PPGPA 2,

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PRODUGCAO ANIMAL

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUCAO ANIMAL

BACTERIOSES EM VIVEIROS DE CAMARAO MARINHO
EM MOSSORO-RN

LUCIANA VERAS DE AQUINO FIGUEIROA

MOSSORO/RN - BRASIL
JULHO /2013



LUCIANA VERAS DE AQUINO FIGUEIROA

BACTERIOSES EM VIVEIROS DE CAMARAO MARINHO
EM MOSSORO-RN

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal
Rural do Semi Arido - UFERSA, Campus de
Mossor6, como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de Mestre em Producéo
Animal.

Orientador: Prof. Dr. José Ticiano Arruda Ximenes de Lima

Co-Orientador: Prof. Dr. Francisco Marlon Carneiro Feijo

MOSSORO/RN - BRASIL
Julho — 2013



Ficha catalografica preparada pelo setor de classificacéo e
catalogacio da Biblioteca “Orlando Teixeira” da UFERSA

F475b Figueirba, Luciana Véras de Aquino.

Bacterioses em viveiros de camardo marinho em Mossord/RN.
/ Luciana Véras de Aquino Figueirda. -- Mossord, 2013.

73f.: il

Dissertagdo  (Mestrado em Produgdo Animal) -
Universidade Federal Rural do Semi-Arido.
Orientador: Prof. Dr. José Ticiano Arruda Ximenes de

Lima.

Co-Orientador: Prof. Dr. Francisco Marlon Carneiro
Feijo.

1.Litopenaeus vannamei. 2.Anédlises presuntivas.

3.Vibriose. 4.Hepatopancreatite necrosante bacteriana (NHP-
B). 5.Histopatologia. 1. Titulo.
CDD: 639.5

Bibliotecaria: Keina Cristina Santos Sousa e Silva
CRB 15 120




LUCIANA VERAS DE AQUINO FIGUEIROA

BACTERIOSES EM VIVEIROS DE CAMARAO
MARINHO EM MOSSORO-RN

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal Rural do Semi Arido - UFERSA.
Campus de Mossord, como parte das
exigéncias para obtencio do titulo de
Mestre em Producfio Animal.

APROVADA EM 30/ 03/ 20{3

BANCA EXAMINA%

Prof. Dr. José ”j/ }mno Arr, da Ximenes de Lima (UFERSA)

'S : \ ol Z
Prof. Dr. FrancMmro Fe]/\(UFERSA)

(Segundo Membro — Co- Orlent or)

Prof, })/Alexan rf':/aul%a (UFERSA)
(Tercefro Membro)




Ofereco este trabalho ao meu filho,
Rafael Henrique, fonte de amor e
carinho.



Busque em primeiro lugar o Reino de
Deus e a sua justica, e todas essas
coisas serdo acrescentadas a vocCés.

Mateus 6:33



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela graca de forca e esperanca que me acompanham ao longo da vida. Sem elas,
0 sonho de chegar a Mestre em Produgdo Animal néo seria realizado. Obrigada, Senhor.
Aos meus pais, Francisco Praxedes de Aquino e Joana D’Arc Véras de Aquino, pela
educagdo, amor, carinho, respeito, incentivo, apoio e sempre acreditar em mim. Presentes
em todos 0s momentos de minha vida, mostrando-me caminhos certos e orientando-me nas
decisdes a serem tomadas. Acompanhando-me nos risos dos momentos bons e apoiando-
me nas situacdes dificeis. Ndo existem palavras para descrever meus agradecimentos, nem
gestos que expressem todo carinho que dedico a eles. Obrigada. Amo muito vocés.

Ao meu marido Carlos Henrique Figueirba Batista e ao meu filho Rafael Henrique, que me
acompanharam e incentivaram ao longo dessa jornada. Obrigada. Amo muito voces.

Ao orientador Prof. Dr. Jose Ticiano Arruda Ximenes de Lima, pelos ensinamentos,
incentivos a pesquisa, paciéncia, apoio, confianca e credibilidade em mim depositados.

Ao Prof. Dr. Francisco Marlon Carneiro Feijo, por aceitar participar da minha dissertacgéo,
enriquecendo-a com suas sugestoes.

A Universidade Federal Rural do Semi - Arido (UFERSA), pela oportunidade de ampliar
meus conhecimentos.

Ao Programa de Po6s-Graduacdo em Producdo Animal (PPGPA), pela oportunidade de
realizar o sonho de me tornar mestre.

A Coordenacido de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pelo apoio
financeiro concedido através da bolsa de mestrado, sem o qual a pesquisa ndo seria
realizada.

A equipe do Laboratério de Sanidade Aquética (LASA), Tarcisio, Bruna, Daniana e
Tanyla, pelo apoio, amizade, incentivo e participacdo constante nas etapas do experimento.
A Liliane Elzi, pela amizade, apoio e carinho, que sempre me dedicou. Suas palavras de
encorajamento foram fundamentais para vencer obstaculos nos momentos mais dificeis do
trabalho.

As Engenheiras de Pesca Livia e Larissa, pela prestimosa colaboracio na coleta de dados.
A Waldir, Gordo, Ronildo, Glénio, Ida, Neném, Janeide e Joseval, pela colaboragéo.

A todos 0s amigos da turma de mestrado do PPGPA, pelo apoio e troca de experiéncia.



BACTERIOSES EM VIVEIROS DE CAMARAO MARINHO EM MOSSORO-RN

FIGUEIR@A, Luciana Véras de Agquino. BACTERIOSES EM VIVEIROS DE
CAMARAO MARINHO EM MOSSORO-RN. 2013. 73f. Dissertacdo (Mestrado em
Producdo Animal) — Universidade Federal Rural do Semi — Arido (UFERSA), Mossoro-
RN, 2013.

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi identificar bacterioses que acometem o camaréo
marinho em cultivo tradicional em &guas euhalina e oligohalina no municipio de Mossoro,
estado do Rio Grande do Norte. Foram utilizadas analises presuntivas e confirmatérias
com histologia e microbiologia para avaliar a sanidade dos camardes. Os animais foram
coletados de forma aleatoria em viveiros euhalino e oligohalino. Na analise clinica dos
camardes provenientes dos viveiros euhalino com elevadas mortalidades, registrou-se
morbidade de 89,5% de enfermos, verificando-se lesdes melanizadas, necrose focal a
difusa nos segmentos abdominais, uropodos com cromatoforos expandidos e reducdo dos
niveis de lipidios do hepatopancreas. Histologicamente, foi observada auséncia de
citoplasma nas células B com bactérias intracitoplasmaticas apresentando nucleos
picnoticos e basoéfilos, confirmando a Hepatopancreatite Necrosante Bacteriana (NHP-B)
como agente causador de elevadas mortalidades nestes viveiros. Na analise clinica dos
camardes microbiologicamente positivos de viveiro oligohalino apresentaram lesdes
melanizadas na cuticula, opacidade difusa da musculatura, cromatoforos expandidos,
principalmente nos apéndices pereidpodos e uropodos. Microscopicamente, os tubulos dos
hepatopancreas apresentaram reducado significativa dos teores de lipidios com presenca de
deformidades, atrofia e necrose dos tubulos. Microbiologicamente, o microorganismo
identificado no hepatopancreas foi Vibrio fluvialis com quantificacdo entre 3,0 e
3,1x10°UFC/g causando a vibriose sistémica nestes individuos.

PALAVRAS CHAVE: Litopenaeus vannamei, Analises presuntivas, Vibriose,
Hepatopancreatite Necrosante Bacteriana (NHP-B), Histopatologia.



BACTERIOSIS IN NURSERY OF MARINE SHRIMP IN MOSSORO-RN

FIGUEIROA, Luciana Véras de Aquino. BACTERIOSIS IN NURSERY OF MARINE
SHRIMP IN MOSSORO-RN. 2013. 73f. Master Science Degree in Animal Science —
Universidade Federal Rural do Semi — Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2013.

ABSTRACT: The purpose of this study was to identify bacterial diseases that affect the sea
shrimp in traditional cultivation with euhaline and oligohaline water in Mossor6/RN. The
sanity of shrimp was evaluated by presumptive analysis and confirmatory with histology
and microbiology. The animals were collected in an aleatory way in euhaline and
oligohaline nurseries. In clinical analysis of the coming shrimps of the nurseries euhalino
with high mortalities, enrolled 89,5% morbidity shrimp of being verified melanized
lesions, focal necrosis the diffuse in the abdominal segments, uropods with
chromatophores expanded and reduced levels of lipids of the hepatopancreas.
Histologically, was observed cytoplasm absence in the cells B with bacteria
intracytoplasmic presenting pyknotic and basophils nuclei, confirming Necrotizing
Hepatopancreatitis (NHP-B) causing high mortalities in these nurseries. In the clinical
analysis of the shrimps positive microbiologically of the nursery oligohaline showed
melanized lesions in the cuticle, diffuse opacity of the muscles, especially in
chromatophores expanded appendices pereiopods and uropods. Microscopic, tubules of the
hepatopancreas showed a significant reduction of the levels of lipids in the presence of
deformities, atrophy and necrosis of the tubules. Microbiological was identified
microorganism in the hepatopancreas was Vibrio fluvialis with quantification between 3,0
to 3,1 x 103CFU/g as causing systemic vibriosis in these individuals.

KEYWORDS: Litopenaeus vannamei. Presumptive analyzes Vibriosis, Necrotizing
Hepatopancreatitis (NHP-B). Histopathology.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 PRODUCAO DE CAMARAO MARINHO

A producdo mundial de pescado no ano de 2011 foi 146,3 milhdes de toneladas, das
quais 83,7 milhGes da pesca extrativa e 62,6 milhdes da exploracdo aquicola. No que diz
respeito a pesca extrativa, a China foi camped, respondendo com 60% do total. O Brasil,
apesar de todo potencial existente, ficou apenas com 0,75% da produgdo mundial de 2011,
ou seja, 630.000 toneladas (FAO, 2011).

No caso especifico do camardo, de acordo com a FAO (2013) a producéo extrativa
mundial saltou de 1,5 milhGes de toneladas em 1979, para 3,3 milhGes de toneladas em
2011, o que representa um crescimento de 120%. Vale salientar que, em 2011, a producdo
mundial de camardo cultivado superou a extrativa, pois foi de 3,9 milhdes de toneladas. A
China também lidera a producdo mundial de camaréo cultivado, impulsionada pelo bom
desempenho da espécie L. vannamei, originaria do Pacifico e introduzida naquele pais em
1999.

Na América Latina o pais que lidera a producdo e exportacdo de camardo é o
Equador, que, em 2011, produziu 260.000t, das quais 142.469t foram exportadas. O Brasil,
que em 2003 exportou mais do que o Equador, reduziu a producdo de camardo em 27,2%,
chegando em 2011 a exportar zero do produto. Isso apesar das condi¢cdes excepcionais de
localizagdo geogréfica, clima, disponibilidade de area, qualidade da agua, mdo de obra
abundante, etc. (OSTRENSKY et al., 2007).

No que diz respeito ao estado do Rio Grande do Norte, a producdo de camarao caiu
de 37.473t em 2003, para 30.807t em 2004 e 17.742t em 2011 (ROCHA et al., 2013b).
Borba e Nogueira (2013) destacam que a carcinicultura potiguar caracteriza-se por
acentuada participacdo do micro e pequeno produtor (de 5 a 10 hectares) que, mesmo com
67,6% do numero de empreendimentos do estado, respondem por apenas 15,1% do total
produzido. Todo resto é creditado aos considerados grandes empreendimentos, acima de

50 hectares.
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1.2 A ESPECIE Litopenaeus vannamei

A espécie Litopenaeus vannamei, também conhecida como camardo branco do
Pacifico, que segundo Barbieri Junior e Ostrensky Neto (2002) tém distribuicdo geogréfica
natural de Sonora (México) a Tumbes (Peru), encontrada em regido infralitordnea até
profundidades de 72 metros.

De acordo com Ostrensky et al. (2007) essa espécie foi introduzida no Brasil em
meados dos anos 1980, porém, a partir de 1994/95 é que comecou a ser produzida
comercialmente. Tornou-se conhecida e aceita no mercado devido a excelente qualidade da
carne, destacando-se pelo sabor caracteristico, firmeza e coloracdo. Adaptou-se bem ao
litoral brasileiro onde encontrou condi¢cbes climaticas favoraveis para seu
desenvolvimento.

A espécie apresenta caracteristicas que favoreceram a adaptabilidade ao Brasil como
elevado grau de rusticidade, rapido crescimento em todas as fases do processo produtivo,
desenvolvimento rapido em baixas densidades de estocagem e capacidade de suportar
amplitude térmica entre 9-34°C (BRASIL, 2001; CARVALHO, 2004).

A regido Nordeste e, em particular, o Estado do Rio Grande do Norte, oferecem
condicdes excepcionais para 0 crescimento no cultivo de camar@es, destacando-se como
pontos positivos a disponibilidade de area adequada, méo de obra e localizacdo geogréafica
estratégica em relacdo aos mercados externos (ABCC, 2004).

Com habilidade em manter regulacdo osmotica, L. vannamei pode habitar aguas com
salinidade que vao de 0,5%o0 até 40%o. (BRAY et al.,, 1994; PONCE-PALAFOX et al.,
1997), mas a faixa de salinidade considerada ideal € entre 15%o € 25%0 (VINATEA, 2004).

Segundo Boyd (2001) a salinidade deve ser de pelo menos 0,5%. para a
sobrevivéncia e crescimento do camardo, podendo ser cultivada também em agua doce.
Quando a salinidade é associada a temperatura da agua, chega-se aos valores de 14,7-
31,1%o para temperaturas entre 27-30°C (HERNANDEZ et al., 2006).
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1.3 FATORES AMBIENTAIS PARA A SAUDE DOS CAMAROES

Salinidade e temperatura sdo apontadas como os principais fatores abidticos com
influéncia na vida dos organismos aquéticos. Essa influéncia varia de acordo com o estagio
do ciclo de vida da espécie (CHEN et al., 1995; YE et al., 2009).

Camardes apresentam elevada tolerancia as flutuagdes dos niveis de salinidade da
agua, devido a sua capacidade de osmorregulacdo, caracteristica adquirida ao longo do
processo evolutivo desses animais. Em locais com elevada salinidade, os camarfes
mantém a concentra¢do interna menor do que a do meio ambiente; no caso contrario,
quando o meio apresenta baixa salinidade, os animais conservam a concentracdo interna
maior (CHARMANTIER, 1987).

Segundo Nunes (2001), os camardes marinhos, durante o0 processo de
osmorregulacdo em aguas com elevada salinidade, retém &gua e excretam sais, 0 que evita
0 acumulo de ions em seus fluidos corporais e, consequentemente, a desidratacdo celular.
Em ambientes de agua doce, o0 animal perde uma grande quantidade de agua, retendo ions.

Hickman et al. (2001) revela que a temperatura também apresenta grande
importancia para 0s camarfes, ja que eles sdo animais pecilotérmicos, ou seja, a
temperatura do corpo varia de acordo com a do meio em que estdo inseridos. Para esse
autor, em aguas frias, a temperatura do corpo do animal cai e o processo metabdlico
diminui, provocando reducdo na quantidade de energia que ele utiliza para realizar as
atividades de reproducdo. No caso contrario, em temperaturas elevadas, o metabolismo se
acentua, levando a uma maior demanda de energia.

O desenvolvimento satisfatdrio e as fungbes osmorregulatérias normais dos camardes
estdo intimamente relacionados com as concentracGes de ions bicarbonato, sulfato, cloreto,
calcio, magnésio e potassio, na agua onde eles sdo cultivados (BALBI et al., 2005).

Le Moullac et al. (1998); Brock e Main (1994) acreditam que ha uma ligacao clara
entre as condi¢fes ambientais e 0s processos infecciosos, alteracdes nas condi¢cbes normais
climaticas apresenta um efeito significativo no aparecimento de doencas.

A reducdo de oxigénio dissolvido na dgua, de acordo com Van Wyk e Scarpa (1999),
limita a habilidade que os animais tém para metabolizar os alimentos, ocasionando
prejuizos nas taxas de crescimento e conversdo alimentar. A faixa ideal recomendada pelos

autores é de 5 a 9mg de oxigénio dissolvido em um litro de agua.
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Camardes marinhos toleram muito bem um pH entre 7 e 9. Entretanto, em ambientes
acidos (pH inferior a 6,5) ou béasicos (pH superior a 10), as branquias do animal sdo
afetadas, ocasionando supressdo do crescimento (DECAMP et al., 2003).

1.4 SISTEMA IMUNOLOGICO DOS CAMAROES

Os crustaceos sdo dotados apenas de um sistema imune inato, que esta intimamente
relacionado com a hemolinfa. A hemolinfa é composta por uma fracdo celular,
representada pelas células circulares ou hemdcitos e por uma fracdo liquida, constituida
pelo plasma que contém diferentes fatores humorais (BARRACCO et al., 2008).

Segundo Barracco (2004) as respostas imunes celulares estdo relacionadas com 0s
hemacitos e incluem a fagocitose de micro-organismos, a formagao de nodulos e capsulas
em torno de particulas estranhas e os mecanismos citotoxicos intracelulares utilizados para
degradar e eliminar agentes invasores.

Os principais sistemas de defesa dos crustaceos sdo: coagulacdo da hemolinfa;
melanizacdo mediada pelo sistema de pro-fenoloxidase (proPO); reconhecimento seguido
de aglutinacdo celular mediada por lecitinas, sistemas antibacterianos, antifungicos e
antivirais mediados por peptideos; RNA de interferéncia e por proteinas de
reconhecimento padréo (PRP); producéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e o
sistema fagocitico de encapsulamento, como relata Iwanaga e Lee (2005).

O sistema de coagulacdo da hemolinfa € um mecanismo imunolégico muito
importante em que a reacdo de coagulacdo depende da enzima transglutaminasa (TGasa) e
durante este processo a proteina de coagulacdo (CP) é o componente principal na
gelificacdo do plasma que resulta em coagulos estaveis atraves da reacdo de unido cruzada
entre suas moléculas mediadas pelo TGasa (BARRACCO et al., 2008).

Dentre os parametros acima citados, Lightner (1996) considera que as alteracGes
mais evidentes em camardes infectados ou estressados referem-se a modulacdo do namero
total de hemdcitos e a diminuicdo da capacidade coagulante da hemolinfa. No mesmo
sentido, Jussila et al. (2001) afirma na pratica de cultivo, 0 aumento no tempo de

coagulacdo da hemolinfa em crustaceos sobre estresse fisioldgico ou durante infeccdes.



18

A primeira linha de defesa celular do sistema imune contra a invasdo de micro-
organismos é o processo de fagocitose, conforme Martin et al. (1996) este processo ocorre
com a migracdo dos hemdcitos para o local da invasdo onde o agente estranho € englobado
e interiorizado dentro de um fagossomo, posteriormente associa-se com vesiculas e
granulos presentes no citoplasma. Uma vez fundidas estas duas estruturas, um arsenal de
compostos degradativos e microbicidas sdo liberados nos vacuolos fagociticos, levando a

degradacdo das particulas endocitadas (Figura 1).
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Figura 1. Respostas imunoldgicas induzidas pelos hemdcitos, apos reconhecimento dos
patogenos, via PRPs plasmaticas celulares. (1) degranulacdo com liberacdo de diferentes
imunoefetores e imunoreguladores; (2) inducdo e repressdo de genes imunologicos; (3)
ativacdo de respostas celulares como a fagocitose e formacdo de nddulos e capsulas
(MORALES-COVARRUBIAS, 2008).

Segundo Cerenius; Soderhall (2004); Cerenius et al. (2008) uma vez ocorrida a
ativacdo do sistema proPO, inicia-se uma cascata proteolitica, a qual gera transitoriamente
moléculas altamente toxicas, como as quinonas, hemiquinonas e radicais livres sendo a
melanina o produto final dessa via. Neste sentido, o sistema proPO é considerado a
principal resposta imunoefetoras dos camarfes, desencadeado por componentes da
superficie dos micro-organismos como os lipopolissacarideos (LPS) de bactérias gram-

negativas ou peptidoglicanos e -1,3- glicanas de fungos.
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1.5 DOENCAS NOS CAMAROES

As doengas nos camardes resultam da interagédo entre o camardo (hospedeiro), o0 meio
de cultivo (ambiente) e o agente patogénico. Alteracbes ou deficiéncias de natureza
genética, fisioldgica, imunoldgica ou de base ecoldgica, podem levar o animal a maiores
ou menores chances de contrair uma doenca. O grau de patogenicidade de uma doenga
infecciosa depende diretamente do nimero de patégenos encontrados no ambiente, como
também do grau de viruléncia do agente infeccioso e do nivel de defesa do hospedeiro
(LIGHTNER; REDMAN, 1998).

Segundo 0 mesmo autor, sob a 6tica do hospedeiro, o meio de cultivo pode variar de
indspito a ideal, podendo favorecer ou ndo a proliferacdo do agente causador de doenga.
Main e Laramore (1999) revelam que o ambiente de cultivo pode ser responsavel por
impactos significativos no crescimento, producéo e salde dos camardes, uma vez gque esses
animais, em condicOes adversas, ndo se alimentam bem e crescem mais lentamente,
tornando-se, assim, mais suscetiveis a acdo de agentes infecciosos. Pascual et al. (2003)
acrescenta que, condicdes ambientais adversas e o0 estresse, podem provocar 0
aparecimento de doengas virais que causam elevada mortandade.

Segundo Arana (1996) as doencas podem ser classificadas em dois tipos: infecciosas
e nao infecciosas. As doencas ndo infecciosas sdo decorrentes de fatores genéticos
provocados por substancias toxicas presentes no ambiente, ou mesmo deficiéncias
nutricionais do individuo. J& as doencas infecciosas sdo provocadas por organismos
patogénicos, tais como virus, clamidias, riquétsias, bactérias, fungos, protozoéarios e
metazoarios.

Fatores ambientais como temperatura e pH extremos, baixas concentraces de
oxigénio dissolvido, mudancas bruscas na salinidade e presenca de substancias toxicas, sdo
elementos associados a um desequilibrio ambiental. A propagacdo de bactérias patdgenas
oportunistas (Vibrio sp e Aeromonas spp), a proliferacdo de protozoarios (Zoothamnium
spp e gregarinas), a captacdo de aguas contaminadas, a aquisicdo de pés larvas com
elevada carga viral e presenca em excesso de microalgas (dinoflagelados e cianoficeas),

também geram efeitos deletérios na satde dos camardes (LENOCH, 2004).
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De acordo com Kautsky et al. (2000), alteracGes nas qualidades fisicas e quimicas da
agua dos viveiros de cultivo, podem ocasionar estresse e alteragdo no estado imunolégico
dos camardes, tornando-os suscetiveis ao ataque de patdgenos.

Algumas alteracbes no comportamento tais como letargia, desorientacdo, diminuigéo
no consumo de alimento, bem como mudangas na aparéncia e na cor de 6rgdos como
branquias, apéndices, cuticula e musculo abdominal dos crustaceos podem ser indicativo
de estresse (MAIN; LARAMORE, 1999).

De um modo geral, o estresse é habitualmente referido pelos epidemiologistas como
fator iniciante de doencas em cultivo de animais (MOULLAC; HAFFNER, 2000). Os
agentes estressantes, segundo Brock (1994) podem ser de ordem fisica, quimica ou
bioldgica, e o contato com eles, invariavelmente, resultara na reducéo efetiva da resisténcia
imunologica dos animais, aumentando, assim, a presenca de patdgenos oportunistas e a
incidéncia e/ou severidade de inumeras enfermidades.

Para muitas espécies aquaticas, a transicdo do ambiente selvagem para o cativeiro, é
acompanhada por mudancas comumente vinculadas a incidéncia de condi¢cfes patologicas
tais como, aumento da densidade de estocagem, degradacdo dos ambientes de cultivo,
mistura de populacdes com origens genéticas diferentes, o que aumenta a probabilidade do
surgimento de surtos de doencas graves (PINHEIRO et al., 2007).

Dentre as enfermidades virais que acometem os camardes existem as de notificacéo
obrigatéria para a Organizacao Internacional das Epizootias (OIE) como: Virus da Mancha
Branca (White Spot Syndrome Virus - WSSV), Virus da Sindrome de Taura (Taura
Syndrome Virus - TSV), Virus da Cabeca Amarela (Yellow Head Virus - YHV), Virus da
Infeccdo Hipodermal e Necrose Hematopoiética (Infectious Hypodermal and Hematopietic
Necrosis Virus - IHHNV) (LIGHTNER, 1996). Na atualizacdo da OIE (2012a) em janeiro
de 2008, o Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) foi incluido na lista de doencas de

notificacdo obrigatdria.
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1.6 ANALISES PRESUNTIVAS

As analises presuntivas fundamentam-se na observacao visual e in situ de exemplares
vivos ou moribundos, podendo, depois de sacrificados os animais, realizar-se estudo mais
detalhado a procura de alteragOes indicativas de enfermidades conforme Gamez (2001).

Morales-Covarrubias (2008) acrescenta que a analise a fresco € uma técnica de
monitoramento do estado de salde dos organismos, utilizada para diagndsticos presuntivos
em campo e em laboratério. Consiste na dissecacdo do camardo em todos 0s estagios de
desenvolvimento, objetivando observar as principais alteracfes e patdgenos presentes nos
6rgéos e tecidos.

Amostras de branquias, apéndices orais, fragmentos de tecidos e 6rgaos, hemolinfa,
bem como animais completos como larvas e pos-larvas sdo Uteis para demonstracdo de

algumas enfermidades bacterianas, micoticas e parasitarias (HERZBERG, 1996).

1.7 ENFERMIDADES BACTERIANAS

1.7.1 Vibriose

Os vibrios conforme Lightner (1993) sdo bactérias de relevancia na aquicultura,
devido a capacidade de infectar organismos aquaticos como os camarfes peneidos, peixes
(AUSTIN; AUSTIN, 1999) e os moluscos (RHEINHEIMER, 1992).

De acordo com Bier (1994) as bactérias deste género pertencem a familia
Vibrionaceae, fermentam carboidratos sem producdo de gas, ndo produzem H,S,
apresentam positividade nas provas de manitol, oxidase e lisina-descarboxilase. S&o
hal6filos restritos e necessita de sddio para seu crescimento, acrescenta Murray et al.
(1999).

Morfologicamente, Farmer e Hickman-Brenner (1992) afirma que estas bactérias séo
gram-negativas, possuem formas de bastonete curvo ou reto, podendo chegar a medir 1um
de largura e entre 2-3um de comprimento; quando moveis possuem no minimo um flagelo

polar, mesofilas e anaerdbicas facultativas.



22

Os vibrios fazem parte da microbiota natural dos camardes, podendo representar
risco ao cultivo quando as condi¢cbes ambientais se apresentarem adversas ao
desenvolvimento dos camardes (LIGHTNER, 1996).

Como relata ainda Barbieri et al. (1999) os ambientes estuarinos sdo reservatorios de
espécies de Vibrio causadoras de doencas e, uma vez que as fazendas de camardo utilizam
a agua dos estudrios para o abastecimento do cultivo, 0 monitoramento microbioldgico das
mesmas se faz necesséario.

Lightner (1996) classificou mundialmente as principais espécies de Vibrio que
apresentam risco para a carcinicultura: V. alginolyticus, V. anguillarum, V. campbellii, V.
carchariae, V. damsela, V. harveyi, V. ordalli, V. parahaemolyticus, V. salmonicida, V.
splendidus e V. vulnificus.

Ulusarac e Carter (2004) ressaltaram ainda vinte espécies associadas a saude publica,
dentre as mais importantes V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus.

Dentre as espécies citadas acima, cepas toxigénicas de V. cholerae, relatadas por
Barbieri et al. (1999) e Panicker et al. (2004) podem provocar danos para a satde publica,
variando de gastroenterites até quadros graves de septicemia. A habilidade destas cepas de
aderir e colonizar exoesqueletos de crustaceos representa um meio de sobrevivéncia em
ambientes aquaticos, apresentando risco para saude publica (CASTRO-ROSAS;
ESCARTIN, 2002).

Referindo-se ao V. parahaemolyticus, os padrdes microbioldgicos do pescado e de
produtos derivados de pescado sdo definidos pela ANVISA (2001), na Resolugdo N° 12,
item 22 um limite maximo de 10° de V. parahaemolyticus/g para pratos prontos para 0
consumo a base de pescado.

Cabe resaltar, que V. vulnificus destaca-se pela frequéncia em ambientes aquaticos e
diversas espécies de pescado. Sua relevancia em Salde Publica esta fortemente associada
ao consumo de alimentos marinhos in natura ou cozidos inadequadamente, como cita
Nascimento et al. (2001). Ainda, segundo Parvathi et al. (2004) esta espécie pode causar
infeccdes cutaneas a partir de ferimentos em pacientes imunologicamente comprometidos e
lesbes superficiais expostas ao meio ambiente aquético.

A vibriose nos camard@es esta associada a fatores adicionais que predispdem o animal
a infec¢do, como manejo inadequado, ferimentos na cuticula e carapaca, infecgdes previas

por outros patégenos incluindo virus, rickettsia, Fusarium spp., Gregarina spp., algas
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toxicas, deficiéncia de vitamina C, estresse fisiologico, quimico ou fisico (PEREIRA,
2002).

Roque et al. (2001) afirma que a vibriose nos camardes pode ser caracterizada de
duas formas: infeccdo localizada e infeccdo sistémica quando afeta 6rgdos e tecidos do
camardo.

Na infeccdo localizada ou cuticular, segundo Galli et al. (2001) sdo observadas
manchas marrons ou pretas em resposta a uma possivel agressdo e sdo eliminadas por
ocasido na ecdise, todavia, se estas lesdes forem profundas, este quadro pode evoluir para
uma vibriose sistémica, ou seja, enfermidade secundaria a condigdes de estresse.

Os sinais clinicos da vibriose sistémica nos camarfes sdo representados por uma
enterite séptica hemocitica na fase de engorda apresentando desorienta¢do, hemolinfa
turva, opacidade muscular, coloracdo avermelhada dos apéndices, melanizacdo das
branquias, anorexia e apatia. Os camardes afetados ficam moribundos e aglomeram-se nas
margens dos viveiros atraindo aves predadoras, por isso, também é conhecida como
“Sindrome da Gaivota” como relata Mendes et al. (2005).

Os camardes da espécie L. vannamei infectados pelo V. alginolyticus exibem
musculatura branca e letargia, podendo ser considerado um patdgeno oportunista e
causando mortalidades em camardes submetidos a estresse devido a estresse salino e de
amonia, acrescenta Wang e Chen (2005).

Quanto ao diagndstico da vibriose em camardes é realizado através de analises
bacterioldgica, histopatologica, métodos bioquimicos, moleculares e imunologicos em
amostras de hemolinfa e tecidos do camardo (LIGHTNER, 1996).

1.7.2 Hepatopancreatite Necrosante (NHP)

A Hepatopancreatite Necrosante (NHP) é uma enfermidade bacteriana diagnosticada
pela primeira vez por Johnson (1990) como hepatopancreas granulomatoso causando altas
mortalidades nas fazendas de camardo na porcéao central e sul do Texas, Peru, Costa Rica,
Panama4, Brasil, Venezuela, Equador e México, relatados por Morales-Covarrubias (2008).

Avila-Villa et al. (2012) afirma que esta doenca ¢ causada por uma a-proteobécteria,

gram-negativa, pleomorfica e intracelular obrigatoria do tipo rickettsia. A OIE (2012b)
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acrescenta ainda trés formas distintas da bactéria: pleomérfica com forma de bastédo,
bactéria de forma helicoidal e outra sendo filamentosa.

No entanto, Frelier et al. (1992) considera que a forma predominante da o-
proteobécteria € a de bastdo do tipo rickettsia, sem flagelos e ocasionalmente exibindo uma
zona de constriccdo transversa indicativa de replicacéo por fissdo binaria.

As espécies afetadas pela Hepatobactéria Necrosante (NHP-B) sdo: Litopenaeus
vannamei, Litopenaeus setiferus, Litopenaeus stylirostris, Farfantepenaeus aztecus e
Farfantepenaeus californiensis, provocando mortalidades acima de 90% nos individuos
afetados (LIGHTNER, 1996).

Vincent et al. (2004) em seu estudo verificaram que mortalidades causadas pela
NHP-B foram observadas a partir do 16° a 51° dia apds a exposi¢do ao agente com pico no
342 dia. Tambeém, no mesmo estudo foi verificada a presenca de DNA do agente bacteriano
nas fezes dos camardes, indicativo de uma possivel transmissdo através da ingestdo do
material infectado ou atraves do canibalismo de camardes mortos infectados.

Diferentes estudos com a NHP-B foram realizados com o objetivo de caracterizar a
dindmica da bactéria (AVILA-VILLA et al., 2011), o processo de infeccdo (GRACIA-
VALENZUELA et al., 2011) e o efeito da integridade e sobrevivéncia dos camardes
(FRELIER et al., 1992), além de pesquisas que buscavam solucdes para erradicar a
bactéria (VINCENT; LOTZ, 2007).

Segundo Lightner e Redman (1994) salinidades entre 20 a 40%o e temperaturas entre
29 e 30°C sdo consideradas fatores de risco que influenciam na ocorréncia da NHP-B.

Morales-Covarrubias (2010) acrescentou que entre 0s meses de Setembro a Outubro
houve mortalidades acima de 20% em fazendas de camardo marinho, mortalidades essas
decorrentes de elevadas temperaturas durante o dia e baixas durante a noite, o que favorece
a replicacdo e o crescimento da NHP-B.

Ressalta-se, portanto que a patogenicidade da NHP-B depende além do grau de
viruléncia, status nutricional do individuo e da capacidade do agente etioldgico transpor o
sistema imunoldgico do hospedeiro (LIGHTNER, 1996).

Conforme a OIE (2012b) e Lightner (1996) os sinais clinicos da NHP-B sdo reducéo
da ingestdo alimentar, trato digestivo vazio, cuticula mole, musculatura flacida, letargia

com retardo do crescimento. Acrescenta ainda Morales-Covarrubias (2008) palidez
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generalizada do corpo, branquias de coloracdo amarelo péalido a café e hepatopancreas
atrofiado apresentando coloracéo café claro a escuro.

O hepatopéncreas € considerado o principal alvo da NHP-B, altera¢des nos niveis de
alguns parametros da hemolinfa sdo atribuidas ao fator estresse ou ao mau funcionamento
do 6rgdo, relata Boonyaratpalin et al. (2001).

As caracteristicas do hepatopancreas infectado pela NHP-B, conforme Lightner
(1996) sdo tubulos hepatopancreaticos atrofiados, melanizacdo e formacéo de numerosos
granulomas de bactérias ao redor deles.

O exame a fresco € um importante método de monitoramento sanitario no cultivo de
camarfes. Entretanto, ndo deve ser usado para diagndstico principal da NHP-B. A
interpretacdo das lesdes observadas e o julgamento dos graus de severidade das amostras
podem variar de acordo com as observacdes de quem realiza o exame (MORALES-
COVARRUBIAS et al., 2006).

No entanto, Lightner (1996) considera o exame histopatolégico um dos metodos de
escolha para diagnostico da NHP-B sendo encontrados sinais caracteristicos da
enfermidade como atrofia tubular, lesdes granulomatosas e presenca macica de bactérias
gram negativas intracelulares do tipo rickettsia.

A OIE (2012b) acrescenta que a histopatologia € um método de diagndstico padréo e
de baixo custo apresentando boa sensibilidade e especificidade diagndstica para NHP-B,
no entanto existem também outros métodos confirmatorios como o In-situ DNA, PCR em

tempo real, PCR quantitativo e Sequenciamento.

1.8 CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCAS BACTERIANAS

O controle das enfermidades bacterianas em camardes é mediante utilizacdo de
antibioticos como a Oxitetraciclina e Florfenicol 50% atraves de ragdes medicamentosas
administradas a cada 8 horas por 10 dias consecutivos, principalmente administrados na
fase inicial da doenca como afirma Frelier et al. (1995) e Morales-Covarrubias et al.
(2011). Ressalta-se a existéncia de antibioticos proibidos pelos mercados importadores,

entre estas drogas encontra-se o Nitrofuranos e o Clorafenicol as quais ja foram
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responsaveis pela suspensdo das importacfes do pais de origem da carga causando perdas
econémicas (ABCC, 2010).

Conforme ABCC (2005) medidas de controle da biomassa bacteriana (Vibrio spp)
em viveiros de camardes sdo mediante utilizacdo de trés tratamentos de choque com
intervalo de 3 dias entre as aplicacdes, administrando no solo do viveiro Oxido de Calcio
(CaO) ou Hidréxido de Caélcio (CaOH) na proporcdo de 50Kg/hd ou 65Kg/ha,
respectivamente.

Dentre as medidas preventivas da NHP-B segundo a OIE (2012b) evidencia-se
deteccdo na fase inicial da doenca, eliminando camardes infectados evitando o canibalismo
e a propagacdo da enfermidade, utilizacdo de Cal hidratada mediante periodos prolongados
de secagem do solo e desinfeccdo dos equipamentos e utensilios de despesca. Ainda para o
mesmo autor, destaca-se uma medida profilatica significante para a carcinicultura a
utilizagdo de larvas e reprodutores especificos livres de patdgenos (SPF).

Segundo Lee ¢ O’Bryen (2003) a desinfecgdo dos ovos e das larvas é uma medida
recomendada e eficaz para reduzir a contaminacdo pela NHP-B e por outros agentes

infecciosos.
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RESUMO: Com o aparecimento de elevadas mortalidades em cultivo tradicional de
camardes marinhos objetivou-se avaliar a sanidade em viveiros semi- intensivo de
Mossord/RN. Uma amostra aleatéria de 200 camardes foi coletada para exame clinico
presuntivo e histopatologico do hepatopancreas. Presuntivamente foram avaliados a
presenca de lesdes melanizadas na cuticula, opacidade muscular, expansdo dos
cromatoforos e o hepatopancreas quanto ao nivel de lipidios e deformidades tubular.
Histologicamente os fragmentos hepatopancreaticos foram avaliados quanto a presenca de
bactérias intracitoplasmaticas. Foram registrados percentuais de morbidade de 89,5% de
camardes infectados pela bactéria NHP-B e 10,5% ndo apresentaram infec¢do. O tempo de
coagulacdo da hemolinfa ndo demonstrou ser um bom parametro para diagnosticar
individuos enfermos pela NHP-B ja que com a infeccdo também apresentaram tempo
menor que 30s. Presuntivamente os individuos afetados apresentaram lesdes melanizadas o
que favoreceram a bacteriose, 45,5% apresentou necrose focal a difusa nos segmentos
abdominais, os pledpodos ndo apresentaram expansdo dos cromatoforos, apenas nos
quadros mais evoluidos da infeccdo e 73% apresentavam uropodos com cromatoforos
expandidos. Na andlise microscopica do hepatopancreas verificou-se que 57,5%
apresentaram tdbulos com reducdo significativa dos niveis de lipidios, 66,5%
apresentavam GS 3 indicando a fase de transicdo da doenca e 23% o0 GS 4 considerando a
fase cronica. Histologicamente observou-se auséncia de citoplasma nas células B com
condensacdo da cromatina apresentando bactérias intracitoplasmaticas com nucleos
picnoticos e basofilos no seu interior. Conclui-se que fatores abioticos como salinidade e
temperaturas elevadas no decorrer do estudo favoreceram a viruléncia do patégeno nos
viveiros de camardes marinhos desencadeando em acentuada mortalidade. Os sinais
clinicos presuntivos sugeriu infeccdo bacteriana por NHP-B e o histopatoldgico confirmou
Hepatopancreatite Necrosante Bacteriana (NHP-B) como causador de elevadas
mortalidade nos viveiros.

PALAVRAS-CHVES: L. vannamei . Hepatopancreatite Necrosante Bacteriana. Rickettsia.
Histopatologia.
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INTRODUCAO

A producdo camaroeira latino-americana nas ultimas decadas teve diversas restricoes
devido & ocorréncia de enfermidades (Morales-Covarrubias et al. 2011). O aparecimento
de doencas em cultivos de camardes inicia-se por reducdo da defesa imunolégica do
animal normalmente por agentes estressantes (Brock 1994). Outras causas podem
favorecer a enfermidades como presenca excessiva de microalgas (dinoflagelados e
cianoficeas), propagacdo de patdgenos oportunistas e proliferacdo de protozoarios,
aquisicdo de pés-larvas com alta carga bacteriana e viral ou captacdo de 4gua contaminada
(Lenoch 2004).

De acordo com a OIE (2012a) as enfermidades de notificacdo obrigatoria em
crustaceos sdo Infeccdo Hipodermal e Necrose hematopoiética (IHHN); Mionecrose
Infecciosa (IMN); Sindrome de Taura (TS); Doenca da Sindrome da Mancha Branca
(WSSD); Doenga da Cabeca Amarela (YHD); Doenca da Cauda Branca (WTD) e
Hepatopancreatite Necrosante Bacteriana (NHP-B). As enfermidades ocasionam alteragcdes
no comportamento dos camardes como letargia, desorientacdo, diminui¢cdo no consumo de
alimento, aumento no fator de conversdo alimentar, mudancas na aparéncia dos 6rgéos
como branquias, hepatopancreas e musculatura abdominal (Main & Laramore 1999). Alem
de prejudicar a produtividade, que em média chega a 4,5 ton./hd/ano de camardo em
condi¢des normais de cultivo semi-intensivo no Nordeste do Brasil, e quando acometida
por patdgenos diminui para 1,2 ton./ha/ano, relatado por Nunes (2013).

Diante do aparecimento de elevadas mortalidades em viveiros de camardes marinhos
do Rio Grande do Norte, objetivou-se identificar a causa atraves da avaliacdo da sanidade

dos camardes nestes viveiros.

MATERIAL E METODOS

Em viveiros semi-intensivos com alta mortalidade no periodo entre Agosto a
Outubro de 2012 na regido de Mossor6/RN, uma amostra de 200 camardes foi coletada
aleatoriamente com auxilio de tarrafa e transportados em caixas plasticas com agua e
aeracdo adequada para o laboratério de Sanidade Aquatica (LASA) na Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). Os parametros fisico-quimicos dos viveiros

como oxigénio, pH, temperatura e salinidade foram registrados.
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O monitoramento da sanidade dos camardes foi avaliado através de exame clinico
presuntivo e analises histopatologicas dos hepatopancreas. No exame presuntivo foi
observado o tempo de coagulacdo da hemolinfa segundo Aguirre-Guszman; Sanchez
Martinez (2005), aparéncia macroscopica do camardo e analise microscopica do
hepatopéancreas conforme metodologia proposta por Lightner (1996). Os aspectos
macroscopicos foram caracterizados de acordo com o grau de severidade das lesdes
variando de 0 a 3 (Lightner 1996) para grau de melanizacbes das lesdes na cuticula,

presenca de opacidade muscular e expansao dos cromatéforos nos apéndices (Tabela 1).

Tabela 1. Quantitativo do grau de severidade para melanizaces das lesGes na cuticula,
presenca de opacidade muscular e expansdo dos cromatéforos nos apéndices.

GRAU DE SINAIS CLINICOS
SEVERIDADE

0 N&o apresentam alteracbes macroscopicas sugestivas de
enfermidade.

1 Apresentam poucas alteracdes macroscopicas sugestivas de
enfermidade.

2 Apresentam moderadas alteragdes macroscopicas sugestivas de
enfermidade.

3 Apresentam numerosas alteragbes macroscopicas sugestivas de
enfermidade.

Fonte: Modificado de Lightner (1996)

Para analise microscopica, os animais foram insensibilizados e sacrificados no gelo
através de choque térmico. Os hepatopancreas foram analisados no microscépio oOptico
com objetivas de 10x, 20x, 40x e de 100x%, posteriormente foram caracterizados quanto a
quantidade de lipidios (Tabela 2), atrofia tubular e deformidades nos tubulos (Tabela 3) de

acordo com a classificacdo de Morales-Covarrubias (2008).

Tabela 2. Quantitativa do grau de severidade para quantidade de lipidios no

hepatopancreas.
GRAU DE SINAIS CLINICOS
SEVERIDADE
1 Hepatopancreas com muito pouco teor de lipidios (abaixo de
25%).

2 Hepatopancreas com baixo teor de lipidios (25 - 50%).

3 Hepatopancreas com moderado teor de lipidios (50 - 75%).

4 Hepatopancreas com alto nivel de lipidios (acima de 75%).
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Tabela 3. Quantitativo do grau de severidade para atrofia e deformidades nos tubulos
hepatopancreaticos.

GRAU DE SINAIS CLINICOS
SEVERIDADE

1 Hepatopéancreas de tamanho normal apresentando tibulos normais
ausentes de atrofia.

2 Hepatopancreas atrofiado e em algumas regides presenca de
tubulos atrofiados rodeados por algumas camadas de hemdcitos.

3 Hepatopéancreas atrofiado caracterizado por tubulos atrofiados,
melanizac&o, necrose e formagdo de nddulos hemociticos.

4 Hepatopancreas atrofiado caracterizado pela presenca de fibrose,
tubulos melanizados, necréticos e presenca de granulomas.

Fonte: Modificado de Morales-Covarrubias (2008)

Os fragmentos dos hepatopancreas foram imersos para fixagdo em frascos de 250 mL
com Solucdo de Davidson por 48 horas, posteriormente foram enxaguados com agua
corrente e conservados em alcool etilico a 70% até a analise histologica (Bell & Lightner
1988). Na leitura das laminas foi utilizado um microscopio de luz com as objetivas de 5x,
10x%, 40% e 100x. As imagens foram registradas com camara digital Infinity 5.0-Olympus-
Japdn adaptada ao microscopio.

O percentual de camarfes acometidos por enfermidades foi registrado baseado na
equacdo: Percentual = Numero de individuos afetados pela doenga com sintomatologia

clinica + Numero total de individuos analisados x 100.

RESULTADOS

Os viveiros da regido de Mossor6 no Rio Grande do Norte apresentavam parametros
fisico-quimicos da agua com variagfes minima e maxima (média e desvio padrdo) para
oxigénio, pH, temperatura e salinidade de 2,9mg/L — 9,7mg/L (5,6mg/L + 2,46), 8 - 9 (8,5
+0,5), 25°C —29°C (27°C + 1,40) e 30,9%o0 — 37,0%0 (34,3%0 + 2,78), respectivamente.

Entre os meses de estudo foi observado uma mortalidade de 70% nos viveiros
estudados, em que as variacbes de temperatura e salinidades foram moderadamente
elevadas neste periodo.

Na amostra de camarBes foi verificado através de exame clinico presuntivo um

percentual de morbidade de 89,5% de camardes enfermos e 10,5% camardes sadios.
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No exame clinico presuntivo dos camarfes enfermos verificou-se que 86% ocorreu
tempo de coagulagdo da hemolinfa < 30s com média e desvio padrdo (13 + 5,21), 1,5%
apresentaram coagulacéo > 30s e < 60s (33 + 1,52) e 2% com coagulagdo > 60s. Os 10,5%
dos animais sadios observou-se tempo de coagulagdo < 30s (15 + 4,56).

Nos individuos enfermos 66,5% ndo apresentavam lesdes melanizadas na cuticula
(GS 0), 14,5% uma lesdo unica no exoesqueleto (GS 1), 6% duas a trés lesGes em
diferentes regides do exoesqueleto e 2,5% multiplas lesdes em toda a extensdo do
exoesqueleto do camarao.

Neste estudo verificou-se que 45,5% dos camardes apresentavam necrose focal a
difusa nos segmentos abdominais. A musculatura abdominal dos camardes enfermos
apresentavam em 44% musculatura translicida ausentes de necrose (GS 0), 20% apenas
um foco de necrose muscular atingindo um unico segmento abdominal (GS 1), 13,5% dois
segmentos abdominais afetados com necrose muscular (GS 2) e 12% necrose difusa
acometendo toda a extensdo do corpo do animal (GS 3).

Em 64,5% dos pledpodos estavam normais sem expansao dos cromatoforos (GS 0),
20% pouca expansdo dos cromatoforos (GS 1), 3,5% moderada expansao dos cromatoforos
(GS 2) e 1,5% numerosos cromatoforos expandidos (GS 3). No entanto, 73% dos camardes
enfermos apresentavam uropodos com cromatoforos expandidos. Em 16,5% apresentaram
urépodos normais ausentes de cromatéforos expandidos (GS 0), 19% pouca expansao dos
cromatoforos (GS 1), 32,5% moderada expansdo dos cromatoforos (GS 2) e 21,5%
numerosos cromatoforos expandidos (GS 3).

Na analise microscopica, quanto ao nivel de lipidios dos hepatopancreas foi
observado em 57,5% dos camarBes enfermos uma reducdo significativa dos niveis de
lipidios dos tabulos. Em 5% dos camardes apresentaram tubulos hepatopancreaticos com
muito pouco lipidios (GS 1), 52,5% tubulos com pouco nivel de lipidios (GS 2), 31%
tubulos com moderado nivel de lipidios (GS 3) e 1% tubulos com alto nivel de lipidios
considerados adequados (GS 4) (Tabela 2).

Quanto a deformidade dos tabulos verificou-se que 66,5% dos camardes
apresentavam GS 3 considerando a fase de transicdo da Hepatopancreatite Necrosante
Bacteriana (NHP-B) apresentando coloracdo palida no interior dos tabulos, atrofia, necrose

e estrangulamento tubular. No entanto, em 23% dos camardes verificou-se o GS 4
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apresentando a fase cronica da NHP-B caracterizado pelo atrofia tubular com aumento das

células com necrose, assim como nddulos melanizados ao redor dos tdbulos (Figura 1).

(a) (b)

Fig. 1. (a) Grau de severidade 3 apresentando atrofia, deformidade, necrose e
estrangulamento tubular. (b) Grau de severidade 4 caracterizado por aumento da necrose
nas células dos tabulos hepatopancreéaticos, assim como maior quantidade de nddulos
melanizados ao redor dos tubulos.

Na analise histopatologica dos fragmentos dos hepatopancreas dos individuos
enfermos verificou-se atrofia dos tubulos hepatopancreaticos, nddulos hemociticos, menor
quantidade de vacuolos lipidicos (células R) e vacuolos secretores (células B) apresentando
condensacdo do citoplasma. Nestes vactolos também foram observadas bactérias
intracitoplasmaticas do tipo rickettsia com nucleos picnéticos e basofilos em seu interior
(Figura 2).
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(a) ()

Fig. 2. (a) Vista da regido medial de tabulos do hepatopancreas de L. vannamei cortado
transversalmente apresentando alguns tabulos atrofiados e nddulos hemociticos ao redor
dos tubulos (setas). (b) Vista da regido proximal do tubulo do hepatopancreas de L.
vannamei apresentando tubulo atrofiado com desprendimento celular e aparecimento de
rickettsia no interior das células B (setas).

DISCUSSAO

Os fatores abioticos como periodos prolongados de temperaturas elevadas acima de
29°C e salinidade média de 37,0%o estdo de acordo com as variaveis relatadas pela OIE
(2012b) e Morales-Covarrubias et al. (2011) favorecendo a replicacdo do agente etioldgico
da NHP-B.

Resultados similares ao presente estudo foram relatados por Morales-Covarrubias
(2010) que entre 0s meses de Setembro a Outubro houve mortalidades acima de 20% em
fazendas de camar@o marinho. Estas mortalidades ocorridas nestes meses do ano devem-se,
portanto, a elevadas temperaturas durante o dia e baixas durante a noite o que favorece a

replicacdo e o crescimento da NHP-B como relata a OIE (2012b).
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Ressalta-se, portanto que a patogenicidade do agente etioldgico dependera do grau de
viruléncia, status nutricional do individuo e a sua capacidade de atravessar o sistema
imunolégico do hospedeiro (Lightner 1996).

No exame presuntivo verificou-se que o tempo de coagulagdo da hemolinfa nédo
demonstrou ser um bom parametro para diagnosticar individuos enfermos ja que os
mesmos apresentaram um tempo de coagulacdo menor que 30s considerado coagulagdo
normal segundo Aguirre-Guszman & S&nchez-Martinez (2005).

Contudo, o tempo de coagulagdo pode estar associado a outros fatores relacionados
ao estresse fisico, quimico ou bioldgico. Jussila et al. (2001), Lightner (1996) relataram no
cultivo que o aumento no tempo de coagulacdo da hemolinfa esta associado a estresse
fisiologico ou a infeccBes diversas. Fatores estressantes abordados por Maggioni et al.
(2004) utilizando a técnica de ablagdo unilateral do pedunculo ocular em espécies de L.
vannamei verificaram uma diminuicdo da concentracdo de aglutininas, aumentando
consequentemente o tempo de coagulacdo do plasma.

Macroscopicamente, observou-se que camarfes enfermos apresentaram ao menos
uma lesdo melanizada no exoesqueleto, necrose focal a difusa nos segmentos abdominais e
cromatoforos expandidos principalmente nos uropodos. As lesdes melanizadas confere
uma maior predisposicéo a bacteriose, corroborando com um dos sinais clinicos da NHP-B
relatados pela OIE (2012b).

A palidez generalizada do corpo acometendo todos os segmentos abdominais
adicionando expansdo dos cromatdéforos nas bordas dos uropodos observadas no presente
estudo esta de acordo com os principais sinais clinicos da NHP-B referidos por Morales-
Covarrubias (2008); Lightner (1996); Lightner & Redman (1998) e pela OIE (2012b).

Citando os pledpodos dos camardes enfermos, ndo apresentaram neste estudo
expansdo dos cromatoforos, apenas nos individuos com quadro mais evoluido de infec¢éo.

Microscopicamente, observou-se reducdo significativa dos niveis de lipidios dos
tubulos hepatopancreéticos, correlatado também por Aranguren et al. (2006), Cahu et al.
(1995) em nauplios de L. vannamei. Estes autores conferiram uma diminuicao consideravel
dos niveis de triglicerideos em fémeas infectadas pela NHP-B.

No que concerne a deformidade dos tubulos hepatopancreaticos assemelham-se as
descritas pela OIE (2012b) e Morales-Covarrubias (2008). Na fase de transicdo da NHP-B

(GS 3) descritas por Morales-Covarrubias (2008) sdo observadas atrofia e deformidade



42

tubular, necrose das células dos tabulos hepatopancreaticos, assim como estrangulamento
dos tabulos com desprendimento celular, semelhantes as identificadas neste estudo (Figura
4a). Segundo 0 mesmo autor referindo-se a fase crénica da NHP-B (GS 4) sdo relatadas
atrofia com aumento da necrose nas células dos tabulos hepatopancreéticos, assim como
maior quantidade de nddulos melanizados ao redor dos tubulos, semelhantes as
caracteristicas aqui determinadas (Figura 4b).

Com a progressédo da fase de transicdo para a cronica observada neste estudo, houve
um aumento no nimero de células hepatopancreaticas contendo a NHP-B no decurso da
evolugéo, sugerindo multiplicagdo bacteriana associada ao aumento da leséo tecidual. Estas
caracteristicas estdo de acordo com as encontradas por Vincent & Lotz (2005) em
L.vannamei na fase cronica da NHP-B.

As fases da NHP-B relatadas no estudo estdo de acordo com as descritas por Frelier
et al. (1992) considerando o GS 3 0 2° estagio da doenca, caracterizado por numerosos
tubulos enrugados, hipertroficos, necroticos e apresentando ectasia tubular. O GS 4 foi
considerado para 0 mesmo autor o 3° estagio da doenca, caracterizado por numerosos
tubulos necraticos dispersos, falta de epitélio intacto tubular, melanizacéo e fibrose.

Histologicamente, a presenca de atrofia tubular, nédulos hemociticos, diminuicdo das
células R, condensacdo do citoplasma das células B apresentando no seu interior bactérias
do tipo rickettsia com nucleos picnoticos e basofilos estdo de acordo com as citadas por
Lightner & Redman (1994), Lightner (1996) e Morales-Covarrubias (2008) no diagndstico
confirmatorio da NHP-B. As caracteristicas histologicas relatadas no presente estudo estdo
equivalentes as de Morales-Covarrubias et al. (2011) em analises do hepatopancreas de L.
vannamei em oito regibes da América Latina apresentando atrofia tubular, nddulos
hemociticos e granulomas de bactérias.

Segundo Morales-Covarrubias et al. (2006) o exame a fresco é um importante
método de monitoramento sanitario no cultivo de camardes, no entanto, ndo deve ser usado
para diagnostico principal da NHP-B. No entanto, a interpretacdo das lesdes observadas e o
julgamento dos graus de severidade das amostras podem ser variaveis de acordo com as
observacGes de quem realiza 0 exame.

Segundo a OIE (2012b) a histopatologia € considerada um método de diagnostico

padrdo e de baixo custo com boa sensibilidade e especificidade diagnostica para NHP-B,
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porém existem também outros métodos confirmatdrios como In-situ DNA, PCR em tempo
real, PCR quantitativo e Sequenciamento.

Conclui-se que fatores abidticos como salinidade e temperaturas elevadas no
decorrer do estudo favoreceram a viruléncia do pat6égeno nos viveiros de camardes
marinhos desencadeando em acentuada mortalidade.

Os camardes enfermos apresentaram no minimo uma lesdo melanizada no
exoesqueleto, necrose focal a difusa nos segmentos abdominais, cromat6foros expandidos
nos urdépodos, reducdo significativa dos niveis de lipidios nos tubulos hepatopancreéticos
apresentando a fase de transicdo em maior percentual. Diante destes sinais clinicos
presuntivos sugeriu infeccdo bacteriana por NHP-B. Acrescentando o diagndstico da
enfermidade, o histopatoldgico confirmou que a alta mortalidade nos viveiros ocorreu
devido a infeccéo intracitoplasmatica pela Hepatopancreatite Necrosante Bacteriana (NHP-
B).
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RESUMO: VariagOes bruscas no ambiente de cultivo faz com que o sistema de defesa dos
crustaceos fique debilitado, tornando-os mais vulneravel ao ataque de patdégenos presentes
no meio. As enfermidades infecciosas que acometem o0s camardes sdo provocadas
principalmente por patdgenos virais e bacterianos gram-negativos (Vibrio spp.). Dada a
importancia das bactérias do género Vibrio para a carcinicultura, objetivou-se caracterizar
0S aspectos macroscopicos e microscopicos observados na analise presuntiva de camardes
marinhos microbiologicamente positivos para vibriose sistémica. Os individuos foram
coletados de cultivo oligohalino para exame clinico e microbiolégico. Para o exame clinico
presuntivo foram observados tempo de coagulacdo de hemolinfa, aspectos macroscopicos e
microscopicos. Os aspectos macroscopicos dos individuos microbiologicamente positivos
foram caracterizados por lesdes melanizadas na cuticula, opacidade difusa muscular e
cromatoforos expandidos nos pereiépodos e uropodos. Microscopicamente foi observada
reducdo significante nos niveis de lipidios com presenca de deformidades, atrofia e necrose
nos tdbulos. Foram quantificados 3,0 a 3,1 x 10° UFC/g nos hepatopancreas dos
camardes, sendo identificado bioquimicamente o V. fluvialis. Pode-se concluir que é
possivel  caracterizar  presuntivamente a  vibriose sisttmica em  animais
microbiologicamente positivo com ocorréncia de Vibrio fluvialis manifestando a vibriose
sistémica nestes animais.

Palavras-chaves: Litopenaeus vannamei, vibriose sistémica, analises presuntivas, analises
microbioldgicas, cultivo oligohalino.
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INTRODUCAO

A carcinicultura brasileira revela que, entre 2004 e 2011, houve um crescimento
expressivo no nimero de produtores e apenas moderado em érea total de cultivo, no
entanto, entre 2003 a 2009 ocorreu um leve declinio da producdo total afetando o
desempenho da atividade produtiva como relata ABCC (2013). Para o mesmo autor, este
declinio ocorreu devido a dificuldade dos produtores para obtencdo dos licenciamentos
ambientais e a progressiva desvalorizacdo do délar em relacdo a moeda brasileira.

Conforme Moss et al. (2012) afirma que a inddstria camaroneira continua sendo
perseguida pelas doencas que afetam os peneidos resultando na queda da producéo e
consequentemente reducédo dos lucros das empresas produtoras de camar&o.

Um dos fatores que viabilizam a disseminagdo de patégenos no meio de cultivo
consistem na producdo em altas densidades e a ndo retirada dos individuos enfermos do
cultivo, como relata Cock et al. (2009).

Pereira et al. (2003) acrescenta que varia¢6es bruscas no ambiente de cultivo faz com
que o sistema de defesa dos crustaceos fique debilitado, tornando-os mais vulneravel ao
ataque de patdgenos.

As enfermidades infecciosas que acometem o0s camarfes sdo provocadas
principalmente por patdgenos virais e bacterianos gram-negativos (Vibrio spp.)
(ESCOBEBO-BONILLA, 1999).

As bactérias do género Vibrio sdo gram-negativas com formato de bastonetes curvo
ou reto, medindo 1um de largura e 2-3um de comprimento, como cita Lightner (1996).
Ainda, de acordo com MacFaddin (2000) quando mdveis possuem no minimo um flagelo
polar, sendo mesofilas e anaerdbicas facultativas.

Os Vibrios sdo bactérias patogénicas oportunistas encontradas na dgua, no sedimento
e na microbiota intestinal de camardes sadios, causam enfermidades aos camardes
conhecidas como Vibriose (LIGHTNER, 1996).

Segundo Galli et al. (2001) esta enfermidade pode ser caracterizada tanto como uma
infeccdo localizada, quanto generalizada (sistémica) afetando todos os 6rgdos e tecidos,
podendo desenvolver a partir de condigdes estressantes.

Aguirre-Guzman et al. (2001) adiciona que estas bactérias afetam a sobrevivéncia e o

crescimento dos camardes. Assim, Lightner (1996) classificou as principais espécies do
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género Vibrio que apresentam risco para o cultivo dos peneidos sdo: V. alginolyticus, V.
anguillarum, V. campbellii, V. carchariae, V. damsela, V. harveyi, V. ordalli, V.
parahaemolyticus, V. salmonicida, V. splendidus e V. vulnificus.

Algumas espécies como V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus estdo
associadas a doencas em humanos, apresentando manifestagdes clinicas de quadros de
gastroenterites, septicemias e infeccdes em lesdes na pele (ULUSARAC; CARTER, 2004;
PANICKER et al., 2004).

Diante de crescentes prejuizos na carcinicultura por enfermidades objetivou-se
caracterizar 0s aspectos macroscopicos e microscopicos observados na analise presuntiva

de camarfes marinhos microbiologicamente positivos para vibriose sistémica.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado entre Agosto a Outubro de 2012 em sistema fechado com
recirculacdo de &gua com camardo marinho na regido de Mossor6/RN, na area
experimental do laboratério de Sanidade Aquatica (LASA) na Universidade Federal Rural
do Semi — Arido (UFERSA). Os camardes cultivados foram alimentados com ragéo
contendo 30% de proteina bruta distribuida em bandejas, com densidade de 30 — 35
camares/m?, niveis de oxigénio e pH constantes e salinidades variando de 2 a 3%o. Uma
amostra de 50 camardes foi coletada aleatoriamente com auxilio de um puca e
transportados em caixas plasticas com agua e aeracdo adequada para 0 LASA/UFERSA
para exame clinico e microbioldgico.

Os camar6es foram insensibilizados e sacrificados no gelo através de choque térmico
para coleta do material bioldgico. No exame presuntivo foi observado o tempo de
coagulacdo da hemolinfa segundo Aguirre-Guszman; Sanchez Martinez (2005), aparéncia
macroscopica do camardo e analise microscopica do hepatopancreas conforme
metodologia proposta por Lightner (1996). Os aspectos macroscopicos foram
caracterizados de acordo com o grau de severidade das lesGes variando de 0 a 3
(LIGHTNER, 1996) para grau de melanizacGes das lesGes na cuticula, presenca de

opacidade muscular e expansdo dos cromat6foros nos apéndices (Tabela 1).
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Tabela 1. Quantitativo do grau de severidade para melanizaces das lesGes na cuticula,
presenca de opacidade muscular e expansdo dos cromatoforos nos apéndices.

GRAU DE SINAIS CLINICOS
SEVERIDADE

0 N&o apresentam alteracbes macroscopicas sugestivas de
enfermidade.

1 Apresentam poucas alteragdes macroscopicas sugestivas de
enfermidade.

2 Apresentam moderadas alteragdes macroscopicas sugestivas de
enfermidade.

3 Apresentam numerosas alteracdes macroscopicas sugestivas de

enfermidade.

Fonte: Modificado de Lightner (1996)

Para andlise microscopica, 0s hepatopancreas foram observados no microscopio

Optico com objetivas de 10x, 20%, 40%, 100x e verificados quanto a quantidade de lipidios
(Tabela 2), deformidades nos tubulos (Tabela 3).

Tabela 2. Quantitativo do grau de severidade para niveis de lipidios no hepatopancreas.

GRAU DE SINAIS CLINICOS
SEVERIDADE
1 Hepatopancreas com muito pouco teor de lipidios (abaixo de
25%).
2 Hepatopancreas com baixo teor de lipidios (25 - 50%).
3 Hepatopancreas com moderado teor de lipidios (50 - 75%).
4 Hepatopancreas com alto nivel de lipidios (acima de 75%).

Tabela 3. Quantitativo do grau de severidade para deformidades nos tabulos

hepatopancreaticos.

GRAU DE SINAIS CLINICOS
SEVERIDADE

0 Hepatopancreas de tamanho normal apresentando tubulos
normais ausentes de atrofia.

1 Hepatopancreas normal com alguns tubulos atrofiados.

2 Hepatopancreas atrofiado com tdbulos apresentando pontas
duplas e estrangulamento dos tubulos.

3 Hepatopéancreas atrofiado com presenca de tubulos enrugados,
atrofiados e alguns necrosados.

4 Hepatopancreas atrofiado com numerosos tubulos necrosados e

deformados.

Fonte: Modificado de Morales-Covarrubias (2008)
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O diagnostico microbioldgico de Vibrio foi realizado segundo o recomendado pela
ABCC (2012) para a quantidade de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) e a
identificacdo bioquimica da espécie conforme MacFaddin (2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No exame clinico presuntivo, o tempo de coagulacdo da hemolinfa dos camardes
positivos para vibriose sistémica obteve-se média e desvio padrdo de 16,36s + 5,22s,
respectivamente. O tempo de coagulacdo preconizado pela ABCC (2012) é de 20s
considerado adequado para camarfes saudaveis. Contudo, o tempo de coagulacdo dos
individuos infectados ndo aumentou com a vibriose sistémica.

Barracco (2004) e Lightner (1996) afirmam que situacdo de estresse causada por
fatores ambientais, fisioldgicos ou infec¢bes favorecem alteracdes nos niveis de lecitinas
nos crustaceos culminando com o aumento da atividade aglutinante do plasma. Vieira et al.
(2009) acrescenta que a contaminacdo de Vibrio no hepatopancreas de L. vannamei nao
houve relacdo direta entre maior tempo de coagulacdo da hemolinfa com altas contagens
de Vibrio semelhante ao relatado no presente estudo.

Na avaliacdo macroscépica dos camardes coletados aleatoriamente com vibriose

positiva microbiologicamente, verificou-se que em 70% dos individuos apresentavam

numerosas lesdes melanizadas na cuticula (GS 3) (Figura 1).

Figura 1. Litopenaeus vannamei com diagnostico de vibriose sistémica apresentando
diferentes graus de melanizacdo no exoesqueleto. (a) Poucas lesdes melanizadas do L.
vannamei (GS 1), (b) Moderadas lesbes melanizadas do L. vannamei (GS 2), (c)
Numerosas lesdes melanizadas do L. vannamei (GS 3). *GS - Grau de Severidade

No decorrer das analises presuntivas foi visualizado que estas lesbes de cuticula

enegrecidas desapareceram na ecdise, corroborando com Morales-Covarrubias (2008) que
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afirma que estas manchas negras podem desaparecer com 0 processo de muda dos
crustaceos como também favorecer a penetracdo de patdgenos oportunistas desenvolvendo
infeccéo sistémica.

A presenca elevada de melanizagcbes no exoesqueleto culminando em infecgéo
sisttmica nos individuos assemelham-se as descritas por Nunes e Martins (2002) que
lesbes melanizadas na cuticula favorecem a penetracdo das bactérias do género Vibrio
afetando drgdo e tecidos desenvolvendo a vibriose sistémica.

Relacionando ao aspecto de opacidade muscular verificou-se que 40% dos
individuos apresentavam no primeiro més de cultivo opacidade muscular difusa
acometendo toda extensdo do corpo do animal (GS 3) (Figura 2). Corroborando com
Morales-Covarrubias (2008) na afirmacdo que a vibriose afeta principalmente pos-larvas e
camardes juvenis e que a doenca na sua fase inicial € comum observar organismos com
opacidade muscular e trato digestivo vazio.

Os sinais clinicos macroscépicos encontrados estdo de acordo com os mostrados por
Mendes et al. (2005) em que os camardes com vibriose sistémica apresentavam opacidade

muscular, coloragdo avermelhada e melanizac6es nos apéndices.

() b)

Figura 2. L. vannamei com diagndstico de vibriose sistémica apresentando diferentes
graus de opacidade muscular. (a) Pouca opacidade muscular (GS 1), (b) Moderada
opacidade muscular (GS 2), (c) Opacidade difusa muscular (GS 3). *GS - Grau de
Severidade

Os animais apresentaram 30% de cromatéforos expandidos de coloragédo
avermelhada nos urdpodos e de 30% nos pereidépodos (Figura 3), semelhantes aos
resultados apresentados por Morales-Covarrubias (2008) e Barbieri Junior; Ostrensky Neto
(2001). Para estes autores, os camarfes afetados por vibriose sistémica apresentam
apéndices melanizados com expansao dos cromatoforos.

Chanratchakool (1995) em estudo sobre a patologia em Penaeus monodon revelou

que a doenca conhecida como “coloracdo vermelha” instalada no cultivo foi acompanhada
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por uma expressiva presenga de Vibrios em amostras de hepatopancreas dos camardes
doentes com cromatéforos expandidos no corpo do animal e seus apéndices, fato que se
confirma neste trabalho.

(a) (b) (c) (d)

Figura 3. Expansdo dos cromatéforos nos urépodos do L. vannamei submetidos ao cultivo
oligohalino com diagndstico de vibriose sistémica. (a) Pigmentacdo normal do L. vannamei
(GS 0), (b) Pouca pigmentacdo do L. vannamei (GS 1), (c) Muita pigmentacdo do L.
vannamei (GS 2), (d) Bastante pigmentacdo do L. vannamei (GS 3). *GS= Grau de
Severidade

Microscopicamente, observou-se uma ocorréncia de 60% de individuos com muito
pouco teor de lipidios, caracterizado por niveis abaixo de 25% de lipidios nos tdbulos (GS
1). Essas caracteristicas assemelham-se as descritas por Morales-Covarrubias (2008) e
Lightner (1996) para camar@es afetados por vibriose sistémica.

Para o grau de deformidade dos tGbulos do hepatopancreas, 65% dos individuos com
vibriose apresentaram tubulos atrofiados com elevada incidéncia de tabulos necrosados e
deformados (GS 4). O grau de severidade quanto a deformidades nos tabulos aumenta com
progressdao da doenca. As lesdes observadas no estudo foram caracterizadas como a forma
cronica da vibriose (Figura 4). Essas lesdes sdo similares as descritas por Jiravanichpaisal
et al. (1994); Morales-Covarrubias (2008) e Lightner (1996) para camardes afetados por

vibriose sistémica.
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Figura 4. Diferentes graus de deformidades dos tubulos do hepatopéancreas do L. vannameli
submetidos ao cultivo oligohalino com diagndstico de vibriose sistémica. (a) Alguns
tubulos atrofiados (GS 1), (b) Tubulos apresentando pontas duplas (GS 2), (c) Tubulos
enrugados, atrofiados e alguns necrosados (GS 3). (d) Numerosos tubulos necrosados e
deformados (GS 4). *GS= Grau de Severidade

A quantificacdo de Vibrio no hepatopancreas dos camardes do sistema oligohalino
variou entre 3,0 a 3,1 x 10® UFC/g, valores considerados menores do que os relatados por
Lima et al. (2004) em 14 fazendas nos Estados do Ceard, Piaui e Rio Grande do Norte com
variacdo de 15 x 10* a 43 x 10° UFC/g nas amostras de hepatopancreas do camarao.

Conforme metodologia de Gomez-Gil (2005) estabelece que a quantificacdo de
UFC/g no hepatopancreas de camardes juvenis e adultos deve ser menor que 10°
considerando valores acima de 10° elevados. Portanto, a quantificacdo de vibrio
encontradas no presente estudo esta de acordo com os parametros considerados normais

pelo autor, ndo desconsiderando a instalacdo da enfermidade no animal.
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Os resultados encontrados no presente estudo estdo de acordo com relatados por
Rodriguez et al. (2010) que encontraram proliferacdo de bactérias do género Vibrio no
hepatopancreas associadas a doenca bacteriana, em torno de 10° UFC/g no que concerne a
instalagdo da vibriose mesmo estando os niveis de quantificacdo dentro dos valores
considerados normais.

Foi identificado no hepatopancreas dos camardes em agua oligohalina o Vibrio
fluvialis. Resultados similares também foram relatados por Gaméz et al. (2004) em estudo
sobre Vibrios no cultivo do L. vannamei em Sonora no México no ano de 2003 que isolou
6 espécies de Vibrio no hepatopancreas, sendo 30% de V. fluvialis, 27% de V. damsela,
12,5% de V. vulnificus, 12,5% de V. parahaemolyticus, 11% de V. alginolitycus e 7% de V.
harveyi. Segundo Vieira et al. (2000) V. fluvialis foi encontrado em 50% das amostras de
pos-larvas de L. vannamei em uma larvicultura, sendo registrados neste periodo casos de
mortalidades dos animais. Apesar da ampla diversidade de espécies confirmadas nas
amostras de agua e dos camardfes relatados, ndo se pode precisar qual espécie € mais ou
menos maléfica ao cultivo de peneidos, uma vez que a viruléncia desse género bacteriano é
muito variavel. No entanto, a doenca vibriose s6 podera ser desenvolvida nos peneidos se

0s mesmos forem cultivados em condicgdes estressantes e desfavoraveis ao cultivo.

CONCLUSAO

e Presuntivamente, o0s camardes com vibriose sistémica apresentaram
macroscopicamente lesbes melanizadas na cuticula, opacidade difusa da
musculatura, cromatéforos expandidos principalmente nos apéndices pereiépodos e
urépodos. Microscopicamente, 0s hepatopancreas infectados por Vibrio
apresentaram reducdo significativa nos niveis de lipidios, tabulos atrofiados,
deformados e necrosados.

e As Unidades Formadoras de Coldnias variaram entre 3,0 a 3,1 x 10® UFC/g
associada a doenca bacteriana. A espécie de Vibrio isolada no hepatopéancreas dos

camardes foi o Vibrio fluvialis ocasionado a vibriose sistémica.
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VIBRIOS PATOGENICOS NA CARCINICULTURA DO RIO GRANDE DO
NORTE

LUCIANA VERAS DE AQUINO FIGUEIROA!, JOSE TICIANO ARRUDA XIMENES
DE LIMA?, FRANCISCO MARLON CARNEIRO FEIO®

RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo quantificar através da técnica de
contagem padrdo em placas (CPP) e identificar as espécies do género Vibrio presentes em
fazendas nas amostras de camardo e agua euhalino e oligohalino. As amostras de
hepatopéncreas e de agua dos cultivos euhalino e oligohalino foram coletadas e
transportadas em caixas isotérmicas para o Laboratério de Microbiologia da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido - UFERSA. Os micro-organismos do género Vibrio foram
quantificados seguindo a metodologia de plagqueamento de superficie e identificados
conforme a orientacdo de MacFaddin. A contagem do numero de Unidades formadoras de
Colonias (UFC/mL) na agua de cultivo oligohalino foi relativamente superior ao cultivo
euhalino apresentando 8,5 x 10° UFC/mL e 4,5 x 10° UFC/mL, respectivamente; o
hepatopancreas dos camardes cultivados apresentaram valores entre 3,0 a 3,1 x 10° UFC/g
em agua euhalina e oligohalina. A espécie de Vibrio isolada no cultivo euhalino foi V.
vulnificus, enquanto que no cultivo oligohalino foram identificados V. fluvialis e V.
vulnificus, consideradas espécies patogénicas que podem eventualmente estar relacionadas
a infeccdes nos camardes e no humano, representando um risco para a carcinicultura e para

salde publica.

Palavras Chave: Camardo marinho, Contagem padrdo em placa (CPP), Vibrio spp., Saude
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PATHOGENIC VIBRIOS IN THE SHRIMP FARMING IN RIO GRANDE DO
NORTE

ABSTRACT - This paper had as its goal the quantifying through the Standard Pour Plate
Couting Technique (CPP) and to identify the species of the Vibrio sort found in farms, in
the samples of shrimp and euhaline and oligohaline water. The samples of hepatopancreas
and water of the euhaline and oligohaline had been collected and carried in isothermal
boxes to the Microbiology Laboratory of the Universidade Federeal Rural do Semi-Arido -
UFERSA. The microorganisms of the Vibrio sort had been quantified following the
methodology of plating the surface and identified according to the orientation of
MacFaddin. The counting of the number of forming Units of Colonies (UFC/mL) in the
water of oligohaline culture was relatively superior to the euhaline culture, presenting 8,5 x
10° UFC/mL and 4,5 x 10° UFC/mL, respectively; the hepatopancreas of the cultivated
shrimp had presented values from, 3,0 to 3,1 x 10° UFC/g in euhaline and oligohaline
water. The species of Vibrio that was isolated in the euhaline culture was V. vulnificus,
whereas in the oligohaline culture they had been identified as V. fluvialis and V. vulnificus,
considered pathogenic species that can eventually be related to some infections in shrimp

and human beings, representing a risk for the shrimp Farming and public health.

Key Words: Marine shrimp, Standard Pour Plate Counting (CPP), Vibrio spp., public
Health.
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INTRODUCAO

A aquicultura no Brasil cresceu 43,8% entre 2000 e 2009 em compara¢do no mesmo
periodo com suinocultura (12,9%), avicultura (9,2%) e bovinocultura (8,2%). Em 2010, a
producéo da aquicultura no Brasil foi de 479.398,6t e a pesca de 69.422,4t (MPA, 2012). A
producéo brasileira de camardes cultivados em 2003 atingiu 90.180t, declinando em 2004
para 76.000t (ROCHA, 2007).

Este decréscimo entre os periodos de 2003 a 2004 ocorreu devido o surgimento de
doencas com consequente diminuicdo nas exportacdes (SALES et al., 2005). A partir de
entdo, as enfermidades passaram a ser vistas como um obstaculo econdmico e uma ameaca
a viabilidade da atividade (NUNES; MARTINS, 2002).

As doengas resultam de uma interacdo entre o camardo (hospedeiro), 0 meio de
cultivo (ambiente) e os agentes patogénicos. O grau de patogenicidade de uma doenca
infecciosa dependera diretamente do numero de patdgenos encontrados no ambiente de
cultivo, o grau de viruléncia do patdgeno e nivel de defesa imunoldgica do camardo. Do
ponto de vista do ambiente, este pode variar de indspito a ideal para o camardo cultivado,
favorecendo ou ndo o agente causador da doenca (LIGHTNER; REDMAN, 1998).

Dentre as doencas causadas por agentes biologicos, as mais comuns sdo as
ocasionadas por microorganismos oportunistas encontrados na agua e sedimento, podendo
também fazer parte da microbiota intestinal de muitas espécies aquaticas, inclusive do
camardo destacando-se as do género Vibrio (LIGHTNER, 1983).

Segundo Lightner (1993), os vibrios sdo bactérias de maior relevancia na aquicultura,
devido a sua capacidade de infectar organismos aquaticos, entre estes os camardes
peneidos. Morfologicamente, as bactérias do género Vibrio sdao gram-negativas, possui
forma de bastonete curvo ou reto, suas células podem chegar a medir 1lum de largura e
entre 2-3um de comprimento; quando moveis possuem no minimo um flagelo polar,
mesofilas e anaerobicas facultativas (FARMER; HICKMAN-BRENNER, 1992).

Lightner (1996) classificou mundialmente as principais espécies do género Vibrio
que apresentam risco para o cultivo dos peneidos: V. alginolyticus, V. anguillarum, V.
campbellii, V. carchariae, V. damsela, V. harveyi, V. ordalli, V. parahaemolyticus, V.

salmonicida, V. splendidus e V. vulnificus.
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Do género Vibrio, mais de 20 espécies estdo associadas a saude publica, as mais
importantes s&o V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus, que clinicamente podem
manifestar quadros de gastroenterites, septicemias e infecgdes de feridas (ULUSARAC,;
CARTER, 2004) e septicemia em humanos (PANICKER et al., 2004).

As fazendas de carcinicultura utilizam a &gua dos estuarios para o cultivo sendo
reservatorios para espécies de Vibrio. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo
quantificar através da técnica de contagem padrdo em placas (CPP) e identificar as
espécies do género Vibrio presentes em fazendas nas amostras de camardo e agua euhalino
e oligohalino.

MATERIAL E METODOS

As coletas foram realizadas em dois sistemas de cultivo de Litopenaeus vannamei:
sistema 1, fazenda euhalina em condi¢des de salinidade média de 34%o, localizada no
estuario do rio Apodi — Mossord/RN (5°05°08.53”’S ¢ 37°17°35.60”0) e sistema 2, cultivo
oligohalino com salinidade média de 3%, com agua de poco na area experimental do
Laboratério de Sanidade Aquatica (LASA) da Universidade Federal Rural do Semi — Arido
(UFERSA). As variaveis de temperatura, pH e oxigénio dissolvido foram avaliadas através
de term&metro digital e métodos colorimétricos, respectivamente.

Entre Agosto a Outubro de 2012, coletaram-se amostras de hepatopancreas de
camarfes em tubos com agua peptonada salina e de agua nos cultivos oligohalino e
euhalino em garrafas de 1 litro previamente esterilizadas. As amostras de hepatopancreas e
de agua de cultivo foram transportadas em caixas isotérmicas para o Laboratério de
Microbiologia da UFERSA.

Os microorganismos do género Vibrio foram quantificados, seguindo a metodologia
de plaqueamento de superficie proposta pela ABCC (2012). Para diluicdo das amostras se
utilizou agua peptonada alcalina. Em seguida, transferiram-se aliquotas de 0,1mL das
diluicdes de cada amostra (10™ a 10) para placas de Petri contendo Agar tiossulfato
citrato sais de bile (TCBS), sendo invertidas e incubadas a 35-37°C por 18-24 horas. As
colbnias caracteristicas no Agar TCBS foram contadas e repicadas para o Tryptone Soya

Agar (TSA) suplementado com 2,0% de cloreto de s6dio para estoque dos isolados. Apds
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esse periodo, foram feitas contagens das placas que apresentaram crescimento presuntivo
de Vibrio.

Os resultados das Unidades formadoras de Colbnias (UFC) do hepatopancreas foram
calculados pela expressdo: UFC/ml= Total de coldnias de bactérias x 10ml + Peso do
hepatopéncreas + Volume inoculado. E para as UFC da &gua de cultivo através da
expressdo: UFC/ml= Total de UFC + Volume inoculado.

Posteriormente, realizou-se o estudo do perfil bioquimico das colbnias para
identificacdo da espécie: motilidade, H,S, indol, producéo de &cido a partir de maltose,
sacarose, nitrato, citrato, hidrélise da esculina e producdo de oxidase conforme a
orientacdo de MacFaddin (2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos dois sistemas foi constatada a presenca de bactérias do género Vibrio, tanto na
agua de cultivo quanto no hepatopancreas dos camarfes analisados. A contagem do
nimero de UFC/mL encontrado na 4gua de cultivo do sistema 1 (euhalino) foi de 4,5 x 10°
UFC/mL colbnias verdes. No sistema 2 (oligohalino) a contagem de UFC/mL foi de 8,5 x
10° UFC/mL colénias verdes e de 2,2 x 10° UFC/mL colénias amarelas. O nimero de
Vibrio no hepatopancreas dos camardes do sistema 1 e 2, variou entre 3,0 a 3,1 x 10°
UFC/g.

O CONAMA (2005), na Resolucdo N° 375, estabelece as diretrizes ambientais para
0 enquadramento dos tipos de dgua, ndo contempla limite para vibrios em aguas salobras
(0,50%0 - 30%0) e salinas (acima de 30%o) destinadas a aquicultura. Desse modo, o0s
resultados da pesquisa no que concerne a quantificacdo de Vibrio ndo pode ser comparados
a um padrdo legal vigente, impossibilitando a classificacdo dos valores obtidos em baixos
ou elevados.

No Brasil, os padrdes microbioldgicos do pescado e de produtos derivados de
pescado sdo definidos pela ANVISA (2001), na Resolucdo N° 12, no que concerne a
Vibrio, para esta resolucdo no item 22, estabelece um limite de 10° de V.
parahaemolyticus/g para pratos prontos para o consumo a base de pescado.

A quantificacdo de vibrios nas amostras de agua do cultivo (sistema 1 e 2) e das

amostras do hepatopéancreas do presente trabalho foi considerada menor do que as relatadas
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por Lima et al. (2004) em que verificaram até 1,3 x 10* UFC/mL na 4gua do cultivo e 4,3 x
10° UFC/g nas amostras de hepatopancreas do camaro.

No sistema 2 a quantificacdo de vibrios nas amostras de agua do cultivo foi
relativamente maior e menor para o hepatopancreas que as registradas por Mendes et al.
(2009) em trés fazendas marinhas situadas no litoral de Pernambuco com valores de 6,2 x
10° UFC/mL na 4gua de cultivo e 1,1 x 10° UFC/g no hepatopancreas do L. vannamei.

Segundo Riquelme e Herrera (2003) o aumento na contagem no namero de Vibrio na
agua dos cultivos deve-se a um maior aporte de matéria organica no viveiro, devido a
oferta de racdo e fertilizantes e, consequentemente ao aumento de dentritos, fitoplancton e
bactérias.

Em relagdo a identificacdo das espécies de vibrios na agua de cultivo foram
encontrados V. vulnificus no sistema 1 e no sistema 2 foram identificadas V. vulnificus e V.
fluvialis. No hepatopancreas foram identificados V. vulnificus no sistema 1 e V. fluvialis no
sistema 2.

Pfeffer et al. (2003) em seu estudo sobre a ecologia do V. vulnificus em aguas
estuarinas obtiveram o isolamento dessa espécie apenas quando a temperatura ficou entre
15 — 27°C, afirmando que o indice foi controlado pela temperatura, turbidez e nivel de
oxigénio da agua. Esses resultados podem ser comparados com o presente estudo, onde a
cepa de V. vulnificus isolada da agua foi com temperatura variando de 27 a 29°C para
sistema 1 e 2, respectivamente. Motes et al. (1998), relata que V. vulnificus apresenta forte
influéncia por baixas salinidades (5 — 25%o) e altas temperaturas (> 20°C). No presente
estudo V. vulnificus também foi isolado em salinidades relativamente altas (34%o). Lake et
al. (2003) consideram um pH 6timo para o crescimento de todas as espécies de vibrio
situando-se entre 7,8 e 8,5 0 que esta de acordo com pH 8,0 encontrado no presente estudo.

As espécies V. vulnificus e V. fluvialis isoladas neste estudo sdo consideradas
patogénicas para 0 homem. Conforme relatam Nishigushi e Nair (2003), os vibrios podem
causar doencas entéricas em humanos, destacando-se V. cholerae, V. parahaemolyticus, V.
vulnificus, V. fluvialis, V. furnissii, V. cincinnatiensis, V. metschnikovii e V. mimicus.
Daniels et al. (2000) relataram gastroenterites, infeccdes em feridas e septicemia como
quadros de infeccBes provocadas por V. parahaemolyticus nos Estados da Florida,

Alabama, Lousiana e Texas.
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Conforme Thompson et al. (2003) acrescentaram que a espécie V. cholerae é
abundante em ambientes aquéticos, principalmente nas &reas costeiras, estuarios e rios
afirmando que essa espécie de Vibrio provocou consideraveis mortes no Brasil na Gltima
década e que as suas cepas vém adaptando-se com sucesso a mudancas nas condicdes
ambientais.

Barbieri et al. (1999) alertaram para o perigo de algumas cepas toxigénicas do V.
cholerae podem provocar danos para a saude publica, variando de gastroenterites até
quadros graves de septicemia.

A habilidade das cepas de V. cholerae de aderir e colonizar exoesqueletos de
crustaceos representa um meio de sobrevivéncia em ambientes aquaticos, em que as
concentracdes de vibrios na carapaca podem representar problemas para saide publica
(CASTRO-ROSAS; ESCARTIN, 2002).

Segundo Vieira et al. (2000) V. fluvialis foi encontrado em 50% das amostras de pos-
larvas de L. vannamei em uma larvicultura, sendo registrados neste periodo casos de
mortalidades dos animais. Gaméz et al. (2004) em estudo sobre Vibrios no cultivo do L.
vannamei em Sonora no México no ano de 2003 isolou 6 espécies de Vibrio no
hepatopancreas, sendo 30% de V. fluvialis, 27% de V. damsela, 12,5% de V. vulnificus,
12,5% de V. parahaemolyticus, 11% de V. alginolitycus e 7% de V. harveyi.

Cabe resaltar, que V. vulnificus destaca-se epidemiologicamente na salde publica,
isolado com relativa frequéncia em ambientes aquéticos e diversas espécies de pescado.
Sua relevancia em Saude Publica esta fortemente associada ao consumo de alimentos
marinhos in natura ou cozidos inadequadamente (NASCIMENTO et al., 2001). A espécie
pode causar infec¢bes cutaneas a partir de ferimentos em pacientes imunologicamente
comprometidos e lesdes superficiais expostas ao meio ambiente aquatico (PARVATHI et
al., 2004).

Longyant et al. (2008) ao verificarem através da imuno-histoquimica as estirpes de
vibrio de camardes L. vannamei, citaram que o V. vulnificus e o V. parahaemolyticus foram
as espécies mais identificadas no hepatopancreas.

Em estudos realizados por Pereira et al. (2007) isolaram algumas espécies do género
Vibrio em mexilhdes in natura, com predominancia de V. alginolyticus, V. cholerae nédo
01, V. parahaemolyticus, V. carchariae, V. vulnificus e V. damsela. Entretanto, o que

chama mais atencgdo ¢é o fato de que algumas espécies como V. vulnificus, V. fluvialis e V.
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furnisii apresentaram uma frequéncia de isolamento significativa a partir das amostras pre-
cozidas, o que pode significar problemas referentes & manutencdo do bindmio tempo-
temperatura durante a fase de pré-cozimento ou recontaminagdo do produto pré-cozido.

Segundo Hua et al. (2011) especificamente mais do que 74,3% das amostras de
camardes coletadas nas cidades do Sul da China também foram contaminadas com o V.
vulnificus.

V. wulnificus é frequentemente encontrada em camarbes e ostras, podendo ser
considerados como fonte de contaminacdo de outros alimentos e nos mercados durante a
fase de processamento (CHEN et al., 2010). A presenca de espécies patogénicas de Vibrio
em camarBes pode significar um risco a salide dos consumidores, especialmente nas

regibes onde 0s mesmos sdo consumidos crus (NORIEGA-OROZCO et al., 2007).

CONCLUSAO

e A espécie de Vibrio isolada no cultivo euhalino foi V. vulnificus na agua e no
hepatopancreas. Na &gua de cultivo oligohalino foram identificados V. fluvialis e V.
vulnificus, enquanto que V. fluvialis no hepatopancreas. Ambas as espécies de
Vibrio séo consideradas patogénicas que podem eventualmente estar relacionadas a
infeccdes no humano e nos camardes, representando um risco para a satde publica
e para carcinicultura;

e O numero de vibrios na agua de cultivo oligohalino foi relativamente superior ao
cultivo euhalino apresentando 8,5 x 10° UFC/mL e 4,5 x 10° UFC/mL,
respectivamente; o hepatopancreas dos camardes cultivados apresentaram valores

entre 3,0 a 3,1 x 10° UFC/g em &gua euhalina e oligohalina.
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