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RESUMO

O Vibrio parahaemolyticus atua como patégeno oportunista e primario nas unidades de producdo de
camardes, causando a doenca da necrose hepatopancreéatica aguda (AHPND, na sigla em inglés) e a
doenca das pés-larvas cristalinas (HLVD), muito mais virulenta que a cepa AHPND. No entanto, as
varidveis que determinam a densidade desse patdgeno nas unidades de produc¢do ainda ndo séo claras.
Por esse motivo, o objetivo do presente trabalho foi determinar as variaveis fisicas, quimicas e biolégicas
que favorecem seu desenvolvimento no hepatopancreas do camardo Penaeus vannamei, na agua e no
sedimento dos tanques de cultivo. A pesquisa foi realizada em fazendas comerciais localizadas na costa
noroeste do México. Em cada fazenda, foram coletadas amostras de agua, sedimento e camardo para
andlise bacterioldgica (semeadura em placa com CHROMAgar Vibrio), qualidade da agua (nitritos NOz,
nitratos NOz, amdnio NH4*, fosfatos PO43 e alcalinidade CaCOs), matéria organica e pH (no sedimento),
bem como medicdes de salinidade, temperatura, oxigénio dissolvido, pH (na agua) e transparéncia. Para
analisar a associacdo das variaveis fisicas, quimicas e biolégicas com a densidade de V.
parahaemolyticus no hepatopancreas do camarao, foi construido um Modelo Linear Generalizado (MLG).
O modelo que melhor explicou os dados apresentou um desvio explicado de 34.85%. O exame
bacterioldgico revelou que a zona norte e a zona sul apresentaram a maior densidade média de V.
parahaemolyticus no hepatopancreas do camardo. O modelo revelou um efeito significativo (P<0,05) na
densidade de V. parahaemolyticus na agua e no sedimento dos tanques de cultivo, ciclo de cultivo,
oxigénio dissolvido, salinidade, pH na agua de cultivo, NH4* e alcalinidade. As evidéncias encontradas do
efeito de alguns dos fatores sobre a densidade de V. parahaemolyticus no hepatopancreas do camaréo
sugerem um monitoramento constante para evitar densidades prejudiciais a satde do camaréo.
Palavras-chave: fazendas de camardo, variaveis ambientais, modelo linear generalizado, Vibrio
parahaemolyticus.
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ABSTRACT

Vibrio parahaemolyticus acts as an opportunistic and primary pathogen in shrimp production units,
causing Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND) and the much more virulent postlarvae
glass disease (HLVD) than the AHPND strain. However, the variables that determine the density of this
pathogen in production units are not yet clear. For this reason, the aim of this study was to determine the
physical, chemical and biological variables that favour its development in the hepatopancreas of Penaeus
vannamei shrimp, in the water and sediment of culture ponds. The research was carried out in
commercial farms located on the northwest coast of Mexico. At each farm, water, sediment and shrimp
samples were collected for bacteriological analysis (CHROMAgar Vibrio plate seeding), water quality
(nitrite NO2-, nitrate NOs-, ammonium NH4*, phosphate PO43- and alkalinity CaCOs), organic matter and
pH (in sediment), as well as measurements of salinity, temperature, dissolved oxygen, pH (in water) and
transparency. To analyse the association of physical, chemical and biological variables with the density of
V. parahaemolyticus in the shrimp hepatopancreas, a Generalised Linear Model (GLM) was constructed.
The model that best explained the data had an explained variance of 34.85%. Bacteriological
examination showed that the northern and southern zones showed the highest average density of V.
parahaemolyticus in the shrimp hepatopancreas. The model revealed a significant effect (P < 0.05) on
the density of V. parahaemolyticus in culture pond water and sediment, culture cycle, dissolved oxygen,
salinity, pH in culture water, NH4* and alkalinity. The evidence found for the effect of some of the factors
on the density of V. parahaemolyticus in the shrimp hepatopancreas suggests constant monitoring to
avoid densities detrimental to shrimp health.

Keywords: shrimp farms, environmental variables, generalised linear model, Vibrio parahaemolyticus.

INTRODUCAO

A bactéria Vibrio parahaemolyticus habita em ambientes marinhos costeiros e zonas
estuarinas (Cariani et al., 2012); encontra-se em suspensado livre ou associada a
particulas em suspenséo, tais como: sedimentos (Heitmann et al., 2005), plancton
(Turner et al., 2013), peixes (Aliaga et al., 2010), moluscos bivalves (Rodriguez-
Camacho et al.,, 2014) e crustaceos. Nestes Ultimos, costuma alojar-se no
exoesqueleto dos camarfes, uma vez que a quitina é utilizada pela bactéria como
nutriente (Dulanto, 2013).

De acordo com os principais fatores que influenciam a ocorréncia e distribuicdo de V.
parahaemolyticus na dgua do mar sdo a temperatura, a salinidade, a disponibilidade de
nutrientes e as flutuagdes na concentracédo de plancton (Hernandez-Ayon et al., 2003;
Tantillo et al., 2004). Portanto, um desequilibrio nos fatores fisicos, quimicos e
biolégicos pode causar a proliferacdo de V. parahaemolyticus, que € uma bactéria
patogénica oportunista, anaerobia facultativa, Gram negativa, responsavel por causar
altas taxas de mortalidade (Cariigral-Carcel, 2011). Uma das doencas causadas pelo V.
parahaemolyticus é a doenca da necrose hepatopancreética aguda (AHPND), que foi
registrada no continente asiatico e em diversas espécies de camardes, como é 0 caso
do Penaeus monodon; os primeiros surtos dessa espécie foram registrados em 2009
no sul da China, causando mortalidades em massa de até 100% nas culturas (Kumar
et al.,, 2021). Outra doenca altamente letal causada por Vibrio (HLVD, na sigla em
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inglés), conhecida como “doenga das pos-larvas de vidro” (GPD) ou “doencga das pos-
larvas translucidas” (TPD), teve sua primeira aparicdo em 2019 e o agente causador foi
identificado como cepas virulentas de V. parahaemolyticus (Vp Huvb) (Zou et al., 2020;
Yang et al, 2023). A infeccdo por Vp Ho danifica gravemente o tdbulo do
hepatopancreas e o epitélio do intestino médio dos camardes infectados, provocando
uma mortalidade aguda e macica nas poés-larvas de camardo. Embora tanto a HLVD
quanto a AHPND sejam causadas por vibrios e compartiihem sinais clinicos
semelhantes, a Vp HLvo € muito mais virulenta que a Vp anpno (Yang et al., 2023).

No México, ndo h4 evidéncias do aparecimento da infec¢cdo por HLVD, mas sabe-se
gue os primeiros surtos de AHPND ocorreram durante 2013, afetando a producgao de
cultivos de Penaeus vannamei na regido nordeste, principalmente nos estados de
Sonora, Sinaloa e Nayarit (Galaviz-Silva et al., 2021), estimando perdas de até 65% em
aproximadamente 1 500 fazendas de cultivo com uma extensdo de 92 962 ha (Nunan
et al., 2014). Além disso, € importante ressaltar que o tempo de geracdo do Vibrio é
entre 10 e 12 minutos, beneficiado pela disponibilidade de nutrientes em seu ambiente
e temperaturas quentes (> 35 °C), baixas salinidades (< 8 UPS) e pH alcalino (> 7.5)
(Zamora-Pantoja et al., 2005). Portanto, alguns autores mencionam que os fatores
acima mencionados seriam 0s principais responsaveis pelo aumento da ocorréncia e
distribuicdo desse patdgeno na agua do mar (Hernandez-Ayon et al., 2003; Tantillo et
al., 2004). De acordo com Lai et al. (2015), esta doenga ocorre qguando os camarfes se
encontram em condicbes de estresse ou quando seu sistema imunoldgico esta
enfraquecido, causando importantes perdas econdmicas para a industria camaronicola.
E importante destacar que as cepas de V. parahaemolyticus que causam AHPND no
México apresentam diferencas genéticas em relacdo as cepas asiaticas e
desenvolveram resisténcia a antibioticos de uso comum, como a oxitetraciclina e a
sulfacloropiridazina-trimetoprima (Galaviz-Silva et al.,, 2021). Essas descobertas
destacam a importancia de monitorar e gerenciar as populacbes de Vibrio na
aguicultura de camardes.

Quatorze anos apoés o surgimento da AHPND em nivel mundial, essa doenca continua
afetando a industria do cultivo de camardes. Apesar disso, ndo ha relatos de pesquisas
in situ que confirmem as condicdbes que favorecem o desenvolvimento desse
microrganismo, nem mesmo usando um Modelo Linear Generalizado (MLG). Ainda
assim, foram feitas previsdes e identificadas correlagdes da abundancia de espécies de
Vibrio utilizando o modelo paramétrico de regressao linear (LRM) e o modelo binomial
negativo (NBM), bem como o modelo semiparamétrico aditivo generalizado (GAM)
(Dequito et al., 2022). Os unicos trabalhos que analisaram o efeito do AHNPD em
cultivos comerciais de camardo sao os de Estrada-Pérez et al. (2019) e Estrada Pérez
et al. (2020) com modelos de regressao mdultipla com um modelo de estoque e um
modelo bioecondmico, respectivamente. No presente estudo, foram avaliadas as
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diferentes variaveis fisicas, quimicas e bioldgicas que poderiam estar contribuindo para
0o aumento das densidades desse patégeno no hepatopancreas dos camardes
Penaeus vannamei, cultivados em unidades de producéo localizadas no noroeste do
México. Além disso, foi determinada a associacdo de variaveis fisicas, quimicas e
bioldgicas dos corpos d'agua costeiros na linha costeira do noroeste do México e da
agua dos tanques de cultivo das fazendas de camardes com o aumento da densidade
de V. parahaemolyticus no hepatopancreas do camardo Penaeus vannamei, utilizando
como ferramenta de analise 0s Modelos Lineares Generalizados (Nelder &
Wedderburn, 1972). O objetivo € gerar bases cientificas sobre 0 comportamento do V.
parahaemolyticus nos tanques de cultivo de camardes, 0 que contribuird para a tomada
de decisdes por parte do produtor para o controle e manejo do patégeno em suas
instalagdes de cultivo.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras e medicdo de variaveis ambientais

Foi obtida uma base de dados de corpos d'agua costeiros, bem como de fazendas de
camardo localizadas no noroeste do México, especificamente na linha costeira do
estado de Sinaloa (Figura 1) durante 2017, quando foram realizadas dez amostragens
em 26 fazendas de cultivo no primeiro ciclo (fevereiro-junho) e 18 no segundo (julho-
novembro). As areas de amostragem foram: zona norte: Ahome e Guasave; zona
centro-norte: Angostura e Navolato; zona centro: Eldorado e Cospita; zona centro-sul:
Elota; e zona sul: Mazatlan. Durante os primeiros 30 dias de cultivo, as amostragens
foram realizadas semanalmente, por serem consideradas a fase critica (Hong et al.,
2016). Posteriormente, as amostragens foram realizadas a cada duas semanas.

Simbologia

R

Figura 1. Area de estudo e pontos de amostragem
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As amostras de organismos, agua e sedimentos de cada uma das unidades de
producdo aquicola foram obtidas de um tanque selecionado aleatoriamente na
comporta de entrada e saida. Para as amostras de organismos, foram selecionados 15
camardes com distlrbios comportamentais alimentares e altera¢des fisiologicas (Soto-
Rodriguez et al., 2010). Para a andlise fresca e bacteriologica, os camardes foram
mantidos vivos e depositados em caixas térmicas com agua do tanque para serem
transportados para o laboratério do Comité Estadual de Saude Aquicola de Sinaloa
(CESASIN), onde foram processados. As amostras de agua foram coletadas entre 20
cm abaixo da superficie e 20 cm acima do fundo. Para a andlise bacterioldgica, as
amostras foram transportadas para o laboratério acima mencionado, utilizando placas
de CHROMagar Vibrio para o cultivo bacteriano, para posteriormente quantificar e
expressar os resultados em unidades de volume (UFC/ml) ou massa (UFC/g) (Soto-
Rodriguez et al., 2015). As amostras de sedimento para andlise de matéria organica e
pHs do tanque em cultivo foram coletadas com uma sonda para sedimento. A matéria
organica (MO) foi avaliada de acordo com a NOM-021-SEMARNAT-2000 através do
método de Walkley & Black (1934) por meio da oxidacdo do carbono organico (CO).
Em cada amostragem, foram registrados dados de salinidade (S), temperatura (T, °C),
oxigénio (OD, mg L) e pH utilizando um refratdmetro portatil da marca VITAL SINE
SR6, um oximetro da marca YSI-55-12 e um potencidmetro da marca YSI pH 10A,
respectivamente, e a transparéncia (Tp, cm) com um disco de Secchi.

As concentragdes de nitritos (NO2), nitratos (NOs’), amdnio (NH4*) e fosfatos (PO4%)
foram realizadas a partir dos procedimentos descritos no manual de andlise de agua
sobre os kits LYSA, com base no principio de Strickland & Parsons (1972). A
alcalinidade (Alc) foi medida pelo método colorimétrico descrito por Hanna, utilizando
um colorimetro manual HI755.

Modelo linear generalizado e anélise estatistica

Para realizar uma andlise exploratéria dos dados, foram obtidas as medidas de
tendéncia central das variaveis fisico-quimicas, nutrientes, matéria organica, pH do
sedimento e bacteriologia (Figura 2). Com o0 objetivo de determinar a associacdo entre
as diferentes variaveis em relagdo a densidade de V. parahaemolyticus (UFC/g) no
hepatopancreas do camardo, foram ajustados Modelos Lineares Generalizados (GLM)
(Nelder & Wedderburn, 1972) utilizando o pacote base da linguagem de programacao R
Core Team 2021.


mailto:abanicoveterinario@gmail.com
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/j.1749-7345.2009.00335.x
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/j.1749-7345.2009.00335.x
https://journals.asm.org/doi/10.1128/aem.03610-14
https://journals.asm.org/doi/10.1128/aem.03610-14
https://journals.lww.com/soilsci/citation/1934/01000/an_examination_of_the_degtjareff_method_for.3.aspx#ContentAccessOptions
https://epic.awi.de/id/eprint/39262/1/Strickland-Parsons_1972.pdf
https://www.jstor.org/stable/2344614

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com 8
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueval/index.php/abanico-veterinario >

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

Alcalinidade [mgfL CaC0y) | Amibnio  MHa* (mg/L) I Oxigénio dissolvido 'mgfL) Nitratos NOs- (mg/L)
0.4+ T 1.5+
2001 - - Ly
| 0.31 l 1.0+
* { 64 0
1604 | 0.21 0.5+
| 54 ‘ | I
| 0.11 l EEYIRE I H'—'H
120+ .| | . | | "
| | 0.01 -0.5 -
80 /-0.1 3
Mitritos MOy [mg/L) Materia organica (%) I pH pH sedimento
0.4+ 3
' icl
0.2 |24 4 AL
5 | * -1
—_ 4 T | al
g o004 [ 11 |
i) | .
=
- |
=
Fosfato PO (mgfL) | Salinidade [UP5)
1.00
0.751 | a0 |4
0.50 1 1 $ I a
0.25 1 | 4
* |
0.00 1 | 20+ .
0254+ ——T—
N NC C SC S N NC C SC

Figura 2. Média = desvio padrdo por zona e ciclo de cultivo das variaveis fisico-quimicas e
biolégicas nas fazendas de camardo na regido noroeste do México. N = Norte, NC = Norte Central,
C = Central, SC = Sul Central e S = Sul. A linha preta marca a média entre os ciclos de cultivo

Para construir os MLG, foram estabelecidas como variaveis explicativas a T, OD, S,
pH, Tp, NO2', NOs', NH4*, PO4%, Alc, MO, pHs, més de cultivo e densidade de V.
parahaemolyticus (UFC/ml) em corpos d'dgua costeiros e tanques de cultivo, conforme
a Tabela 1. Como todas as variaveis explicativas eram quantitativas, foi adicionado ao
modelo um efeito quadratico (polinémio de segundo grau), com o objetivo de melhorar
0 ajuste das variaveis, tentando explicar melhor a tendéncia dos dados observados, o
que foi avaliado previamente por meio de uma analise exploratéria (Sokal & Rohlf,
1986). Como os valores de UFC/g no hepatopancreas s6 podem ser iguais ou maiores
que zero, assumiu-se uma distribuicdo Gamma no erro do modelo, utilizando como
variavel de resposta o valor de x + 1 para eliminar os zeros. Para assumir uma
distribuicdo Gamma, utilizou-se uma fungcédo de ligagéo inversa (n = 1/y). Para a
selecdo do modelo para as varidveis explicativas mais relevantes, utilizou-se o
processo stepwise usando o critério de Akaike como fator de selecdo (AIC),
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escolhendo como melhor modelo aquele que apresentou o menor valor de AIC
(Anderson & Burnham, 2002).

Tabela 1. Variaveis explicativas utilizadas para o Modelo Linear Generalizado

Ciclo | Ciclo I Ciclo I-1l
Variaveis Fevereiro-Junho Julho-Dezembro Fevereiro-Dezembro
Média + DP
Propriedades fisico-quimicas da agua
Temperatura (°C) 28.3+2.8 30.2+22 29.0+2.8
Oxigénio (mg/L) 48+1.7 42+1.2 46+1.6
Salinidade (UPS) 35.6 +10.0 31.8+9.2 34.2+9.9
pH 8.2+0.3 8.1+04 8.2+04
Transparéncia (cm) 40.9+13.4 36.2+9.9 34.2+125
Nutrientes del agua (mg/L)
Nitratos (NO3) 0.242 +0.74 0.118 £ 0.125 0.197 £ 0.592
Amonio (NH4") 0.112 + 0.139 0.098 + 0.149 0.107 £ 0.143
Nitritos (NO3) 0.107 £ 0.091 0.094 £ 0.154 0.102 + 0.118
Fosfatos (PO, 3) 0.324 £ 0.371 0.406 * 0.256 0.354 £ 0.335
Alcalinidade 149 + 22 154 + 38 151+ 29
Sedimento
MO (%) 1.4+07 1.6+1.0 1.5+0.8
pH 8.17+0.41 8.19+0.38 8.19+0.40
Hepatopéncreas (UFC/g)

Densidade de V. 46102.9 + 265988.73 13543.8 + 54802.76 33786.1 + 212785.82

parahaemolyticus

Bacteriologia (UFC/mI) (UFC/g)

Agua-corpos 104.58 + 781.87 102.46 + 246.12 103.80 + 639.82
Sedimento-corpos 8256.34 + 52608.30 12383 + 35684.82 9765.47 + 47131.54
Agua-lagoas 47.44 + 136.50 87.86 + 391.54 62.22 + 260.86
Sedimento-lagoas 1931.99 + 5508.59 2856.38 + 7218.00 2270.04 + 6197.39

Nota: MO, matéria organica.

RESULTADOS

Bacteriologia

Em relacdo a presenca de V. parahaemolyticus no hepatopancreas dos camardes,
observou-se que, na zona norte do estado, foi encontrada a maior densidade de V.
parahaemolyticus em ambos os ciclos de producdo (Figura 3a). A medida que as
amostragens se dirigiam para o sul do estado, observou-se uma clara tendéncia de
diminuicdo da concentracdo de V. parahaemolyticus. Também foi possivel observar
gue, na zona centro-norte, houve maior concentracdo de bactérias durante o més de
outubro e apenas durante o segundo ciclo de producgao (Figura 3b), na zona centro e
sul do estado destaca-se 0 més de setembro (Figura 3c e d); e no caso da zona centro-
sul, o més de novembro (Figura 3e).
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Figura 3. Comportamento da densidade de V. parahaemolyticus (UFC/g) em tanques de cultivo de
fazendas em diferentes zonas. Zona norte a: Ahome e Guasave, zona centro-norte b: Angostura e
Navolato, zona centro c: El Dorado e Cospita, zona sul d: Elota e zona centro-sul e: Mazatlan

Associacdo das variaveis fisicas, quimicas e biolégicas com a densidade de V.
parahaemolyticus no hepatopancreas do camarao

O efeito significativo (P<0.05) do OD, S, pH da agua de cultivo, NOs", NH4*, Alc, MO,
pHs, més de cultivo e densidade de V. parahaemolyticus (UFC/ml) em corpos d'agua
costeiros e tanques de cultivo explicou o fendmeno da densidade de V.
parahaemolyticus no hepatopancreas do camardo com um desvio nulo de 5895.2, um
desvio residual de 3840.2 e um desvio explicado de 34.85% (Tabela 2).
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Tabela 2. Andlise estatistica das variaveis fisicas, quimicas e biologicas que favorecem a
densidade de V. parahaemolyticus no hepatopancreas do camardo Penaeus vannamei

Coeficiente Error

Variavel Estimado Padréo Valor t P
(Intercepto) -5.2964 7.7347 -0.6847 0.4940
UFC na agua

(Corpos de agua) 0.0016 0.0011 1.4304 0.1537
UFC na 4gua (Fazenda) -1.01E-05 1.94E-06 -5.1911 4.05E-07
UFC no sedimento (Fazenda) -1.33E-08 3.41E-09 -3.9066 0.0001
Ciclo: 2 -1.7144 0.6305 -2.7191 0.0069
Més: abril -3.6409 3.8923 -0.9354 0.3503
Més: maio -3.3051 3.8084 -0.8678 0.3862
Més: junho -4.1755 3.8211 -1.0927 0.2754
Més: julho -2.4848 3.8558 -0.6444 0.5198
Més: agosto -2.8677 3.8537 -0.7441 0.4574
Més: septembro -4.1767 3.8496 -1.0849 0.2788
Més: outubro -2.7915 3.8384 -0.7272 0.4676
Més: novembro -5.8335 3.9263 -1.4857 0.1384
Més: dezembro -7.2182 4.2012 -1.7181 0.0868
Oxigénio dissolvido (Fazenda) -0.4408 0.1553 -2.8375 0.0048
Salinidade (Fazenda) -0.0039 0.0019 -2.0667 0.0396
pH en &gua (Fazenda) -0.1034 0.0394 -2.6204 0.0092
Matéria Organic (Fazenda) 0.3915 0.2429 1.6116 0.1081
pH no Sedimento (Fazenda) 0.0667 0.0358 1.8622 0.0636
NH, na Agua (Fazenda) 4.4103 2.0688 2.1317 0.0339
NOs na Agua (Fazenda) -2.3772 1.3827 -1.7192 0.0866
Alcalinidade na Agua (Fazenda) -0.0005 0.0001 -2.8160 0.0052

Variaveis em italico P < 0.05

O modelo indicou que a densidade de V. parahaemolyticus no hepatopancreas
aumenta a medida que aumenta a concentracdo de bactérias encontradas na agua dos
corpos costeiros (Figura 4). Uma tendéncia semelhante da concentracdo de bactérias
nos sedimentos e na agua mostrou que concentracdes intermediarias aumentaram a
densidade de V. parahaemolyticus no hepatopancreas; no entanto, concentracdes
superiores aos valores intermediarios mostraram uma diminuicéo (Figura 4).


mailto:abanicoveterinario@gmail.com

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com 8
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueval/index.php/abanico-veterinario >

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

15 WY T L

f(Bac_Agua_Corpos)

0 500 1000 1500

Bac_Agua_Corpos

15_‘ T L TrY T T T

f(Bac_Sedimentos)

-54

OALLLULLL L R L L I

0 10000 20000 30000 40000

Bac_Sedimento

f(Bac_Agua

S Lol

0 500 1000 1500 2000

Bac_Agua

Figura 4. Efeito da densidade (UFC/ml) de V. parahaemolyticus (Y) na &gua dos corpos d'agua
costeiros (a: X), no sedimento dos tanques (b: X) e na dgua dos tanques de cultivo (c: X)

Em relagdo ao ciclo de cultivo, o ciclo 1 favoreceu mais a densidade de V.
parahaemolyticus do que o ciclo 2 (Figura 5a). De maneira geral, valores mais elevados
de oxigénio dissolvido, pH, salinidade e nitratos na agua diminuiram a densidade de V.
parahaemolyticus diminuiu (Figura 5b, c, d e h, respectivamente), ao contrario do que
ocorreu com a matéria organica, o pH do sedimento, a alcalinidade e o ambnio, que, a
medida que seus valores aumentaram, observou-se maior densidade de V.
parahaemolyticus (Figuras 5e, f, g, e, i, respectivamente).
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Figura 5. Influéncia do ciclo de cultivo (a), oxigénio dissolvido (mg/L) (b), pH na éagua (c),
salinidade (UPS) (d), matéria orgénica (%) (e), pH da matéria organica dos tanques (f), alcalinidade
(9), NO3 (h) e NH4 (i) sobre a densidade V. parahaemolyticus (UFC/g) no hepatopancreas do
camaréo f (Ciclo, OD, pHa, S, MO, pHs, Alc, NO3s, NH,)

DISCUSSAO

As variaveis ambientais desempenham um papel fundamental no desenvolvimento do
camardo, devido a sua condicdo fisiolégica e ao fato de que todos os processos
bioquimicos tém efeitos diretos na taxa de consumo de alimento e oxigénio dissolvido,
excrecdo de amodnio e crescimento (Ferreira et al., 2011). No presente estudo,
observou-se para ambos os ciclos de cultivo, médias de temperatura, oxigénio
dissolvido, salinidade, pH e transparéncia dentro do intervalo ideal para P. vannamei
em cultivo, valores de acordo com os relatados por outros autores, como temperatura
de 25 °C a 32 °C (Carbajal-Hernandez et al., 2011; Mateka et al., 2015); oxigénio
dissolvido de 4 a 7 mg/L (Alpuche et al., 2005); salinidade de 15 a 41 UPS (Pérez-
Velazquez et al., 2007; Rivas-Montafio et al., 2018); pH de 6 a 9 (Carbajal-Hernandez

et al., 2013) e transparéncia de 17 a 45 cm (Garcia-Sanchez et al., 2018).
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Os resultados do presente estudo mostraram que a V. parahaemolyticus na agua de
abastecimento atingiu maximos de 1.35E+04 UFC/ml e, na zona sul, até um maximo
de 4.94E+03 UFC/ml na 4gua dos tanques, pelo que se presume que a agua de
abastecimento funciona como um in6culo ao entrar no tanque de cultivo, como
mencionado por Orellana de Granados & Ayala-Mestanza (2017), essas bactérias muitas
vezes encontram as condi¢des para crescer devido a combinacdo de multiplos fatores,
tais como: altas concentracdes de matéria organica no fundo, solos acidos e variacéo
dos parametros fisico-quimicos, entre outros. Essa proliferacdo de bactérias pode estar
presente no hepatopancreas e na hemolinfa do camardo e causar mortalidade
(Orellana de Granados & Ayala-Mestanza (2017). Isso é de se esperar, ja que a agua
utilizada na criagdo de camardes em Sinaloa apresenta naturalmente densidades de
Vibrio sp superiores a 10> UFC/ml (Soto-Rodriguez et al., 2010). Esta informacéo é
transcendental se levarmos em conta a doenca da necrose hepatopancreatica aguda
(AHPND), ja que Soto-Rodriguez et al. (2015) mencionam que entre os multiplos fatores
que afetam a viruléncia do V. parahaemolyticus esta a densidade, pois descobriram
que a cepa M09-04 causou 93% de mortalidade a uma densidade de 10° UFC/ml. Com
relacdo a concentracdo de bactérias do género Vibrio no hepatopancreas do camarao,
Orellana de Granados & Ayala-Mestanza (2017) registraram densidades de Vibrio sp de
1.10E+03 UFC/ml, apresentando mortalidades de até 10% nos primeiros 30 dias de
cultivo. Neste estudo, foram obtidas concentracdes superiores de V. parahaemolyticus
de 3.00E+06 UFC/g com mortalidades maximas de 81%, evidenciando o impacto das
concentracfes de Vibrio sp. nas mortalidades. Esses resultados concordam com Soto-
Rodriguez et al. (2015), que apontam que a viruléncia das cepas de V.
parahaemolyticus depende da dose, sendo a densidade infecciosa limiar de 104
UFC/ml; ndo observando-se mortalidade abaixo dessa densidade. Da mesma forma,
Soto-Rodriguez et al. (2010) estimam niveis de referéncia de uma possivel vibriose a
partir de camardes doentes a um limiar de 1.40E+05 UFC/g de Vibrio sp. no
hepatopancreas.

A sobrevivéncia de Vibrio spp. em ambientes marinhos depende de fontes de carbono
e energia, oxigénio dissolvido, pH da &gua, salinidade, temperatura e inanicdo
(Takemura et al., 2014). Quanto as associacdes das variaveis fisico-quimicas, Hung-
Sung et al. (2001) e Nelapati et al. (2012) mencionam que V. parahaemolyticus é um
microrganismo que tem a capacidade de viver e se desenvolver em condigcbes
aerObicas e anaerbbicas. No entanto, no presente estudo, observou-se que em
concentracdes superiores a 4.6 mg/L e proximas a 12.5 mg/L de OD, a densidade de
V. parahaemolyticus diminui consideravelmente. Enquanto que em concentragdes
inferiores a 4.6 mg/L, mas superiores a 2.5 mg/L de OD, favorecem notavelmente o
aumento da densidade de V. parahaemolyticus no hepatopancreas do camarédo. Esses
resultados sdo semelhantes aos relatados por Van Wyk et al. (1999), que sugerem
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que, a partir de registros de 3 mg/L de OD ou menos na agua de cultivo, devem ser
realizadas acdes corretivas para diminuir a densidade de V. parahaemolyticus.

No que diz respeito a associacdo com a salinidade, a V. parahaemolyticus pode tolerar
uma ampla gama de salinidades, mas as suas condi¢cbes 6timas de crescimento
variam. Em aguas tropicais, a V. parahaemolyticus foi encontrada em salinidades entre
20-35 ppt, com maiores densidades a 20 ppt (Rivera et al., 1989). Estudos
experimentais mostraram uma melhor adaptacdo a 10 e 20 UPS em comparacao com
39 e 60 UPS (Sami et al., 2022); isso esta de acordo com os resultados deste estudo,
onde se observou que em salinidades superiores a 34.2 UPS e proximas a 50 UPS a
densidade do V. parahaemolyticus diminuiu e em salinidades de 10-34.2 UPS a
densidade da bactéria foi maior. Soto-Rodriguez et al. (2019) mencionam que a toxina
pode se expressar em diferentes salinidades e que o manejo da salinidade no cultivo
de camarbes pode ser um fator importante para controlar a infectividade do V.
parahaemolyticus.

Em relacdo ao pH da agua, é importante destacar que os estudos sobre o impacto do
pH no aparecimento de Vibrio parahaemolyticus no hepatopancreas de camardes de
cultivo sdo escassos, por isso € fundamental continuar com este tipo de investigacdo
para esclarecer a influéncia deste parametro na dinamica da densidade de Vibrio
parahaemolyticus. Os resultados da presente investigacao indicam que as densidades
de V. parahaemolyticus (UFC/g) aumentaram quando o pH foi inferior a 8.2 e a
densidade mais elevada de V. parahaemolyticus apresentou-se em valores de 7.0. Por
outro lado, quando o pH é superior a 8,2, a densidade do Vibrio diminuiu até um pH de
9.0, no qual foi encontrada a menor densidade. Esses resultados contrastam com as
pesquisas de Mancilla (2005), que indica que o V. parahaemolyticus tem a capacidade
de crescer em um intervalo de pH de 4.8 a 11, com um crescimento ideal de 7.5 a 8.8
(FAO/WHO, 2011; Jurquiza, 2014).

Quanto a concentracdo de matéria organica, varios autores estabelecem que ela pode
ter um efeito direto sobre a sadde dos organismos em cultivo, uma vez que é capaz de
modular as populacfes bacterianas e a producdo de metabdlitos anaerdbicos toxicos
que prejudicam o camardo (Avnimelech & Ritvo, 2003; Nimrat et al., 2008). Merchan-
Marquez (2017) estabelece que a porcentagem ideal de matéria organica nos solos
dos tanques de cultivo de camarao branco € de 3 a 5%, uma vez que uma acumulagéo
excessiva de matéria organica nos solos favorece a densidade de bactérias. Por outro
lado, Diaz-Diaz & Arencibia-Carballo (1999), apontam que os valores recomendados
de matéria organica no solo do fundo dos tanques sao de 1.5% a 3%. Na presente
investigagdo, a concentragcdo meéedia de MO foi de 2%, concentragdo dentro da faixa
ideal relatada por outros autores. No entanto, observou-se que em concentracdes
superiores a 2% e inferiores a 0.5%, a densidade de V. parahaemolyticus presente no
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hepatopancreas do camardo aumenta consideravelmente, o que pode ser devido a
presenca de nitrogénio organico proveniente da ragdo balanceada presente no
sedimento, que promove a formagdo de nova biomassa bacteriana a partir da
metabolizacdo da mesma (Paez-Osuna & Alonso-Rodriguez, 2017), ou entdo que,
guando a concentracdo de matéria organica no solo do fundo dos tanques € muito alta
ou estda em excesso (>4%), havera condicdes ideais para o desenvolvimento
microbiano, pelo que existirdo elevadas concentracdes de bactérias principalmente do
género Vibrio (Diaz-Diaz & Arencibia-Carballo 1999; Nimrat et al., 2008).

A alcalinidade é composta por acidos basicos como bicarbonato (HCO3"), carbonato
(CO3?) e hidréxido (OH") responsaveis por neutralizar a agua. Ferreira et al. (2011)
mencionam que o nivel de alcalinidade nos tanques de cultivo ndo deve ultrapassar
140 mg/L de CaCOs, 0 que coincide com os resultados encontrados, pois mostram que
quando o nivel de alcalinidade esta entre 150 e 200 mg/L, a densidade de V.
parahaemolyticus no hepatopancreas do camardo é maior, enquanto que em niveis
inferiores a 140 mg/L e superiores a 250 mg/L, a densidade de V. parahaemolyticus
diminui.

Em relagdo aos compostos nitrogenados (NH4*), (NOz2) e (NO3’), Tseng & Chen (2004),
estabelecem que altas concentracdes desses compostos afetam o sistema imunolégico
do camardo, deixando-o suscetivel a proliferacdo de bactérias ou provocando
distarbios fisiologicos, como a oxidacdo da hemocianina em meta-hemocianina.
Camargo et al. (2005) mencionam que o intervalo ideal de (NO3’) é de 0.4 a 1.3 mg/L,
para (NO2), Boyd (1995) sugere que uma concentragdo adequada para 0
desenvolvimento do camardo € <0.23 mg/L. No entanto, os resultados mostram que
em concentragdes superiores a 0.5 mg/L de NOs', a densidade de V. parahaemolyticus
no hepatopancreas do camaréo diminui consideravelmente, ao contrario do que ocorre
com o NH4*, em que a concentracdo de V. parahaemolyticus aumenta com o aumento
da concentracdo de NH4*. Esse comportamento € semelhante ao relatado por Joseph
et al. (1982), que estabelecem que o V. parahaemolyticus ndo sobrevive em aguas
com baixa concentracdo de nutrientes; enquanto Tantillo et al. (2004) informam que os
sais de amoénio constituem a principal fonte de nitrogénio do V. parahaemolyticus, o
gue € coincidente com o presente estudo.

A previsdo da abundéancia de espécies presumiveis de Vibrio pode ajudar a prevenir o
aparecimento de doencas bacterianas, pois fornece informac¢des sobre quando e quais
fatores ambientais devem ser gerenciados. Equito et al. (2022) utilizaram o modelo
paramétrico de regressao linear (LRM) e o modelo binomial negativo (NBM), bem como
0 modelo semiparamétrico aditivo generalizado (GAM) para identificar correlagbes e
prever mudancas na abundancia de Vibrio com parametros fisico-quimicos e biolégicos
da dgua em tanques de biofloc com Penaeus vannamei. Esses autores descobriram
que a abundancia de espécies presumidas de Vibrio estava altamente correlacionada
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com a alcalinidade, o pH e a densidade do fitoplancton. No presente estudo, utilizando
o modelo linear generalizado (MLG), foi demonstrado que quanto maior a salinidade, o
oxigénio dissolvido, o pH e os nitratos na agua, menor a densidade de Vibrio (com
valores fora dos 6timos de V. parahaemolyticus), ao contrario do que foi observado
com os sedimentos, em que quanto maior o pH, a alcalinidade e o aménio, a densidade
de Vibrio aumentava; concluindo que, ao haver um aumento na concentracdo de
bactérias na agua e no sedimento, o modelo indicou um aumento na concentracao de
bactérias no hepatopancreas do camardo. No entanto, Estrada-Pérez et al. (2019) e
Estrada-Pérez et al. (2020), ao utilizarem um modelo estocastico de producdo de
camardo infectado por AHPND, descobriram na analise de sensibilidade que a
mortalidade causada pela doenca tem uma relagéo significativa com a salinidade e a
transparéncia da agua dos tanques. Essas diferencas nos resultados do presente
trabalho se devem ao fato de nao ter sido considerada a doenca como tal, mas a
densidade das bactérias V. parahaemolyticus.

Nesta pesquisa, a temperatura, a transparéncia e a concentragédo de NO2" e PO4* néo
exibiram nenhum efeito sobre a densidade de V. parahaemolyticus (UFC/g) no
hepatopéncreas do camardo. De acordo com o modelo utilizado, foi detectado
indiretamente que existem 65.15% de fatores que afetaram a densidade de V.
parahaemolyticus no hepatopancreas do camardo. No entanto, na presente
investigagdo, ndo foi possivel medir ou considerar fendbmenos naturais no ambiente de
cultivo ou variaveis de manejo, pelo que se recomenda inclui-los em investigacdes
futuras para aumentar a capacidade preditiva. Conclui-se que o modelo Linear
Generalizado explicou adequadamente a associacdo de diversos fatores com a
concentracdo de V. parahaemolyticus no hepatopancreas do camardo e cujos
resultados, de maneira geral, sdo coincidentes com o publicado na literatura. Além
disso, os resultados sugerem um monitoramento e manejo constante e eficaz para
manter os cultivos de camar&o nos valores recomendados, impossibilitando o aumento
das cargas bacterianas a niveis que afetem a salude do camarao.
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