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RESUMO

As doengas de origem bacteriana, principalmente aquelas causadas por organismos do género
Vibrio, sdo responsédveis por perdas econdomicas significativas na industria de camardes. Este
trabalho objetivou determinar a concentracao de hidréxido de calcio [Ca(OH),] capaz de inibir
in vitro o crescimento de Vibrio harveyi, e testar in vivo sua utilizacdo em viveiros de cultivo. Para
o experimento in vitro utilizaram-se frascos com meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion), o
qual foi suplementado com Ca(OH), em quatro diferentes concentragdes: 0; 0,018 g/L; 0,025 g/L;
0,036 g/L, inoculado com 1,2x10" unidades formadoras de colonias (UFC)/mL e incubado por
24 h com agitacdo continua. Nos quatro tratamentos, o crescimento bacteriano foi estimado
por contagem total de colonias em placas, pelo método de dilui¢des sucessivas (1/10). Para o
experimento em viveiros utilizou-se Ca(OH), na concentragao de 0,018 g/L, adicionado de forma
fracionada durante trés dias de cultivo. A concentracdo de bactérias totais em meio de cultura Agar
Marine e de vibrides em meio de cultura TCBS (Thiosulfate-Citrate-Bile Salts-Sucrose) foi avaliada
por contagem total de colénias em placas, antes e 48 h apds a aplicagdo do hidréxido de célcio.
Apbs a aplicagdo do hidréxido de célcio, a concentragao de vibrides diminuiu (p < 0,05) de 4,36+0,1
(log UFC/mL*DP) para 3,07+0,36 (log UFC/mL+DP), ndo sendo, porém, observado decréscimo
significativo da concentracao de bactérias totais. Desta forma, evidenciou-se que Ca(OH), pode ser
utilizado no controle de vibrioses em sistemas de cultivo.

Palavras-chave: Vibrio; Litopenaeus vannamei; hidréxido de célcio

CONTROL OF Vibrio sp. USING CALCIUM HIDROXIDE IN POND
OF SHRIMP (Litopenaeus vannamei) CULTURE IN SANTA CATARINA

ABSTRACT

Bacterial diseases, mainly those caused by bacteria of the Vibrio genus, are responsible for
significant economic losses in the shrimp production. This study aimed to verify the concentration
of calcium hydroxide [Ca(OH),] able to inhibit growth of Vibrio harveyi in vitro, and also to test
in vivo its use in culture ponds. For the in vitro experiment, bottles were used with BHI culture
medium (Brain Heart Infusion) supplemented with Ca(OH), in four different concentrations
(0;0.018 g/L; 0.025 g/L and 0.036 g/L), inoculated with 1.2 x 10" CFU/mL and incubated for 24 h
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under continuous agitation. The bacterial growth in the treatments was estimated by total counting
of colonies in plates by successive dilutions (1/10). For the experiment in culture ponds, calcium
hydroxide in the concentration of 0.018 g/L was applied for three consecutive days. Total counting
of colonies in Marine agar and TCBS (Thiosulfate-Citrate-Bile Salts-Sucrose) plates was done before
and 48 h after calcium hydroxide application. The Vibrio concentration decreased significantly
after the application, from 4.36+0.1 (log UFC/mL#+DP) to 3.07+0.36 (log UFC/mL+DP). However,
significant decrease in the concentration of total bacteria was not observed. In this way, it was
evidenced that Ca(OH), can be used in the control of Vibrio spp. in rearing systems.
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INTRODUCAO

As doengas sdo responséveis por perdas econo-
micas significativas na industria de camardes. Com
a evolugdo das técnicas de identificacdo de microrga-
nismos, constatou-se que as bactérias que causam
infecgbes presentes em organismos aqudticos sdao
predominantemente Gram-negativas (LIGHTNER
e REDMAN, 1998).

Dentre as bactérias patogénicas que afetam o
camarao, destacam-seas do género Vibrio. A septicemia
provocada por vibriose é caracterizada pelos sinais
clinicos de estresse, como musculatura abdominal
opaca, anorexia, expansdo dos cromatéforos e
presenca de necroses (SONG ef al., 1993). Este
grupo de bactérias tem causado mortalidades em
larviculturas e na engorda de camardes em diferentes
paises (ABRAHAM e PALANIAPPAN, 2004). Vibrio
harveyi é um dos agentes infecciosos responsavel
pela “doenca luminescente” em camardes, que causa
grandes perdas nessas atividades (RUANGPAN et
al., 1999).

Os vibrides sdo encontrados normalmente na
flora intestinal de camardes sadios, e a ocorréncia de
doengas é resultado de predisposicdo dos camardes
ao estresse, combinada com a presenca de alguma
cepa de Vibrio oportunista (LIGHTNER e REDMAN,
1998).

Para o controle destas enfermidades, a profilaxia
com antibidticos tem sido a estratégia mais utilizada
em carcinicultura (SKJERMO e VADSTEIN, 1999).
Porém, o uso massivo de antibioticos tende a
selecionar cepas de bactérias resistentes aos mesmos
(HOLMSTROM et al., 2003).

Uma medida profilatica comum na aqiiicultura
asiatica é a aplicacao de hidréxido de célcio [Ca(OH),]
em viveiros de cultivo para combater doengas e
melhorar a qualidade de dgua (FAIRWEATHER,
1999). Segundo CHINABUT (1994), o hidréxido
de calcio tem acdo sanitizante, e sua aplicacdo em
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viveiros de peixes durante mortalidades foi eficaz
no controle destas.

Este trabalho objetivou determinar in vitro a
dosagem inibitéria de hidréxido de célcio sobre
Vibrio harveyi e vibrides de viveiros de cultivo do
camarao Litopenaeus vannamei.

MATERIAL E METODOS

Para o teste in vitro foram utilizados frascos
com 200 mL de meio de cultura BHI (Brain Heart
Infusion) ao qual foi adicionado hidroxido de
calcio em quatro diferentes concentracdes: 0; 0,018;
0,025; 0,036 g/L, com quatro repeticdes cada uma.
Apés esta preparagdo, em cada frasco, o meio
de cultura foi inoculado com 1,2x10" UFC/mL
(unidades formadoras de colonia por mL) de V.
harveyi (U.H. 2343) e, a seguir, incubado por 24 h
em banho microprocessado, com agitacao continua
e a temperatura de 28 °C. Passado este periodo, o
crescimento de V. harveyi em todos os tratamentos
foi estimado pela contagem do nimero total de
coldnias formadas nas placas. Para isto, o material
de cada frasco, ap6s diluicoes sucessivas (1/10 até a
diluicao 10%¥), foi semeado em placas de Agar TCBS
(Thiosulfate-Citrate-Bile Salts-Sucrose:meio para
crescimento de vibrides) e incubado a 30 °C por 24 h,
para posterior contagem do ntmero de colonias
formadas.

Foram utilizados trés viveiros de terra de 1,5 ha
cada um, localizados em Laguna, Santa Catarina.
Os viveiros foram povoados com 15 camardes/m?
com peso médio aproximado de 2 gramas. Amostras
de dgua foram coletadas proximo as comportas de
escoamento e, ap6s diluigdes sucessivas (1/10 até a
diluicdo 10%), semeadas em meio de cultura Agar
Marine, para contagem total de bactérias, e em Agar
TCBS (Thiosulfate-Citrate-Bile Salts-Sucrose), para
contagem total de organismos do género Vibrio. Apos
a contagem, aplicou-se Ca(OH), na concentragao
de 60 kg/ha.dia, de forma homogénea por toda a
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superficie do viveiro durante trés dias consecutivos
(totalizando a concentracdao de 0,018 g/L ou 180
kg/ha). Passadas 48 h da aplicacdo de Ca(OH),
novas amostras de dgua foram coletadas, sendo
repetido o procedimento descrito anteriormente.

Para ambos os experimentos, os valores obtidos
apresentaram heterogeneidade de variancia pelo
teste de Barttlet, sendo transformados para logaritmo
(log,,), para homogeneizacao das variancias. Para
o experimento in vitro foi realizada andlise de
varidncia, para verificar a existéncia ou nao de
diferengas significativas entre os tratamentos, e
posteriormente o teste de separacao de médias SNK.
Para o experimento em viveiros, utilizou-se o t-test
para avaliar a ocorréncia de diferengas significativas
entre as contagens de bactérias antes e apods a
aplicagdo de hidréxido de calcio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que o hidréxido de célcio tem a
capacidade de inibir, in vitro, o crescimento de Vibrio
harveyi. A concentracao de 0,036 g/L de Ca(OH),
proporcionou a maior inibicao de Vibrio harveyi
(7,63+0,30=log UFC/mL), seguida pela concentracao
de 0,025 g/L (8,16+0,09=log UFC/mL), que nao
diferiu da concentracao 0,018 g/L (8,39+0,37=log
UFC/mL). No frasco em que nao se adicionou
Ca(OH), ao meio de cultura, observou-se maior
crescimento bacteriano: 11,03+0,02=log UFC/mL
(Tabela 1).

Tabela 1. Efeito inibitério in vitro de diferentes
concentracdes de hidroxido de célcio (g/L) aplicado
ao meio de cultura BHI sobre o crescimento de Vibrio
harveyi. (UFC=Unidade Formadora de Colonia)

Concentracio de UFC/mL 24 h apos a
Ca(OH), no meio de  aplicacio de Ca(OH),
cultura (log x £ DP)
0 11,03 £ 0,02 a*
0,018 8,39+0,37b
0,025 8,16£0,09b
0,036 7,63 +£0,30 ¢

* Letras distintas indicam diferenca significativa pelo SNK
(p <0,05).

A inibicdo do crescimento de V. harveyi por
hidréxido de célcio pode estar relacionada a
capacidade deste composto em inibir a agao de
enzimas bacterianas, gerando efeito antimicrobiano e
ativando enzimas teciduais, como a fosfatase alcalina,
e conduzindo ao efeito de melanizagéo ou cicatrizacao.

Varios trabalhos evidenciaram a participacao ativa de
ions célcio no processo de mineralizacdo (PASHLEY
etal., 1986; SEUX et al., 1991, WAKABAYASHI et al.,
1993). Ao entrar em contato com a 4gua, o hidréxido
de célcio libera ions hidroxila, os quais, segundo
SAFAVIe NICHOLS (1994), agem sobre as bactérias
Gram-negativas, hidrolisando os lipopolissacarideos
da parede celular bacteriana e, assim, degradando o
lipidio A e ocasionando a lise celular. ESTRELA et al.
(2001) demonstraram efeito semelhante de inibigdo,
causado pelo hidréxido de calcio in vitro, sobre outros
microrganismos, tais como Micrococcus luteus (ATCC
9341); Staphylococcus aureus (ATCC6538); Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853); Fusobacterium nucleatum
(ATCC 25586); Escherichia coli e Streptococcus sp.

No experimento em viveiros, a concentracao
de 0,036 g/L de hidréxido de calcio foi excluida,
devido a acdo floculante do hidréxido quando em
altas concentragoes (VINATEA, 2004), o que poderia
provocar a precipitagdo de todas as microalgas
presentes na dgua do viveiro. Como a concentracao
0,018 g/L (180 kg/ha) ndo diferiu significativamente
da concentracdo 0,025 g/L (250 kg/ha) quanto
a inibicdo in vitro, utilizou-se a primeira por ser
economicamente mais vidvel em larga escala.

A aplicagdo de Ca(OH,) na dgua dos viveiros
de camardo reduziu significativamente a carga de
vibriondceas, tanto as sacarose-positivas quanto as
negativas, nao reduzindo, porém, a carga de bactérias
totais no viveiro de cultivo (Tabela 2).

O hidréxido de calcio atua contra todos os
tipos de microrganismos, dentre eles, os aerébios,
microaeroéfilos e anaerébios, inativando sistemas
enzimaticos presentes na membrana citoplasmatica,
com a subseqiiente alteracdo de mecanismos
biolégicos dependentes da membrana, e promovendo
efeitos toxicos e lesivos as células microbianas
(ESTRELA et al. 1995). Os resultados obtidos neste
trabalho, porém, sugerem que o hidréxido de célcio
pode estar agindo de maneira seletiva, reduzindo
de forma mais eficiente a populagdo de vibriondceas
da agua.

Como constatado neste trabalho, o hidroxido
de célcio possui propriedades que possibilitam seu
emprego na aqiicultura, em razdo de sua eficdcia
antimicrobiana. A efetividade antimicrobiana
conferida pela aplicacdo do hidréxido de célcio
pode proporcionar aumento expressivo do indice
de sucesso de seu uso no tratamento de necroses
causadas por vibrionaceas.
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Tabela 2. Concentracao de bactérias na dgua de viveiros de cultivo de camardo marinho (Litopenaeus vannamei) antes

e 48 h ap6s a aplicacao de Ca(OH),

UFC/mL + DP, antes UFC/mL % DP, 48 h apés
Populagio da aplicacdo de Ca(OH),  aplicacdo de Ca(OH),
(log UFC/mL + DP) (log UFC/mL + DP)
Colonias verdes em TCBS 4,13 +£0,067 a 2,64+0427 b
Coldnias amarelas em TCBS 3,94+0,24 a 2,86+0,327 b
TCBS total 436+0,10 a 3,07+0,36 b
Contagem total em Agar Marine 4,48 £0,62 a 3,57 +£0,96 a

* Letras distintas indicam diferenca significativa pelo t-teste (p < 0,05).
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