ostras ou mexilhdes ali cultivados, muito importante
para aquicultura e saude publica.

Seria de grande importancia a criagdo e implementagdo de uma legislagao
adequada, que regulamentasse a concentragdo de bactérias de espécies do
género Vibrio, tanto em aguas quanto em moluscos bivalves.

Com o planejamento e definicdo das metas a serem alcangadas nesse estudo,
somado ao valioso auxilio dos integrantes do Laboratério de Sanidade Aquicola,
os resultados foram satisfatérios e poderdo ser usados tanto por alunos do curso
de Agquicultura quanto por outros interessados na area, incluindo a prépria
comunidade da Vila do Maciel, 6rgéos de pesquisa e extensdo e até autoridades

sanitarias envolvidas com pescado e, especificamente, com bivalves.
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8. CONCLUSAO

As &guas onde estdo localizados os longlines na Vila do Maciel, PR,
possuem Vibrio spp. com maior ocorréncia de espécies nio fermentadoras de
sacarose (SAC’), O V. parahaemolyticus e V. vulnificus, ambos de grande
relevancia para salde publica estdo incluidos no grupo dos SAC’, portanto, é
importante que se complemente este estudo com a identificagdo ndo s6 do

género, mas também das espécies de vibrios isoladas nas amostras de agua;

Neste estudo, a quantidade de Vibrio spp. por litro de agua é bem inferior aos
valores encontrados na literatura, o que indica que o ambiente aquatico em frente
a Vila do Maciel, nas condigdes ora apresentadas, parecem adequadas a
produgao de ostras.

Para melhor e mais completa avaliagdo das condigoes microbioldgicas da agua

de cultivo da Vila do Maciel, sdo necessarios mais estudos que cubram todas as

estacgdes do ano.
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