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RESUMO

Considerando as doencgas como barreiras ao desenvolvimento da carcinicultura, a
vibriose tem a possibilidade de ocorrer por ter como agente etioldgico bactérias autoctones de
ambiente marinho, objetivou-se a identificagao dos fatores interferentes na freqiiéncia desta
enfermidade. Quatro fazendas situadas na costa sul de Pernambuco foram selecionadas das
quais foram coletadas mensalmente amostras de dgua e camardo durante todas as fases de
cultivo em dois diferentes ciclos climaticos (estio e chuvoso). Para estimar a carga de Vibrio
spp., analisaram-se amostras de agua, pdés-larva, hemolinfa e hepatopancreas e as contagens
foram correlacionadas, pela utilizacdo de modelos matematicos (P<0,05), com as varidveis —
estagdo do ano, variaveis fisicas e quimicas da agua, exames a fresco e histopatoldgico,
presenca de toxinas e técnicas de manejo empregadas. Observou-se que apenas a varidvel
tempo de cultivo interferiu na contagem total de Vibrio spp. As contagens variaram de 0 a 2,9
x 10* na agua, 0 a2,1x 10° na pos-larva, 0,1 x 10 a 1,1 x 10° na hemolinfae 7,0 x 10 a 1,1 x
10°UFC/mL/g no hepatopancreas. A carga de vibrionaceos aumenta com tempo de cultivo, e
ndo sofre influéncia das variaveis fisicas e quimicas da dgua, do manejo e da presenga de
toxinas.

Termos para indexa¢do: Vibrio, Litopenaeus vannamei, enfermidades, tempo de cultivo.
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ABSTRACT

Considering the illnesses are barriers for the development of the carcinicultura, the
vibriose has the possibility to occur for having as etiologic agent bacteria autochtonous of
marine environment, it was objectified identification of the interferentes factors in the
frequency of this disease. Four situated farms in the south coast of Pernambuco had been
selected of which samples of water and shrimp during all had been collected monthly the
phases of culture in two different climatic cycles (wet and rainy). Esteem the load of Vibrio
spp., samples of water, post larvae had been analyzed, hemolymph and hepatopancreas and
the countings had been correlated, through the use of mathematical models (P<0,05), with the
variable - physical and chemical of the water, season, microscopical observation,
histopathology, presence of toxins and production management methods. With it was
observed that only the changeable time of culture intervened with the total counting of Vibrio
spp. The counts varying from 0 to 2,9 x 10" in the water, from 0 to 2,1 x 10’ in post larvae,
from 0,1 x 10 to 1,1 x 10’ in hemolymph and from 7,0 x 10 to 1,1 x 106UFC/mL/g in the
hepatopancreas. The load of vibrionaceos increases with cycle duration, and it does not suffer
influence from the variable physical and chemical of the water, of the handling, of the toxin
presence.

Index terms: Vibrio, Litopenaeus vannamei, disease, production cycle duration
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1. INTRODUGAO

A carcinicultura nos primordios da atual década foi uma das atividades do
agronegdcio mais lucrativas no ambito mundial. No Brasil, o cultivo de camardes marinhos,
Litopenaeus vannamei, representa uma nova ordem econdmico-social no litoral brasileiro.
Neste contexto ¢ importante ressaltar que a carcinicultura reveste-se de grande importancia
econdmica, principalmente na regido Nordeste, que detém a lideranca da produgao nacional e
¢ a maior exportadora do produto no Brasil.

O rapido crescimento, porém desordenado, de uma atividade proporciona o
surgimento de uma série de problemas. Em se tratando da carcinicultura, seu elevado
crescimento gerou aumento na oferta do produto a nivel mundial, o que culminou com a
queda nos precos. Soma-se ainda o incremento nos custos de producao, além do surgimento
de enfermidades.

Considerando que a criagdo de qualquer espécie animal deve abranger, pelo menos,
quatro areas basicas: reprodugdo, nutricdo, genética e sanidade, verifica-se que nem todas as
areas se encontram bem contempladas para esta atividade.

A exemplo da existéncia de lacunas nos cultivos de camarao, os problemas sanitarios
estdo hoje evidentes e sabe-se que quase sempre atrelados a falhas de manejo. Quando nao
sdao seguidas praticas de manejo sustentavel ha a incidéncia de enfermidades. A saude dos
animais cultivados ¢ o resultado de sua interagdo com o ambiente € 0s microrganismos
naturalmente inseridos naquele ecossistema.

A garantia da sanidade dos camardes cultivados envolve varias praticas com vistas a
manutengdo da qualidade da 4gua e a reducdo do estresse dos animais, o que poderia
favorecer o desencadeamento de enfermidades causadas patdogenos oportunistas. Neste
contexto, os vibrios assumem relevancia, uma vez que, estes microrganismos sao OS
principais responsaveis por infeccdes secundarias em camardes cultivados. Todavia, convém

ressaltar que os vibrios sdo bactérias que naturalmente habitam ecossistemas aquaticos e se



Silva, R.P.P. Fatores interferentes na freqiiéncia da vibriose em camardo marinho... 13

encontram amplamente distribuidos por todo mundo, predominando em ambientes costeiros e

estuarinos de zonas temperadas ou tropicais quentes.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Identificar os fatores que interferem na ocorréncia da vibriose em camardes marinhos

cultivados.

2.2. ESPECIFICOS

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

2.2.5.

2.2.6.

Estimar a carga de Vibrio spp. presente na agua de cultivo e no camario;

Correlacionar o tempo de cultivo com a carga de vibrio, na d4gua dos viveiros € no

camarao;

Relacionar as técnicas de manejo com a ocorréncia de vibrios, através da
realizag¢do de inquéritos;

Associar os parametros fisicos e quimicos da dgua de viveiros, com a ocorréncia
de vibrios;

Correlacionar a presenga de toxinas, oriundas das microalgas, com a vibriose;
Associar os resultados obtidos na bacteriologia com os do exame a fresco e

concomitantemente com os resultados histopatoldgicos quanto a pertinéncia da

vibriose.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Produgéo do camar&o marinho cultivado

A aqliicultura ¢ uma atividade que vem apresentando importantes e elevados indices
de produtividade. A nivel mundial, a produ¢@o no ano de 2004 atingiu valores de 1.387.215 t.
O Brasil contribuiu com cerca de 5% desta producdo (75.904 t) de acordo com os dados
estatisticos da Food Agriculture Organization (FAO, 2006).

Na América do Sul, no ano de 2004, foram produzidos 172.105 t, da qual o Brasil, por
sua vez, contribuiu com 44% desta producao. No ranking brasileiro, a regido Nordeste assume
o primeiro lugar, detendo 93% desta produgdo. Nesta regido, a atividade promoveu a geragao
de 1,89 empregos diretos e 1,86 indiretos, chegando a um total de 3,75 empregos gerados por
hectare, bem superiores ao maximo de 2,14 empregos por hectare na agricultura irrigada
(SAMPAIO e COSTA, 2003).

Segundo Rocha e Rodrigues (2003), o Brasil, a nivel de cenario global, no ano de
2002, despontou como o sétimo maior produtor mundial de peneideos e o primeiro no tocante
a produtividade na carcinicultura.

A regido Nordeste, no ano de 2003, detinha cerca de 91% dos produtores brasileiros,
com uma area de 14.824 ha e uma produgdo de 90.100 t. Diante deste cenario, a carcinicultura
assumiu o segundo lugar entre as exportagdes do setor primario desta regido, conforme Maeda
(2002).

O litoral do estado de Pernambuco, situado na regido Nordeste do Brasil, abrange 21
municipios distribuidos numa faixa de 187 Km, estendendo-se desde o municipio de Goiana,
ao norte, at¢é o municipio de Sdo José da Coroa Grande, ao sul. Esta faixa litordnea ¢
caracterizada, por apresentar: uma costa baixa, atingindo em véarios pontos, cotas inferiores ao
nivel de preamar; um ecossistema extremamente produtivo, sendo considerada a regido verde

onde, ora se sucedem e ora se entrelagam segmentos de planicie recobertos por coqueirais,
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remanescentes de mata atlantica, restingas, estudrios com extensos manguezais, recifes de
coral, coroas, ilhas entre outros (MANSO, 2003).

No ranking brasileiro, este Estado assume atualmente a quarta posi¢ao em producao,
possuindo cerca de 98 produtores, sendo destes 88 de pequeno porte (at¢ 10 ha), sete de
médio porte (10 a 50 ha) e trés de grande porte (>50 ha), perfazendo uma éarea de 1.108 ha de
viveiro, conforme dados da ABCC (2005).

No tocante ao volume de exportagdes de camardo congelado, dados do Sistema
Integrado de Comércio Exterior (SISCOMEX), apontam que Pernambuco, nos meses de
janeiro a junho de 2006, exportou cerca de 1.821 t. Valor este, que vem apresentando gradual
declinio desde o ano de 2004 (ABCC, 2006).

No Brasil, em 2004, a produ¢do do camarao foi de aproximadamente 80.000 t, cerca
de 10.000 t a menos que o ano anterior. Este decréscimo decorreu de problemas com barreiras
comerciais e declinio da producao pela ocorréncia de doengas, o que culminou com queda nas
exportagdoes (SALES et al., 2005). Todavia, a atividade continuou declinando, apesar dos
autores afirmarem que a expectativa era de que no ano 2005 a atividade retomasse o
crescimento dos anos de 2000 a 2002.

Maeda (2002) referenciou que a nao recuperagdo dos precos internacionais, a mudanga
da situagdo cambiaria, a valorizagdo do real, o processo de dumping por parte dos americanos
e o surgimento de enfermidades, contribuiram para a subita perda da dinamica da industria

camaroneira no Brasil.

3.2. Relagdo hospedeiro-patdgeno-ambiente
Romero et al. (2003) citaram que acompanhando a intensificagdo da producdo

aqiiicola esta o desenvolvimento de problemas ecoldgicos e patologicos. Zanolo (2006), por
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sua vez, referenciou a aqiiicultura como uma atividade que, semelhantemente as outras
(pecuadria, avicultura e suinocultura), esta susceptivel a doengas dos animais.

Um manejo sanitario eficiente ¢ realizado se conhecendo e considerando a inter-
relagdo existente entre o hospedeiro, o ambiente e o patogeno. Segundo Galli (2004), qualquer
alteragdo no equilibrio a favor de algum deles pode determinar o aparecimento de uma
enfermidade, ou seja, variagdes ambientais podem afetar tanto o hospedeiro quanto o
patogeno.

Para lograr éxito num controle sanitdrio ¢ necessario o prévio conhecimento do estado
de satide dos animais na area de cultivo, baseado em inspe¢des e padronizacdo de
procedimentos de amostragem, seguidas de diagnostico laboratorial, de acordo com as normas

internacionais (MACIEL et al., 2003).

3.3. Qualidade da agua na carcinicultura

A carcinicultura ¢ uma atividade de significativa complexidade, pois a mesma envolve
muitas varidveis. Conforme Mendes (2001), sdo requeridas nessa atividade mais pré-
requisitos técnicos e intrinsecos do que em outras atividades, principalmente, por ter no
elemento agua os primordios da subsisténcia dos animais cultivados.

A garantia de boas condicdes ambientais durante o cultivo estd intimamente
relacionada com a qualidade da dgua, ¢ devido a esta relacdo que seus parametros devem ser
rotineiramente monitorados. Segundo Fonseca ¢ Rocha (2004), a manutencdo dos niveis
ideais da qualidade da dgua é de extrema importancia para evitar o aparecimento de doencas
nos animais em cultivo.

Villalén (1991) considerou que o principal propdsito em se manejar a qualidade da
agua de qualquer sistema de cultivo € regular e manter 6timas condig¢des para o crescimento

dos organismos. A qualidade da agua ¢ um fator determinante para a sobrevivéncia e
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crescimento dos camardes cultivados. Mais que qualquer outro fator, os parametros
hidrologicos influenciam em todas as atividades dos organismos (alimentagdo, respiragao,

reprodugao, crescimento e estado imunologico).

3.4. Importancia do exame clinico

Um recurso de grande valia e largamente empregado sdo as analises a fresco, que
viabilizam a avaliagdo ¢ o monitoramento da saude dos camardes, podendo ser realizado tanto
a campo quanto num laboratdrio, conforme de Pereira e Santos (2003).

O exame clinico fundamenta-se na observagdo visual e in situ de exemplares vivos ou
moribundos, podendo, depois de se proceder o sacrificio dos animais, ser realizado um estudo
mais detalhado, visando a indicacdo da presenga de alteragdes (GAMEZ, 2001).

Os exames a fresco de amostras ao microscopio, das branquias, apéndices orais,
animais completos, como larvas e pds-larvas, hemolinfa, fragmentos de alguns tecidos e
orgaos, s3o muito uteis para demonstragao de algumas enfermidades bacterianas, micdticas e

parasitarias (HERZBERG, 1996).

3.5. Microbiota dos viveiros de cultivo

Na aqiiicultura, atividade em que um grande numero de animais ¢ mantido num espago
limitado, o aparecimento de enfermidades tem sido amplamente favorecido pelas condigdes
das instalagdes, manejo e abastecimento de agua dentre outros fatores (SUBASINGHE et al.,
1998).

Entre as principais causas de perdas na larvicultura de peneideos estdo aquelas de
origem bacteriana. A promog¢ao de um ambiente benéfico e bacteriologicamente estavel sao

de fundamental importancia para um cultivo bem sucedido (LORENZO, 2004).
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As bactérias desempenham importante papel como agentes desencadeadores de
infeccdes secundarias, atuando como fator agravante em caso de ocorréncia de doengas de
outras etiologias, como, por exemplo, as viroses, como citaram Barbieri Jr. e Ostrensky Neto
(2002).

De acordo com Maeda (2002), as bactérias normalmente encontradas na aqiiicultura
sdo pertencentes aos géneros: Vibrio, Pseudomonas, Flavobacterium, Pseudoalteromonas e
Acinetobacter.

Sdo comuns em cultivos de larvas os problemas atrelados a infec¢do bactériana.
Segundo Lorenzo (2004), larvas sob fadiga por manuseio inadequado, nutrigdes deficientes
ou ainda pela ma qualidade de agua, estdo vulneraveis a desenvolverem enfermidades de

origem bacteriana.

3.6. Relevancia dos vibrios na carcinicultura

As bactérias do género Vibrio sdo proprias de ecossistemas aquaticos, quer de origem
marinha e/ou estuarina, ocorrendo em camardes de vida livre ou ainda nos cultivados
(VANDERZANT et al.,, 1971). Ruangpon ¢ Kitao (1991) citaram que os vibrios sdo
incriminados como sendo os principais responsaveis pela maior parte das infecgdes
bacterianas ocorridas nos camardes.

Conforme Lightner (1993), os vibrios sdo, em geral, bactérias de maior relevancia na
aqiiicultura, devido a sua capacidade de infectar organismos aquaticos como 0s camardes
peneideos. Além dessas, os peixes (AUSTIN e AUSTIN, 1999), os moluscos
(RHEINHEIMER, 1992) também podem ser infectados por eles.

Os Vibrio spp., designados comumente como patogé€nicos nem sempre o sdo. Na
maioria das estirpes ambientais faltam os fatores de colonizagdo necessarios para a aderéncia

e penetragdo, toxinas apropriadas ou outros determinantes da viruléncia necessarios para
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causar a doenga. Recentemente foi demonstrado que os vibrios sdo capazes de responder a
condigdes adversas, entrando numa fase vidvel, mas nao “cultivavel”. Quando atingem essa
fase, por uma estratégia de sobrevivéncia, as cé¢lulas mantém sua atividade metabolica, porém
néo sio cultivaveis pela microbiologia classica (LLEO et al., 2001).

Maeda (2002) discorrendo sobre os vibrios, referencia-os como patdgenos
oportunistas, que se proliferam rapidamente em funcdo de sua habilidade de adaptagdo a
baixos teores de oxigénio. Padilha (2005) destacou que a caracteristica mencionada ¢ com
freqliéncia observada nos viveiros mal manejados, por isso sdo observados freqiientemente
animais doentes.

Quanto as caracteristicas halofilicas, as espécies patogénicas de vibrio ocorrem mais
comumente em aguas cuja salinidade se situa entre 0,5 a 30 (TISON e KELLY, 1986; WEST,
1989). Contudo, em ambientes de agua doce, a baixa salinidade ¢ compensada pela interagao
entre a temperatura elevada e concentracdo de nutrientes presente na mesma, conforme
DePaola (1981).

Em laboratorio para a realizagdo do isolamento e identificacio do vibrio, ¢
inicialmente empregada a verificagdo da fermentagdo da sacarose. Alguns vibrios possuem a
capacidade de fermentar a sacarose quando inoculados em Agar Tiossulfato Citrato Sais de
Bile (TCBS), sendo as colonias identificadas pela coloragdo amarela (Figura 1). Enquanto que
as que ndo fermentam a sacarose sdo macroscopicamente identificadas pela sua coloragdo
verde (Figura 2). Algumas espécies de vibrios podem ainda apresentar as duas coloragdes, em
uma mesma coldnia sendo capazes de fermentar “parcialmente” a sacarose, além de outras
espécies poderem apresentar sorovares sacarose positiva e sorovares sacarose negativa. E
importante ressaltar que esta capacidade de fermentar ou ndo a sacarose ndo esta relacionada
com a patogenicidade da bactéria e, portanto, a presenga de um tipo ou de outro nio indica a

gravidade da situacdo (MENDES et al., 2005).
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Figura 2. Colénias de Vibrio spp.
sacarose positivas. sacarose negativas.

Os fatores de viruléncia das bactérias do género Vibrio incluem alguns elementos
importantes que t€ém sido identificados, podendo se destacar as proteases alcalinas, as metalo
proteases, as cisteina proteases e as proteases alcalinas séricas (AGUIRRE-GUZMAN et al.,
2004).

A vibriose pode ser caracterizada tanto como uma infec¢do localizada quanto
sistémica (generalizada) afetando todos os orgaos e tecidos (ROQUE et al., 2001). A forma
assinalada como sistémica, ¢ uma enfermidade secundaria a condigoes de estresse. As
infecgoes locais ou cuticulares s3o observadas como manchas marrons ou pretas em resposta
a uma possivel agressdo, de acordo com Galli et al. (2001). Referenciando ainda o mesmo
autor, as lesdes superficiais sdo eliminadas no momento da realizagdo da ecdise, todavia, se
estas lesdes forem profundas, este quadro pode se complicar numa vibriose sistémica.

Quando as bactérias sdo expostas a condi¢des adversas de salinidade, temperatura ou
privagdo de nutrientes podem ser danificadas reversivelmente e ja ndo podem ser detectadas
pelos métodos bacterioldgicos padrdo. Contudo, quando lhes sdo proporcionadas as condig¢des

Otimas para a sua proliferacdo, podem voltar ao estado “cultivavel” normal (BYRD et al.,

1991).
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Um aumento no niumero de Vibrio spp. associado a uma significativa mudan¢a na
composi¢ao da comunidade de vibrios na agua de viveiros sao suficientes para desencadear a
ocorréncia de vibrioses (SUNG et al., 1999). Ainda que no ambiente de cultivo estejam
presentes outros microrganismos que realizem a assimilacdo de racdes excedente,
excrementos, metabdlitos nitrogenados, restos de plancton e outros dejetos (BOYD, 2004) e
estes microrganismos sejam competidores dos vibrios, podem os mesmos ainda ser
desfavorecidos quando os vibrios se encontrarem em numero elevado.

Fatores estressantes que podem advir da propria agua de cultivo, quando ocorrem
alteracdes das propriedades fisico-quimicas, como a temperatura, salinidade e pH, podem
desencadear o desequilibrio do ambiente, levando o animal a uma maior vulnerabilidade a
doencas. Estas podem ser decorrentes do oportunismo de microrganismos, normalmente,
presentes na microbiota ambiental, como citado por Lightner (1993).

Durante todo o cultivo de camardes marinhos, os vibrios podem interferir na producao
e estes quando associados as condi¢des de desequilibrio, podem se tornar verdadeiros
obstaculos ao sucesso da criagdo (RIBEIRO, 2005). O vibrio estd amplamente distribuido em
todo o mundo, quer em estudrios, aguas costeiras ou ainda nos crustaceos marinhos. Assim, a
vibriose pode ocorrer em todos os peneideos quando estes forem submetidos a situagdes de

estresse (BROCK e MAIN, 1994; LIGHTNER, 1996; BOWER, 1997).

3.7. Toxinas oriundas de microalgas

As microalgas t€ém exercido importante interesse econdmico em se tratando de
alimentacdo para diversos organismos aquaticos. Apesar de servirem de alimento, sdo
também utilizadas na manutencao da qualidade da dgua por exercerem influéncia no balango
do oxigénio, do didxido de carbono e dos compostos nitrogenados e fosforados (DERNER et

al., 2006).
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Existem cerca de 300 espécies de microalgas, sendo a quarta parte destas consideradas
nocivas, por possuirem a capacidade de produzir toxinas ou ainda provocar algum dano ao
organismo vivo ou ao meio ambiente. As microalgas planctonicas e bentonicas sdo as
principais fontes de biotoxinas (SCHRAMM e PROENCA, 2005).

Consoante com o Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA, 2000)
as cianobactérias, por sua vez, se constituem como microrganismos procarioticos autotroficos,
também denominados como cianoficeas (algas azuis), capazes de ocorrer em qualquer
manancial superficial especialmente naqueles com elevados niveis de nutrientes - nitrogénio e
fosforo — podendo produzir toxinas com efeitos adversos a saude.

Diversos géneros e espécies de cianobactérias que formam floragdes sdo capazes de
produzir diferentes metabolitos secundarios. Alguns destes metabolitos possuem agdo toxica,
tal como a cianotoxina. As cianotoxinas possuem a¢do rapida e sdo identificadas como
alcaléides ou organofosforados neurotdxicos. Outras que atuam mais lentamente sao
identificadas como peptideos ou alcaldides hepatotoxicos (MENDONCA, 1990).

As toxinas produzidas por estes organismos apresentam efeitos adversos a satde por
ingestao, incluindo: as microcistinas, que sdo hepatotoxinas heptapeptidicas ciclicas, com
potente efeito de inibigdo de proteinas fosfatases dos tipos 1 ¢ 2A e promotoras de tumores; as
cilindrospermopsina, alcaldides guanidinicos ciclicos, inibidores da sintese protéica,
predominantemente hepatotoxico, apresentando também efeitos citotdoxicos nos rins, bago,
coragdo ¢ outros Orgdos; e as saxitoxinas, grupo de alcaldides carbamatos neurotoxicos
produzido por cianobactérias, ndo sulfatados (saxitoxinas) ou sulfatados (goniautoxinas e C-
toxinas) e derivados de carbamil, apresentando efeitos de inibi¢do da conducdo (MAPA,
2000).

E crescente a utilizagdo dos testes de toxicidade aquatica visando determinar os efeitos

deletérios nos organismos aquaticos, conforme Ferreira (2002). A exposicdo a um
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determinado agente toxico pode ser aguda ou crdnica, caracterizando-se como aguda quando
em um unico evento a dose letal do toxico ¢ liberada e cronica quando doses subletais sdao
liberadas em eventos repetidos por um determinado periodo de tempo (SCHVARTSMAN,
1991).

Na realizagdo de um teste de toxicidade aguda sdo avaliados a mortalidade ou a
sobrevivéncia dos organismos, alteragcdes comportamentais (forma de natagdo, distribui¢ao na
coluna d’agua, paralisagdo, letargia) e os aspectos biométricos, como o ganho de peso e
crescimento (FERREIRA, 2004). Por sua vez, concentragdes subletais de produtos téxicos no
ecossistema aquatico ndo resultam necessariamente em mortalidade imediata dos organismos,
porém muitas vezes provocam inumeras disfuncgdes fisiologicas, conforme relatado por
Omoregie et al. (1994).

As toxinas, em sua grande variedade, podem ser secretadas ao meio externo —
exotoxinas ou permanecerem dentro da célula bacteriana — endotoxinas. As exotoxinas sao
pertencentes ao grupo de toxinas A-B, onde a subunidade B ¢ responsavel pela fixagdo no
receptor celular e a A, por sua vez, ¢ quem atua no mecanismo da toxicidade, por possuir acao
enzimatica (GALLI et al., 2001).

Contudo, diante das arduas dificuldades para a carcinicultura, torna-se evidente a
necessidade de maiores estudos a respeito das enfermidades que acometem camardes
marinhos cultivados no nordeste brasileiro. Além disto, o desenvolvimento de bancos de
dados que referenciem valores padrdes para patdogenos oportunistas, normalmente presentes
no ambiente, poderd viabilizar a detec¢do precoce de situacdes de risco para os animais,

possibilitando, a adogdo de um manejo profilatico eficiente e controle das enfermidades.
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Fatores interferentes na frequéncia da vibriose em camarao marinho cultivado no litoral
sul de Pernambuco

Roseli Pimentel Pinheiro e Silva', Emiko Shinozaki Mendes?, Paulo de Paula Mendes?, Carlos
André Bezerra Alves®e Lilian Maria Nery de Barros Goes®.

'Médica veterinaria, mestranda do Programa de Po6s-Graduagio em Recursos Pesqueiros e
Aqiiicultura- UFRPE ? Professor adjunto da UFRPE. * Médico veterinario, mestrando do Programa de
Pés-Graduagdo em Ciéncia Veterinaria.-UFRPE. * Médica veterinaria, doutoranda do Programa de
P6s-Graduagao em Ciéncia Veterinaria.-UFRPE.

"Universidade Federal Rural de Pernambuco, Av. Dom Manuel de Medeiros S/N, Dois Irmios, Recife-
PE. (roseli_pimentel@hotmail.com)

Resumo - Considerando a vibriose como uma barreira ao desenvolvimento da carcinicultura,
objetivou-se a identificacdo dos fatores interferentes. Quatro fazendas situadas na costa sul de
Pernambuco foram selecionadas das quais foram coletadas mensalmente amostras de agua e
camardao durante todas as fases de cultivo em dois diferentes ciclos climaticos (estio e
chuvoso). Para estimar a carga de Vibrio spp., analisaram-se amostras de agua, pos-larva,
hemolinfa e hepatopancreas e as contagens foram correlacionadas, através da utilizacdo de
modelos matematicos (P<0,05), com as variaveis — fisicas e quimicas da agua, estagdo do ano,
exame a fresco, exame histopatologico, presenca de toxinas e técnicas manejo empregadas.
Em todas as amostras foi observado que apenas a variavel tempo de cultivo interferiu na
contagem total de Vibrio spp. Foram obtidas contagens que variaram 0 a 2,9 x 10" na 4gua, 0
a2,1 x 10° na pos-larva, 0,1 x 10 a 1,1 x 10> na hemolinfa e 7,0 x 10 a 1,1 x 10°UFC/mL/g no
hepatopancreas. Conclui-se que a carga de vibriondceas aumenta proporcionalmente com
tempo de cultivo, em virtude do incremento de matéria organica.

Termos para indexagdo: vibrio, Litopenaeus vannamei, enfermidades, tempo de cultivo.

Interfering factors in vibriosis frequency in shrimp cultivated on the south shore of
Pernambuco.

Abstract - Considering vibriose as a barrier to the development of the carcinicultura,
objectified it identification of the interfering factors. Four situated farms in the south coast of
Pernambuco had been selected of which samples of water and shrimp during all had been
collected monthly the phases of culture in two different climatic cycles (wet and rainy).
Esteem the load of Vibrio spp., samples of water, post larvae had been analyzed, hemolinfa
and hepatopancreas and the countings had been correlated, through the use of mathematical
models (P<0,05), with the wvariable - physical and chemical of the water, season,
microscopical observation, histopathology, presence of toxins and production management
methods. In all samples we observed only production cycle duration as a factor accounting for
vibrios spp total counts, varying from 0 to 2,9 x 10* in water, from 0 to 2,1 x 10° in post
larvae, from 0,1 x 10 to 1,1 x 10°in hemolymph and from 7,0 x 10 to 1,1 x 106UFC/mL/g in
hepatopancreas. As a conclusion, the vibrio load increases according to production cycle
duration, correlated with the increase of organic matter that serves as a substrate for these
bacteria.

Index terms: vibrio, Litopenaeus vannamei, disease, production cycle duration
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Introducéo

A aqiiicultura consiste numa atividade que tem apresentado significativo crescimento,
na ordem de 9,2%/ano, considerado significativo quando comparado a outras atividades,
segundo dados da ABCC (2005). A atividade hoje bem difundida no Brasil, tem na regido
Nordeste cerca de 90% de sua produgdo. O estado de Pernambuco possui clima tropical e um
ecossistema extremamente produtivo (Manso, 2003) o que possibilitou o desenvolvimento de
uma carcinicultura rentavel ¢ promissora, com produ¢do do camardo marinho Litopenaeus
vannamei (BOONE, 1931) assumindo atualmente a quarta posi¢do da producdo no Brasil
(ABCC, 2005).

Com a massiva intensificagdo da produgdo, foi observado o surgimento de problemas
ecologicos e sanitarios, provocados pelo desequilibrio na interrelagdo entre hospedeiro,
ambiente e patogeno (Galli, 2004), culminando no aparecimento de enfermidade.

Dentre os diversos agentes etiologicos observados na aqiiicultura, os vibrios tém
emergido como importantes patdégenos, merecendo destaque na carcinicultura (Sudheesh &
Xu, 2001). Segundo Ruangpon & Kitao (1991), bactérias deste género sao incriminadas como
0s principais responsaveis pela maior parte das infecgdes bacterianas. Apesar de fazerem parte
dos ecossistemas aquaticos, podem acometer camardes, quer de vida livre ou os cultivados
(Vanderzant et al., 1971).

Alguns autores tém relatado o isolamento de vibrios em camardes peneideos sadios, o
que faz com que a hipotese de que ¢ um género de bactérias oportunistas naturais seja
largamente aceito (Vandenberghe et al., 1999; Gomez-Gil et al., 1998). Leand et al. (1998)
relataram que no hepatopancreas de juvenis de P. monodon ha uma predominancia de
bactérias do género Vibrio.

Todavia, para que a vibriose ocorra, Sung et al. (1999) relataram que deve haver um
incremento no numero de bactérias patogénicas de Vibrio spp. associado a uma significativa

diminui¢do na diversidade da comunidade de vibrios nos viveiros. Essa infec¢ao pode assumir
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a forma localizada ou ainda septicémica afetando todos os orgdos e tecidos (Roque et al.,
2001).

Dentre as diversas espécies bacterianas que afetam os camardes destacam-se na fase
larval o V. harveyi e V. splendidus, quando em fase de crescimento em viveiros, sdo
normalmente infectados pelo V. parahaemolyticus ¢ V. penaeicida, conforme referenciado por
Ishimaru et al. (1995).

Embora inumeros casos de vibriose venham sendo largamente reportados, o
mecanismo de patogenicidade desta bactéria ainda € pouco compreendido. Todavia, ha relatos
de que microrganismos deste género acometem os camardes em todos os estagios de seu
desenvolvimento, gerando perdas econdmicas significativas (Aguirre-Guzman et al., 2004).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar os fatores que interferem na freqiiéncia da
vibriose em camardo marinho (Litopenaeus vannamei) no litoral sul do estado de
Pernambuco.

Material e Métodos

As amostras foram coletadas de quatro fazendas de cultivo de camardo marinho
Litopenaeus vannamei, situadas no litoral sul do estado de Pernambuco. As propriedades
selecionadas apresentavam diferentes portes, sendo uma pequena (até 10 ha), duas médias (10
a 50 ha) e uma grande (>50 ha). Apds a anuéncia dos proprietarios em participarem das
avaliagOes, deu-se inicio as coletas de informagdes (levantamento de dados) e de material
(exames/analises).

Em cada propriedade foi aplicado um questionario visando a obten¢do de informagdes
a cerca do manejo empregado, ressaltando-se as fases de bercario e de engorda. Entre as
principais informacoes coletadas, destacam-se:

Bergario: origem das pos-larvas; data de estocagem; densidade utilizada; tempo de cultivo;

alimento e alimentagdo; uso de drogas/fertilizantes; sobrevivéncia e peso médio final.
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Engorda: estratégia de transferéncia; densidade de estocagem; alimento e alimentagdo; uso de
bandejas; drogas/fertilizagdo; renovacdo de agua; monitoramento das variaveis fisicas e
quimicas da agua; utilizagcdo ou ndo de aeradores e procedimentos de biosseguridade.

Amostras de agua e camarao foram mensalmente coletadas de dois viveiros de cada
fazenda no periodo de novembro de 2005 a outubro de 2006, abrangendo dois ciclos, um na
estagdo chuvosa (inverno) e outro na de estio (verdo). As amostras de agua foram
acondicionadas em recipientes esterilizados e mantidas em caixas isotérmicas e assim
encaminhadas ao laboratério, enquanto que os camardes depois de capturados foram
transportados vivos, sob aeragdo, em sacos plasticos acondicionados em baldes de 20L..

Foram coletadas 66 amostras de dgua dos viveiros para a determinagdo das variaveis
fisicas e quimicas. A determinacdo das concentra¢des de nitrato (NOs), nitrito (NO3),
nitrogénio amoniacal total (NH3 + NHy), fosfato total (PO4) e clorofila-a foram realizadas por
métodos rotineiramente utilizados no Laboratorio de Limnologia da UFRPE.

As variaveis de pH, temperatura, oxigénio dissolvido e salinidade foram mensurados
“in loco” através de equipamentos portateis comercialmente disponiveis no mercado.

As amostras de camardo para a realizacdo do exame a fresco, foram encaminhadas ao
Laboratério de Inspecdo de Carne e Leite (LICAL) da UFRPE. A analise foi composta de dez
camardes de cada amostra para observagdo dos 6rgdos e tecidos, na busca de alteragdes que
poderiam ser sinais de inicio de doenga. Os camardes foram pesados e posteriormente
verificado o tempo de coagulagdo da hemolinfa de cada um. Retiraram-se os fragmentos de
branquias, hepatopancreas, intestino, ceco posterior e musculo, para visualizagdo ao
microscopio optico, seguindo as recomendagdes de Pereira & Santos (2003).

A andlise histopatologica foi realizada seguindo as recomendagdes de Humason
(1972) no Laboratoério de Patologia Maria Ignez Cavalcante da UFRPE. Apds o sacrificio por

choque térmico, os camardes foram mergulhados ou infiltrados com solugdo Davidson’s
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AFA, dependendo do tamanho dos animais. Posteriormente, foram transferidos ao alcool a
50%, diafanizados, incluidos em parafina e cortados a uma de espessura de 3 a 6 pum no
microtomo manual. As laminas foram coradas utilizando-se hematoxilina e eosina e
analisadas em microscopio optico.

As andlises microbiologicas, efetuadas no LICAL compreenderam a contagem total de
Vibrio spp. no camardo (macerado de poés-larva, hemolinfa e hepatopancreas) ¢ na agua,
utilizado-se o meio de cultivo Agar Tiossulfato Citrato Sais de Bile Sacarose (TCBS), de
acordo com o método citado no FDA (1998).

Apds a contagem das coldnias, foram selecionadas aquelas com caracteristicas do
microrganismo alvo foram estocadas para serem submetidas a provas bioquimicas para a
identificacdo da espécie, seguindo-se o método descrito pelo FDA (1998).

As coletas de agua para a efetuacdo das andlises toxicologicas foram realizadas em
quatro pontos com garrafas coletoras: abastecimento, vala lateral, drenagem e zona morta. De
cada ponto foram coletados um litro de sub-amostra e colocadas em um balde para
homogeneizag¢do e posterior envase em garrafas plasticas de 500 mL e acondicionadas em
caixas isotérmicas, sendo transportadas para o Laboratorio de Farmacologia da UFRPE.

As andlises pré-toxicologicas foram efetuadas tomando-se como referéncia os
trabalhos de Chorus & Bartram (1999) e Rocha et al. (2000), objetivando-se manter a
sensibilidade em se detectar a presenga de toxinas importantes na 4gua dos viveiros de cultivo
de camarao, como também de utilizar um ntimero bastante reduzido de animais de laboratorio.
O material biologico obtido, apdés um periodo de armazenamento prévio (5°C), era
recondicionado e submetido a centrifugagcdo a 2000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante era
entdo recolhido e aliquotas de 100 uL eram aplicadas em cada alga (20mm) de tecido ileal de
animais previamente submetidos a procedimento cirurgico mediados por associagdo de

cloridrato de xilazina com cloridrato de ketamina.
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Assim, apds um periodo de 24 horas, os animais eram avaliados clinicamente e
sacrificados (mediante aprofundamento da anestesia), sendo a cavidade abdominal aberta,
para a observacao do conteudo das algas de tecido ileal. Quando necessario, o conteudo era
adequadamente recolhido e armazenado para posterior analise, como também eram repetidos
0S ensaios em que a resposta era positiva.

Para correlacionar a ocorréncia de vibriose com as variaveis de producdo, de manejo e

ambientais, utilizou-se o seguinte modelo linear multiplo:

Vibriose"; = By + BiTC BaNVrorarhguay T BsNVTOTAL(Camario) + BaTox + BsEF + B¢EH
+ B7FQ + Bs Quest + BoEA + ¢;

Em que: A-transformador de Box e Cox; i- i-ésima observagao, Bo, Bi... Bs - pardmetros do
modelo, TC — tempo de cultivo, NVtorarL(Agua) - NUmero de vibrios na dgua, NVrorar(Camario) -
numero de vibrios no camardo, Tox- presenca de toxinas, EF- exame a fresco, EH- exame
histopatologico, FQ- variaveis fisicas e quimicas da dgua, Quest- questionario, EA- estacdo
do ano, ¢;. erro associado a cada observacao.

Para relacionar as varidveis e/ou seus niveis, foi utilizado o processo de Stepwise,
fazendo o lambda (A) variar entre +2 a —2, em escala de 0,1 (Mendes, 1999). Para estimar os
parametros (Bi, Ba...., Bo) utilizou-se o programa computacional Syseapro versao-V.1.

Resultados e Discussao

Para as contagens de Vibrio spp., tanto na agua de cultivo como nas pos larvas,

hemolinfa e hepatopancreas, foram observadas variagcdes que sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores minimos ¢ maximos das contagens de Vibrio spp. em amostras coletadas

em fazendas de cultivo de camardes marinhos.

Amostra Valor minimo Valor maximo
(UFC/mL ou g) (UFC/mL ou g)
Agua 0,0x 10 2,9x 10
Pos-larvas 0,0 x 10 2,1x10°
Hemolinfa 0,1x10 1,1 x10°

Hepatopancreas 7,0 x 10 1,1x10°




Silva, R.P.P. Fatores interferentes na freqiiéncia da vibriose em camardo marinho... 33

Ao correlacionar a vibriose com as variaveis inclusas no modelo, tais como: tempo de
cultivo, numero de vibrios presentes na amostra, presenga de toxinas, exame a fresco, exame
histopatologico, variaveis fisicas e quimicas da agua, estacdo do ano e dados de manejo
obtidos através de questionarios, pdde-se evidenciar que apenas a variavel tempo de cultivo
estava atrelada a vibriose, sendo as demais nao significativas (P>0,05), portanto, excluidas do
modelo. Verificou-se que a interagdo entre os vetores numero de vibrio total (NVtotal) e

tempo de cultivo (TC) foi significativa, obtendo-se as seguintes equagoes:

EQUAGCAO 1: NVr1oraL (Agua)= 114,2329 R?*=99,55%
(1-0,0086 x TC)
® 8475,8129
EQUACAO 2: NVroraL o)) = a-0 0616 X TC) R>=79,21%
EQUACAO 3: NV1orAL (Hemo) = 1049176 R?=99,88%
(1-0,0105xTC)
- -5242.,2024 ) o
EQUACAO 4: NVroraL tepo) = (720,007 x TC) R*=99,36%

Em que: NVriorar - N° de Vibrio spp. presentes na agua, pds larva, hemolinfa ou
hepatopancreas; TC - Tempo de cultivo.

Para todas as equacdes estimadas foi utilizado o teste de D’Agostino-Pearson e
Shapiro-Wilk (Zar, 1999) para verificar se as pressuposi¢des de normalidade ndo foram
violadas.

Foi observada uma tendéncia ao aumento na carga de vibrionaceos em funcdo do
tempo de cultivo para todas as amostras. Os resultados obtidos podem estar fundamentados no
principio de que com o aumento dos dias de cultivo ha um acimulo de matéria organica nos
viveiros em fun¢do de excrementos dos animais, da decomposicdo de ragdes, da morte de
algas, dentre outros, sendo essa matéria organica utilizada como substrato por bactérias do

género Vibrio.
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Em concordancia com os resultados obtidos, Serra et al. (2003) citaram que a
excessiva producdo da biomassa primdria, acimulo de matéria organica no meio, pode
favorecer ao desenvolvimento e a manutencao de espécies patogénicas de vibrio, além de
outros microrganismos igualmente patogénicos.

Os resultados obtidos nas andlises fisicas e quimicas da dgua ndo apresentaram
nenhuma correlagdo com a ocorréncia da vibriose. Os valores minimos ¢ maximos

observados, bem como os aceitaveis e intervalo de confianca sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores médios e intervalo de confianga das variaveis da qualidade da agua

monitorada nos viveiros de produgdo do camardo marinho (L.vannamei).

Variavel Valor Valor Valores Intervalo de
minimo  MAaximo aceitaveis confianca
Clorofila (mg/L) 0 114 0,05-0,2 4,16 £ 4,6
Nitrogénio amoniacal (mg/L) 0 0,08 <0,1 0,0076 £+ 0,0036
Nitrito (mg/L) 0 0,02 0,3 0,0013 +0,0007
Nitrato (mg/L) 0 0,29 0,2-10 0,0177 £0,0121
Fosfato inorganico (mg/L) 0 0,14 0,005 -10,2 0,0398 + 0,0078
Silica (mg/L SiO;) 0 2,42 2-20 0,9139 +0,1473

Considerando aceitaveis as variacoes de concentracdo de substincias inorganicas
dissolvidas nas aguas de viveiros, referenciadas por Boyd (1990), tem-se que, todos os
resultados obtidos, exceto a clorofila, encontram-se dentro do estipulado. O aumento da
clorofila foi acompanhado pelo do fitoplancton, como esperado, uma vez que existem
métodos em que a biomassa fitoplanctonica ¢ determinada mediante a analise de clorofila-a,
por estarem diretamente relacionadas (Matthiensen et al., 1999).

A auséncia de correlagdes entre a ocorréncia de vibriose ¢ as variaveis fisicas e
quimicas da agua, esta relacionada com o fato de que estas apresentaram baixas amplitudes

durante o periodo amostral.
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Serra et al. (2003) ao avaliarem as relagdes existentes entre as variaveis oxigénio,
temperatura, pH, salinidade e nutrientes com a presenca do V. parahaemolyticus em aguas do
rio Anil-MA, obtiveram resultados que apresentaram pobres correlagdes. Segundo os autores,
este fato foi decorrente da oscilagdo destes parametros terem ocorrido dentro da faixa de
maior freqiiéncia do microrganismo, o que nao desfavoreceu sua presenga no ecossistema.

Tanto os exames a fresco quanto o histopatoldgico, ndo apresentaram correlagao
com a vibriose, muito embora, tenham sido observadas, principalmente no periodo final do
cultivo, contagens elevadas de Vibrio spp. Esse fato pode estar atrelado a forma com a qual
estes dados foram ingressados no modelo, uma vez que se langou mao do sistema binario.
Assim sendo, resultados como a nao reple¢do de lipidios nos tibulos do hepatopancreas, por
exemplo, ndo foram considerados como lesdo caracteristica de vibriose, fato que pode ter
contribuido para a auséncia de correlagdes.

Todavia, Alday-Sanz (1994) citou que enzimas digestivas presentes no
hepatopancreas funcionam como uma “peneira” que impedem a colonizagdo das bactérias e
que a ocorréncia desta contaminagdo poderia ser decorrente de uma falha neste mecanismo.

Embora ndo exista um valor padrao para a contagem de vibrios nos camardes, tanto
na hemolinfa quanto no hepatopancreas foram registrados altos indices. Faz-se necessario
ressaltar que a determinagdo da carga de vibrios ndo deve ser dissociada da anamnese dos
animais, o que permitiria concluir um diagndstico, apesar de Lightner (1977) ter citado que
apenas a presenga da bactéria na hemolinfa possibilita a caracterizagdo de um diagndstico
sugestivo de septicemia.

As espécies identificadas foram V. damsela (5,0%), V. anguillaum (20,0%), V.
mediterranei (5,0%), V. proteolyticus (3,3%), V. fluvialis (15,0%), V. halioticoli (3,3%), V.

harveyi (3,3%), V. carchariae (8,0%), V. alginolyticus (3,3%), V. fischeri (5,0%), V. holisae
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(3,3%), V. wvulnificus (8,3%), V. furnissii (1,7%), V. parahaemolyticus (5,0%) e V.
cincinatiensis (5,0%).

Nao foi verificada uma faixa em que os animais apresentassem maiores
mortalidades em fungdo da carga de vibrios. Resultados diferentes foram obtidos por
Vaseeharan & Ramasamy (2003) que ao realizarem a andlise quantitativa de bactérias do
género Vibrio nos viveiros, ao constatarem que quando as contagens atingiam valores de 2,0 x
10> UFC, observava-se significativa mortalidade nas larvas de camardes.

No tocante a estagdo do ano, ndo foram observadas correlagdes. Este fato se deve a
baixa oscilagdo (5°C), durante toda a fase experimental. Este fato justifica também a nao
correlagdo da ocorréncia de vibriose com a presenca de toxinas, pois Padua (2002)
referenciou que as cianobactérias, principal fonte de toxinas, apresentam maior
desenvolvimento em temperaturas a partir de 15°C. Ressalta-se que mesmo na esta¢ao
chuvosa, a regido onde estdo localizadas as fazendas ndo atinge cotas tdo baixas de
temperatura, fazendo com que para esta varidvel ndo apresentasse diferenca entre estagdes
climaticas.

Foram verificados, pelos dados obtidos nos inquéritos, que as praticas de manejo
empregadas ndo apresentavam muitas discrepancias entre as propriedades envolvidas,
situadas na mesma bacia hidrografica apesar de serem de portes distintos. Desta forma, ao se
correlacionar os resultados obtidos através dos questionarios com a ocorréncia de vibriose,
constatou-se a sua ndo existéncia.

Conclusdes
1. Diante do exposto, pdde-se observar que a carga de vibrio tanto na agua de viveiros, como

nas pos-larvas, hemolinfa e hepatopancreas aumentam de acordo com o tempo de cultivo.
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2. Constatou-se, nas condigdes deste experimento, que sdao fatores que ndo interferem na
ocorréncia da vibriose as técnicas de manejo, as variaveis fisicas e quimicas da agua e a
presencga de toxinas.

3. Os exames a fresco e histopatologico, no presente experimento, nao foram ferramentas que

possibilitaram associa¢des com a carga de Vibrio spp.
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6. ANEXOS

APRESENTACAO DO ARTIGO CIENTIFICO

O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginas, incluindo-se as ilustracdes (tabelas e
figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

A ordenagdo do artigo deve ser feita da seguinte forma:

Artigos em portugués — Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletronicos, Resumo,
Termos para indexagao, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introdugdo, Material e
Métodos, Resultados e Discussdo, Conclusodes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e
figuras.

Artigos em inglés — Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos, Abstract, Index
terms, titulo em portugués, Resumo, Termos para indexa¢ao, Introduction, Material and
Methods, Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements, References, tables,
figures.

Artigos em espanhol — Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos, Resumen,
Términos para indexacion; titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introduccién, Material y
Métodos, Resultados y Discusion, Conclusiones, Agradecimientos, Referencias, cuadros e
figuras.

O titulo, o resumo e os termos para indexacao devem ser vertidos fielmente para o inglés, no
caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués, no caso de artigos
redigidos em inglés.

Titulo &

Deve representar o contetido e o objetivo do trabalho e ter no méximo 15 palavras, incluindo-
se os artigos, as preposicdes € as conjuncoes.

* Deve ser grafado em letras mintsculas, exceto a letra inicial, e em negrito.

* Deve ser iniciado com palavras chaves e nao com palavras como "efeito" ou "influéncia".

* Nao deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso,
apresentar somente o nome binario.

* Nao deve conter subtitulo, abrevia¢des, formulas e simbolos.

* As palavras do titulo devem facilitar a recuperacao do artigo por indices desenvolvidos por
bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores &

Grafar os nomes dos autores com letra inicial maitscula, por extenso, separados por virgula;
os dois ultimos sdo separados pela conjuncao "e", "y" ou "and", no caso de artigo em
portugués, espanhol ou em inglés, respectivamente.

* O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um niimero em algarismo arabico,
em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a respectiva chamada de endereco do

autor.
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Endereco dos autores

* Sdo apresentados abaixo dos nomes dos autores, o nome e o enderego postal completos da
instituicao e o endereco eletronico dos autores, indicados pelo nimero em algarismo arabico,
entre parénteses, em forma de expoente.

* Devem ser agrupados pelo enderego da instituicao.

* Os enderecos eletronicos de autores da mesma institui¢do devem ser separados por virgula.

Resumo &

* O termo Resumo deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, na margem
esquerda, e separado do texto por travessao.

* Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo niimeros, preposi¢des, conjungdes €
artigos.

* Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o material € os métodos
empregados na pesquisa, os resultados e a conclusao.

* O objetivo deve estar separado da descri¢ao de material e métodos.

* Nao deve conter citagdes bibliograficas nem abreviaturas.

* O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do indicativo.

Termos para indexacdo &

* A expressdo Termos para indexagdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em letras
minusculas, exceto a letra inicial.

* Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra mintscula.

* Devem ser no minimo trés € no maximo seis, considerando-se que um termo pode possuir
duas ou mais palavras.

* Nao devem conter palavras que componham o titulo.

* Devem conter o nome cientifico (s6 o0 nome binario) da espécie estudada.

Introducéo A

* A palavra Introducao deve ser centralizada na pagina e grafada com letras minusculas,
exceto a letra inicial, e em negrito.

* Deve ocupar, no maximo, duas paginas.

* Deve apresentar a justificativa para a realizacdo do trabalho, situar a importancia do
problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros trabalhos
publicados sobre o assunto.

* O ultimo paragrafo deve expressar o objetivo, de forma coerente com o descrito no inicio do
Resumo.

Material e Métodos &

* A expressdo Material e Métodos deve ser centralizada na pagina e grafada em negrito; Os
termos Material e Métodos devem ser grafados com letras minusculas, exceto as letras
iniciais.

* Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronologica.

* Deve apresentar a descricao do local, a data e o delineamento do experimento, e indicar os
tratamentos, o numero de repeti¢des e o tamanho da unidade experimental.

* Deve conter a descricao detalhada dos tratamentos e variaveis.
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* Deve-se evitar o uso de abreviagdes ou as siglas.

* Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa repetir
0 experimento.

* Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descrigdes de técnicas de uso corrente.

* Deve conter informacao sobre os métodos estatisticos e as transformagdes de dados.

* Deve-se evitar o uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

* Pode conter tabelas e figuras.

Resultados e Discussao &

* A expressdo Resultados e Discuss@o deve ser centralizada na pagina e grafada em negrito;
Os termos Resultados e Discussdo devem ser grafados com letras minusculas, exceto a letra
inicial.

* Deve ocupar quatro paginas, no maximo.

* Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.

* As tabelas e figuras sdo citadas seqiiencialmente.

* Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos frente aos
apresentados por outros autores.

* Dados nao apresentados ndo podem ser discutidos.

* Nao deve conter afirmagdes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no préprio
trabalho ou por outros trabalhos citados.

* As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oragdo do texto
em questdo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se a mesma tabela ou figura, ndo ¢
necessaria nova chamada.

* Nao apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

* As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente obtido.

Conclusodes &

* O termo Conclusdes deve ser centralizado na pagina e grafado em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

* Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com o verbo no
presente do indicativo, e elaboradas com base no objetivo do trabalho.

* Ndo podem consistir no resumo dos resultados.

* Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

* Devem ser numeradas € no maximo cinco.

Agradecimentos i

* A palavra Agradecimentos deve ser centralizada na pagina e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

* Devem ser breves e diretos, iniciando-se com "Ao, Aos, A ou As" (pessoas ou instituicdes).
* Devem conter o motivo do agradecimento.

Referéncias &
* A palavra Referéncias deve ser centralizada na pagina e grafada em negrito, com letras

minusculas, exceto a letra inicial.
* Devem ser de fontes atuais e de periddicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser dos
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ultimos 10 anos e 70% de artigos de periodicos.

* Devem ser normalizadas de acordo com as normas vigentes da ABNT.

* Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por ponto-e-
virgula, sem numeragao.

* Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.

* Devem conter os titulos das obras ou dos periddicos grafados em negrito.

* Devem conter somente a obra consultada, no caso de citagao de citacao.

* Todas as referéncias devem registrar uma data de publicagdo, mesmo que aproximada.

* Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:

Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e o manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa
Maria. Anais. Santa Maria: UFSM, Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia Florestal,
2004. p.153-162.

Artigos de periddicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificacdo de QTL associados a
simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S.; BELTRAO,
N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O agronegdcio da
mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algodao; Brasilia: Embrapa Informagéo
Tecnoldgica, 2001. p.121-160.

Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.O. Cultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do Brasil.
Dourados: Embrapa Agropecudria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e Fruticultura,
2004. 116p. (Embrapa Agropecudria Oeste. Sistemas de produgao, 6).

Teses e dissertacoes

HAMADA, E. Desenvolvimento fenologico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizacdo de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p. Tese
(Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

Fontes eletronicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avalia¢io dos impactos econdmicos, sociais e
ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste: relatorio do ano de 2003.
Dourados: Embrapa Agropecudria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecuaria Oeste.
Documentos, 66). Disponivel em:
'http://www.cpao.embrapa.br/publicacoes/ficha.php?tipo=DOC&num=66&ano=2004. Acesso
em: 18 abr. 2006.

CitacoOes 4
* Nao sdo aceitas citacdes de resumos, comunicagdo pessoal, documentos no prelo ou
qualquer outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados.

* A autocitacdo deve ser evitada.

Redacéo das citacOes dentro de parénteses
* Citagdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maiascula, seguido de
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virgula e ano de publicacao.

* Citagdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maitscula, separados
pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicagao.

* Citacdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a primeira
letra maitiscula, seguido da expressao et al., em fonte normal, virgula e ano de publicagao.

* Citagdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronoldgica e em seguida a ordem
alfabética dos autores.

* Citagdo de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes ndo devem ser
repetidos; colocar os anos de publicagdo separados por virgula.

* Citacdo de citagdo: sobrenome do autor e ano de publicagdo do documento original, seguido
da expressao "citado por" e da citagdo da obra consultada.

* Deve ser evitada a citagdo de citacdo, pois ha risco de erro de interpretacdo; no caso de uso
de citagdo de citagdo, somente a obra consultada deve constar da lista de referéncias.

Redacéo das citacOes fora de parénteses
* Citagdes com os nomes dos autores incluidos na sentenca: seguem as orientacdes anteriores,
com os anos de publicacdo entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Formulas, expressdes e equagdes matematicas 4

* Formulas, expressoes, simbolos ou equacdes matematicas, escritas no editor de equagdes do
programa Word, devem ser enviadas também em arquivos separados, no programa Corel
Draw, gravadas com extensao CDR.

* No texto, devem ser iniciadas & margem esquerda da pagina e apresentar tamanho
padronizado da fonte Times New Roman.

* Nao devem apresentar letras em italico ou negrito.

Tabelas &

* As tabelas devem ser numeradas seqiiencialmente, com algarismo arabico, e apresentadas
em folhas separadas, no final do texto, ap6s referéncias.

* Devem ser auto-explicativas.

* Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

* Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

* O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve ser
claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e das
variaveis dependentes.

* No cabecgalho, os nomes das variaveis que representam o conteudo de cada coluna devem
ser grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das abreviaturas no
titulo ou nas notas-de-rodapé.

* Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional de
Unidades.

* Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo algarismo.

* Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da tabela;
dados ndo apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-rodapé
explicativa.

* Na comparacao de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna ou na
linha, a direita do dado, letras mintsculas ou maitsculas, com a indicagdo em nota-de-rodapé
do teste utilizado e a probabilidade.



Silva, R.P.P. Fatores interferentes na freqiiéncia da vibriose em camardo marinho... 50

* Devem ser usados fios horizontais para separar o cabegalho do titulo, e do corpo; usé-los
ainda na base da tabela, para separar o conteudo dos elementos complementares.

* Fios horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabegalho e do corpo; ndo usar fios
verticais.

* As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela; ndo
fazer espacamento utilizando a barra de espaco do teclado, mas o recurso recuo do menu
Formatar Paragrafo.

Notas de rodapé das tabelas

* Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem constar
nas referéncias.

* Notas de chamada: sdo informagdes de carater especifico sobre partes da tabela, para
conceituar dados. Sao indicadas em algarismo ardbico, na forma de expoente, entre
parénteses, a direita da palavra ou do numero, no titulo, no cabegalho, no corpo ou na coluna
indicadora. Sdo apresentadas de forma continua, sem mudanca de linha, separadas por ponto.
* Para indicagdo de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma de
expoente, a direita do dado, as chamadas ™ (ndo-significativo); * e ** (significativo a 5 ¢ 1%
de probabilidade, respectivamente).

Figuras &

* Sdo consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar o
texto.

* S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a documentagao
dos fatos descritos.

* O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em
algarismo arabico, e do ponto, em negrito.

* Devem ser auto-explicativas.

* A legenda (chave das convencdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no titulo,
ou entre a figura e o titulo.

* Nos graficos, as designacdes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais maiusculas, e
devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

* Figuras ndo-originais devem conter, apds o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as fontes
devem ser referenciadas.

* O crédito para o autor de fotografias ¢ obrigatdrio, como também ¢ obrigatorio o crédito
para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido acao criativa em sua elaboracao.

* As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras devem
ser padronizados.

* Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como: circulo,

quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).
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* Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do
quadrante.

* As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de informagdes que
comprometa o entendimento do grafico.

* Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reproducao grafica
e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

* Devem ser gravadas no programa Word, Excel ou Corel Draw (extensao CDR), para
possibilitar a edicdo em possiveis correcoes.

* Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

* No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 ¢ 100%,
para cinco varidveis).

* Nao usar negrito nas figuras.

* As figuras na forma de fotografias devem ter resolu¢ao de, no minimo, 300 dpi e ser
gravadas em arquivos extensao TIF, separados do arquivo do texto.

* Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.



