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RESUMO

Dentre as principais atividades agropecudrias desenvolvidas em mangues ou arredores podemos
destacar a carcinicultura, considerada rentavel economicamente e de produtividade superior a
maioria das atividades agropecudrias até entdo desenvolvidas nesse tipo de ambiente. Em
contrapartida, atrelado ao desenvolvimento da carcinicultura nessas regides, houve também um
aumento na incidéncia de enfermidades, principalmente de origem bacteriana, em especial as
Vibrioses. Das principais patogenicidades ligadas ao género Vibrio podemos destacar a Necrose
Hepatopancreatica Aguda (AHPND), anteriormente conhecida como Sindrome da Mortalidade
Precoce (EMS), responsavel pela redugao da produ¢do mundial de Litoppenaeus vannamei. A
fim de estabelecer um monitoramento acerca da presenca e da diversidade de espécies do género
capazes de causar a doenga, analisou-se dois (2) estuarios de grande importincia para a
atividade de carcinicultura no estado do Ceard, por meio de coletas de dgua e sedimento. A
quantificagdo de Vibrio total do estuario do Rio Jaguaribe foi de 4,70 x10* na primeira coleta e
7,95 x10* durante a segunda coleta. Para o estudrio do Rio Pirangi, os valores obtidos durante
a primeira e a segunda coleta foram de 7,00 x10% e 2,4x10% respectivamente. No total foram
isoladas 82 amostras, das quais em 6 foram detectados genes que confirmam a presen¢a do
plasmideo causador da AHPND, entretanto incapazes de codificar as toxinas pirA e pirB,
envolvidas na patologia. Uma tUnica amostra apresentou positividade para a detec¢do do V.
parahaemolyticus causador de AHPND, caracterizando como caso suspeito. As demais
amostras, de acordo com o protocolo de diagndstico utilizado e sugerido pela Organizacao
Mundial de Saude Animal (OIE), ndo podem ser caracterizadas como casos suspeitos ou
confirmados havendo a necessidade de realizagdo de outros testes para tal afirmagdo. Contudo,
a presenga de provaveis agentes patogénicos da AHPND ¢ preocupante para os ambientes

estudados, devido a proximidade com fazendas de carcinicultura.

Palavras-chave: Vibriose. Sindrome da Mortalidade Precoce. Carcinicultura.



ABSTRACT

Among the main agricultural activities developed in mangroves or surroundings, we can
highlight shrimp farming, considered economically profitable and with higher productivity than
most agricultural activities developed until then in this type of environment. On the other hand,
linked to the development of shrimp farming in these regions, there was also an increase in the
incidence of diseases, mainly of bacterial origin, especially Vibrioses. Among the main
pathogenicities linked to the Vibrio genus, we can highlight the Acute Hepatopancreatic
Necrosis (AHPND), formerly known as Early Mortality Syndrome (EMS), responsible for the
reduction of worldwide production of Litoppenaeus vannamei. In order to establish a
monitoring about the presence and the diversity of species of the genus capable of causing the
disease, two (2) estuaries of great importance for the shrimp farming activity in the state of
Ceara were analyzed, through collections of water and sediment. The quantification of total
balance of the Jaguaribe River estuary was 4.70 x103 in the first collection and 7.95 x104 during
the second collection. For the Pirangi River estuary, the values obtained during the first and the
second collection were 7.00 x103 and 2.4x104, respectively. In total, 82 samples were isolated,
of which 6 were detected genes that confirm the presence of the plasmid causing AHPND,
however unable to encode the pirA and pirB toxins involved in the pathology. A single sample
was positive for the detection of V. parahaemolyticus that causes AHPND, characterizing it as
a suspicious case. The other samples, according to the diagnostic protocol used and suggested
by the World Organization for Animal Health (OIE), cannot be characterized as suspected or
confirmed cases, with the need to perform other tests for this statement. However, the presence
of probable pathogenic agents of AHPND is worrying for the studied environments, due to the

proximity to shrimp farms.

Keywords: Vibriosis. Early Mortality Syndrome. Shrimp farming
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1 INTRODUCAO

A aquicultura, segundo a Organizagao das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimentacao (FAO, 2018), ¢ um dos setores que mais crescem, quando comparado a outras
atividades importantes na producdo alimenticia. A compreensdo do comportamento dos
organismos cultivados, aliado a incentivos econdomicos permitiu o desenvolvimento do setor e
a melhoria da tecnologia de producao envolvida (LIMA; MENDONCA FILHO, 2009),
tornando a atividade uma alternativa viavel para aliviar a exploragdo sobre os estoques
pesqueiros, a0 mesmo tempo em que incrementa a oferta de pescados, atendendo as demandas
do mercado consumidor (FAO, 2018).

O camardo se apresenta como um dos principais produtos exportados pelo Brasil,
representando uma média de aproximadamente 9,45% das exportacdes de pescado entre 2006
¢ 2018 (RODRIGUES, 2019). No Brasil, a carcinicultura foi inicialmente implantada em areas
de apicuns dos manguezais, dando inicio ao desenvolvimento da atividade. Na década de 80
firmou-se como atividade lucrativa, ganhando espago no agronegdcio (NASCIMENTO, 2007).
A atividade expandiu-se rapidamente e ganhou espago na industria de exportagdo de pescados,
destacando-se por apresentar elevados indices econdmicos quando comparadas a outras
atividades aquicolas (QUEIROZ et al., 2013).

A intensificagdo da carcinicultura e a transferéncia de organismos aqudticos entre
paises do mundo acarretaram no aumento da incidéncia de patdgenos capazes de afetar a
produtividade dos cultivos, prejudicando a sobrevivéncia e o crescimento dos animais
(SAULNIER et al., 2000). O adensamento de camardes em cativeiro, as elevadas densidades
de estocagem, o aumento no aporte de racdes, nutrientes e matéria organica, além do
compartilhamento de dgua por diferentes fazendas somadas a redugdo da qualidade de agua dos
estuarios predispde os camardes a condicdes estressantes, tornando-os vulneraveis a agentes
infecciosos (TANCREDO et al., 2011).

Aliando intensas condi¢des de cultivo a mé gestdo dos recursos, doencas
bacterianas causadas principalmente por espécies do género Vibrio, sdo frequentemente
associadas a mortalidade nos cultivos (SAULNIER et al., 2000). Considerados microrganismos
oportunistas, os Vibrios, fazem parte da microbiota natural do camardo peneideo e causam
doengas apenas em condi¢des estressantes para o animal (AGUIRRE-GUZMAN; VAZQUEZ-
JUAREZ; ASCENCIO, 2001). Além disso, algumas bactérias pertencentes a este género sio
patogénicas para o ser humano (IZUMIYA et al., 2011).



16

Dentre as espécies do género Vibrio, pode se destacar Vibrio parahaemolyticus
como responsavel pelo declinio da produgdo global de camardes. Sendo a espécie o agente
causador da doenca de Necrose Hepatopancreatica Aguda (AHPND), inicialmente conhecida
como Sindrome da Mortalidade Precoce (EMS) e portador dos genes da toxina pirA e pirB
(WANG et al., 2018). A doenga causou graves danos a industria, ocasionando perdas
econOmicas significativas para o setor em paises como China (2009), Vietna (2010), Malésia
(2011), Tailandia (2012), México (2013) e Filipinas (2015) (RESTREPO et al., 2018).

Acredita-se que as cepas patogénicas de Vibrio parahemolyticus contém genes
homologos capazes de codificar as toxinas pirA e pirB (VPanpnp) € que os genes das toxinas
estdo localizados em um plasmideo extracromossémico (pVAl) contido na bactéria
(RESTREPO et al., 2016). As toxinas sdo produzidas no estbmago do camardo, capazes de
causar a descamacao do hepatopancreas, desencadeando uma série de fatores que podem levar
a morte (PHIWSAIYA et al., 2017).

Outras espécies do género como V. campbellii, V. owensii, V. punensis e V. harveyi
também foram observadas como causadoras da AHPND em camardes. Tudo indica que a
transferéncia horizontal de genes entre as espécies do género ocorra devido a presenga de genes
de transferéncia no plasmideo, capazes de mobilizar os genes de viruléncia AHPND para outra
bactéria do género, transformando a bactéria receptora em uma cepa causadora da doenga.
Dessa forma, a presenga de Vibrios ndo causadores da doenca AHPND também trazem riscos
a carcinicultura, visto que essas bactérias podem ser transformadas em patdgenos por
transferéncia, sendo a presenga desses plasmideos preocupantes para o ambiente de cultivo
(MUTHUKRISHAN et al., 2019)

Nesse contexto, o objetivo geral da pesquisa foi estabelecer um programa de
monitoramento de bactérias do género Vibrio capazes de causar a doenga da Necrose
Hepatopancreatica Aguda (AHPND) ou Sindrome da Mortalidade Precoce (EMS) em areas de
cultivo de camardo Litopenaeus vannamei no Estado do Ceara. Para isso, os seguintes objetivos
especificos foram tragados:

a) Quantificar a presenca de bactérias pertencentes ao género Vibrio em
amostra de dgua e sedimento de dois estudrios no Estado do Ceara (Jaguaribe e Pirangi).

b) Acompanhar a diversidade de bactérias do género Vibrio presentes nos
dois estudrios ligados a atividade de carcinicultura.

c) Detectar a presengca de genes ligados a doenca da Necrose
Hepatopancreatica Aguda (AHPND) nas espécies isoladas por meio de técnicas de

biologia molecular.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aquicultura

A aquicultura consiste na producdo, em cativeiro, de organismos no qual o ciclo de
vida ou parte de seu desenvolvimento ocorre na agua. Para caracterizagdo dessa atividade
destacam-se trés pontos: o organismo a ser produzido deve ser aquatico, independentemente se
de ambiente marinho, dulcicola ou estuarino; deve existir um protocolo de cultivo adequado
com as diretrizes para manejo ¢ producdo da espécie explorada; e a criacdo deve ter um
proprietario, diferenciando-se assim da exploracdo pesqueira (VALENTI, 2002).

A atividade ¢ marcada pela necessidade de interven¢cao humana durante o processo
produtivo, controlando e/ou monitorando taxas de alimentagdo, reproducdo e crescimento,
elaborando medidas de prote¢do aos predadores e determinando as taxas de adensamento dos
organismos, caracterizando-se assim como uma atividade planejada e controlada pela a¢cdo do
homem (MORENO, 2019).

Pode ser dividida em: piscicultura (criagdo de peixes), carcinicultura (criacdo de
crustaceos), ranicultura (criagdo de rds), malacocultura (criagdo de moluscos, ostras e
mexilhoes), algicultura (cultivo de algas), quelonicultura (criagdo de tartarugas e tracajas) e
criacdo de jacarés (SCHULTER; VIEIRA-FILHO, 2017).

Com o declive da produgdo pesqueira oriunda de captura, acredita-se que a
aquicultura surgiu como opgao viavel para a produgdo de proteina de origem animal saudavel
e de boa qualidade, objetivando contribuir para o aumento da oferta de alimento mundial e
destacando-se também como uma atividade geradora de emprego e renda (SIQUEIRA, 2018).
Ressalta-se que mesmo a producao em pequena ou média escala tem sido vista como alternativa
de renda para o produtor rural em diversas regides do mundo, inclusive no Brasil (MELLO;
OLIVEIRA; SEIXAS FILHO, 2017).

O crescimento da atividade ocorreu a partir de 1980, devido a introdugdo de novas
técnicas de produgdo, o que resultou em um maior controle do ambiente aquatico, com custos
acessiveis e resultados promissores no quesito produtividade e qualidade (SIQUEIRA, 2018).
Pode-se atrelar também como fator preponderante para o desenvolvimento da aquicultura, o
incentivo financeiro e tecnologico, permitindo ganhar espaco na producdo de pescados
(MORENO, 2019).

Ao comparar o consumo mundial de pescado destinado a alimentagao humana ao

consumo de outras fontes de proteina animal, verifica-se que a média anual de consumo de
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pescados teve um aumento de cerca de 3,1% entre 1961 a 2017, enquanto a média de consumo
anual das demais fontes de proteina cresceram aproximadamente 2,1%. Em 2017, o consumo
de pescados como fonte de proteina animal na dieta da populacio mundial foi de
aproximadamente 17%, enquanto o consumo de outras proteinas foi de aproximadamente 7%.
Dessa forma, o pescado se mantém como um dos produtos alimenticios mais comercializados
no mundo (FAO, 2020).

De acordo com a FAO (2020), a produ¢do mundial de pescado em 2018 foi de
aproximadamente 179 milhdes de toneladas, sendo destinadas ao consumo humano cerca de
156 milhdes de toneladas, equivalendo a um consumo anual de 20,5 kg por habitante. A
aquicultura contribuiu com aproximadamente 82,1 milhdes de toneladas, equivalente a 46% de
toda a producdo mundial de pescado e 52% da producdo destinada ao consumo humano.

Segundo a FAO (2020), a produ¢do mundial aquicola atingiu o recorde de 114,5
milhdes de toneladas em 2018, cujo a producdo total consistiu em 82,1 milhdes de toneladas de
animais aquaticos, 32,4 milhdes de toneladas de algas marinhas e 26.000 toneladas de conchas
ornamentais e pérolas, perfazendo um valor de venda total de aproximadamente de 263,6
bilhdes de dolares. Assim, a producdo mundial de animais e plantas aquaticas cultivadas
cresceram anualmente, em média aproximadamente 5,3% entre 2001 e 2018.

Em 2018, a principal espécie de peixe cultivado mundialmente foram as carpas
(carpa herbivora, carpa prateada, carpa comum e carpa cabeguda), que somadas representam
32,8% dos peixes produzidos, seguidos pela tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
representando 8,3% da produ¢dao mundial. No que se refere a producao de crustaceos, dentre as
principais espécies cultivadas, destacou-se o camardo branco do Pacifico (Litopenaeus
vannamei), responsavel por 52,9% da produg¢do mundial (FAO, 2020).

Em 2019 a aquicultura brasileira produziu aproximadamente 599,1 mil toneladas
de pescados, cujo 88,4% da produgdo foi advinda da piscicultura, 9% da carcinicultura e o
restante do cultivo de demais organismos aquaticos como ostras, vieiras ¢ mexilhdes (IBGE,
2019).

O desenvolvimento tecnologico da aquicultura proporcionou uma nova perspectiva
para o setor. A contribui¢do da atividade no fornecimento mundial de pescado tem crescido
anualmente, gerando cada vez mais impactos socioeconomicos (SIQUEIRA, 2018). Assim,
Valenti (2002) ressalta a importdncia do uso consciente dos recursos naturais utilizados,
atentando para a producdo sustentdvel, como forma de manter a produgdo e lucratividade da

producdo nas geracdes futuras. Afirmando que a aquicultura moderna deve envolver trés
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pilares: a producao lucrativa, a preservacao do meio ambiente e o desenvolvimento social, como

chave para a manuteng¢ao da atividade.

2.2 Carcinicultura

A carcinicultura, criagdo de crustaceos em cativeiro, € em sua maioria voltada para
a produg¢do de camardo marinho, sendo uma importante fonte de renda para paises em
desenvolvimento na Asia e na América Latina. A India, por exemplo, desde 2017 é o quarto
maior exportador de pescados, impulsionado por um forte aumento da produg¢do de camardes
cultivados (FAO, 2020).

O camarao cultivado segue sendo o principal abastecedor do setor de exportagdo de
crustdceos. A maioria das exportagdes de camardes ocorre para os Estados Unidos, Unido
Europeia e Japdo. Acredita-se que a expansdo da produgdo de camardes, influenciou
diretamente na taxa de consumo per capita do produto (FAO, 2020).

O camardo branco do Pacifico (Litopenaeus vannamei) destaca-se como a espécie
mais utilizada na carcinicultura mundial, principalmente quando se trata de aquicultura
continental, sendo cultivado em 4dgua doce ou em regides aridas com agua salina e alcalina. A
contribuicdo da producao de L. vannamei em 2018 foi de aproximadamente 52,9% da produgao
total da carcinicultura (FAO, 2020).

Outras espécies de camarao como o camardo-tigre-gigante (Penaeus monodon) € o
camardo gigante da Malasia (Macrobrachium rosenbergii) também sdo cultivadas
mundialmente, representando 8% e 2,5%, respectivamente, da produ¢ao mundial de crustaceos
(FAO, 2020).

No Brasil, a carcinicultura comercial teve inicio em 1970, tendo como base os
modelos aquicolas de paises como o Equador, Panama e Estados Unidos (ROCHA, 2011).
Inicialmente os cultivos de camardes marinhos eram implantados em salinas desativadas ou em
apicuns dos manguezais. A partir da década de 80, firmou-se como atividade lucrativa do
agronegdcio, atraindo investidores e a fundacao de laboratérios de pos-larvas (NASCIMENTO,
2007).

A carcinicultura brasileira consiste na produgdo de L. vannamei, por ser uma
atividade com viabilidade técnica, econdmica, social e ambiental (ROCHA, 2011). Em 2003, o
Brasil ocupou a posic¢do de lider mundial no quesito produtividade, ultrapassando o recorde de
produgdo de 90.000 toneladas de camardes, onde 80% da producdo destinou-se ao mercado

internacional. Entretanto, no ano seguinte, com a a¢do antidumping imposta pelos Estados
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Unidos e o surto da Mionecrose Infecciosa (IMN) as taxas de exportacdo e produgdo reduziram
drasticamente (ABCC; MAPA, 2017).

A regido Nordeste destaca-se como a principal produtora do pais, correspondendo
a 99,6% da produgdo nacional (figura 1). Os estados que se destacam como principais
produtores s3o o Rio Grande do Norte e o Ceara, correspondendo a 38,2% e 30,8%,
respectivamente, da producdo total no ano de 2019 (IBGE, 2019). Em 2017, a producdo de
camardo havia sido afetada pelo Virus da Sindrome Mancha Branca (WSSV), o que acarretou
numa queda de 21,4% da producdo quando comparada com 2016 (IBGE, 2017).

Entretanto, em 2019 o volume total de camardes produzidos pela carcinicultura
nacional foi de 54,3 mil toneladas, ou seja, houve um crescimento de 18,8% quando comparado
a 2018, com produgdo de 45,8 mil toneladas. O crescimento na produgao estd atrelado na
recuperagdo da atividade apds os efeitos do Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV)

(IBGE, 2019).

Figura 1 — Produgdo de camardes cultivados no Brasil.
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Fonte: Pesquisa da Pecudria Municipal 2019, IBGE.

No Estado do Ceard, o municipio de Aracati destaca-se como principal produtor de
camardo (IBGE, 2019). De acordo com o Censo da Carcinicultura do Litoral Sul do Estado do
Ceara e Zonas Interioranas Adjacentes, realizado pela Associagdo Brasileira de Criadores de
Camarao — ABCC em parceria com o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento —

MAPA (2017), municipios como Aquiraz, Horizonte, Cascavel, Beberibe, Parajuru, Fortim,
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Aracati, Jaguaruana, Itaigaba, Russas, Limoeiro do Norte, Morada Nova, Alto Santo,
Jaguaribara, Jaguaribe e Icapui, encontraram na carcinicultura uma importante fonte de
emprego ¢ renda.

Contundo, pode-se concluir que uma das principais adversidades encontradas no
setor sdo as enfermidades que assolam a produg@o. Em 2003, o setor teve de enfrentar o IMNV
(ABCC; MAPA, 2017). Alguns anos depois, com a chegada do virus da Sindrome da Mancha
Branca, novamente a produgdo nacional foi afetada (IBGE, 2017). Além dessas, outras
patologias podem afetar o desenvolvimento do setor, entdo como forma de prevengdo muitos
produtores vém adotando novas técnicas de manejo e medidas de biosseguranca mais rigidas,

a fim de evitar a disseminagao de doencas no cultivo (ABCC; MAPA, 2017).

2.3 Enfermidades na Carcinicultura

As enfermidades acometem qualquer setor de producdo animal. Com o
desenvolvimento da carcinicultura marinha, a chegada de novas técnicas de diagnostico e a
expansao da atividade, ¢ normal que novas epizootias virais sejam detectadas anualmente
(NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004). Coelho (2006) afirmou que as doengas sdao o
principal fator biologico limitante para o desenvolvimento da carcinicultura mundial e que as
viroses sdo as que causam maiores prejuizos econdomicos ao setor.

Segundo OLIVEIRA-NETO (2006), as principais enfermidades virais detectadas
na carcinicultura mundial sdo a Sindrome de Taura (TS), Sindrome da Cabega Amarela (YH),
Infeccdo Hipodermal e Necrose Hematopoiética (IHHN) e a Sindrome da Mancha Branca
(WSS).

A infeccao pelo virus da Sindrome de Taura (TSV) pode ocasionar uma mortalidade
em massa de at¢ 90% dos organismos cultivados, impactando a produtividade e
consequentemente gerando perdas econdmicas. A doenca afeta diversas espécies de camardes
peneideos, inclusive Litopenaeus vannamei, o principal produto da carcinicultura marinha
mundial (CUELLAR-ANJEL, 2013).

A manifestacdo dos sinais clinicos da sindrome de taura (TS) se iniciam por volta
de 14-40 dias apos a contaminagdo, podendo afetar pds-larvas, juvenis e individuos adultos
(CUELLAR-ANJEL, 2013). Os camardes, na fase aguda da doenga, apresentam a coloragio
avermelhada nos apéndices (urdpodes, télson, pledpodes) devido a expansio dos cromatdforos,
apresentando também letargia e anorexia (GUZMAN-SAENZ ef al., 2009). Na fase cronica da

doenga, os individuos apresentam lesdes cuticulares melanizadas (SILVA, 1999).
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Estima-se que os prejuizos causados pelo TSV foi de aproximadamente 1,3 bilhdes
de dolares. Além das perdas econOmicas, outros prejuizos indiretos como restricdes para
exportacdo, aumento de custos na larvicultura e a queda nas vendas, dificultaram a recuperagao
do setor (CUELLAR-ANJEL, 2013).

A Sindrome da Cabeca Amarela (YH) foi descoberta em 1991, em cultivos de
Penaeus monodon na Tailandia, trazendo graves prejuizos econdmicos a carcinicultura mundial
(LIGHTNER, 2005). Os camardes afetados apresentam o cefalotérax amarelado, além de
descoloracao do restante do corpo e reflexo hepatopancreatico (LIGHTNER, 1999). O virus ¢é
pertencente ao género Okavirus e da familia Roniviridae, sendo o genétipo 1 do virus o
conhecido como causador da enfermidade (OIE, 2019).

A Infec¢ao Hipodermal e Necrose Hematopoiética (IHHN) também denominada de
Sindrome da Deformidade e do Nanismo (RDS), apresenta-se de maneira cronica em cultivos
de L. vannamei, ocasionando deformidades cutilares e baixas taxas de crescimento nos animais
cultivados (OLIVEIRA-NETO, 2006). Os individuos infectados apresentam deformagdes
principalmente no rostro e antenas (LIGHTNER, 1996).

O virus WSS, causador da Sindrome da Mancha Branca, apresenta altas taxas de
disseminagdo e mortalidade (OIE, 2003). Os animais contaminados geralmente apresentam-se
moribundos e com manchas brancas circulares na carapaca, principalmente na regido do
cefalotorax (OLIVEIRA-NETO, 2006). No Brasil, o primeiro relato acerca da doenga surgiu
em Santa Catarina em 2005, no mesmo ano a enfermidade foi relatada no estado do Ceara
(NUNES, 2005). Oliveira-Neto (2006) frisou que os virus WSS e IHHN sao listados como os
importantes patdgenos mais prevalentes e disseminados na carcinicultura mundial.

Nunes et al. (2004) relatou sobre o virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV),
encontrado em fazendas de engorda de L. vannamei da Regido Nordeste. Segundo o autor, a
infeccdo por IMNV caracteriza-se pela necrose dos musculos do abdomen e do cefalotorax,
dessa forma, o animal apresenta a cauda opaca ou areas do corpo com aspecto leitoso ou
apodrecido.

No Brasil, a producao da carcinicultura atingiu o recorde de 90.000 toneladas de
camardo, entretanto em 2004 a producdo caiu drasticamente devido a chegada da IMNV
(ABCC; MAPA, 2017). Alguns anos depois, de acordo com dados do IBGE (2017), a produgado
brasileira novamente declinou cerca de 21,4% como consequéncia da chegada do WSSV.

Negreiros e Santos (2015) comentam acerca das doengas bacterianas em sistemas

de carcinicultura, caracterizando-as como doengas secundarias ou oportunistas, visto que as
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bactérias sao componentes da microbiota natural do meio, manifestando-se quando condig¢des
ambientais desfavoraveis assolam o cultivo, prejudicando a saude animal.

As doengas bacterianas sdo uma grave ameacga aos sistemas de larvicultura e
engorda de camardo marinho, dentre as principais enfermidades bacterianas, destaca-se as
vibrioses e a hepatopancreatite necrosante (NHP), ocasionada pela ocorréncia de uma alfa-
proteobactéria, ambas com indices de mortalidade superior a 90% (FEIJO, 2009).

Rebougas (2017) enfatizou que as vibrioses em sistemas de cultivo de L. vannamei
se tornaram um problema econdmico na carcinicultura mundial, necessitando de estudos acerca
das medidas de controle e prevencdo. A ocorréncia de vibrioses no sistema de cultivo além de
acarretar altas taxas de mortalidade e lesdes nos organismos cultivados, contribui para a entrada
de outras enfermidades nos animais (FEIJO, 2009).

De acordo com a Associagao Brasileira de Criadores de Camarao - ABCC (2017),
no Censo da Carcinicultura, constatou-se que o setor vem convivendo com as enfermidades em
seus ambientes de cultivo. Cerca de 84,24% dos produtores do Ceara entrevistados teriam
afirmado a presenga de enfermidades virais, como a Sindrome da Mancha branca (WSS),
Mionecrose Infecciosa (IMN), necrose hematopoiética (IHHN), e enfermidades bacterianas
como a necrose hepatopancreatica (NHP) e vibrioses, em suas fazendas.

Portanto, partindo do pressuposto de que as vibrioses sdo doengas secundarias e
sabendo que grande parte das fazendas de cultivo de camardo do Estado do Ceard convivem
com outras patogenicidades, favorecendo os surtos da enfermidade, ¢ necessario que os
produtores se atentem para os riscos que as bactérias do género trazem para o ambiente de
cultivo. Vale ressaltar que além de patogénicas para os organismos cultivados, algumas espécies

de Vibrio também apresentam mecanismos de viruléncia patogénicos ao ser humano.

2.4 Vibrioses

No ambiente de cultivo, os camardes ficam susceptiveis ao estresse causado pelas
técnicas empregadas durante o manejo, tais como baixas concentragdes de oxigénio dissolvido,
altas densidades de estocagem, aumento da concentracdo de compostos nitrogenados,
alimentagdo em excesso € ma qualidade da dgua, o que pode acarretar uma maior sensibilidade
a bactérias oportunistas, principalmente do género Vibrio (AGUIRRE-GUZMAN; VAZQUEZ-
JUAREZ; ASCENCIO, 2001).

As bactérias pertencentes a esse género habitam a matéria organica acumulada nos

sedimentos e na coluna d’agua dos viveiros, fazendo parte da microbiota natural do cultivo. Em
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situagdes de desequilibrio tornam-se patogénicas, debilitando os organismos cultivados e
tornando-os mais propensos a outras enfermidades mais severas (ABCC, 2004). Dentre os
principais problemas que essas bactérias podem acarretar aos organismos cultivados, destacam-
se: altas taxas de mortalidade, animais com lesGes e/ou necrose muscular, baixa taxa de
crescimento dos individuos cultivados, degradagdo dos tecidos, inatividade e alteragdes nas
metamorfoses larvais (VIEIRA, 2009; LINDOSO, 2017).

As espécies que constituem o género Vibrio sdao bactérias Gram-negativas,
morfologicamente definidas como bastonetes curtos, ndo esporogénicas, anaerdbias
facultativas e méveis, apresentando um flagelo polar (MADIGAN et al, 2010; REBOUCAS,
2017). Algumas espécies sdo capazes de fermentar a sacarose. Assim, quando inoculados em
Agar Tiossulfato-citrato-bile-sacarose (TCBS), as colonias fermentadoras de sacarose
apresentam-se na coloragdo amarela, enquanto as que nao possuem a capacidade fermentadora
apresentam-se na cor verde (ALVES, 2007).

A ocorréncia de vibrioses em carciniculturas tem ocasionado perdas econdmicas
relevantes para o setor, especialmente quando acomete as fazendas de larvicultura ou de juvenis
(ALVES, 2007). Trata-se de uma enfermidade que afeta todos os estagios do ciclo de vida dos
camaroes (MENDES et al., 2009)

Dentre as espécies que afetam os camardes peneideos, destacam-se: Vibrio
parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus, V. harveyi, V. damsela, V. fluviales, V.
carchariae ¢ V. splendidus (GUIMARAES, 2008). Rebougas (2017) citou que os Vibrios
causam mortalidade em larga escala nos cultivos de camardo e que as espécies mais
preocupantes sdo: V. alginolyticus, V. harveyi, V. parahaemolyticus e V. nigripulchritudo
(Quadro 1).

Vieira (2009) comenta que a colonizacdo de bactérias do género Vibrio no
hepatopéancreas resulta em uma baixa taxa de conversdo alimentar, prejudicando entdo o
desenvolvimento e crescimento dos animais, o que implica em animais com crescimento lento
e, consequentemente, com uma maior demanda de insumos e tempo para que os animais atinjam
o tamanho desejado.

Para a identificagdo da doenca, Negreiros e Santos (2015), descrevem como sinais
clinicos a opacidade muscular, a presenca de listras negras nas laterais do cefalotorax e uma
coloracdo amareladas das branquias. Alves (2007), descreve que a natagdo lenta, o acimulo de
animais as margens do viveiro, colora¢do avermelhada dos apéndices, flexdo do terceiro
segmento abdominal, melanizagdo e anorexia também estdo entre os sintomas, somado a

turvacao da hemolinfa e o tempo de coagulagao alterado.
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Quadro 1: Bactérias do género Vibrio relacionadas como agentes etiologicos em eventos de

doencgas ocorridas em cultivo de camarao.

Bactéria Hospedeiro Doenca Local de infeccio Pais Referéncia
V. harveyi P monodon Vibriose Pos-larvas - KARUNASAGAR efal, 1994
- - . g s : —_ ALAPIDE-TENDENCIA ¢
Vibrio spp P monodon Doenca do pé vermelho Hepatopéncreas; orgiio linfoide; hemolinfa Filipinas DUREZA. 1997
. - . e LAVILLA-PITOGO, LEANO e
5 e Fibr e i e
Vibrio sp. luminescente P monodon Vibriose luminescente Hepatopéncreas Filipinas PANER. 1998
Vibrio spp. P swylirostris Sindrome 93 Hemolinfa Nova Caleddnia COSTA er al., 1998
" . . . - ALDAY-SANZ, ROQUE e
V. vulnificus £ monadom - Hemolinfa, tecido conjuntivo - TURNBULL, 2002
V. alginolyticus L. vannamei Vibriose Musculo Taiwan LlUeral., 2004

V. campbelli L. vannamei z Orghio linfbide; coragdo; hemolinfa; = BURGENTS et al., 2005
branquias: hepatopancreas

V. penaeicida L. srylirostris Sindrome 93 Hemolinfa Nova Caledbnia GOARANT e MERIEN, 2006

V. nigripulchritude L. styliresiris Sindrome do verdio Hemeolinfa Mova Caleddnia GOARANT e al., 2006

Necrose de cauda; doenga )
Vibrio spp. P monodon intestinal branca; LSS; Hemolinfa India
doenga do pe vermelho

JAYASREE, JANAKIRAM e
MADHAVIL, 2006

Coragiio, cérebro, brinquias, estdmago,
V. migripulchritudo P japonicus Sindrome do verdo hepatopancreas, orgio linfoide, glandula Japao SAKAI et al., 2007
antenal, misculo

V. parahaemolyticus L. vannamei - Brangquias; hepatopéncreas - AGUIRRE-GUZMAN er al., 2010
V. parahaemolyticus L. vannamei AHPND/EMS* Hemolinfa india KUMAR et al., 2014
V. parahaemolyticus L. vannamei Vibriose Camardo Taildndia YINGKAIJORN eral., 2014

VINOJ, VASEEHARAN ¢

V. paral Iyticus F indicus - Brinquias, masculo, intestino; hemolinf: -
parahaemeolyticus indicus rinquias, misculo, intestino; hemolinfa BRENNAN. 2014

V. parahaemolyticus ¢

, . F chinensis Vibriose Hemolinfa China ZHANG er al., 2014
V. rotiferianus

V. parahaemolyticus L. vannamei AHPND/EMS#* Hemolinfa Meéxico SOTO-RODRIGUEZ et al., 2015

Fonte: REBOUCAS (2017) — * AHPND/EMS — Necrose aguda Hepatopancreatica/Sindrome da Mortalidade
Precoce.

Em termos de impactos econdmicos, devido a preocupagdo com a disseminacgao de
AHPND, causada por cepas de V. parahaemolyticus, diversos paises suspenderam a importagao
de camarao vivo produzidos nos paises afetados pela doenga (FAO, 2013). Essa cepa de Vibrio
coloniza o trato digestivo do animal, produzindo toxinas que acarretam a descamacao celular
do hepatopancreas, levando a mortalidade (MUNIZ, 2020).

Estudos conduzidos por Zhang ef a/ (2014) analisaram camardes peneideos doentes
e saudaveis em fazendas de camardao do condado de Ganyu, provincia de Jiangsu, na China.
Tais fazendas haviam apresentado um declinio na producdo de camarao chinés cultivado em
julho de 2010, ocasionada por uma mortalidade em massa superior a 30%, em um periodo de
duas semanas. As amostras coletadas indicaram que os camardes estavam infectados por

Vibrios, dentre eles V. parahaemolyticus.
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2.5 Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus € a principal espécie do género associada a ocorréncia de
gastroenterite bacteriana, causada pela ingestdo de frutos do mar crus ou mal cozidos,
especialmente de ostras (YANG et al. 2010). O mecanismo de viruléncia dessa espécie em
humanos esta associado a genes que codificam para a producdo de hemolisina termoestavel
direta (TDH) e seu homodlogo hemolisina termoestavel relacionada (TRH) (LIMA, 2017,
REBOUCAS, 2017; WEST, KLEIN e LOVELL, 2013).

Trata-se de uma bactéria naturalmente encontrada em ecossistemas marinhos e
estuarinos. E moderadamente halofilica, capaz de crescer em ambientes com concentragdo de
até 8% de NaCl, entretanto apresenta seu crescimento 6timo em meio com concentragdes de 2
a 3% de NaCl (YANG et al. 2010).

As bactérias do género Vibrio geralmente constituem a microbiota natural dos
camardes peneideos, sendo V. parahaemolyticus uma das espécies descritas como um dos
principais causadores de vibrioses em carciniculturas, causando altas taxas de mortalidade nos
cultivos de todo o mundo (ZHANG et al., 2014). Em 2013, na India, ap6s uma mortalidade em
massa nas fazendas de cultivo de L. vannamei, foi verificada a presenca de V. parahaemolyticus,
confirmando sua patogenicidade para essa espécie de camardo (KUMAR et al., 2014).

Além da patogenicidade j& confirmada para L. vannamei, algumas estirpes de V.
parahaemolyticus sdo apontadas como agentes etiologicos da Necrose Hepatopancreatica
Aguda (AHPND), também conhecida como Sindrome da Mortalidade Precoce (EMS),
responsavel por grandes perdas na produgdo de camardo cultivado na China, Vietna, Tailandia

e Malasia (FAO, 2013).

2.6 Necrose Hepatopancreatica Aguda (AHPND)

A enfermidade ndo viral mais importante para a carcinicultura mundial é a Necrose
Hepatopancreatica Aguda (AHPND), anteriormente conhecida como Sindrome da Mortalidade
Precoce (EMS). Trata-se de uma enfermidade bacteriana, causada por estirpes de V.
parahaemolyticus, caracterizada por uma mortalidade em massa nos primeiros 35 dias de
cultivo (ICAR, 2016; BONDAD-REANTASO, 2016).

De acordo com dados da Organizagdo Mundial de Satde Animal — OIE (2019), a
doenca foi oficialmente relatada na China (2010), Vietna (2010), Malasia (2011), Tailandia
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(2012), México (2013) e Filipinas (2014). A enfermidade foi responsavel por grandes perdas na
producao de camarao cultivado nesses paises (FAO, 2013).

Segundo o Manual de Testes de Diagndstico para Animais Aquaticos (2019) da
OIE, a enfermidade ¢ causada por uma cepa de V. parahaemolyticus (VpAHPND) que contém
um plasmideo extracromossomico (pVA1) de aproximadamente 70 kbp, com genes homologos
capazes de codificar as toxinas pirA e pirB.

Os genes das toxinas pirA e pirB, que ocasionam a AHPND, sdao semelhantes aos
genes da toxina pirA e pirB de Photohabdus spp, um género de bacilos Gram-negativo,
bioluminescente, pertencente a familia Enterobacteriacea e que vive simbioticamente com
Heterorhabditis spp., um parasita de larvas de insetos (BONDAD-REANTASO, 2016).

O Central Institute of Brackishwater Aquaculture — ICAR (2016) descreve como
sinais clinicos da manifestacio de AHPND a presenca de camardes moribundos, geralmente
com carapagas amolecidas e o intestino vazio, além de apresentar o hepatopancreas
esbranqui¢ado e significativamente reduzido. Isso ocorre porque as toxinas passam a serem
produzidas no estdmago do camardo, causando a descamag¢do do hepatopancreas e
desencadeando uma série de fatores capazes de levar a morte (PHIWSAIYA et al., 2017).

Inicialmente, as causas da AHPND eram desconhecidas, chegando a ser
considerada uma doenga idiopatica. Acreditava-se que esta era ocasionada por um conjunto de
fatores, como polui¢do, pesticidas, floracdo de algas, aplicagdo inadequada de probioticos ou
ma qualidade da racao ofertada, sendo o papel das bactérias considerado secundario, ou seja,
acreditava-se que a colonizagdo bacteriana era o ultimo estdgio da manifestagao da doenca e
ndo a causa. Posteriormente, uma cepa virulenta de V. parahaemolyticus foi isolada em
exemplares de L. vannamei doentes e apontada como agente etiologico da enfermidade (OIE,
2013).

Embora a AHPND afete principalmente a producao de L. vannamei, a enfermidade
também foi relatada no cultivo de Penaeus monodon e Penaeus chinensis. Além disso, suspeita-
se que apesar de ainda ndo ter sido notificada, a doenga estd presente em outros paises da Asia,
América Latina e Caribe (BONDAD-REANTASO, 2016).

De acordo com a OIE (2019), embora haja relatos do isolamento de outras espécies
de Vibrios em casos clinicos de AHPND, apenas o Vibrio parahaemolyticus (VpAHPND),
demonstrou ser o causador da enfermidade. Entretanto, outras espécies do género como V.
campbellii, V. owensii, V. punensis e V. harveyi também foram observadas como causadoras da

AHPND em camardes (MUTHUKRISHAN et al., 2019).
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Chonsin et al. (2015) mencionam que fatores ambientais, como salinidade e
nutrientes estimulam os mecanismos horizontais de transferéncia de genes entre bactérias, o
que justificaria a transferéncia do plasmideo (pAV 1) entre diferentes espécies do género Vibrio.

Assim, a presenca de Vibrios ndo causadores da doenga AHPND traz riscos as
fazendas de carcinicultura, sendo a transferéncia plasmidial preocupante para o ambiente de
cultivo (MUTHUKRISHAN et al., 2019). Principalmente porque a transferéncia de elementos
genéticos nos viveiros pode acarretar o rapido surgimento de estirpes de Vibrios, principalmente
V. parahaemolyticus, causador de AHPND (CHONSIN et al., 2015).

Reconhecendo os riscos que AHPND traz as fazendas de carcinicultura, desde 2011,
muitas institui¢des e agéncias tem se esfor¢cado na compreensao da enfermidade e na busca de
tecnologias e boas praticas de manejo que ajudem a amenizar a ocorréncia € o impacto da

doenca no setor (FAO, 2013).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo

Foram realizadas duas (2) coletas, em dois estudrios, localizados nos Rios Jaguaribe
(4°34°18.6”S 37°47°11.8”W) e Pirangi (4°24'03.9"S 37°50'54.4"W), na regido Leste do Estado
do Ceara (figura 1) onde se concentram atividades de cultivo de Litopenaeus vannamei (IBGE,
2018). O estuario pertencente ao Rio Jaguaribe, no municipio de Aracati, foi considerado o
ponto 1 de coleta, enquanto o estudrio pertencente ao Rio Pirangi, no municipio de Fortim, foi

considerado o ponto 2.

Figura 2: Localizacdo dos pontos de coleta, nos estudrios do Rio Jaguaribe (Ponto 1) e Rio

Pirangi (Ponto 2).
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Fonte: elaborado por COUTINHO (2019).
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3.2 Coleta das amostras

As coletas ocorreram durante a estagao de estio (agosto a dezembro) de 2019. A
primeira foi realizada no més de agosto e a segunda no més de novembro, perfazendo um total
de 8 amostras, sendo 4 amostras de dgua e 4 amostras de sedimento.

Para realizacdo da coleta de sedimentos, foi utilizado um coletor de sedimentos
tubular, acoplado de um tubo PVC, previamente higienizado. O sedimento coletado foi
armazenado em sacos plasticos estéreis para posterior processamento.

A amostra de dgua foi obtida por filtracao, numa profundidade de aproximadamente
50 cm, com o auxilio de uma garrafa &mbar de 1 litro, previamente esterilizada. No total foram
filtrados cerca de 3 litros de 4gua em gazes estéreis. Em seguida, as gazes utilizadas foram
armazenadas em recipientes contendo 225 mL de dgua peptonada alcalina (APA) esterilizada,
adicionada de 1% de cloreto de sddio (NaCl).

Ambas as amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas para transporte,
sendo devidamente processadas no Laboratério de Microbiologia Ambiental e de Pescados
(LAMAP), localizado no Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR), da Universidade Federal
do Ceara (UFC).

3.3 Analise de fatores extrinsecos

A temperatura das amostras de agua foi verificada no momento da coleta, com o
auxilio de um termometro bastdo de merctrio da marca Incoterm. Uma amostra de adgua foi
coletada e levada ao laboratorio, para verificagdo de outros parametros, como salinidade e pH.

Para verificagdo da salinidade utilizou-se um refratdmetro da marca ATAGO
S/MILL e para verificagdo de pH utilizou-se um phmetro de bancada da marca Hanna, modelo

HI2210.
3.4 Processamento das amostras
3.4.1 Amostras de sedimento
Foram pesados 25 gramas de sedimentos, inoculadas em 225 mL de APA 1%, onde

com o auxilio de um agitador magnético a amostra foi homogeneizada por aproximadamente

30 minutos. A amostra homogeneizada foi tida como a dilui¢io 107! e por meio dela se deu
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sequéncia as dilui¢des seriadas, transferindo 1 mL da amostra homogeneizada para 9 mL de

APA 1%. No total foram feitas sucessivas dilui¢des decimais de 10" a 10 (figura 3).

Figura 3: Processamento das amostras de sedimento, nos estudrios do Rio Jaguaribe Rio
Pirangi.

+  9mL de APA 1%
+ 102a103

*  Coletor de Sedimento Tubular
25 gramas

Fonte: O autor.

3.4.2 Amostras de dgua

A gaze armazenada em APA 1% foi considerada a diluigdo 10!, A partir dela foram
realizadas as dilui¢des seriadas, que consiste na inoculacdo de 1 mL da amostra obtida, em 9
mL de 4gua peptonada alcalina (APA) 1%, com pH entre 7,5 a 8,5. No total foram realizadas
dilui¢des seriadas de 107" a 107 (figura 4).

Figura 4: Processamento das amostras de agua, dos estuarios do Rio Jaguaribe e Rio Pirangi.
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Fonte: O autor.



32

3.5 Inoculacio inicial das amostras

A partir das dilui¢des seriadas preparadas anteriormente foram retiradas aliquotas
de 200 pL de cada dilui¢do, onde com o auxilio de uma al¢a de Drigaslki a amostra foi espalhada
em placa de Petri com o meio Agar Tiossulfato-citrato-bile-sacarose (TCBS), seletivo para o
crescimento de bactérias do género Vibrio. Cada dilui¢do foi inoculada em duplicata, por meio
da técnica de spread-plate. As placas inoculadas foram incubadas por 24 horas em estufas

bacteriologicas a 35°C (KAYSNER et al., 2004).

3.6 Quantificacio e caracterizacao de colonias presuntivas

Ap6s o periodo de incubacao, a contagem do nimero de colonias foi realizada, em
seguida foram caracterizadas quanto a sua capacidade de fermentarem a sacarose, sendo
identificadas e divididas em colonias sacarose positivas (com capacidade fermentadora) e
sacarose negativas (sem capacidade fermentadora) (KAYSNER et al., 2004).

A quantificacdo ocorreu através do método de Contagem Padrdao em Placas (CPP),

conforme as recomendagdes de Downes e Ito (2001).

3.7 Isolamento de colonias em meio nao seletivo

Foram selecionadas colonias bacterianas que se enquadrassem nas possiveis
caracteristicas do género Vibrio, aquelas selecionadas foram inoculadas em meio nao seletivo,
Agar Triptona de Soja (DIFCO) acrescido de 1% de cloreto de sodio (NaCl) e com pH em torno
de 7,5 a 8,5. Os tubos inoculados foram incubados em estufa bacteriologica a 35°C, por um
periodo de 24 horas para verificagdo de pureza das estirpes e posterior caracterizagao

morfotintorial (KAYSNER et al., 2004).

3.8 Lavagem das placas de Petri

Apbs o isolamento das colonias selecionadas, as placas de petri foram lavadas com
APA 1% estéril, para que o material genético das colonias ndo isoladas fosse conservado. O
procedimento de lavagem consistiu no espalhamento de APA 1% nas superficies das placas de
Petri, com o auxilio de uma alga de Drigaslki, e em seguida, transferiu-se uma aliquota de 2 mL

do produto de lavagem para microtubos de centrifugacao.
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3.9 Caracterizacio Morfotintorial

Para caracterizagdo da parede celular das colonias bacterianas selecionadas foi
utilizado a técnica de Coloracdo de Gram, que tem como finalidade classificar as bactérias
quanto ao seu tamanho e morfologia celular, sendo realizada seguindo o protocolo descrito por
Levy (2004).

A partir da observacao do esfregaco bacteriano corado foi possivel separar as

estirpes que se apresentassem como bastonetes Gram-negativos, caracteristica do género Vibrio.

3.10 Extraciao de DNA total

Para a realizagdo da extracdo de DNA, as estirpes puras foram inoculadas em caldo
Luria Bertani (LB) acrescido de 1% de NaCl, em seguidas foram incubadas por um periodo de
48 horas em estufa bacteriologica a 35°C.

Apos o crescimento das cepas inoculadas, transferiu-se uma aliquota de 1 mL para
microtubos de centrifugacdo. Para a extragdo de DNA foi utilizado o kit comercial Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega), o protocolo de extracdo foi fornecido pelo
fabricante.

Os produtos da extragao de DNA foram verificados pela técnica de eletroforese em
gel de agarose 1%, cujo as corridas ocorreram com voltagem de 120V e duragdo de 40 min. O
resultado da corrida foi documentado em sistema de fotodocumentacdo digital (Kodak
EDAS900).

Todas as amostras de DNA extraidas foram mantidas a 4°C até a realizagdao da

reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para confirmagao do género Vibrio.

3.11 Amplificacio do DNA para confirmacio do género Vibrio

As amostras extraidas foram submetidas a Técnica da Reag¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR), a fim de confirmar se eram pertencentes ao género Vibrio ou nao. Os

reagentes e volumes utilizados estdo listados na Tabela 1.
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Tabela 1: Volumes utilizados na PCR para verificacdo de produto da extracdo de DNA.

~ PCR
Reagentes da Reacao Volume
Tampao 10x 2,5 uL
dNTP's (2,5 mM) 0,4 uL
Iniciador F (10mM) 0,5 uL
Iniciador R (10mM) 0,5 uL
MgCl12 (50mM) 0,7 uL
Taq Polimerase (500U) 0,2 uL
Amostra 0,1alng
Vol. da Reagado 12,5 uL

Fonte: Elaborado pelo(a) autor(a).

Para a reacdo de PCR foi utilizada como controle a estirpe de referéncia: Vibrio
parahaemolyticus 10C 18950, cedida pelo Instituto Oswaldo Cruz-RJ. Os primers utilizados
continham as seguintes sequéncias de oligonucleotideos: Vib-Forward (727): 5°-AGG CGG
CCC CCT GGA CAG A-3’e Vib-Reverse (1423): 5’-ARA CTACCY RCTTCT TTT GCA GC-
3.

As amplificagdes foram realizadas em termociclador Applied Biosystems (Modelo
Veriti). Para a etapa de desnaturagdo inicial, as seguintes condi¢des de termociclagem foram
utilizadas: 94°C, por 2 minutos, seguida por 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 50°C por 1 minuto

e 72°C por 2 minutos. A etapa final de extensdo foi realizada a 72°C, por 8 minutos.

3.12 Diagndstico da Necrose Hepatopancratica Aguda (AHPND)

Seguiu-se o protocolo de PCR para detec¢ao de bactérias causadoras de AHPND
em culturas ou camardes infectados, sugerido pela Organizacdo Mundial de Satde Animal
(OIE), no Manual de Testes de Diagnostico para Animais Aquaticos (2019).

O primeiro protocolo de PCR utilizado consistia em dois métodos, tendo como gene

alvo o pVA1, envolvido na detec¢ao do plasmideo (Tabela 2).
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Tabela 2: Métodos e primers utilizados no protocolo sugerido pela OIE (2019) para deteccao
do plasmideo (VPA1) causador da AHPND.

Nor,ne do Primers Gene Alvo Tamanho es.perado Referencia Condlg:oes de
Método do Amplicon termociclagem
APIF: 5’-CCT-TGG-GTG-TGC-TTA-GAG-GAT-G-3’
AP1 pVAI 700 bp Flegel & Lo, 2014
APIR: 5’-GCA-AAC-TAT-CGC-GCA-GAA-CAC-C-3°
94 °C / 5min 30 ciclos (94
°C/ 30s., 60 °C/ 30 s., 72°C
AP2F: 5’-TCA-CCC-GAA-TGC-TCG-CTT-GTG-G-3’ /60 seg.) 72 °C /10 min.
AP2 pVAI 700 bp Flegel & Lo, 2014

AP2R: 5’-CGT-CGC-TAC-TGT-CTA-GCT-GAA-G-3’

Fonte: OIE (2019) - Manual de Testes de Diagndstico para Animais Aquaticos.

Acerca da deteccdo dos genes das toxinas pirA e pirB, quatro métodos de PCR

foram realizados, como mostra a tabela 3.

Tabela 3: Métodos e primers utilizados no protocolo sugerido pela OIE (2019) para deteccao

dos genes das toxinas.

Nome do

Tamanho esperado

Pri Al Ref i
Método rimers Gene Alvo do Amplicon eferencia
AP3-F: 5°-ATG-AGT-AAC-AAT-ATA-AAA-CAT-GAA-
AP3 AC-3 DirA” 333 bp Slr;lz)}iafl;gi;tl .
AP3-R: 5’-GTG-GTA-ATA-GAT-TGT-ACA-GAA-3’ ’
UMSAT-Vp3 F: 5°-GTG-TTG-CAT-AAT-TTT-GTG-
TUMSAT- |CA-3° v Tinwongger et al .,
- pir A" 360 bp
Vp3 TUMSAT-Vp 3 R: 5°-TTG-TAC-AGA-AAC-CAC-GAC- 2014
TA-3°
VpPirA-284F: 5°-TGA-CTA-TTC-TCA-CGA-TTG-GACA
VpPirA-284 TG'_3 pir A" 284 bp Hanet al ., 2015a
VpPirA-284R: 5’-CAC-GAC-TAG-CGC-CAT-TGT-TA-
3
VpPirB-392F: 5’-TGA-TGA-AGT-GAT-GGG-TGC-TC-
VpPirB-392 3 pir A" 392 bp Hanet al ., 2015a

VpPirB-392R: 5’-TGT-AAG-CGC-CGT-TTA-ACT-CA-
3

Fonte: OIE (2019) - Manual de Testes de Diagndstico para Animais Aquaticos.

Condicoes de
Termociclagem

94 °C/ 5min 30 ciclos (94 °C
/30 seg., 53 °C/ 30 seg., 72
°C/40seg.); 72 °C/ 5 min.

94 °C/ 2min 30 ciclos (95 °C
/30 seg., 56 °C/ 30 seg., 72
°C/ 30 seg).

94 °C/ 3min 35 ciclos (94 °C / 30
seg.,60°C/30seg.,72°C/ 30
seg.); 72°C/ 7 min.

O ultimo protocolo de PCR utilizado tinha como objetivo a deteccdo do V.

parahaemolyticus causador da AHPND (tabela 4). A técnica utilizada foi a de nested PCR

(nPCR), que utiliza dois conjuntos de oligonucleotideos iniciadores em reagdes subsequentes.
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Tabela 4: Métodos e primers utilizados no protocolo sugerido pela OIE (2019) para detecgao

de VpAHPND.
Nome do R Tamanho . Condicoes de
, Primers esperado do Referencia A
Método . Termociclagem
Amplicon
, , 94 °C/ 2min 30 ciclos
APy AP4FI: 5°-ATG-AGT-AAC-AAT-ATA-AAA-CAT-GAA-AC-3 Dangtip et al., |(94°C/30 seg, 55 °C/ 30
Etapa 1 1269 bp 2015 seg., 72 °C /90 seg.);
PALAP4-RI: 57-ACG-ATT-TCG-ACG-TTC-CCC-AA-3' & 5e8);
72 °C /2 min.
.5 > 94 °C/ 2min 25 ciclos
AP4  |AP4-F2: $-TTG-AGA-ATA-CGG-GAC-GTG-GG-3 Danetin et al
et 230 bp ang;g)lest @940 20 seg, 55°C /20
apa s | AP4.R2: 5°- GTT-AGT-CAT-GTG-AGC-ACC-TTC-3’

seg., 72 °C/ 20 seg).

Fonte: OIE (2019) - Manual de Testes de Diagnostico para Animais Aquaticos.

Todos os produtos das reagdes de PCR realizadas foram verificados pela técnica de

eletroforese em gel de agarose (1%), cujo a corrida ocorreu com voltagem de 100V por 1 hora.

O resultado da corrida foi documentado em sistema de fotodocumentagdo digital (Kodak

EDAS900). Para determinacdo do tamanho do amplicon foi aplicado no primeiro pogo um

marcador 1 kb (DNA Ladder).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Analise de fatores extrinsecos

Os resultados das andlises das varidveis ambientais estdo dispostos na tabela 5.
Os parametros ambientais analisados sdo fatores que afetam a diversidade dos

géneros bacterianos, exercendo uma selecao natural dos microrganismos presentes no ambiente

estudado (LARSEN et al., 2004).

Tabela 5: Resultado das andlises de pardmetros fisico-quimicos nos estuarios dos Rios Jaguaribe
e Pirangi (CE).

Jaguaribe Salinidade (ppt) Temperatura (°C) pH
1° Coleta 35 35 8,15
2° Coleta 46 28 8,83

Pirangi Salinidade (ppt) Temperatura (°C) pH
1° Coleta 44 34 8,36
2° Coleta 54 31 7,93

Fonte: O autor

Na presente pesquisa as aguas do estudrio pertencentes ao Rio Jaguaribe (Ponto 1),
apresentaram variagdes de temperatura entre 28 a 35 °C, o pH oscilou entre 8,15 a 8,83 ¢ a
salinidade entre 35 a 46 ppt. Ja no estudrio do Rio Pirangi (Ponto 2), a temperatura variou entre
31 a 34°C, enquanto o pH apresentou variagdes de 7,93 a 8,36 ¢ a salinidade variagdes de 44 a
54 ppt, como mostra a tabela 5.

Eschrique (2007) ao analisar varidveis fisico-quimicas em um ponto do estuario do
Rio Jaguaribe, na mesma regido onde foram realizadas as amostragens, obteve variacdes de
temperatura entre 29,5-29,7°C, pH entre 7,9-8,0 e salinidade com valores compreendidos entre
27,0- 29,5 ppt.

Ao mesmo tempo que, D’ Assumpcao et al (2007), avaliaram a qualidade de agua
do estuario do Rio Pirangi, com temperaturas entre 26,4 a 30°C e intervalo das faixas de pH
compreendido entre 6,74-8,80. Entretanto, de acordo com os autores a salinidade média do

estuario foi em torno de 21,3 durante o periodo de estio.
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Vale salientar que os rios analisados desaguam no Oceano Atlantico, entretanto o
Rio Jaguaribe desagua entre os municipios de Aracati e Fortim (SOUSA; MELO; SILVA,
2013), onde predominam praias do tipo arenosas e falésias marinhas com formagdes litoraneas
(PAULA; MORALIS; PINHEIRO, 2006), enquanto o Rio Pirangi desdgua entre os municipios
de Beberibe e Fortim. Dessa forma, esses estudrios recebem agua doce e sdo influenciados pelo
regime de marés, justificando assim a diferenga de salinidade entre as amostragens.

Os valores observados de salinidade e temperatura estdo dentro dos padrdes
estabelecidos para o crescimento de grupos bacterianos comuns em regides tropicais,
contribuindo para o equilibrio entre processos autotroficos e heterotréficos em ecossistemas
estuarinos (APPLE; SMITH; BOYD, 2008).

A capacidade de adaptacdo as variagdes de salinidade e temperatura tendem a
favorecer a ocorréncia de Vibrios em aguas estuarinas (MARTINELLI-FILHO, 2007). Sendo
a distribuicdo do género diretamente afetada por essas variaveis (NORIEGA-OROZCO et al.,
2007). Porém, ¢ importante ressaltar que o grupo bacteriano estudado ¢ capaz de conseguir se
desenvolver em temperaturas que apresentam variagdes entre 4 a 43°C, com Otimo de
crescimento a 37°C (KIMES et al., 2012).

Algumas bactérias como as pertencentes ao género Vibrio, podem sobreviver em
ambientes com condigdes ambientais desfavoraveis por um determinado periodo de tempo,
apresentando-se na forma de vidvel mas ndo cultivavel (VNC), estado onde os microrganismos
possuem baixa atividade metabolica (ADAMS; BATES; OLIVER, 2003).

Menezes et al (2017), verificaram que a diminuicdo da salinidade influenciou
diretamente na quantidade de espécies de Vibrios isoladas. Variagcdes desse pardmetro se
correlacionam com a abundancia desses microrganismos em estudrios, afetando a diversidade
de espécies do género (ROCHA, 2016; KOLM; ABSHER, 2008).

O pH também desempenha um papel restritivo ao desenvolvimento de vida
aquatica, sendo apontado como parametro fisico-quimico indicador de qualidade de agua
(ALEXANDRE, 2000). Para esta variavel, nos dois pontos amostrados, foram observados
valores ligeiramente alcalinos, comuns em ambientes de transicdo entre rios € mar
(NASCIMENTO et al., 2020).

Sabe-se que as estirpes de V. parahaemolyticus habitam ambientes onde a
temperatura da agua possui valores acima de 15°C, apresentam-se como uma espécie
moderadamente halofilica e com faixa de pH ideal compreendida entre 7,8 a 8,6 (ROSA et al.,
2017). Dessa forma, com base nos parametros ambientais analisados durantes as amostragens,

¢ possivel confirmar a ocorréncia da espécie no ambiente estudado.
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Recentemente foi demonstrado que pardmetros como temperatura e salinidade
exercem influéncia sobre a viruléncia e expressao do gene PirA de VpAHPND. Resultados
indicaram que temperaturas mais baixas podem reduzir a viruléncia, por meio da queda na taxa
de crescimento bacteriano, afetando a producdo da toxina, e que a salinidade influencia
diretamente a transcri¢do do gene PirA (LOPEZ-CERVANTES et al., 2021).

De acordo com a OIE (2019), 4guas com salinidade abaixo de 20 ppt reduzem a
incidéncia da doenga, portanto surtos de AHPND tem mais probabilidades de ocorrerem em
estagdes mais quentes e secas, onde a salinidade ndo sofre influéncia da pluviosidade.

No que se refere ao controle de temperatura, precisa-se levar em consideragdo dois
pontos: a elevagdo de temperatura aumenta a concentragdo de Vibrios na agua, que por ventura,
também influencia na viruléncia de VpAHPND; e técnicas como estufamento de viveiros tém
sido utilizadas nas mais diversas fazendas de camardo, como forma de elevar a temperatura e

evitar a expressao de alguns virus (BUCHELI; GARCIA, 2005).

4.2 Quantificacio e caracterizacio de colonias sacarose positiva e negativa

Os resultados da contagem padrio em placa (CPP) durante as duas coletas
demonstraram uma maior ocorréncia dos vibrides nas amostras de dgua, quando comparada as

de sedimento, sendo este comportamento verificado em ambos os estuérios (Tabela 6).

Tabela 6: Quantificacdo de bactérias do género Vibrio pelo método de Contagem Padrao em
Placa (CPP), nas amostras de 4gua e sedimento nas coletas realizadas nos estuarios dos Rios

Jaguaribe e Pirangi, no Estado do Ceara.

Coletas Locais de Coleta Agua (UFC/mL) Sedimento (UFC/g)
1° Coleta Rio Jaguaribe 4,75 x10° <50
2° Coleta Rio Jaguaribe 7,95 x10* 2.65 x10°
1° Coleta Rio Pirangi 7,00 x10° 1,53 x103
2° Coleta Rio Pirangi 2,43x10* 7,25 x102 est

Est: Estimada

Fonte: O autor
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Rocha (2016), ao avaliar e quantificar a concentracao de espécies de Vibrios em
amostras de aguas e sedimento em fazendas de carcinicultura, verificou que nas amostras
coletadas no periodo de estio, a concentragdo desse género na agua foi estatisticamente superior
as concentragdes do sedimento. Assim, ¢ possivel inferir que a concentragdo desse grupo
bacteriano tende a ser maior na coluna d’agua que em sedimentos, ao menos em periodos mais
SECOs.

Vale ressaltar que as propriedades fisico-quimicas de solos e sedimentos exercem
influéncia direta em processos metabolicos fundamentais para os microrganismos presentes,
sendo a diversidade e a concentragdo da microbiota natural determinada pela disponibilidade
de 4gua, nutrientes, oxigénio e calor presente (MICHEREFF; ANDRADE; MENEZES, 2005).

Com relacdo a diversidade desses microrganismos, houve uma maior
predominancia de coldnias sacarose positivas nas amostras de a4gua oriundas dos dois estudrios
amostrados (tabela 7) e no sedimento (tabela 8). No quesito patogenicidade, sabe-se que
existem espécies sacarose positivas e sacarose negativas capazes de desencadear doengas em
camaroes marinhos.

Pinto et al. (2011) destacam a necessidade de colonias presumivelmente positivas
serem analisadas com testes bioquimicos para a confirmagdo da capacidade fermentadora,
principalmente quando a intencdo for detectar estirpes de V. parahaemolyticus. Os autores
comentam sobre a possibilidade da mudanga de cor (para amarelo) das coldnias fermentadoras
de sacarose, interferirem na interpretacao dos resultados de colonias nao fermentadoras, uma
vez que essas colonias podem ser recobertas pela pigmentagdo de colonias vizinhas.

Dessa forma, os resultados obtidos quanto a capacidade fermentadora de sacarose
caracteriza-se como presuntivos, havendo a necessidade de realizacdo de testes bioquimicos

para confirmacao.
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Tabela 7: Quantificacdo de coldnias sacarose positivas e sacarose negativas nas amostras de

agua.
Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
Coleta Local de Coleta Total Sacarose + Sacarose -
Jaguaribe 4,75x103 2,63x103 2,13x103
1° Coleta
Pirangi 7,00x103 6,50x103 5,00x102
Jaguaribe 7,95x10* 7,95x10* -
2° Coleta
Pirangi 2.423x10* 2.33x10* 1,00x103

(-): Nao houve crescimento

Fonte: O autor

Tabela 8: Quantificacdo de coldnias sacarose positivas e sacarose negativas nas amostras de

sedimento.
Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
Coleta Local de Coleta Total Sacarose + Sacarose -
Jaguaribe <50 - -
1° Coleta
Pirangi 1,53x103 9,25x102 6,00x102
Jaguaribe 2,65x103 2,63x103 2,5x10!
2° Coleta
Pirangi 7,25x102 5,50x102 1,75x102

Fonte: O autor

No que se refere a caracterizagdo das coldnias isoladas, dentre as 82 escolhidas, 46

apresentavam a capacidade de fermentar a sacarose, enquanto 36 cepas nao possuiam atividade

fermentadora (Grafico 1).
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Grafico 1: Percentual de colonias isoladas, com base no potencial de fermentagao da sacarose.

Sacarose -
44%

Sacarose +
56%

= Sacarose + = Sacarose -

Fonte: O autor

Sabe-se que V. parahaemolyticus é sacarose negativo, entretanto para verificar
se outras espécies do género sdo agentes causadores da AHPND, cepas sacaroses positivas
também foram isoladas, principalmente porque ja ¢ conhecido o fato de que espécies
pertencentes ao género Vibrio, possuem a capacidade de realizar a troca horizontal de material
genético entre si, como resposta a fatores ambientais, tornando cepas ndo patogénicas em

patdgenos por transferéncia (DANG et al. 2008; MUTHUKRISHAN et al., 2019).

4.3 Amplificacdo do DNA para confirmacao do género Vibrio

Todas as amostras de DNA tiveram resultados positivos, confirmando serem
pertencentes ao género em questdo.

As técnicas de identificagdo genotipica tendem a ser mais rapidas e precisas,
geralmente o diagnostico via PCR leva em média um dia para obtencdo de resultados, enquanto
por meio de técnicas fenotipicas (testes bioquimicos) o tempo médio para os resultados ¢ de
quatro a sete dias (RASZL, 2016). Por essa razdo, a confirmagdo do género se deu apenas por
metodologias moleculares.

Entretanto, no que diz respeito a identificacdo a nivel de espécies, de acordo com
Thompson et al (2005), ¢ dificultoso diferenciar geneticamente todas as espécies de Vibrio,

devido a alta similaridade génica. Embora a deteccdo do género por meio de PCR seja
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considerada um método sensivel e facilmente aplicado a amostras ambientais, elas sdo

limitantes. Assim, as amostras analisadas foram identificadas somente a nivel de género.

4.4 Diagnostico da Necrose Hepatopancratica Aguda (AHPND)

Nos testes referentes aos métodos AP1 e AP2, que visam a detec¢do do plasmideo
(pVA1), foram testadas 82 amostras, todas apresentaram resultados negativos para o AP1 e
apenas 6 (5, 16, 17, 19, 20 e 25) positivaram para o método AP2 (quadro 2). Para os testes de
PCR seguintes, nenhuma das amostras apresentaram positividade, exceto pela amostra 72 que
positivou no passo dois do método AP4, utilizado para deteccdo do V. parahaemolyticus

causador de AHPND.

Quadro 2: Resultado das amostras que apresentaram positividade para algum método de PCR

testado.

NOME DO METODO

AMOSTRAS| AP1 | AP2 | AP3 | TUMSAT VPIRA | VPIRB | AP4STEP2
5

w)

16
17
19
20
25
72 +

+ 4|+ |+ |+ ]|+

Fonte: O autor.

Ressalta-se que praticamente todas as amostras que obtiveram resultados positivos,
em pelo menos um método, sdo advindas das amostras de d4gua do estuario pertencente ao Rio
Jaguaribe, exceto pela amostra 72 pertencente ao estudrio do Rio Pirangi.

O produto da lavagem das placas de petri com colonias de Vibrio que ndo foram
1soladas, também foram submetidos aos testes de PCR, mas nenhuma das amostras se mostrou
positiva aos métodos testados.

Os métodos AP1 e AP2, utilizados para detectar o plasmideo causador de AHPND,
foram propostos por Flegel e Lo (2014), que afirmam que embora tenham testado a
especificidade do método, o niimero de amostras usadas foi relativamente pequeno, nao

garantindo que os métodos utilizados detectariam com sucesso todos os isolados bacterianos
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causadores de AHPND, necessitando que paises e pesquisadores interessados realizem mais
testes e ajudem a validar os métodos de deteccao.

Dessa forma, a especificidade do método pode ter interferido nos resultados. Além
disso, as sequencias de oligonucleotideos utilizadas visavam partes diferentes do DNA, o que
pode justificar a positividade das amostras para o AP2, enquanto as mesmas apresentavam
resultados negativos para o AP1.

E pertinente também ressaltar que estudos posteriores indicaram que o método AP2
apresenta resultados superiores ao método AP1 na detec¢do de isolados positivos (DANGTIP
et al.,2015). Em contrapartida, Santos et al. (2019) comentam sobre a possibilidade do método
AP2 gerar falsos positivos, em decorréncia da mutacdo do plasmideo ndo portador da toxina.

Para Flegel e Lo (2014), a sequéncia genética dos plasmideos relacionados a
AHPND podem variar ou esses elementos genéticos méveis podem ndo serem portadores dos
genes da toxina envolvida, assim, o método adequado para o diagndstico da doenga deve
consistir na amplificacdo da sequéncia de codificagdo da toxina produzida. Portanto, partindo
disso e sabendo que a infeccdo por AHPND consiste na colonizaciao do estdbmago do camarao
por células bacterianas produtoras de toxinas soluveis que causam a descamacao celular do
hepatopancreas, testou-se o0 método AP3.

Nenhuma das amostras analisadas foram positivas para o método AP3,
desenvolvido por Sirikharin ef al. (2015), que visa a detec¢ao da toxina. O que pode corroborar
com a teoria de que os plasmideos envolvidos ndo necessariamente sdo portadores da toxina,
visto que o método AP3 apresenta 100% de especificidade e sensibilidade.

Os outros métodos listados na tabela 3, utilizados para detec¢do das toxinas,
também foram testados e as amostras apresentaram resultados negativos, assim pode-se inferir
que as estirpes de Vibrio analisadas ndo produzem a toxina, embora possam carregar o
plasmideo causador.

Vale ressaltar que a deteccdo dos plasmideos torna-se preocupante, devido ao fato
de existir a possibilidade da sua transferéncia, principalmente para espécies com alto grau de
similaridade génica, visto que as mesmas apresentam diversas formas de troca de material
genético, havendo a possibilidade de conversao de uma cepa ndo patogénica em patogénica,
aumentando os riscos de disseminac¢ao da doenca (RESTREPO et al., 2018).

A amostra 72 demonstrou resultados positivos apenas no método AP4, que tem
como objetivo a deteccdo do VpAHPND. Essa metodologia ¢ considerada mais sensivel e mais
especifica que a do método AP3, sendo incapaz de detectar amplicons para bactérias nao

causadoras de AHPND.
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Entretanto, para a afirmagdo de que as amostras isoladas s3o de cepas causadoras
de AHPND, haveria a necessidade de que todas as amostras tivessem sido positivas em todas
as reagoes de PCR envolvidas, o que nao foi o caso.

De acordo com o Manual de Testes de Diagnostico para Animais Aquaticos (2019)
da OIE, o protocolo ideal para a confirmagao da identificacdo de VpAHPND sao as analises
por PCR, seguida de um bioensaio, a fim de confirmar a patogenicidade do agente causador.

Ressalta-se também que por critérios técnicos, definicdo de caso suspeito deve
atender a pelo menos um dos seguintes pré-requisitos: mortalidade e sinais clinicos
consistentes; histopatologia compativel; e detec¢do dos genes da toxina por PCR convencional
ou PCR em tempo real. Enquanto que para casos confirmados deve-se atender a pelo menos
dois dos seguintes critérios: histopatologia compativel; deteccdo do gene da toxina Pir no
plasmideo pVA1 em V. parahaemolyticus; e resultados positivos em bioensaios (OIE, 2019).

Portanto, pode-se interpretar que os resultados obtidos na presente pesquisa nao
configuram caso positivo de AHPND, principalmente porque em nenhum dos testes a presenga
do gene das toxinas foi evidenciada, apenas a presenca do plasmideo. Entretanto, a amostra 72
configura-se como caso suspeito, visto que atende a pelo menos um dos pré-requisitos
estabelecidos pela OIE, tendo demonstrado resultado positivo para a presengca de VpAHPND
em reagoes de PCR convencional.

Embora os resultados detectem a presenga de plasmideo pVAl (gene alvo dos
métodos AP1 e AP2), os mesmos ja foram identificados em outras espécies de Vibrio, mas ndo
necessariamente acompanhado de genes pirABvp (relacionado a codificagdo da toxina) (DONG
etal.,2017).

Contudo, ndo se deve descartar a possibilidade de que essas espécies podem ser
potencialmente patogénicas. Phiwsaiya et al. (2017) caracterizaram uma estirpe de V.
parahaemolyticus causador de AHPND, portador de um plasmideo pVAl mutante com a
inser¢ao de uma sequéncia de transposon em seu gene PirAvp. Nesse caso, o plasmideo em
questdo apresentou viruléncia para o camardo cultivado, causando mortalidade, apesar da
incapacidade de produzir toxinas, além de ndo ocasionar lesdes nos organismos infectados.
Assim, episddios de mortalidade em massa podem nao ter sido previamente relacionados a
AHPND, devido a auséncia de sinais clinicos.

A falta de um protocolo de diagnostico rapido e especifico dificultam que medidas
de controle e rastreabilidade da enfermidade sejam tomadas (FLEGEL; LO, 2014). A
compreensdo acerca dos mecanismos genéticos envolvidos na enfermidade ainda ¢ confusa,

sendo necessaria a combina¢ao de diferentes métodos de analises.
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5 CONCLUSAO

Os parametros ambientais analisados estavam dentro dos limites estabelecidos para
o ambiente estudado.

A quantificacdo de bactérias pertencentes ao género Vibrio demonstraram que as
mesmas foram mais abundantes nas amostras de 4gua que sedimento, principalmente durante a
segunda coleta.

A cerca da diversidade de espécies, a identificagdo ndo foi possivel devido as
metodologias adotadas, sendo confirmadas somente o pertencimento ao género de estudo.
Entretanto, como base na capacidade fermentadora de sacarose, foi possivel presumir que em
ambos 0s estudrios, a presenca de estirpes sacarose positiva foi maior, tanto nas amostras de
agua, como também nas de sedimento.

Em 6 estirpes analisadas foram detectados genes relacionados ao plasmideo PvAl.
Entretanto, com base nos pré-requisitos estabelecidos pela OIE (2019), as amostras ndo podem
ser enquadradas como casos confirmados, vistos que ndo atendem aos critérios propostos para
tal. Exceto pela amostra 72, proveniente das amostras de agua do estuario do Rio Pirangi, que

se configura como caso suspeito.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Diante do que foi exposto, ¢ importante ressaltar que estirpes do género Vibrio,
podem apresentar mais de um plasmideo extracromossomico, aumentando assim a preocupagao
com a possibilidade de troca génica. Dessa forma, o fato de estirpes provenientes de amostras
ambientais encontradas no presente estudo, carregarem o plasmideo PvAl, torna-se um risco
aos ambientes de carcinicultura no Ceara. Os resultados negativos para a expressao da toxina
ndo indicam falta de patogenicidade, visto que plasmideos mutados (que ndo apresentam o gene
da toxina) também sdo capazes de acarretar mortalidade em massa. Assim, o ideal para as
amostras testadas no presente estudo ¢ que sejam submetidas a bioensaios, a fim de verificar a
ocorréncias de lesdes hepatopancredticas e taxas de mortalidade, para entdo tentar estabelecer

medidas que possam conter ou remediar algum eventual surto de AHPND.
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