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RESUMO

A necrose hepatopancreatica aguda (AHPND), também conhecida por sindrome da mortalidade
precoce (EMS), ¢ uma doenga emergente que vem causando grandes perdas econdmicas no
setor da carcinicultura. A espécie bacteriana Vibrio parahaemolyticus ¢ o principal agente
causador da AHPND, no entanto, estudos mostraram que outras espécies de Vibrio podem se
apresentar como causadoras da doencga. Esta revisao tem como objetivo mostrar um panorama
sobre surgimento, a disseminagdo e os impactos da AHPND na carcinicultura. Os primeiros
surtos aconteceram em cultivos dos camardes Litopenaeus vannamei e Penaeus monodon em
paises da Asia. No entanto, a doenga foi também notificada em fazendas do México e foram
observados casos suspeitos, ndo confirmados, em fazendas de paises da América do Sul.
Estima-se que entre 2010 ¢ 2016 as perdas economicas causadas pela AHPND foram de
aproximadamente US$ 40 bilhdes, mostrando a importancia do entendimento da doenga para a
carcinicultura. As mortalidades ocorrem nos primeiros 30 dias de cultivo e sdo ocasionadas por
cepas de bactérias que carregam um plasmideo que produz uma toxina binaria (PirAB) que ¢
produzida no hepatopancreas do animal. Como tentativa de prevenir surtos em ambientes de
cultivo, diagndsticos precoces devem ser realizados, tais como observacao do comportamento
dos animais e de indicadores clinicos, andlise histologicas, € o uso de técnicas moleculares,
como a PCR. Em caso de resultado positivo para AHPND, faz-se necessario notificar para
Organiza¢do Mundial de Satde Animal (OIE) e realizar uma quarentena do ambiente afetado
para a aplicagdo de métodos de descarte e desinfecgdo. Somado a isso, ¢ necessario efetuar
mudangas estruturais € de manejo, para o aumento da biosseguranca do cultivo. A
implementa¢do de boas praticas de manejo, o uso de probioticos, de imunoestimulantes e o uso
de terapia fagica, vém demonstrando os melhores resultados de sobrevivéncia apos desafios
com V. parahaemolyticus causador da AHPND. Para regides ainda ndo afetadas, como ¢ o caso
do Brasil, ¢ importante efetuar investigacdes preventivas da comunidade bacteriana em viveiros
e em ecossistemas costeiros. Além disso, com o conhecimento dos manejos recomendados para
a AHPND, ¢ possivel presumir que a disseminag@o e os impactos causados pela doenga podem

ser prevenidos.

Palavras-chave: Aquicultura. Bacteriose. Camarao. Vibriose.



ABSTRACT

Acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND), also known as the Early Mortality
Syndrome (EMS), is an emerging disease that has been causing major losses in the shrimp
industry. The bacterial species Vibrio parahaemolyticus is the main causative agent of AHPND,
however, studies have shown that other species of Vibrio spp. have been presenting themselves
as precursors of the disease. This review aims to provide an overview of the emergence, spread
and impacts of the disease on shrimp farming. The first outbreaks occurred in shrimp cultivation
Litopenaeus vannamei and Penaeus monodon in Asian countries. However, the disease has also
been reported on farms in Mexico and suspected, unconfirmed cases have been observed on
farms in countries in South America. It is estimated that between 2010 and 2016 the economic
losses caused by AHPND were approximately US $ 40 billion, showing the importance of
understanding the disease for shrimp farming. Mortalities occur in the first 30 days of culture
and are caused by strains of bacteria that carry a plasmid that produces a binary toxin (PirAB)
that is produced in the animal's hepatopancreas. In an attempt to prevent outbreaks in farming
environments, early diagnosis should be made, such as observation of animal behavior and
clinical indicators, histological analysis, and the use of molecular techniques, such as PCR. In
case of a positive result for AHPND, it is necessary to notify the World Organization for Animal
Health (OIE) and quarantine the affected environment for the application of methods of disposal
and disinfection. In addition, it is necessary to make structural and management changes to
increase the biosafety of the crop. The implementation of good management practices, the use
of probiotics, immunostimulants and the use of phage therapy, have been showing the best
survival results after challenges with V. parahaemolyticus that causes AHPND. For regions not
yet affected, such as Brazil, it is important to carry out preventive investigations of the bacterial
community in nurseries and coastal ecosystems. In addition, with the knowledge of the
recommended management for AHPND, it is possible to assume that the spread and impacts

caused by the disease can be prevented.

Keywords: Aquaculture. Bacteriosis. Shrimp. Vibriosis.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura, historicamente, vem se expandindo nos ultimos 40 anos trazendo
com ela seguranga alimentar e nutritiva para a populagdo mundial. A producao total de pescado
em 2018 foi de 179 milhdes de toneladas, das quais 82,1 milhdes de toneladas foram
produzidas pela aquicultura com um crescimento de 25% em relagdo ao periodo de 2008 a
2017 com faturamento de 263,6 bilhdes de dolares. Contudo, a producdo mundial da
aquicultura foi dominada pela Asia com 89% de participagdo (FAO, 2020).

O cultivo de crustaceos em 2018 obteve um crescimento de 18,22% em relagao ao
ano de 2016, com produgao total de 9,4 milhdes de toneladas que representa 69,3 bilhdes de
dolares. A espécie em destaque foi o camarao branco do pacifico, Litopenaeus vannamei, com
producdo de 52,9% do montante (FAO, 2020). Entretanto, a carcinicultura mundial ¢
constantemente afetada por doengas, sendo as mais importantes de origem viral e bacteriana,
gerando grandes perdas economicas (PRIETO; RODRIGUEZ, 1993; MARTIN et al., 2004;
MORALES, V.; CUELLAR-ANJEL, 2008; SOTO et al, 2010).

A partir de 2009 foi constatado em paises asidticos, uma nova ameaca para a
carcinicultura: a sindrome da mortalidade precoce (EMS — sigla em inglés de Early Mortality
Syndrome), ou necrose hepatopancreatica aguda (AHPND - sigla em inglés de Acute
Hepatopancreatic necrosis disease) (TRAN et al., 2013). Seu primeiro relato se deu em
criagdes de camardes juvenis na China, das espécies Penaeus monodon e Litopenaeus
vannamei, apresentando rapida disseminagdo (NACA-FAO, 2011; LIGHTNER et al, 2012).
Nos anos seguintes, outros paises do sudeste asidtico foram afetados, como Vietna em 2010, a
Malésia em 2011 e a Tailandia em 2012 (NACA, 2012; FAO, 2013; VARELA, 2013). A
enfermidade foi detectada por ultimo nas Américas e em especial no México (NUNAN et al.,
2014).

Uma das dificuldades para diagnosticar camardes acometidos com AHPND ¢ que
os sinais clinicos sdo inespecificos e ndo possuem valores confirmatorios (NACA, 2012). Os
surtos sdo causados, principalmente, por influéncia de alta atividade bacteriana no ambiente
de cultivo, geralmente acarretado por Vibrio apresentando assim, uma mortalidade que pode
atingir 100% da populacao durante trinta a quarenta dias de cultivo do animal (TRAN et al.,
2013; VARELA; PENA, 2014).

A AHPND teve como agente etioldgico inicial a espécie Vibrio parahaemolyticus,
que ¢ carregadora de um plasmideo que contém uma toxina binaria que confere patogenicidade

(TRAN et al., 2013; NUNAN et al., 2014; HAN et al., 2015a). No entanto, segundo Kondo et
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al. (2015), na espécie V. harveyi foi observado a presenca do mesmo plasmideo, levantando a
hipdtese de transferéncia entre espécies de Vibrio e até para outros géneros de bactérias (DONG
et al., 2017; XIAO et al., 2017, RESTREPO et al., 2018) aumentando potencialmente a
complexidade dos agentes causadores da AHPND e agravando a ameaga a carcinicultura.
Deste modo, percebe-se o quanto a AHPND ¢ uma doenga emergencial no mundo,
sendo assim o objetivo deste trabalho ¢ analisar o surgimento, a disseminagao e os impactos da
AHPND na carcinicultura. Além disto buscou-se compreender quais as perspectivas futuras no

cenario nacional com a AHPND.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aquicultura no Brasil e no Mundo

A aquicultura, segundo a FAO (2020), ¢ definida como o cultivo de organismos
aquaticos que possuem pelo menos uma fase de vida no meio aquatico, exemplo dos peixes,
crustdceos, moluscos, anfibios, répteis e plantas aquaticas em ambientes costeiros ou
continentais. Historicamente, a aquicultura vem se expandindo nos ultimos 40 anos, trazendo
com ela seguranga alimentar e nutritiva para a populacao mundial.

Segundo o relatdrio bienal da situacdo mundial da pesca e aquicultura (SOFIA) a
aquicultura produziu 82,1 milhdes de toneladas em 2018, com um crescimento de 25% em
relagdo aos anos 2008 ¢ 2017. Em relagao ao consumo de pescado, desde 1961, o aumento anual
tem sido de 3,1%. Em termos per capita, o consumo de pescado tem aumentado de 9,0 kg em
1961 a 20,5 kg em 2018 (FAO, 2020).

A carcinicultura, por sua vez, mesmo enfrentando problemas com enfermidades, no
mesmo ano obteve um crescimento de 18,22% em relacdo ao ano de 2016. A espécie de camarao
mais cultivada nesse periodo foi o camardo branco do pacifico, Litopenaeus vannamei, com
uma producao total proximo de 5,0 milhdes de toneladas (FAO, 2020). E a estimativa da Global
Aquaculture Alliance's (GOAL, 2019) € que a carcinicultura possa chegar a uma produgao de
10,0 milhoes de toneladas até 2021.

A carcinicultura mundial, sofre atualmente por conta da pandemia da COVID-19
com o fechamento de mercados, restaurantes e consequentemente o setor de processamento
devido a baixa demanda do consumidor. Além disso, os principais insumos para a formulagao
de ragdes aumentaram o prego gerando acréscimo no prego da racao (FAO, 2020). Entretanto,
além desse desafio pontual, existem outros problemas que acometem a carcinicultura como as
doengas e o custo de produgdao (VALDERRAMA et al., 2016).

O setor da carcinicultura no Brasil apresentou crescimento pelo segundo ano
consecutivo. Em 2019, foram produzidas 54,3 mil toneladas de camardo com um aumento de
18,8% em relacdo ao ano anterior. A producdo de camardo ¢ liderada pela Regido Nordeste
(99,6%), principalmente pelos Estados do Rio Grande do Norte (38,2%) e o Ceara (30,8%)
(Figura 1) (IBGE, 2019). Segundo a Associacdo Brasileira de Criadores de Camarao (ABCC),
em 2020 estimava-se uma produg¢do nacional de camardo de 120 mil toneladas, mas devido os
efeitos adversos da COVID-19, naturalmente aponta uma queda da produgdo para entorno de

90 mil toneladas (ABCC, 2020).
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Figura 1 — Producdo de camardo no Brasil no ano de 2019, com énfase a Regido Nordeste e os
Estados do Rio Grande do Norte e Ceara.

Producao de camarao

Nordeste
99,6% do total
Rio Grande do Norte Ceara
38,2% do total 30,801/:: do total

-

Ranking dos municipios com maiores valores
de producdo de camardo

Brasil Pendéncias - RN

54,3

mil toneladas Aracati - CE

4 18,8%

‘
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
i
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
}

em relacdo a 2018 !

I

I

Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenagdo de Agropecuaria, Pesquisa da Pecudria Municipal (2019).

2.2 Impactos das doencas na Carcinicultura

As doengas infecciosas de origem viral e bacteriana, desde as décadas de 80 e 90,
geram grandes perdas economicas em todo mundo (MARTIN ef al., 2004; MORALES et al.,
2008; PRIETO; RODRIGUEZ, 1993; SOTO et al, 2010). Com isso, as enfermidades nos
camardes de cultivo se tornaram um problema emergente mundial e que ameagam
financeiramente a atividade.

Os relatos de doencas relacionadas ao cultivo de camardao marinho sdao causados,
principalmente por virus e bactérias (MORALLES-COVARRUBIAS, 2010). Existem
enfermidades virais que sdo de notificagdo obrigatdria, e caso haja relatos em regides produtivas,
devem ser notificadas para a OIE (Organizagdo Mundial para Satde Animal), sendo elas:
Sindrome da Mancha Branca (WWS), Mionecrose Infecciosa (IMN), Infeccao Hipodermal e
Necrose Hematopoiética (IHHN), Sindrome de Taura (TS) e Doenca da Cabeca Amarela (YH)
(CUNHA, 2008). Outras doencas que acometem o camardo sdo de origem bacteriana, em

destaque, o género Vibrio, como a Hepatopancreatite Necrosante Bacteriana (NHP) (FELJO,
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2009) e a Necrose Hepatopancreatica Aguda (AHPN) (TRAN et al. 2013).

O surgimento de enfermidades no fim dos anos 90 e inicio dos anos 2000 diminuiu
o crescimento do setor. A doenga ocasionada pelo virus da Mionecrose infecciosa (IMNV), por
exemplo, em 2004, causou uma queda de 15,84% na producdo e 24% na produtividade do
cultivo de camarao marinho em todo Brasil (PAEZ-OSUNA, 2001; MADRID, 2005; FEDO,
2009; NEW et al., 2010). Em 2015, o Ceara ja registrou uma producdo maior que 40 mil
toneladas, entretanto no ano de 2016 o virus da mancha branca (WSSV) se disseminou nas
fazendas do estado e devastou boa parte da produgdo de fazendas (NUNES; FEIJO, 2016). Tal
enfermidade foi responsavel pela queda de 41,6% da produgdo na regido (ABCC,2017).

Além das doengas de origem viral, no inicio dos anos 90, os cultivos de camardes
registraram mortalidades ocasionada pela presenca de bactérias do género Vibrio (KUMAR et
al., 2014; ZHANG et al., 2012; SOTO-RODRIGUEZ et al., 2014). A AHPND ¢ uma doenga
que o agente etioldgico sdo cepas do género Vibrio, e inicialmente relatada em cepas de V.
parahaemolyticus, que é capaz de destruir o tecido do hepatopancreas causando grandes

mortalidades nos primeiros 30 dias de cultivo (TRAN et al. 2013).
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3 METODOLOGIA

Com a finalidade de analisar o objeto de estudo do trabalho, optou-se por uma
natureza de estudo qualitativa a fim de compreender o fendmeno de forma descritiva, coletando
dados que ndo se esvaziam apenas em padrdes estatisticos, mas que potencializam o
aprendizado a respeito do assunto estudado com expansdo da discussdo sobre esta realidade,
apontando os fatos evidenciados na pesquisa (PRODANOYV; FREITAS, 2013).

Além disto, para atingir os objetivos pretendidos na pesquisa, utilizou-se periddicos
nacionais e internacionais, publicagdes de Organizagdes Publicas e Governamentais, relatdrios
técnicos, livros, Anais e trabalhos apresentados em Congressos e Encontros Cientificos. Para
esquematizar o “estado da arte”, as pesquisas de estado da arte procuram analisar, nao so
identificar, o que ja foi produzido e as contribui¢des sobre determinadas pesquisas de forma
significativa em sua construcao teérica (ROMANOWISKI; ENS, 2006), logo, com a intengao
de explorar a historicidade, dissipagdo e as consequéncias da AHPND na carcinicultura,
definiu-se este tipo de abordagem de pesquisa.

As pesquisas se deram no periodo de margo a dezembro de 2020 e para organizagao,
os artigos cientificos foram catalogados por ano no software Mendeley. Foi utilizado como fonte
de pesquisa o portal de peridodicos da CAPES para entrada nas principais plataformas de
periodicos cientificos, dentre as quais “Web of Science” e “Science Direct”. Foram usados como
critérios de inclusdo trabalhos que apresentavam os seguintes descritores “Early Mortality
Syndrome”, “Acute Hepatopancreatic necrosis disease (AHPND)”, “Acute Hepatopancreatic
necrosis Syndrome (AHPNS)”, “Vibrio parahaemolyticus” em suas palavras-chave em lingua
portuguesa, inglesa ou espanhola; terem sido publicados nos ultimos 10 anos; e que possuiam
relacdo com o objetivo geral do trabalho, independente do Qualis. A seguir foram analisados
todos os achados com o propdsito de aglutinar os textos nas categorias de (1) Historico da
AHPND na carcinicultura, (2) Epidemiologia da AHPND, (3) M¢étodos de diagndstico para
AHPND, (4) Controle sanitario para AHPND.
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4 REVISAO

4.1 Historico da AHPND na Carcinicultura

A Necrose Hepatopancreatica Aguda (AHPND - sigla em inglés de Acute
Hepatopancreatic necrosis disease), ou também conhecida inicialmente como Sindrome da
Mortalidade Precoce (EMS — sigla em inglés de Early Mortality Syndrome) ¢ uma doenga
bacteriana que causa mortalidade em massa em viveiros de camardo. Em 2013, Tran et al. (2013)
identificaram como agente causador da AHPND, o Vibrio parahaemolyticus.

O primeiro surto da doenga aconteceu por volta de 2009 em fazendas de camarao
na Republica Popular da China e foi inicialmente chamada de EMS (ZHANG et al., 2012). Em
pouco tempo a doenga se espalhou em varios outros paises da Asia. No ano de 2011 chegou em
fazendas de camardo no Vietna e na Malasia (TRAN et al., 2013) e em 2012 chegou na Tailandia
(JOSHI et al., 2014). Um fator que preocupou bastante o impacto da doenga na carcinicultura
marinha mundial, foi o rapido aparecimento em paises da América. Em 2013 o patoégeno foi
encontrado em fazendas do México (SOTO-RODRIGUEZ et al., 2015) e com continuo avango
na Asia, chegando até a Filipinas em 2015 (DABU et al., 2015; LEOBERT et al., 2015),
Bangladesh em 2017 (OIE, 2017), provincia de Taiwan na China em 2018 (OIE, 2019), em
fazendas da Coréia do Sul em 2019 (HAN et al., 2020) e por ultimo registrado em 2020 pela
prefeitura de Okinawa no Japao (OIE, 2020).

Figura 2 — Distribui¢do geografica da AHPND pelo mundo.

. Paises com notificagées de AHPND
. Paises sem notificagdes de AHPND

Paises com relatos nio notificados

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Apos registro dos primeiros casos em fazendas do México, foi relatado pela
primeira vez por Dhar ef al. (2019) que em 2017 a AHPND estava presente em cultivos no
Texas e Ahn et al. (2017) constatou a presenga da doenga em um pais da América Latina ndo
descrito pelos autores. Apesar das suspeitas e também por ser uma doenca de notificacao
obrigatoria, estima-se que a AHPND esté presente em mais paises da América e Asia. Restrepo
et al. (2016) isolaram cepas patogénicas de V. parahaemolyticus em camardes da América do
Sul, entretanto ndo foi notificado pela OIE a origem das cepas € dos camardes.

Segundo a FAO (2013), os impactos econdmicos e as perdas produtivas que o surto
de AHPND foram enormes nos primeiros anos. De acordo com Shinn et al. (2018), estima-se
que entre 2010 e 2016 as perdas econdmicas, nos paises mais afetados (China, Malasia, México,
Tailandia e Vietnd), foram aproximadamente US $ 23,6 bilhdes. Outros custos ndo somados a
esse valor sdo as perdas nas vendas de racao (US $ 7 bilhdes) e nas exportacdes de camardo
(US $ 13,4 bilhoes). Entretanto, os autores comentaram que no mesmo periodo esses paises
notificaram a presenca de outras doengas (WSS, EHP e NHP) (TANG et al., 2020).

Com o avango dos estudos e a importancia econdomica que a doenga teve para os
produtores, posteriormente descobrira-se que a doenca era causada por cepas que carregavam
um plasmideo virulento (pVAl) com genes semelhantes a toxina binaria (PirA e PirB)
relacionada a insetos do género Photorhabdus (Pir) (LEE et al., 2015). O plasmideo também
tem como caracteristica ter dois grupos de genes de transferéncia conjugativa e um gene mobB,
que permitem que o plasmideo realize uma transferéncia horizontal entre espécies de bactérias.

Em consequéncia a transferéncia do plasmideo, o V. parahaemolyticus nao foi
exclusivo para causar a doenca. Assim, foram evidenciados também nas espécies V. harveyi
(MUTHUKRISHNAN et al., 2019; PUMKAEW et al., 2019), V. owensii (DONG et al., 2019a;
LIU et al., 2015; LIU et al. 2018; XIAO et al., 2017), V. campbelli (AHN, et al., 2017; DONG
et al., 2017a, 2017b, 2017c; DONG et al., 2019a) e V. punensis (RESTREPO et al., 2018).
Segundo Sangpo et al. (2020), ndo ¢ descartada a possibilidade da presenca do plasmideo em
outros grupos de bactérias ndo-Vibrio.

Outro fator que deve ser considerado ¢ a abrangéncia entre as espécies de camaroes.
As espécies que sao afetadas pela AHPND sao o camardo branco do pacifico, L. vannamei, e o
camardo tigre gigante, Penaeus monodon (OIE, 2019). Entretanto, existem indicios
inconclusivos que a AHPND possa afetar também o camarao branco chinés, P. chinensis, € 0

camardo kuruma, P. japonicus (TINWONGGER et al., 2016; THEETHAKAEW et al., 2017).
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4.2 Epidemiologia da AHPND

A influéncia das espécies de bactérias do género Vibrio na aquicultura ¢ enorme,
sendo a doenca por elas causadas considerada uma das mais problematicas para os organismos
aquaticos cultivados (LIGHTNER; LEWIS, 1975; ADAMS, 1991; LIGHTNER et al., 1992;
LAVILLA-PITOGO et al., 1996; LAVILLA-PITOGO et al., 1998; FEIJO, 2009). Definida
como vibrioses, essas doengas bacterianas, sdo causadas por bactérias gram-negativas da
familia Vibrionaceae que possui células em forma de bastonetes (bacilos), normalmente retos
ou curvos, moveis por flagelos polar, ndo esporogénicos e anaerdbicos facultativos (PELCZAR
etal., 1997).

Os Vibrio spp. ja& estdo presente no ambiente estuarino e, principalmente, em
viveiros de camardo, mas sdo considerados como invasores oportunistas secundarios (ELSTON
et al., 1982). Por serem anaerdbicos facultativos, sdo associados as regides que apresentam
concentragdes elevadas de matéria organica pois os mesmos decompdem detritos presentes na
dgua de cultivo e nos sedimentos do fundo (AGUIRRE-GUZMAN et al., 2001).
Consequentemente, fatores ambientais como a alta concentragdo de nutrientes na agua, elevadas
temperaturas, alta salinidade (acima de 5 ppt), alto valor de pH (acima de 8), baixo volume de
agua, baixa biodiversidade na comunidade planctonica e o acimulo de matéria organica, que
estdo apresentados na Tabela 1, favorecem o aumento da mortalidade associada a vibriose
(BROCK; LIGHTNER, 1990; BONDAD-REANTASO, 2016). Além de serem prejudiciais
para os animais cultivados, algumas espécies de Vibrio spp. sdo zoondticas € sdo também
preocupantes para saude humana (PEREIRA; SANTOS, 2002). Portanto, podem ser uma
ameaca para os trabalhadores de fazendas de cultivo que tém contato didrio com esses

patdogenos (MENDES et al., 2009).

Tabela 1 — Condicdes ideais de crescimento do Vibrio parahaemolyticus.

Condicio de crescimento \ Otimo ] Limites

Temperatura (°C) 30a37 20 a 40

pH 7,8 28,6 48a9

NacCl (%) 1,5a3,0 (15 a30 ppt) 0,5a 10 (5a 100 ppt)
Ambiente Aerbbico Aerébico e anaerdbico

Fonte: ICMSF, 1996; Adaptado de TANG, 2020.

Como foi comentado no topico anterior, a primeira espécie de Vibrio vista como
causadora da AHPND foi o Vibrio parahaemolyticus (ZHANG et al.,2012; TRAN et al., 2013),

entretanto nao sé as cepas de V. parahaemolyticus podem ser causadoras da AHPND. Na
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verdade, a bactéria identificada como causadora da doenca ¢ somente um agente que carrega
um plasmideo extracromossdmico com genes que codificam toxinas homdlogas aos genes
relacionadas a um género bacteriano patogénico para insetos chamado de Photorhabdus (Pir)
(HAN et al., 2015a). Contudo, ainda segundo Han et al. (2015a), pode existir uma variagao
geografica entre plasmideos isolados de Vibrio com AHPND, visto que plasmideos isolados nas
Américas (pLA) possuem tamanho de 73 kb e os isolados Asiaticos possuem tamanho proéximo

de 69 kb (identificados na Tabela 2) (DONG et al., 2019).

Tabela 2 — Cepas bacterianas carregadoras do plasmideo causador da AHPND.

Espécies bacterianas | Plasmideo Tamanho do | Toxina Espécie Referéncia
relatadas identificado | plasmideo identificada | afetada
Vibrio . . Leeetal.
parahaemolyticus pVAI 70,452 kb PirAB L. vannamei (2015)
. _ . Laietal.
V. parahaemolyticus pVA 69 kb PirAB L. vannamei (2015)
. . . Hanetal
V. parahaemolyticus pVPA3-1 69 kb PirAB L. vannamei (2015d)
Vibrio owensii pVH 69,142 kb PirAB L. vannamei %Zlglest)al.
L. vannamei Tinwongger
V. parahaemolyticus pVAL 69 kb PirAB P . et al. (2016)
Japonicus
' ) L. vannamei  Theethakaew
V. parahaemolyticus pVPE6la 69,078 PirAB P, japonicus et al. (2017)
. L. vannamei  Theethakaew
V. parahaemolyticus  pVP2HP Lm0 e P japonicus et al. (2017)
' pVAL _ . Phiwsaiya et
V. parahaemolyticus mutado 69 kb PirA L. vannamei al. (2017)
) ) . Xiao et al.
V. owensii pVH 70 kb PirAB L. vannamei 5 17)
V. parahaemolyticus pVPGX1 69 kb PirAB L. vannamei B%Iigﬂe tal.
Vibrio campbelli pVCGX1 69 kb PirAB L. vannamei ?2%1;% )et al.
V. campbelli pLA 73,461 kb PirAB L. vannamei (AZ}(l)r; 7e)t o
- PirAB . Liuetal.
V owensii pVH 70 kb instavel L. vannamei (2018)
. ) . Wangman et
V. campbelli pVA 69 kb PirAB L. vannamei al. (2018)
o . ) . Restrepo et
Vibrio punensis pVanrnp 69 kb PirAB L.vannamei (2018)
) ) . Dongetal.
V. owensii pVAl 69 kb PirAB L. vannamei (2019)
. pVp_Kor- . . Hanetal.
V. parahaemolyticus D12 68,848 kb PirAB L. vannamei (2020a)
. . . . Hanetal
V. parahaemolyticus pVpPirA-2 69 kb PirAB L. vannamei (2020b)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os transposons sdo genes saltadores de um segmento de DNA que podem mudar
sua localizagdo em cromossomos de plasmideos, devido a presenca do gene transposase
(KELLY et al., 2009). A presenga de um transposon Tn3-/ike (4243 pb) que s6 ¢ encontrado em
isolados do México e da América Latina ¢ outra diferenca relevante entre os plasmideos
identificados em cultivos latino-americano e cultivos em solo asiatico (HAN et al. 2015b). Apo6s
essa andlise, foi possivel desenvolver uma PCR de genotipagem para avaliar a diferenca entre
as cepas de varias regioes. Chonsin et al. (2016) reforcam que as cepas causadoras da AHPND
ndo sdo derivadas de uma unica linhagem e a sua heterogeneidade génica pode estar associada
aos genes de transferéncia presente no plasmideo.

Por esse meio, as toxinas produzidas sdo proteinas extracelulares chamadas de
PirAvp (12,7 kDa) e PirByp (50,1 kDa) que atuam de forma conjunta como uma toxina binaria.
Todos esses aspectos estdo explanados nas Figura 3 e Figura 4. Além disso, o mesmo
plasmideo pVA1 ¢ capaz de realizar transferéncia conjugativa e genes de mobilizacdo de
plasmideo, que tornam o plasmideo auto transmissivel para outras bactérias. De acordo com
Lee et al. (2015), o plasmideo também carrega um pndA que ¢ um sistema de morte poOs-

segregacional garantindo que o plasmideo seja sempre herdado.

Figura 3 — A diferenca entre as cepas de V. parahaemolyticus causadoras da AHPND e ndo

causadoras da AHPND.

V. parahaemolyticus causador da AHPND

plasmideo pVA1
(~ 69 kb)
™~
Cromossomo II Cromossomo [
(1.9 Mb) (3.3 Mb)

V. parahaemolyticus nao causador de AHPND

&R ©
o\ @]
Cromossomo II C m\mossomo I
(1.9 Mb) (3.3 Mb)

Fonte: Adaptada e modificada de Lee ef al. (2015) e Kumar et al. (2019).
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Figura 4 — As localizagdes dos genes da metilase, transposase, da toxina PirAB no plasmideo
pVAL e as regides amplificadas pelos iniciadores especificos AP1, AP2 e AP3 no plasmideo

pVAL.

PVAL T T T T 1
27995 30000 35000 37976 40000

S8U ribossomal ORFa7 ORF48 ORF49 ORF50 51 52 53 54 ORF55 56
proteina S2p Metilase Transposase PirB PirA

AP1 primer Pir primer AP2 primer

Deteccio do Detecciio da Deteccio do
plasmideo toxina plasmideo

Fonte: Adaptada e modificada de Lee ef al. (2015) e Kumar et al. (2019)

Os efeitos negativos em camardes de cultivo da AHPND estdo diretamente
relacionados a produgdo das toxinas pelo plasmideo. Conforme ressaltam Tinwogger et al.
(2016), a viruléncia do V. parahaemolyticus ndo dependera do nimero de copias do gene do
plasmideo, mas sim da quantidade de toxina PirA e PirB secretadas no hospedeiro. No estudo
de Lee et al. (2015), mesmo com injecdo apenas da toxina PirB em camardes, ocorreu o
aparecimento dos sintomas semelhantes aos da AHPND. O tamanho do plasmideo presente nas
bactérias também deve ser considerado. Segundo Theethakaew et al. (2017), bactérias com
plasmideo de tamanho 69 kb causaram AHPND, entretanto como foi avaliado no trabalho, a
bactéria que tinha um plasmideo de 183 kb nio causava AHPND.

Normalmente, as infecgdes causadas por bactérias do género Vibrio sao
consideradas de forma secundaria e oportunista. Entretanto, as infestagdes por espécies que sao
consideradas causadoras da AHPND sao agentes primarios (ZHANG et al., 2012; TRAN et al.,
2013; HAN et al., 2015). A rota da infec¢do inicia-se na coloniza¢do no estdmago do camarao,
como apresentado na Figura 5, onde as toxinas serdo produzidas e secretadas no

hepatopancreas.

Figura 5 — Histologia do estomago de L. vannamei colonizado com V. parahaemolyticus

causador de AHPND.
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A partir disso, ao chegar no 6rgdo alvo, as toxinas geram destacamentos massivos
e agudo nas células e acompanhado da necrose, torna-se substrato de adesao e replicacdo, de
forma secundaria, de outras bactérias, destruindo o hepatopancreas (LIGHTNER et al., 2013;
TRAN et al., 2013; PANTOJA; LIGHTNER, 2014; HAN et al., 2015). O aparecimento de
sinais clinicos e mortalidade, ap6s a chegada das toxinas no hepatopancreas, pode ocorrer entre
7 e 10 dias de povoar o camarao e sendo passiveis de atingir 100% de mortalidade nos primeiros
30 dias de cultivo (OIRSA, 2013).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Sanidade Animal (OIE, 2019), o modo
de transmissdo da AHPND é de forma horizontal, sem evidéncias de transmissio vertical. Com
a presenca de agentes bacterianos que podem causar a doenca em ambientes de cultivo, a r
transmissdo ocorrerd a partir da ingestdo oral, do canibalismo de camardes doentes e mortos,
na alimentac¢do de sobras de racdo no fundo do viveiro ou tanque e até mesmo na ingestdo de
sedimentos ou fezes de animais infectados (HAN et al., 2017b).

As espécies do género Vibrio estdo associados a organismos aquaticos, que podem
ser vetores de doencas, como fitoplancton, zooplancton, moluscos, outros crustaceos,
poliquetas e peixes (TANG et al., 2020). O alimento natural ofertado para camardes em
laboratodrios de larvicultura e nas fases iniciais do cultivo € outro ponto importante evidenciado.
Conforme ressaltam Desrina et al. (2018), com a utilizagio de PCR foi detectado V.
parahaemolyticus com AHPND em poliquetas e bivalves usados para alimentacdo de
reprodutores de camardo. Por sua vez, a presenga de outros agentes patologicos como o parasita
microsporidio Enterocytozoon hepatopenaei, comumente conhecido por EHP, aumentou a

vulnerabilidade do camarao a AHPND (ARANGUREN et al., 2017).
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4.3 Métodos de diagndsticos para AHPND

O diagnostico precoce das espécies do género Vibrio que podem causar a AHPND
(V. parahaemolyticus, V. harveyi, V. owensii, V. campbellii e V. punensis) no ambiente de cultivo,
nas pos-larvas de camardo antes do povoamento e até mesmo o monitoramento de regioes
estuarinas proximos de polos produtores, sdo essenciais para prevenir surtos. As metodologias
para diagnosticar patologias em organismos aquaticos podem ser divididas em trés tipos: a
primeira caracterizada pela observacao do comportamento dos animais e de indicadores clinicos;
a segunda ¢ definida a partir de exames parasitologicos, bacterioldgicos e histopatoldgicos; e a
terceira que ¢ indicado realizar o cultivo bacteriano ou viral para avaliar em microscopio

eletronico e em técnicas moleculares (BONDAD-REANTASO et al., 2001). Na Figura 6 ¢

mostrado as metodologias usadas para diagnosticar a AHPND.

Figura 6 - Fluxograma para diagndstico da AHPND.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3.1 Avaliacdo dos sinais clinicos

Os sinais clinicos de camardes que possam apresentar AHPND, sdo semelhantes
aos sinais apresentados por outras doencas como a vibriose sistémica, sindrome da mancha
branca (WSSV), sindrome de taura (TSV), sindrome da cabeca amarela (YHV) e a
hepatopancreatite necrosante (NHP). Assim, faz-se necessario realizar uma verificagdo
histérica do ambiente antes do procedimento (CUELLAR-ANJEL, 2013; LIGHTNER et al.,
2012).

O aparecimento de sinais clinicos e mortalidade podem ocorrer entre 7 ¢ 10 dias
apods o povoamento do camardo, sendo passiveis de atingir 100% de mortalidade nos primeiros
30 dias de cultivo. Os comportamentos que, inicialmente, podem ser observados sdo: natagdo
erratica ou irregular; diminuicdo no consumo da ra¢do e consequentemente redug¢do do
crescimento; e bioluminescéncia em periodos noturnos nos viveiros principalmente para
ocorréncia de ¥V harveyi (CZYZ et.al., 2000; CUELLAR-ANJEL, 2013; KARUNASAGAR,
2001; NACA, 2012; OIRSA, 2013; ZORRIEHZAHRA; BANAEDERAKHSHAN, 2015).

Além disso, NACA (2012) descreveu os sinais clinicos nos camardes infectados
por AHPND, que sdo: coloragdo do hepatopancreas palido ou esbranquigcado (descrito na
Figura 7); atrofia ou diminui¢do do tamanho do hepatopancreas de forma significativa
(apresentado na Figura 8); listras ou manchas escuras no hepatopancreas vistas a olho nu;
hepatopancreas nao ¢ facilmente esmagado devido ao aumento de tecido conjuntivo fibroso e

acimulo de hemocitos; e esvaziamento géstrico e intestinal (DEVADAS et al. 2019).

Figura 7 — Juvenis de Litopenaeus vannamei em cultivos do Vietnam. Camardo do lado

esquerdo com indicativo da AHPND com hepatopancreas palido e do lado direito saudavel.

Fonte: adaptado de NACA (2012).
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Figura 8 — Juvenis de Litopenaeus vannamei em cultivos do Vietnam. Ambas as imagens com

hepatopancreas atrofiado, indicativo de AHPND.

Fonte: NACA (2012).

4.3.2 Andlises histopatoldgicas

A partir dos resultados colhidos na analise presuntiva, as principais metodologias
para confirmar a infec¢do em camardes sdo as analises histologicas. Para realizar a
histopatologia, faz-se necessaria a coleta de amostra de pos-larvas moribundas ou camaroes
inteiros, onde devem ser fixados por 1 a 2 dias em fixador AFA de Davidson, processados em
parafina e seccionadas para verificagdo do hepatopancreas por microscopia de luz (BELL;
LIGHTNER, 1988), bem como coradas com hematoxilina e eosina, como descrito em Lightner
(1996). O autor ressalta que além da microscopia de luz, podem ser utilizadas outras técnicas
para examinar as amostras, como a microscopia eletronica de transmissdo (MET) e a
microscopia eletronica de varredura (MEV).

O hepatopancreas ¢ um dos principais 0rgaos do sistema digestorio do camardo, é
responsavel pela sintese e secrecdo de enzimas digestivas, também absorve, acumula e
metaboliza nutrientes importantes para o animal, além de servir de reserva energética e de
manuten¢do das fungdes vitais (ilustrado na Figura 9). O hepatopancreas possui cinco tipos de
células: células embrionarias (E); células anas (meioget cells) (M); células excretoras (B), que
produzem enzimas digestivas; células de absor¢do e armazenamento (R) que captam os
nutrientes da luz dos tibulos e sintetizam glicogénio e lipideos; e células fibrilares (F) que
sintetizam as enzimas digestivas e guardam como reservas (OSTRENSKY et al., 2017) como
estd exemplificado na Figura 10. Sabendo disso, como método comparativo para analises

histologica, a Figura 11 mostra uma histologia do hepatopancreas de camarao saudavel.



Figura 9 — Morfologia do hepatopancreas do camarao.

Hepatopancreas

Fonte: Ostrensky et al. (2017).
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Figura 10 - Citologia funcional do hepatopancreas de P. semisulcatus. A figura mostra a

evolucdo celular da regido distal (a direita) até a proximal do microtibulo (a esquerda) em

estagio inicial da pré-muda. As células destacadas sdo células excretoras (B), células fibrilares

(F), células de absorc¢ao (R), células embrionérias (E) e células anas (M).
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Fonte: Al-Mohanna e Nott (1989).

Figura 11 — Histologia do hepatopancreas de camardo saudével apresentando as células

excretoras (B), células fibrilares (F), células de absor¢ao (R) e células embrionarias (E).
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Como descrito por Tran et al. (2013), as caracteristicas histologicas da AHPND no
estagio inicial ao intermedidrio sdo a descamacao, a degeneragdo e o arredondamento macigo
das células epiteliais dos tubulos hepatopancreaticos. Os estdgios iniciais da AHPND sado
caracterizados por disfuncdo medial a distal das células blister (B), células fibrilares (F) e
células absortivas (R), além de cariomegalia e pouca ou nenhuma atividade mitotica em células
embrionarias (E). A Figura 12 compara uma histologia do hepatopancreas de um camarao
saudavel e outro infectado com AHPND e a Figura 13 mostra o camardo doente em estagio

inicial como descrito anteriormente.

Figura 12 — Comparagao da histologia do hepatopancreas de camarao saudavel e outro afetado

pela AHPND.

‘\‘ ¥ ‘A' N %
Fonte: NACA (2012).
Figura 13 — Histologia do hepatopancreas de camardo afetado pela AHPND em estagio inicial.
A) Setas mostrando descamacgdo leve das células epiteliais B) Setas mostrando uma

cariomegalia.

e

Fonte: NACA (2012).
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Ressalta-se, também, que o estdgio mais agudo ¢ caracterizado por uma
degeneracdo progressiva dos tubulos do hepatopancreas de proximal para distal, com
arredondamento, descamacgao macica das células epiteliais, disfungao das células B, F e R, além
da falta de atividade mitotica em células E (TRAN et al., 2013). Todas essas caracteristicas

estdo apresentadas na Figura 14.

Figura 14 — Histologia do hepatopéancreas de camarao afetado pela AHPND em fase aguda e

as setas apresentam descamacdes das células epiteliais tubulares.

Fonte: NACA (2012).

Por fim, os estdgios finais sdo caracterizados por grande agregacao de hemdocitos,
com o aparecimento de granulomas melanizados e acompanhado de infestacdo de diferentes
colonias bacterianas (TRAN et al., 2013), apresentados na Figura 15. Apos chegar nos estagios
finais, as infec¢Oes de outras bactérias dificultam a andlise precisa, mostrando-se dificil de

distinguir a AHPND de outras patologias (HONG et al., 2016).
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Figura 15 — Histologia do hepatopancreas de camarao afetado pela AHPND na fase terminal.
A) As setas apresentam descamagdes das células epiteliais tubulares, inflama¢do hemocitica
proximal significativa e tubulos destruidos. B) As setas apresentam infiltracio hemocitica

extensa e estrelas mostram colonizagao bacteriana maciga em limens tubulares.
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Fonte: NACA (2012).

4.3.3 Analises moleculares

As analises histopatologicas fornecem bons resultados e possuem baixo custo para
obtenc¢ao, entretanto, segundo a OIE (2019), as andalises moleculares (PCR convencional, qPCR,
PCR-LAMP) sdo mais recomendadas para a confirma¢ao da doenga. A reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) ¢ uma excelente ferramenta para detec¢do de patdgenos de animais e pode
ser utilizada para diagnosticar a AHPND em camardes, cepas bacterianas isoladas, efluentes e
sedimentos de ambientes de cultivo. Nesse caso, faz-se utilizagdo de primers especificos ou
sondas para checar a presenca do plasmideo pVA, além da toxina bindria PirAB
(TINWONGGER et al., 2014; LEE et al., 2015; DANGTIP et al., 2015; SIRIKHARIN et al.,
2015; HAN et al., 2015b). A soma das analises presuntivas, histopatologicas e moleculares sao
de grande importancia, pois no caso de realizagdo das analises moleculares sem presenca de
sinais clinicos, influenciara em resultados de dificil interpretagdo por conta dos baixos niveis
de produtos amplificados (OIE, 2019).

As técnicas moleculares possuem beneficios, como alta confiabilidade nos
resultados, no entanto, um dos grandes entraves das técnicas moleculares sdo as
instrumentagdes carissima e o tempo envolvido para obten¢do dos resultados, mesmo com PCR
multiplex em tempo real (CRUZ-FLORES et al., 2019), os equipamentos nao sdo acessiveis
para produtores de camardo. Além da utilizagdo de qPCR, outras técnicas ja foram utilizadas

como a PCR convencional (TINWONGGER et al., 2014; LEE et al., 2015; LAl et al., 2015;
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SIRIKHARIN et al., 2015), nested PCR (nPCR) (DANGTIP et al., 2015), amplificagdo da
polimerase recombinante (RPA) e o método de amplificagdo meditada por loop (LAMP)
(KOIWALI et al., 2015; KONGRUENG et al., 2015).

O uso dos primers tem como objetivo detectar sequéncias especificas do DNA alvo.
O primeiro registro de utiliza¢do de primers para detec¢do da AHPND foi em 2013 (FLEGEL;
LO, 2013), com o uso do conjunto de primers AP1 e AP2. Os mesmos autores, no ano seguinte,
utilizaram mais outro conjunto de primers (AP3), no entanto por conta de uma mutagdo do
plasmideo sem os genes das toxinas, o primers AP2 apresentou um resultado falso positivo
(FLEGEL; LO, 2014). Em outro trabalho, utilizando os mesmos primers, Flegel (2014) e Soto-
Rodriguez et al. (2015), demonstraram que os primers AP3 (mais recomendado) apresentaram
maior sensibilidade para detec¢do da AHPND. Tinwongger et al. (2014) utilizaram um novo
primer chamado de TUMSAT-Vp3, que visava as sequéncias de DNA da AHPND. O uso do
método nPCR com o conjunto de primers AP4, utilizado por Dangtip et al. (2015), mostrou
maior sensibilidade para detec¢do dos genes PirA e PirB.

Com o intuito de diminuir o tempo para obtencdo do resultado, outros métodos
alternativos sdo utilizados tanto em campo, como em laboratorios especializados. Um desses
métodos alternativos € o que utiliza ensaios baseados em fluorescéncia, chamado de RPA, que
foi capaz de detectar, na espécie V. owensii, 2 copias de genes semelhantes a toxina Pir (LIU et
al.,2017). Outro método confidvel e conveniente para a deteccao ¢ a LAMP, que gera resultados
que podem ser facilmente interpretados adequados para detectar o inicio precoce da AHPND
(KONGRUENG et al., 2015). Visando o mesmo objetivo, Arunrut et al. (2016), desenvolveram
outro método para detectar o gene PirA em sedimentos usando a LAMP em uma sonda
nanogold marcada com ssDNA, que foi possivel obter o resultado em menos de uma hora.
Koiwai et al. (2018), apresentaram um método usando cromatografia de PCR em complemento
com qPCR multiplex para identificar quatro doengas de camardo, dentre elas a AHPND. Os
métodos mais recomendados utilizados estdo apresentados na Tabela 3.

Existem outras tecnologias em desenvolvimento como os biosensores que podem
servir para detectar patdogenos, onde a detec¢do ¢ baseada em respostas quimicas (AHMED et
al., 2014), mecanicas (CHENG et al., 2012), sinais elétricos (LUO; DAVIS, 2013) ou sinais
opticos (PIRES et al., 2014) gerado pela interagdo com as proteinas € os acidos nucleicos
(OLUWASEUN et al., 2018). Entretanto, até agora, nenhum biossensor foi desenvolvido para
deteccao da AHPND. Por ultimo, outra metodologia importante, mas ainda nao estudada para
AHPND, ¢ o DNA ambiental ou eDNA. O eDNA ¢ realizado a partir de monitoramento de

ambientes estuarinos, a fim de detectar e quantificar DNA de patdgenos ou espécies invasoras



(BARNES et al., 2014; FICETOLA et al., 2008; GOLDBERG et al., 2016).
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Tabela 3 — Primers utilizados em métodos moleculares para deteccao da AHPND.

Classificacdo  Primers (5’-3°) Tamanho Referéncia
PCR APIF: CCTTGGGTGTGCTTAGAGGATG
primers AP1 APIR: GCAAACTATCGCGCAGAACACC 700 bp Flegel e Lo
PCR AP2F: TCACCCGAATGCTCGCTTGTGG (2013)
primers AP2 AP2R: CGTCGCTACTGTCTAGCTGAAG
PCR 89F: GTCGCTACTGTCTAGCTGAA 470 bp Nunan et al.
primers 89F/R 89R: ACGGCAAGACTTAGTGTACC (2014)
;)Srlzm TUMSAT-Vp3 F: TGTTGCATAATTTTTGTGCA 360 bp Tinwongger et
TUMSAT-Vp3 TUMSAT-Vp3 R: TGTACAGAAACCACGACTA al. (2014)
PCR AP3-F: ATGAGTAACAATATAAAACATGAAAC 333 bp Sirikharin et
primers AP3 AP3-R: GTGGTAATAGATTGTACAGAA al. (2014)
AP4-F1: ATGAGTAACAATATAAAACATGAAAC 1269 b _
PCR AP4-R1: ACGATTTCGACGTTCCCCAA P Dangtip et al.
primers AP4 AP4-F2: TTGAGAATACGGGACGTGGG 230 bp (2015)
AP4-R2: GTTAGTCATGTGAGCACCTTC
PCR duplex VpPirA-284F: TGACTATTCTCACGATTGGACTG o, bp
. VpPirA-284R: CACGACTAGCGCCATTGTTA
‘\’,r ”;?XB VpPirB-392F: TGATGAAGTGATGGGTGCTC S
prr VpPirB-392R: TGTAAGCGCCGTTTAACTCA P Han et al.
VpPirA_F: TTGGACTGTCGAACCAAACG (2015¢)
qPCR VpPirA_R: GCACCCCATTGGTATTGAATG 135 bp
primers VpPirA  SONDA: AGACAGCAAACATACACCTATCATCC
CGCA
FIB: GTATTGAATGGTAAGCTCCCCGGAAGTCG bp
GTCGTAGTGT
BIP: AATGGGGTGCGCCATTTATGAAGTTTCAT bp
PCR LAMP.A3 CACGTTGTACC Kongrueng et
F3: GCAAACATACACCTATCATCC 21 bp al. (2015)
B3: GCATTATCAGGGCGTTGT 18 bp
LF: ACGTCCCGTATTCTCAATGTCT 22 bp
LB: GCTGGCGGCTGGAAAGT 17 bp
F3-EMS: GTGCAATTTAATAGGAGAACATC 23 bp
B3-EMS: GAATGGTAAGCTCCCCAC 18 bp
FIP-EMS: CGTTTGGTTCGACAGTCCAATTTTTA bp
TGAGTAACAATATAAAACATGA
PCR LAMP- BIP-EMS: GAGGCGTCACAGAAGTAGACATTTT . bp Arunrut et al.
AuNP CCCGTATTCTCAATGTCTACAC (2016)
LF-EMS: CGTGAGAATAGTCAGTT 17 bp
LB-EMS: ACATACACCTATCATCCCGGAAG 23 bp
SONDA-THIOL-EMS: (SH)A1o-ATCATCCCGGAA bp
GTCGGTCG
F3: TGATAATGCATTCTATCATCAGC 23 bp
B3: ATTTGAAAGACCAAATGAAACC 22 bp
PCR LAMP- Flc: GTGAGCACCTTCTTAGTGGTAA 24 bp Koiwai et al.
AHPND F2: GTTGTAATTAACAATGGCGCTAG 23 bp (2016)
Blc: TGACGGAATTTAACCCTAACAATGC 25 bp
B2: GCTTTGAAAGCATAGTTAGGATC 23 bp

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4 Controle sanitario para AHPND

4.4.1 Estratégias para diminuir a disseminacdo de AHPND

Conforme ressalta a OIE (2019a), quando ocorre algum surto de doengas
relacionadas ao camarao que sejam de notificagdo obrigatoria, a tarefa inicial ¢ diagnosticar a
doencga utilizando os métodos recomendados e notifica-la para que os 6rgdos responsaveis
possam aplicar politicas e técnicas adequadas para tal ocasido. Feito isto, existem outros
objetivos para controlar o avanco da doenca, sdo eles: erradicar a doenga sempre que possivel;
e prevenir a propagacao da doenga para outros ambientes.

O primeiro passo que pode ser implementado apds a suspeita ou diagnostico da
AHPND ¢ realizar uma quarentena do ambiente e restringir entrada e saida do local afetado.
Com isso ¢ proibido a venda de camarao vivo e fresco (resfriado no gelo) de fazendas ou areas
afetadas por AHPND para areas livres. Outras restrigdes e controles sdo recomendados a serem
seguidas, como: realizar despescas; lancamento de efluentes; se possivel realizar um controle
do acesso de aves marinhas, peixes e outros crusticeos; e realizar o descarte correto dos
camardes doentes (TANG ef al., 2020). A OIE (2019a) ainda reforga, que se faz necessario o
rastreamento de outras areas ou fazendas afetadas na regido.

Os métodos de descartes e desinfec¢ao das fazendas afetadas, dependera muito do
pais ou estado que ocorreu o surto. Entretanto, segundo a OIE (2019a), algumas regras gerais
devem ser seguidas: o abate dos camardes deve ser higiénico, humanizado e devem ser mantidas
afastadas as aves marinhas; se possivel enterrar os camardes afetados em locais distantes de
areas de cultivo; e por tltimo incineracao dos lotes afetados. Segundo a FAO (2013), a 4gua do
ambiente deve ser desinfectada com cloro a uma concentragdo de 50 ppm e retida por no
minimo quatro dias antes do descarte, da mesma forma para equipamentos utilizados e as
superficies dos tanques. Ja para desinfec¢do do sedimento ¢ recomendado aplicar cal virgem (6
ton/ha no minimo), arar o solo para mistura de suas camadas e secar ao sol por no minimo dois
meses.

Umas das principais hipoteses da disseminacdo da AHPND pelo mundo ¢ o
comeércio internacional de camardes vivos (pds-larvas, reprodutores), camarao fresco (resfriado
no gelo) e insumos aquicolas (FAO, 2013; OIE, 2019a; OIE, 2019b; NACA, 2012). Outro fator
importante que deve ser considerado, ¢ a comercializacdo e importacdo de camardes
ornamentais pelo mundo, que podem apresentar AHPND (CHOI et al., 2019). Em consequéncia,

paises que apresentam histérico de notificagdes da AHPND, devem estabelecer condi¢des aos
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paises-alvo de importacdo, além da exigéncia de certificagdo de que esta livre do patogeno.

A divulgacdo cientifica teve grande importancia para o entendimento da AHPND.
Essas agdes partiram de Organizagdes Internacionais e Regionais de paises afetados.
Primeiramente, no ano de 2012, a Rede de Centros de Aquicultura na Asia-Pacifico (NACA)
listou a AHPND como reportavel pelos paises membros. No ano de 2013, a Organizagdo
Internacional Regional de Prote¢ao Vegetal e Satide Animal (OIRSA) realizou palestras virtuais
com membros dos paises membros com o objetivo de prevenir a entrada do patdgeno na regido
e a FAO em conjunto com a OIE, organizaram e financiaram diversas comissdes, eventos e
capacitagdes com epidemiologistas para realizarem pesquisas com o objetivo de reduzir e
gerenciar o risco da AHPND (BONDAD-REANTASO, 2016). No Brasil, no ano de 2017, na
Feira Nacional do Camarao (FENACAM) foi apresentado o impacto da AHPND no mundo e a
condicdo atual do pais em relacdo a doenga (ABCC et al., 2017).

4.4.2 Boas prdticas aquicolas

As perdas econdmicas geradas pelas enfermidades no setor da carcinicultura,
principalmente pelas doencgas virais (WSSV, IMNV) (LIGHTNER et al., 1996) sdo enormes
mundialmente. Como efeito disso, para reduzir os impactos gerados pelas doengas, foi
necessario realizar mudangas estruturais € nos manejos em busca de uma maior biosseguridade
(LIGHTNER et al., 2012). O controle dos fatores ambientais influencia diretamente no
crescimento de espécies do género Vibrio, principalmente elevadas temperaturas (30 a 37 °C),
o acumulo da matéria organica e as flutuacdes de salinidade nos ambientes de cultivo (ICMSF,
1996). Com os impactos das doengas, as fazendas comegaram a adotar outras tecnologias para
minimizar o problema, como a utilizagdo de estufas (MCABEE et al, 2003) e
consequentemente o aumento das densidades de estocagem para justificar os investimentos
(SAMOCHA et al., 2017). No entanto, o gerenciamento incorreto da estufa, pode ocasionar o
aumento da temperatura da dgua (acima de 30 °C) e favorecer o desenvolvimento de Vibrio spp.

Com o passar do tempo, as mudangas e adaptacdes dos sistemas aquicolas
comecaram a fazer parte do cotidiano dos produtores. Alguns manuais foram preparados por
organizacdes internacionais (FAO, OIRSA, NACA) e nacionais (ABCC) com o intuito de
auxiliar os produtores da forma mais correta para a diminuigdo de surtos. As alteragdes se deram
a partir da instalagdo de sistemas semifechado ou de recirculagdo, que estio incluidos bacias de
sedimentacdo para tratamento de agua, filtros bioldgicos e alteracdo no tamanho dos viveiros

de cultivo (TANG et al., 2020). A implantagdo da drenagem do tipo central (foilette) e de
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sistemas raceways, ambiente de tamanho reduzido denominada como fase de bergario ¢ outra
inovacao importante para os sistemas de cultivo (NUNES, 2019). Somado a isso, ¢ de grande
importancia realizar o monitoramento dos parametros de qualidade de agua como: temperatura
(ideal de 26 a 30 °C), salinidade (ideal de 15 a 25 g/L), oxigénio dissolvido (a cima de 5 mg/L),
transparéncia (ideal entre 35 e 50 cm), alcalinidade (ideal acima de 120 mg/L), dureza (ideal
entre 140 a 1000 mg/L), amdnia (menor que 0,1 mg/L), nitrito (menor que 1 mg/L) e gas
sulfidrico (menor que 0,001 mg/L) (BOYD, 1989). A Tabela 5 mostra as alteracdes estruturais
realizadas apoOs os impactos da AHPND.

Tabela 5 — Diferencgas estruturais de sistemas intensivos antes e depois da AHPND.

Informacoes dos Sistemas intensivos Sistemas intensivos apds
sistemas antes da AHPND AHPND

Tamanho 10.000 m? 1.000 — 4.000 m?
Formato Retangular Quadrado

Profundidade 1,0-1,5m 1,5-2,5m
Revestimento do fundo Solo sem revestimento ~ Revestido com PEAD
Aeragao 20 — 40 hp/ha 55 —75 hp/ha

Drenagem Comporta lateral Dreno central (toilette)
Policultivo em bacias Nenhum Uso de tilapias
Frequéncia alimentar 4 — 5 vezes por dia Mais de 12 vezes por dia

(alimentador automatico)
Densidade de estocagem 1 —2 kg/m? 3 -4 kg/m?
Fonte: Kawahigashi, 2018.

Antes do inicio do novo ciclo, a escolha de um lote de pos-larvas livre de
enfermidade resultard em alta probabilidade de sucesso no cultivo. Alguns fatores devem ser
avaliados no momento da compra, dentre eles estdo: a idade da pds-larva (minimo PL12)
(Figura 16); se possivel diagnosticar a presen¢a de patdogeno por meio de analises de PCR;
uniformidade do lote; relacdo entre a largura do musculo ventral e a largura da por¢do do
intestino (ideal 3:1); e teste de estresse osmotico com sobrevivéncia superior a 95% (ABCC,
2014; TANG et al., 2020). Por fim, alguns estudos relatam a importancia do tratamento da agua
antes e ap0ds o cultivo e o uso de nanobolhas de 0zdnio se mostrou eficaz para eliminar 100%
dos V. parahaemolyticus em agua do mar (IMAIZUMI et al., 2018). O monitoramento da
densidade bacteriana deve ser constante e se manter em até 10* UFC/mL, entretanto, essa

concentracao ideal dependera muito das espécies presentes no ambiente (TANG et al., 2020).
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Figura 16 — Analise da idade das po6s-larvas de camardo pela formagao de espinhos no rostro.

Fonte: GAA, 2013.

4.4.3 Uso de antibioticos

Em geral, agentes bacterianos, tradicionalmente, sdo tratados com antibidticos. No
entanto, o uso indiscriminado de antibiotico ¢ problematico podendo causar contaminagdo do
meio ambiente, pode afetar bactérias benéficas, gera uma pressdo seletiva resultando
transferéncia de genes resistentes entre bactérias (KEHRENBERG ef al., 2001) e em
consequéncia, o aumento da resisténcia das bactérias por antimicrobianos. Alguns paises da
Asia, ja afetados pela AHPND, permitem o uso de alguns antibidticos como: tetraciclina,
oxitetraciclina, sulfonamidas, quinolonas e trimetoprima (YONO et al., 2014). No entanto, o
Vietna proibe o uso de alguns antibidticos como: cloranfenicol, ciprofloxacina, enrofloxacina e
nitrofuranos (VMARD, 2016).

Lai et al. (2015) testaram a resisténcia de quatro cepas de V. parahaemolyticus com
AHPND a antibidticos, e os resultados mostraram que a maioria foi considerada resistentes a
cinco antibioticos e todas as quatro cepas apresentaram forte sensibilidade a tetraciclina. Outro
trabalho mostrou que nove cepas de V. parahaemolyticus com AHPND (México e Vietnd) eram
resistentes a ampicilina e duas cepas eram resistentes a tetraciclina (HAN et al., 2015¢c). Dong
et al. (2017c) apresentaram que duas cepas de V. parahaemolyticus com AHPND eram
resistentes a uma gama de antibioticos. Dessa forma, a resisténcia aos antibidticos ¢ uma grande
preocupacao e € necessario mais estudos para entender os impactos do uso do medicamento em

ambientes de cultivos afetados pela AHPND.
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4.4.4 Uso de probidticos e imunoestimulantes

Yu et al. (2018) e Yao et al. (2018) realizaram estudos recentes sobre a modulacao
da diversidade da microbiota intestinal de camardes afetados por AHPND. Os resultados
mostraram que, em camardes saudaveis, as classes de bactérias presentes no intestino eram
Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria e Bacteriodes, ¢ em camardes afetados pela
AHPND a ordem Vibrionales (Gammaproteobacteria) era mais presente no intestino do animal.
Esses resultados mostraram a capacidade de mudanga na diversidade bacteriana no intestino
dos camardes apds serem infectados e como as variagdes ambientais, bem como na dieta, podem
influenciar a composi¢ao da microbiota intestinal.

O estudo da microbiota do ambiente do cultivo e da microbiota intestinal de
camardes marinho ¢ um assunto de grande importdncia atualmente. Apesar das percas
econdmicas geradas pelas patologias na aquicultura em geral, o setor tem se inovado na
utilizagdo de novas técnicas para minimizar esses problemas, uma delas que vem ganhando
espago € o uso de probidticos, principalmente pelos efeitos positivos que causam, como:
melhora na satde, no desempenho zootécnico, na qualidade de 4gua e a possivel substituicao
do uso de antibidticos (KUMAR et al., 2013; ABCC, 2014; BERNAL et al., 2017). Para reduzir
os efeitos da AHPND se faz necessario o equilibro entre algas e bactérias no ambiente de cultivo
e no trato digestivo do animal (AGUILERA-RIVERA et al., 2014; ZORRIEHZAHRA;
BANAEDERAKHSHAN, 2015).

Pinoargote et al. (2018) realizaram o tratamento contra a AHPND com o uso de
cepas bacterianas probidticas (Lactobacillus casei € Rhodopseudomonas palustres) e uma
levedura (Saccharomyces cerevisiae), onde o uso da S§. cerevisiae apresentou maior
sobrevivéncia e se mantendo no trato intestinal do camardo. Chomwong et al. (2018) relataram
que bactérias acido lacticas, Lactobacillus plantarum e Lactococcus lactis, exibiram atividade
antimicrobiana, foram capazes de se aderirem no intestino e proteger os camardes infectados
por AHPND. E outros estudos afirmam que as bactérias do género Lactobacilus spp. estdo mais
presentes em camardes saudaveis, mostrando a importincia da utilizagdo dessas bactérias
(NGUYEN et al., 2018; YU et al., 2018; YAO et al., 2018; CHEN et al., 2018).

Os grupos de Bacillus spp. também foram testados. Cai et al. (2019) identificaram
duas cepas bacterianas com probioticas, Bacillus licheniformis e B. flexus, que toleram a sais
biliares, estresse gastrointestinal, exibindo capacidade antibacteriana contra Vibrio spp e
resultando em melhor crescimento e resisténcia a doengas. O uso de L. pentosus, L. fermentum,

B. subtilis e S. cerevisiae suplementadas em alimentag¢ao, também apresentou eficacia contra V.
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alginolyticus (WANG et al., 2019).

Os probidticos também podem atuar no aumento da imunidade do camarao (CAI et
al., 2019; WANG et al., 2019), entretanto existem agentes especificos imunoestimulantes. O
sistema imunologico do camarao ¢ considerado inato, ndo possuindo memoria imunoldgica e
assim, impedindo o uso de vacinas contra os patdégenos (SMITH; CHISHOLM, 1992). No
entanto, o sistema imune do camarao, através de processos celulares e humorais, responde a
possiveis invasores que possam prejudica-lo. Apesar de ndo possuir vacinas para camaroes,
existem linhas de pesquisas que trabalham com toxina semelhante a PirA recombinante, na qual
apos desafio com V. parahaemolyticus mostrou aumento na sobrevivéncia (CAMPA-
CORDOVA et al., 2017).

O uso de nanoparticulas de ouro, suplementado na racao e ofertadas para camardes,
levaram ao aumento da expressdo dos genes relacionados ao sistema imunoldgico, TLR3 e
proPO, apés desafio com V. parahaemolyticus e aumentando também a taxa de sobrevivéncia
(TELLO-OLEA et al., 2019). O uso da hemocianina de camardes também foi testado contra a
AHPND, na qual foi isolada, purificada e aplicada em camardes desafiados e os resultados
mostraram a neutralizagdo da toxina PirA e o aumento da sobrevivéncia (BOONCHUEN et al.,
2018). Em outra pesquisa, realizaram imuniza¢do em galinhas com as toxinas recombinantes
PirA-like e PirB-like, com isso foi obtivo ovos contendo IgY anti-PirAB-like e posteriormente
aplicado na dieta aumentando a sobrevivéncia dos camardes desafiados com AHPND
(NAKAMURA et al., 2019). No ano de 2018 e 2019, Pedrosa-Gerasmio ef al., suplementaram
acido 5-aminolevulinico (5-ALA) em ragdes em trés doses diferentes, que melhoraram a taxa
de sobrevivéncia, aumentou a expressao dos genes imunoldgicos € melhorou o metabolismo

energético aerdbio dos camardes desafiados com V. parahaemolyticus.

4.4.5 Uso de terapia fagica

O uso de bacteriofago € bastante promissor na aquicultura, principalmente para
prevencao e tratamento contra Vibrio spp (KALATZIS et al., 2018). Foi utilizada pela primeira
vez no Japao para combater a bactéria Lactococcus garvieae (NAKALI et al., 1999). Lomeli-
Ortega e Martinez-Diaz (2014) avaliaram o uso de dois fagos liticos, A3S e Vpl, que foram
ofertados apds 6 horas de infecgdo e os resultados mostraram uma queda na mortalidade por V.
parahaemolyticus em L. vannamei. Jun et al. (2018) realizaram também um tratamento
profilatico com fago pVP-1 que apresentou eficacia na redu¢do da mortalidade de camardes

apo6s desafio com V. parahaemolyticus.
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Extratos de plantas e microalgas também possuem propriedades antibacterianas
contra bactérias causadoras da AHPND. Apoés a aplicagdo de uma mistura de 6leos essenciais
de 10 plantas diferentes na ragdo, os camardes nao apresentaram sinais clinicos graves de
AHPND ap6s a infeccao com V. parahaemolyticus (JHA et al., 2016). E camardes alimentados
com microalga rica em caroteno, Dunalelia spp., apds o desafio com V. parahaemolyticus

tiveram maior taxa de sobrevivéncia (MEDINA-FELIX et al., 2017).
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4.5 Perspectivas Futuras

Lightner (1996) classificou as principais espécies de Vibrio que apresentam risco
para a carcinicultura mundial: V. alginolyticus, V. anguillarum, V. campbellii, V. carchariae, V.
damsela, V. harveyi, V. ordalli, V. parahaemolyticus, V. salmonicida, V. splendidus e V. vulnificus.
Alguns trabalhos brasileiros mostram a presenca da grande maioria das bactérias associadas a
carcinicultura (LIMA, 2007; VIEIRA et al., 2012; MURATORI et al., 2014; MENDES et al.,
2007; COSTA et al., 2009). Isso mostra a importancia do monitoramento e diagndstico de
possiveis agentes causadores da AHPND em éareas de cultivo e em populagdes selvagens
proximas aos polos produtivos. E necessario realizar a criagio de programas governamentais e
em associagdes relacionadas a carcinicultura para prevenir qualquer risco de surto da AHPND
no Brasil (TANG et al., 2020).

O uso de probiodtico ja se popularizou na aquicultura nacional, onde diversas
camadas produtivas entendem os beneficios do uso para uma melhor produtividade (ABCC,
2014). O aumento da oferta de probiodticos no mercado também ajudou nesse processo. Segundo
a ABCC (2014), sao diversas as bactérias probidticas utilizadas no Brasil, dentre elas estdo
descritas: Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Bacillus subtillis, B. licheniformis, B. circulans,
B. coagulans, B. clausii e B. megateruim, além da presenca de leveduras como a Saccharomyces
spp. A maioria das bactérias probidticas e leveduras comentadas anteriormente, foram relatadas
como eficientes no combate de bactérias do género Vibrio, principalmente associados a AHPND
(DE NEGREIROS; SANTOS, 2015; CHOMWONG et al., 2018; NGUYEN et al., 2018; YU
etal.,2018; YAO et al., 2018; CHEN et al., 2018; CAl et al., 2019; WANG et al., 2019).

Uma opgao que ndo pode ser descartada € o uso de camaroes livres de patogenos
(SPF) ou resistentes a patégenos (SPR) a partir do uso de melhoramento genético na fase de
larvicultura. Mesmo em regides afetadas por AHPND, fazenda desinfectadas podem retornar o
cultivo e optarem por usar pés-larvas SPF ou SPR de laboratorios confidveis (ALDAY-SANZ,
2018).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Desde o inicio do surto da AHPND, os esfor¢os foram enormes em todo mundo,
gerando muitas informagdes relevantes para o entendimento sobre a doenca. Foram
desenvolvidas técnicas para diagnéstico a partir de sinais clinicos, histologia e biologia
molecular. Além disso, os estudos mostraram que o Vibrio parahaemolyticus ndo era o Unico
agente etiolégico. Com o auxilio das divulgagdes cientificas e apoio das autoridades
responsaveis das regides afetadas, foi possivel montar estratégias de controle e prevencdo da
patologia, junto com alteracdes e inovacdes nas estruturas e nas boas praticas de manejo
utilizada antes do surto.

Faz-se necessario investigar detalhadamente a dindmica das comunidades
bacterianas em viveiros de camardo e em ecossistemas aquaticos proximos. Também ¢ possivel
imaginar que a carcinicultura brasileira pode ser afetada pela doenga, contudo, muitos manejos
recomendados para prevengdo da AHPND, usados em paises afetados pela doenga, ja sdo
utilizados no Brasil. A partir disso, por ser uma doenca emergente e recente, outros trabalhos
devem ser desenvolvidos principalmente sobre diagndsticos mais rapidos e precisos, novos

manejos preventivos € monitoramento ambiental constante.
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