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RESUMO

A carcinicultura € um ramo da aquicultura que apresenta ascensdo a cada ano, demandando
assim producdes cada vez maiores do camardo branco do pacifico, Litopenaeus vannamei. Por
causa do adensamento dos cultivos, compartilhamento de &gua e efluentes bastante
eutrofizados, a producdo de camarao sofre com algumas doencas de origem bacteriana, dentre
elas a Sindrome da Necrose Hepatopancreatica Aguda, causada principalmente pelo Vibrio
parahaemolitycus. A presente pesquisa teve por objetivo verificar a presenca de bactérias
patogénicas pertencentes ao género Vibrio que possuam genes capazes de expressar toxinas
causadoras da Doenca da Necrose Hepatopancreatica Aguda (AHPND) em trés estuarios do
Estado do Ceard que sdo polos de producdo de camardo marinho em cativeiro (Pirangi,
Jaguaribe e Acaral). Em cada estuario foram realizadas duas coletas. Assim foram
processadas seis subamostras, oriundas de duas matrizes ambientais, dgua e sedimento. Destas
amostras foram isoladas cepas com perfil bioquimico compativel com género Vibrio. Foi
realizada a contagem das col6nias de Vibrio das amostras. Apds o isolamento e purificacdo
das col6nias, 0 DNA total foi extraido para identificacdo de bactérias pertencentes ao género
Vibrio e espécie V. parahaemolyticus através do método de Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR). Um total de 109 cepas foram submetidas a testes com a finalidade de detectar os genes
relacionados a producgéo da toxina causadora da AHPND. Onze cepas apresentaram resultado
positivo em pelo menos um dos sete métodos descritos pela OIE. Porém ndo foi possivel
identificar os genes capazes de codificar as toxinas PirA e PirB. Apenas uma cepa foi
considerada suspeita por apresentar resultado positivo para 0 método que identifica o V.
parahaemolyticus portador da AHPND (VpAHPND). Nenhuma destas 11 cepas pertence a
espécie V. parahaemolyticus. A partir dos resultados obtidos é possivel afirmar que o
plasmideo que carrega genes da toxina capaz de causar AHPND ja circula em estuérios com

presenca de atividade de carcinicultura no Ceara.

Palavras-chave: camardo; plasmideo; Vibrio parahaemolyticus; Litopenaeus vannamei.



ABSTRACT

Shrimp farming is a branch of aquaculture that is growing every year, thus demanding ever
greater productions of the Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei. Due to the
densification of crops, sharing of water and highly eutrophic effluents, shrimp production
suffers from some bacterial diseases, including Acute Hepatopancreatic Necrosis Syndrome,
mainly caused by Vibrio parahaemolitycus. The present research aimed to verify the presence
of pathogenic bacteria belonging to the Vibrio genus that have genes capable of expressing
toxins causing the Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND) in three estuaries of
the State of Ceard that are centers for the production of marine shrimp in captivity (Pirangi,
Jaguaribe and Acarad). In each estuary, two collections were carried out. Thus, six sub-
samples were processed, originating from two environmental matrices, water and sediment.
From these samples, strains with a biochemical profile compatible with the Vibrio genus were
isolated. The count of Vibrio colonies in the samples was performed. After isolation and
purification of the colonies, total DNA extraction was performed to verify the presence of
bacteria belonging to the genus Vibrio and species V. parahaemolyticus using the Polymerase
Chain Reaction (PCR) method. A total of 109 strains were subjected to tests in order to detect
genes related to the production of the toxin that causes AHPND. Eleven strains were positive
in at least one of the seven methods described by the OIE. However, it was not possible to
identify the genes capable of encoding PirA and PirB toxins. Only one strain was considered
suspect because it presented a positive result for the method that identifies V.
parahaemolyticus carrying AHPND (VpAHPND). None of these 11 strains belong to the
species V. parahaemolyticus. From the results obtained, it is possible to state that the plasmid
that carries the toxin genes capable of causing AHPND is already circulating in estuaries with

the presence of shrimp farming activity in Ceara.

Keywords: shrimp; plasmid; Vibrio parahaemolyticus; Litopenaeus vannamei.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura é apontada pela Organizacdo das Nacbes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO, 2018) como um setor com promessas de crescimento decorrente de
investimentos feitos na &rea nos ultimos anos. Esse panorama futuro resulta da crescente
demanda por alimentos, incluindo o consumo de proteina de origem animal e alternativas para
produzi-las. A regido Nordeste do Brasil destaca-se como uma das maiores produtoras
aquicolas respondendo por 19% da producdo nacional para piscicultura e 99,4% para
carcinicultura (IBGE, 2018), tendo como estados produtores mais notaveis, o Ceara e 0 Rio
Grande do Norte, em virtude, principalmente, da presenca do camarao Litopenaeus vannamei
como produto predominante.

Geograficamente, a carcinicultura se instala em locais onde estdo disponiveis recursos
naturais para a atividade obter sucesso. Agua, em abundancia e qualidade, € um dos fatores
principais para a manutengdo do empreendimento (OSTRENSKY, 2007). Portanto, a
instalacdo de fazendas de camardo em zonas de manguezal e estuario se tornou comum por
contar com sua localizacdo proxima ao mar e clima favoraveis ao cultivo (NASCIMENTO,
2007). Porém, o aporte de nutrientes, matéria organica e ma qualidade dos efluentes oriundos
da carcinicultura, causam danos ambientais ao estuério, resultando em favorecimento de
bactérias possivelmente patogénicas tanto para o0s camardes como para humanos
(WAINBERG & CAMARA, 1998).

Naturalmente marinho, Litopenaeus vannamei é a espécie de camardo mais cultivada e
bem adaptada ao clima quente do nordeste brasileiro e teve seu auge de producdo no inicio da
década de 2000, atingindo o patamar da industria de exportacdo (ROCHA, 2013). Em virtude
da intensificacdo da atividade, como aumento do numero de fazendas, maiores densidades de
estocagem, reducdo da area dos viveiros e necessidade de aumento da eficiéncia dos
resultados, os camardes sdo submetidos a forte estresse, ocasionado pelo acimulo de matéria
organica e compostos toxicos, promovendo um aumento da incidéncia de patdgenos
infecciosos que afetam a sobrevivéncia e o crescimento dos animais cultivados (WAINBERG
& CAMARA, 1998).

As variacdes anuais nas producbes de camardo no Brasil estdo diretamente
relacionadas com o aparecimento de patdgenos como virus e bactérias (IBGE, 2018). As
infeccOes bacterianas em camardes tém como principal causador o género Vibrio, pertencente
a familia Vibrionaceae, que tem como habitat 0 ambiente marinho e estuarino. Este género é

comumente encontrado em camardes de cultivo e de vida livre e sdo considerados
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oportunistas por agirem quando 0s mecanismos de defesa naturais sdo suprimidos (TRAN et
al., 2013).

Dentre os problemas associados as cepas de Vibrio spp. na carcinicultura, a sindrome
de mortalidade precoce, Early Mortality Syndrome (EMS), conhecida também como "Doenca
da Necrose Hepatopancredtica Aguda”, Acute Hepatopancreatic Necrosis Desease,
(AHPND), tem sido a doenga bacteriana que mais afeta os camardes cultivados, causando
grandes perdas econémicas (CHUMPOL et al., 2017). Dentre as espécies pertencentes ao
género, cepas virulentas de Vibrio parahaemolyticus sdo responsaveis pela AHPND. Os
principais sintomas que podem ser observados no camardo infectado s&o: letargia, estbmago e
intestino vazios e hepatopancreas apresentando um tom de palido a branco. Atraves de analise
histolégica do hepatopancreas é possivel identificar descamacdo das células do tdbulo
epitelial na fase inicial da doenca e infiltracdo hemocitica macica na fase tardia da infeccédo
(LUANGTRAKUL et al., 2021). As cepas virulentas de Vibrio parahaemolyticus abrigam um
plasmideo Unico extracromossdmico (pVAL) de aproximadamente 69 kpb, com genes
homologos aos das toxinas relacionadas ao inseto Photorhabdus (Pir), PirA e PirB, produzidas
pelo Vibrio, causando danos ao camardo quando se encontra no interior do seu sistema
digestivo (OIE, 2019). A bactéria age colonizando o trato gastrointestinal dos camarfes e
liberando a toxina binaria, PirA e PirB, que causa destruicdo tecidual do sistema digestivo,
principalmente o hepatopéncreas, descamando severamente as celulas, causando a necrose
dessa area resultando na mortalidade rapida e em massa dos individuos (ZORRIEHZAHRA,
2015). A doenca foi relatada pela primeira vez na China e em seguida em outros paises
asiaticos e latino-americanos, incluindo Vietnd (2010), Maléasia (2011), Tailandia (2012),
Meéxico (2013) e Filipinas (2015) (RESTREPO et al., 2018).

Pesquisas recentes indicam que outras espécies do género Vibrio como V. campbellii,
V. owensii,V. punensis e V. harveyi podem abrigar plasmideos capazes de codificar os genes
para a producdo de toxinas (PirA e PirB) causadoras da AHPND e transferir o contetdo
plasmidial para outras bactérias (RESTEPRO et al., 2018). Consequentemente a presenca de
genes de transferéncia conjugativa no plasmideo pVA1 postula a possibilidade de mobilizacdo
dos genes de viruléncia do AHPND para outras espécies pertencentes ao género citado, via
transferéncia horizontal de genes (CHONSIN et al., 2015; RESTEPRO et al., 2021). Portanto
mesmo a presenca de bactérias do género Vibrio que ndo produzam as toxinas causadoras da
AHPND, podem apresentar perigo as producfes de camardo uma vez que essas bactérias
podem se tornar veiculo de transmissdo da doenca por transferéncia horizontal do plasmideo
de bactérias AHPND positivas (MUTHUKRISHNAN et al., 2019).
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Os isolados bacterianos positivos para o género Vibrio, que possam ser portadores dos
genes relacionados a AHPND podem ser testados utilizando os pares de primers
(oligonucleotideos) sugeridos no manual da World Organisation for Animal Health (OIE,
2019). De acordo com essa organizacdo, existem sete metodologias, entre provas e
contraprovas, que sao utilizadas para confirmagdo da espécie Vibrio parahaemolyticus
portador da toxina AHPND. Estes testes séo realizados em ciclos distintos, pois sugerem o
positivo de diferentes maneiras como: deteccdo do plasmideo pVALl (AP1 e AP2), deteccédo
de genes da toxina Pir (AP3, TUMSAT-Vp3, VpPirA-284 e VpPirB-392) e determinacdo do
Vibrio parahaemolyticus portador da AHPND, Vpanpno (AP4 passo 1 e AP4 passo 2). Em
todas as amplificacdes é necessario utilizar como controle, uma cepa de referéncia.

O papel de bactérias, principalmente do género Vibrio, a patégenos causadores de
vastas perdas de producdo na carcinicultura ja € fundamentada. Para combater esses surtos
bacterianos, o recurso utilizado é o emprego de antimicrobianos, porém o uso ndo controlado
desses farmacos convergiu para o surgimento de cepas resistentes e a disseminacdo de genes
de resisténcia entre 0s microrganismos. Essa propagacdo da resisténcia se da entre outros
fatores, devido a possibilidade de organismos poderem ser carreados pelos efluentes dos
viveiros para rios e estuarios, podendo favorecer o alastramento da resisténcia (REBOUCAS
etal., 2017; ROCHA, 2016).

Diante disso, a antecipacdo da deteccdo do plasmidio envolvido na patogenia permite
o entendimento e possivel prevencdo de surto da AHPND em fazendas de camardo. O
conhecimento da diversidade de espécies de vibrios nos estuarios e o fluxo de material
genético entre espécies bacterianas pode ajudar na compreensdo da comunicacdo entre 0s

ambientes de carcinicultura e das consequéncias para a propria atividade.
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OBJETIVOS

Geral
Detectar a circulacdo de genes relacionados a expressdo de toxinas causadoras da

Doenca da Necrose Hepatopancreatica Aguda (AHPND) entre a comunidade de bactérias do

género Vibrio em trés estuarios do Estado do Ceara.

Especificos

eEstabelecer a abundancia da comunidade cultivavel de Vibrio nas amostras de agua e

sedimento de cada estuario;
eDetectar a presenca dos genes referentes as toxinas envolvidas na AHPND e a

presenca de elementos genéticos moéveis (plasmidios).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Aquicultura

Entende-se por aquicultura o cultivo de organismos cujo ciclo de vida, completo ou
parcial, em condi¢cfes naturais se dd em meio aquatico, como peixes, moluscos, crustaceos e
algas (IBGE, 2018). Em 1970, a aquicultura participava com apenas 3,9% da producdo total
em peso da pesca e aquicultura somadas, no ano 2000 estes valores ja estavam em 27,1% da
producdo total, no ano de 2004 alcancou os 32,4% e em 2020, 46% (FAO, 2020). Este
crescimento tem sido mais rapido que em qualquer outro setor de producéo de alimentos de
origem animal. Em percentagem, a taxa de crescimento anual da aquicultura tem sido de 8,8%
desde 1970, enquanto que no mesmo periodo de tempo, as capturas pesqueiras cresceram
somente 1,2% e os sistemas terrestres de producdo de carne cresceram 2,8% (FOES, 2008). A
atividade aquicola tornou-se a alternativa de maior viabilidade para o suprimento da crescente
demanda de proteina animal devido ao declive dos estoques pesqueiros e ao crescimento
demogréafico humano nas Ultimas décadas (FAO, 2010).

Em 2016, a producdo mundial aquicola foi de 110,2 milhdes de toneladas estimando-
se um valor comercial de primeira venda em 243.500 milhdes de dolares. No total, embora a
producdo global pesqueira (53%) ainda seja maior do que a producdo aquicola (47%), a
aquicultura continua contribuindo mais do que a pesca para o fornecimento de alimentos para
consumo humano, 52% aquicultura, contra 48% da pesca. A estimativa € que para 2030 a
aquicultura contribua com 60% do pescado para consumo humano e sua producdo supere a
pesca (FAO, 2018).

Durante o periodo de 2001 a 2016 o indice de crescimento anual da atividade caiu
para 5,8%, contudo, ainda € o setor que mais cresce diante de outros grandes setores de
producdo de alimentos. Entre os crustaceos o mais cultivado € Litopenaeus vannamei, com
4,1 milhdes de toneladas (53%) (FAO, 2018).

A contribuicdo da aquicultura no fornecimento mundial de organismos aquéaticos
cresce anualmente de maneira significativa. Segundo a FAO (2018), de 2000 a 2017, as
operacgdes de aquicultura mundial aumentaram em torno de 150%. A China, maior produtor
mundial aquicola (58% da producdo mundial), gera 46,8 milhdes de toneladas de produtos
animais de aquicultura por ano. O Brasil, um dos maiores produtores da América do Sul, gera
565 mil toneladas de produtos animais de origem aquicola por ano. A expectativa € que esse

valor se estenda ainda mais com o declive da pesca (IBGE, 2018)
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2.2 Carcinicultura

A carcinicultura, entendida pelo cultivo de crustaceos em cativeiro, € uma das
principais vertentes da aquicultura, pois se destaca no setor de producdo de alimentos. O
camardo Litopenaeus vannamei é o crustdceo mais produzido mundialmente (FAO, 2018),
devido ao seu alto valor nutricional e comercial que gera boas receitas financeiras e atrai
muitos investimentos e por isso € considerada uma fonte de renda importante em muitas
economias em desenvolvimento (ABCC, 2011).

Segundo Rocha et al., (2004), por mais que a carcinicultura, que no Brasil teve seu
inicio na década de 1970, seja uma atividade bastante antiga, com estudos realizados em
espécies pertencentes a familia Penaeidae, a espécie que se saiu melhor nesses testes foi
Litopenaeus vannamei.

Ao final da década de 1980, a criacdo de camardo se consolidou no Brasil a partir da
insercdo do camardo branco do Pacifico, Litopenaeus vannamei, espécie que havia
apresentado grande sucesso no Equador, tornando-se a principal espécie cultivada. Sua
escolha se deu devido ao excelente desempenho zootécnico e resisténcia durante a recria,
entdo, foi desenvolvido um pacote tecnolégico de producdo (reproducdo, larvicultura e
engorda) (ROCHA, 1988). Essa espécie apresentou uma excelente adaptabilidade as
condicGes de cultivo em regides de clima tropical, tanto em agua salgada, de acordo com sua
origem marinha, como também em aguas oligohalinas. Isto permitiu seu cultivo em
localidades mais distantes da costa, onde a regido nordeste também merece destaque,
principalmente os Estados do Cearé e Rio Grande do Norte (ABCC, 2011).

A produgdo nacional de camardo cultivado atingiu o seu auge no ano de 2003,
chegando ao valor de 90.000 toneladas quando a taxa de crescimento anual chegou a atingir
50% se comparada ao ano anterior (ROCHA, 2004). Porém, alguns agentes microbianos
como bactérias, virus e fungos, que sdo patogénicos para os camardes, prejudicaram a
producdo nacional. Apos o auge produtivo em 2003, vibrioses recorrentes, viroses como a
Mionecrose Infecciosa (IMN) e a Sindrome da Mancha Branca (WSS), causaram prejuizos a
producdo devido a falta de implantacdo de protocolos de biosseguranga (ABCC, 2011). Entdo
estabeleceu-se uma crise nos anos subsequentes com doengas que impediram a continuacao
do bom crescimento da atividade que acarretou uma significativa redugéo na produgéo para
valores em torno de 46 mil toneladas em 2018. No mesmo ano, a Regido Nordeste foi

responsavel pela quase totalidade da producgéo nacional (99,4%), sendo os Estados do Ceara e
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Rio Grande do Norte os maiores produtores, respondendo por 71,7% do total nacional (IBGE,
2018).

Diversas alternativas, como cultivo super intensivo e sistemas de recirculacao de agua,
surgiram para minimizar esses efeitos causados pelas doencas e permitir a producdo do
crustaceo sem maiores impactos. Permitindo, assim, o reuso do recurso mediante o tratamento
fisico e/ou bioldgico, possibilitando aumento da produtividade no cultivo (ZIMMERMANN,
2017). Dentre os processos de tratamento contra as doencas, 0 uso indevido de antibioticos
surge como uma falha bioldgica na aquicultura devido a forma e quantidade utilizada, o que
acaba gerando grandes problemas como a selecdo de microrganismos resistentes a acdo dos
antimicrobianos prejudicando assim outros ecossistemas proximos. Na maioria dos casos, 0s
antibidticos e antimicrobianos quimicos sdo utilizados rotineiramente para prevenir ou tratar a
vibriose em camardes, embora tragam efeitos secundarios negativos (SERNAPESCA, 2013;
LONGO et al., 2019).

As bactérias do género Vibrio apresentam potencial patogénico para o camardo
durante todas as etapas do cultivo, por esse motivo sdo microrganismos muito relevantes na
aquicultura e algumas cepas podem causar gastroenterite em seres humanos (JONES, 2017;
ROCHA, 2016). Estas bactérias sdo em sua maioria halofilicas e por isso sdo comumente
encontradas na agua e no sedimento de ambientes estuarinos e marinhos (MORIARTY,
1988). Possuem forma de bastonetes curtos e levemente curvos e sdo gram-negativas
(JAYASREE et al., 2006). Possuem mobilidade através de um flagelo polar e podem ser
oportunistas, agindo quando o sistema imune do crustaceo estd prejudicado (TRAN et al.,
2013). Estas mesmas bactérias em numero adequado podem ndo ser nocivas e compor a
microbiota intestinal de camardes sadios (REBOUCAS et al., 2017; ROCHA, 2016).

2.3 Vibrio parahaemolyticus

Dentre as especies pertencentes ao género Vibrio, existe a espécie Vibrio
parahaemolyticus que é encontrada naturalmente em ambientes halofilicos como nos
estuarios e no mar. Esta espécie de vibrio é capaz de crescer em concentracdes de NaCl de até
8% (YANG et al., 2010). E um agente causador de vibrioses em camardes peneideos em
varias partes do mundo (ZHANG et al., 2014; DSMZ, 2020). Sua patogenicidade para
Litopenaeus vannamei foi confirmada por Kumar et al., (2014) ao isolarem cepas oriundas de

animais com sinais clinicos de vibriose em cultivos na India no ano de 2013.
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Sabe-se que essa bactéria vem sendo responsavel por severas perdas de produgdo ao
redor do mundo (RESTREPO et al., 2018). O surgimento da doenga pode ter seu gatilho
devido as alteraces ambientais desfavoraveis, como mudanca brusca de temperatura e chuvas
intensas ou escassas, que provocam estresse no animal, com consequente reducdo da resposta
imunologica e o oportunismo da bactéria frente a outros microrganismos virais e bacterianos.
V. parahaemolyticus tem sido relacionado como sendo o agente etiolégico da doenca da
necrose hepatopancreatica aguda (Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease, AHPND)
também conhecida como a sindrome da mortalidade precoce (Early Mortality Syndrome,
EMS). Esta doenca surgiu e se espalhou nos paises Asiaticos: Vietnd, Malasia, Tailandia,
Filipinas e depois chegou no continente americano: Mexico e Equador (NUNAN, et al., 2014;
GOMEZ-GIL et al., 2014; RESTREPO et al., 2018).

2.4 Doenca da Necrose Hepatopancreatica Aguda (AHPND)

Atualmente, uma das doencas emergentes mais fortes de origem ndo viral para 0s
paises produtores de camardo é a doenca da Necrose Hepatopancreatica Aguda (AHPND),
previamente conhecida como Sindrome da Mortalidade Precoce (EMS). Trata-se de uma
enfermidade bacteriana, causada por cepas de V. parahaemolyticus, que causa mortalidade
significativa de até 100%, 20 a 30 dias ap6s o povoamento do camardo. (ICAR, 2016;
BONDAD-REANTASO, 2016).

Segundo o Manual de Testes de Diagnostico para Animais Aquaticos da OIE (2019), a
enfermidade é causada por uma cepa de V. parahaemolyticus (VpAHPND) que contém um
plasmideo extracromossdmico (pVAL) de aproximadamente 70 kbp, com genes homdblogos
capazes de codificar a toxina binaria pirA e pirB.

Os genes das toxinas PirA e PirB, que ocasionam a AHPND, sdo homdélogos aos genes
da toxina PirA e PirB de Photohabdus spp, um género de bacilos Gram-negativo,
bioluminescente, pertencente & familia Enterobacteriacea e que vive simbioticamente com
Heterorhabditis spp., um género de nematoides que possui ampla distribuicdo geografica e
sua aplicagdo é estudada como controlador populacional de larvas de inseto através de
parasitismo (BONDAD-REANTASO, 2016).

Descrevem-se como sinais clinicos da manifestacdo de AHPND a presenca de
camardes letargicos, geralmente com carapagas amolecidas, estbmago e intestino vazios, além
de apresentar o hepatopancreas palido, esbranquicado e significativamente atrofiado ICAR

(2016). Isso ocorre porque as toxinas passam a ser produzidas no estdmago do camarao,
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causando a descamacédo das células do tabulo epitelial do hepatopéncreas e desencadeando
uma série de fatores capazes de levar a morte (PHIWSAIYA et al., 2017; LUANGTRAKUL
etal., 2021).

Inicialmente, cientistas acreditavam que o responsavel pela doenca fosse um agente
etiologico desconhecido, ja que e que a enfermidade era a ocasionada por uma gama de
agentes como matéria organica em excesso, uso de inseticidas, parasitas, floracdo de algas,
aplicacdo inadequada de probidticos ou ma qualidade da racdo ofertada, sendo o papel das
bactérias considerado secundario, ou seja, acreditava-se que a colonizacdo bacteriana era o
ultimo estagio da manifestacdo da doenca e ndo a causa (TRAN et al., 2013). Posteriormente,
uma cepa virulenta de V. parahaemolyticus foi isolada em exemplares de L. vannamei doentes
e apontada como agente etiologico da enfermidade (FAO, 2013).

Apesar de algumas cepas de V. parahaemolyticus terem sido reconhecidas como
agentes causadores de AHPND, nem todas sdo capazes de causar a doenca. ApOs sequenciar
genomas e plasmidios de V. parahaemolyticus isolado de camardes de cultivo infectados com
AHPND, foi descoberto que a AHPND ¢ desencadeada apenas por cepas de V.
parahaemolyticus que possuem codificacdo de plasmideo extra-cromossdmico que codifica as
toxinas binarias PirA e PirB. O plasmideo pVAL inclui genes para conjugacdo e mobilizacdo

do plasmideo, tornando o plasmideo autotransmissivel (AHMED et al.. 2021).

Embora a AHPND afete principalmente a producdo de L. vannamei, a enfermidade
também foi relatada no cultivo de Penaeus monodon e Penaeus chinensis, além de que, apesar
de ainda néo ter sido notificada, a doenca esta 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
Vibrio em casos clinicos de AHPND, apenas o0 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).

Fatores ambientais, como variagdo de salinidade e nutrientes na agua estimulam os
mecanismos horizontais de transferéncia de genes entre bactérias, o que justificaria a
transferéncia do plasmideo (pVVA1) entre diferentes espécies do género Vibrio (CHONSIN et
al., 2015).

Assim, mesmo que haja presenga de cepas de vibrios ndo causadores da AHPND, o

risco as producdes permanece, sendo a possivel transferéncia plasmidial preocupante para o
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ambiente de cultivo principalmente porque pode resultar no rdpido surgimento de cepas
causadoras de AHPND (MUTHUKRISHAN et al., 2019; CHONSIN et al., 2015).

Reconhecendo os riscos que AHPND traz a producdo mundial de camardo, desde
2011, muitas instituicdes e agéncias ao redor do mundo tém se esforcado na compreensdo da
enfermidade e na busca de tecnologias e boas préticas de manejo que ajudem a mitigar a
ocorréncia e o impacto da doenca no setor (FAO, 2013).

2.5 Estratégias para o combate das vibrioses

Antimicrobianos, parasiticidas, probidticos e outros aditivos sdo utilizados na
alimentacdo de animais aquaticos para tratar e prevenir doencas microbianas e parasitarias,
bem como para melhorar a qualidade da agua e/ou para promover o crescimento (RICO et al.,
2011). O tratamento mais comum usado para camardes suspeitos de estarem infectados com
Vibrio spp. se baseia, principalmente, no uso de antibidticos (RICO et al., 2011;
WONGTAVATCHAI et al., 2010; WEN et al., 2014).

Antimicrobianos sdo demandados em grandes quantidades na carcinicultura, porém
com o objetivo equivocado de promotores de crescimento (BAQUERO et al., 2008). No
entanto, sua aplicacdo na aquicultura, além de onerosa, pode ser prejudicial, agindo, por
exemplo, na selecdo de bactérias que séo resistentes as drogas ou cepas mais virulentas e
levando residuos dessas drogas a efluentes e populacdes selvagens de diversos organismos
(DECAMP & MORIARTY, 2005). Além disso, a escolha dos farmacos a serem utilizados por
seres humanos e animais é influenciada pela resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, visto
que os residuos das drogas utilizadas em tratamento de animais destinados ao consumo
podem trazer riscos a consumidores diretamente e ao meio ambiente (ADAMS &
BOOPATHY, 2013).

Pesquisadores buscam métodos mais eficazes de biocontrole para prevencdo de
doencas na carcinicultura a fim de reduzir os riscos de resisténcia bacteriana aos antibioticos,
tais como vacinas, proteases (WONGTAVATCHAI et al., 2010) e também a utilizacdo de
microrganismos probioticos que sejam capazes de competir com as populagdes de Vibrio spp.
no ambiente de cultivo (WEN et al., 2014; LOMELI-ORTEGA & MARTINEZ-DIAZ, 2014;
MATEUS et al., 2014).

O fato de grandes perdas produtivas na carcinicultura comprovadamente causadas pelo

Vibrio como patégeno causador ja € conhecido, portanto a prevencdo como estratégia a
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eventos de doencas, principalmente as vibrioses, resulta em reducdo de perdas econdmicas e
fortalecimento da atividade da carcinicultura marinha (REBOUCAS et al., 2017).
Reconhecendo os riscos que AHPND traz a produc¢éo nacional de camaréo, é de suma
importancia conhecer a diversidade de espécies de Vibrio principalmente espécies com
potencial para carrear plasmidios com genes que conferem fendtipos de viruléncia afetando os
animais cultivados. O conhecimento gerado serve como base para a tomada de acOes

preventivas e mitigantes contra possiveis surtos das doengas relacionadas nas areas de cultivo.
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3 METODOLOGIA

3.1 Local de coleta

As coletas foram realizadas nos meses de agosto e dezembro de 2019, nos Estuérios
dos Rios Jaguaribe (4°34°18.6”S 37°47°11.8”W) e Pirangi (4°24'03.9"S 37°50'54.4"W) no
litoral leste e no Rio Acarau (2°51'22.9"S 40°08'06.1"W) no litoral oeste do Estado do Ceara,
(Figura 1). Os pontos de amostragem foram escolhidos para a presente pesquisa considerando
0s municipios com a maior producdo de camarao da espécie Litopenaeus vannamei no Estado
do Cearda (IBGE, 2018).

Figura 1. Pontos de coleta de amostras de agua e sedimento para verificacdo da
presenca de bactérias do género Vibrio. Ponto 1 no Rio Jaguaribe, Ponto 2 no Rio Pirangi e
Ponto 3 no Rio Acarad.
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e IPECE (2019).
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3.2 Coleta das amostras

O periodo de coleta representa a estacdo de estio na Regido. Foram coletadas um total
de 12 amostras, sendo 6 de agua e 6 de sedimento. As amostras de agua foram coletadas a
uma profundidade de 50 cm, utilizando garrafas de cor ambar de 1 litro de capacidade,
previamente esterilizadas. Trés litros da agua foram filtrados em 1 metro de gaze estéril, a
qual foi inserida em 225 mL de agua peptonada alcalina (APA) previamente adicionada de
1% (p/v) de cloreto de sddio (NaCl). As coletas das amostras de sedimento foram realizadas
em uma profundidade média de 1 m com o auxilio de um coletor de sedimento, o qual
apresenta um retentor da amostra (em material PVC) acoplado a um suporte de metal com
valvula para saida de ar. Apds o material ser coletado, foi inserido em um saco plastico estéril
com fecho. As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas, contendo gelo, até o
laboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado do Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR) — UFC, e foram processadas, imediatamente.

3.3 Determinacéo de variaveis abidticas

Em cada coleta foram verificadas as varidveis fisicas e quimicas para as amostras de
agua: temperatura (°C), salinidade e pH. A temperatura foi verificada in situ com auxilio de
um termdmetro bastdo de mercurio (Incoterm) até sua estabilizacdo. A salinidade e pH foram
determinados em refratbmetro digital (ATAGO S/MILL) e potenciébmetro (MARCONI — PA

200P), respectivamente, no laboratdrio.

3.4 Processamento das amostras
3.4.1 Amostras de agua

Para a realizacdo das analises, inicialmente foram realizadas as diluicdes seriadas, que
consistiu na inoculagéo de 1 mL dos 225mL iniciais com gaze (na qual consideramos como a
diluicdo 10Y) em 9 mL de APA 1%, prosseguindo entdo para as demais, onde no total foram

realizadas diluicdes de 10 a 107,
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3.4.2 Amostras de sedimento

Foram colocadas 25 gramas de sedimentos em 225 mL de APA 1%, onde com o
auxilio de um agitador magnético a amostra foi agitada por aproximadamente 30 minutos. A
amostra homogeneizada inicialmente foi tomada como a diluigdo 10 e por meio dela seguiu-
se para as diluigdes seriadas, transferindo 1 mL do sobrenadante da lavagem da amostra para

9 mL de APA 1%. No total foram feitas sucessivas diluicdes de 10 a 10°°.

3.4.3 Inoculagéo inicial das amostras

A partir das dilui¢bes previamente preparadas foram retiradas aliquotas de 200 uL de
cada diluicdo para estriamento em placa de petri com o auxilio de uma alca de Drigalski
estéril em meio Agar Tiossulfato-citrato-bile-sacarose (TCBS), seletivo para o crescimento de
bactérias do género Vibrio. Cada diluicdo foi realizada em duplicata, por meio da técnica de
Spread-plate. Em seguida, as placas inoculadas foram estocadas por 24 horas em estufas
bacterioldgicas a 36 °C (KAYSNER et al., 2004).

3.5 Quantificacéo e caracterizacédo de colbnias

Apos o periodo de incubagdo, a contagem do nimero de unidades formadoras de coldnias foi
realizada, em seguida foram caracterizadas quanto a sua capacidade de fermentar a sacarose, sendo
identificadas e divididas em coldnias sacarose positivas (com capacidade fermentadora) e sacarose
negativas (sem capacidade fermentadora) (KAYSNER et al., 2004).

A quantificacdo ocorreu atraves do método de Contagem Padrdo em Placas (CPP), conforme
as recomendacdes de Downes & Ito (2001).

Os dados de contagem de colbnias e variaveis abioticas foram submetidos ao teste de

normalidade e em seguida analise de coeficiente de correlagdo de Pearson (SCHOBER et al., 2018).
3.6 Identificacdo fenotipica e genotipica
A partir das placas com crescimento de coldnias (sacaroses positivas e negativas)

foram escolhidas colbnias distintas para inoculagdo em tubos com Agar Triptona de Soja
(TSA) com 1% de NaCl, incubados em estufa bacteriologica a 36°C por 24 horas para
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verificacdo de pureza das cepas e posterior caracterizacdo morfotintorial (KAYSNER et al.,
2004).

A coloracdo de Gram é uma técnica morfotintoral utilizada para verificar as
caracteristicas das cepas isoladas, em esfregacos corados, preparados a partir das culturas de
TSA contendo 1% de NaCl. As cepas que se revelaram no esfregaco como bacilos Gram-
negativos, polimorfos, encurvados ou ndo, eram consideradas suspeitas como pertencentes ao

género Vibrio.

3.7 Lavagem das placas de Petri

Apos o isolamento das colénias 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 centrifugagéo.

3.8 Identificacdo genotipica das bactérias do género Vibrio causadoras da AHPND

As cepas foram submetidas a técnicas de biologia molecular, para extracdo de DNA e
amplificacdo de genes pertencentes ao género e a espécie V. parahaemolyticus e também aos
genes relacionados a toxina referente a AHPND por meio da Técnica de Reacdo da Cadeia da
Polimerase (PCR).

3.8.1 Extracdo do DNA total

Para realizagdo do processo de extracdo de DNA foi utilizado o Kit comercial
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega) seguindo as instrucfes do fabricante.

As culturas puras foram inoculadas em caldo Luria Bertani (LB) 1% de NaCl e
incubadas em estufa bacteriologica a 35°C por 48 horas com a finalidade de aumentar a
densidade bacterioldgica e também o produto da extracao.

Ap0s o crescimento das cepas inoculadas, retirou-se uma aliquota de 1 mL do inoculo
para a extracdo do DNA total. A extracdo de DNA foi verificada por eletroforese em gel de
agarose a 1% com tampéo de Tris-EDTA (45 mM; pH 7,8 [1 mM EDTA]), a 120V por 40
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minutos e registrado em equipamento de fotodocumentacdo digital (Kodak® EDAS290).
Todas as amostras de DNA extraidas foram mantidas a 4°C até a realizag¢do da PCR.

3.8.2 Amplificacdo do DNA para confirmacao do género Vibrio

A partir do DNA total bacteriano extraido, as amostras foram testadas por meio da
técnica de PCR para a confirmagcdo do género Vibrio. Para isso, foram utilizados os
iniciadores (primers) vib727-F (5-AGG CGG CCC CCT GGA CAG A-3) e vib1423-R (5
RCT TCT KKT GCA GCC CAC TCC CA-3') sob as condicbes de termociclagem em 30
ciclos: 94°C por 1 min., 57°C por 1 min., 72°C por 5 min. e, apds, uma extensdo final a 72°C
por 30 min, devendo ser gerados amplicons de 650 pb (SOUSA et al.,, 2006). As
amplificacdes foram realizadas em termociclador Applied Biosystems (Modelo Veriti).

A reacdo de PCR foi preparada para um volume final de 12,5 pL (Tabelal), as etapas
utilizadas na reacéo de PCR foram: uma etapa de desnaturacgéo inicial de 94 °C por 5 minutos,
sequida por 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 60
segundos com uma etapa final de extensdo a 72°C por 10 minutos, por fim, o produto de PCR

foi mantido a 4°C.

3.8.3 Deteccdo dos genes relacionados a AHPND

Os isolados bacterianos positivos para o género Vibrio foram testados para a presenca
dos genes utilizando os pares de iniciadores (oligonucleotideos) sugeridos no manual da OIE
(2019) os quais estdo descritos na Tabela 2. Em todas as amplificacGes foi utilizada como
controle, uma cepa nao portadora de AHPND como referéncia: Vibrio parahaemolyticus,
cedida pelo Instituto Oswaldo Cruz-RJ (IOC 18950). Os iniciadores utilizados foram
sintetizados pela CROMA bioTechnologies (Brasil).
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Tabela 1: Composicdo e concentragbes empregadas nas reacOes de investigacdo molecular

para amplificacdo dos genes da toxina Pir, detecgdo do plasmideo pVAL e determinagdo do

VpaHPND.

PCR
Reagentes da Reag&o

Gene de viruléncia

Tampéo (Buffer) 10X 2,5puL
dNTP’s (2,5 mM) 0,4 pL
IniciadorF (10mM) 0,5puL
Iniciador R (10mM) 0,5 L
MgCI2 (50 mM) 0,7 uL
Taq Polimerase (500 U) 0,2 uL

Amostra 0,lalng
Volume da reagéo 12,5puL

Fonte: OIE 2019
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Tabela 2: Iniciadores e condic¢des de termociclagem utilizados na investigagdo molecular das
amostras do género Vibrio para os métodos AP1l, AP2, AP3, VpPirA-284,VpPirB-392,
TUMSAT-Vp3 e AP4 para deteccao por PCR de bactérias portadoras do plasmideopVA1 para
AHPND.

Nome do . Condigdes de Tamanho .
. Primers ; Gene alvo do Referéncia
método termociclagem amplicon
AP1F: 5°-CCT-TGG-GTG-TGC-TTA-GAG-GAT-G-3 ¢ 94° C/5 min.
APL AP1R: 5’-GCA-AAC-TAT-CGC-GCA-GAA-CAC-C-3’ ( 30 /Ciclos PVAL 700 pb
94°C / 30 seg.,
60°C /30 seg., F'egféﬁ Lo,
72°C /60 seg.);
AP2F: 5’-TCA-CCC-GAA-TGC-TCG-CTT-GTG-G-3 ©
AP2 AP2R: 5°-CGT-CGC-TAC-TGT-CTA-GCT-GAA-G-3*  72°C /10 min PVAL 700pb
94° C/5 min.
AP3-F: 5°-ATG-AGT-AAC-AAT-ATA-AAA-CAT-GAA- 30 ciclos
2 (94°C / 30 seg., AV Sirikharin et
AP3 AC-3 53°C/30seg., A 333 pb al., 2015
AP3-R: 5°-GTG-GTA-ATA-GAT-TGT-ACA-GAA-3’ 72°C / 40 seg.);
72°C /5 min.
VpPirA-284F: 5’-TGA-CTA-TTC-TCA-CGA-TTG-GAC-
e TG-3 ¢ 94 CAmin.  PIrA®  284pb
VpPirA-284R: 5°-CAC-GAC-TAG-CGC-CAT-TGT-TA-3’ 35 ciclos Hanetal.,
(94°C / 30 seg., 20158
VpPirB-392F: 5-TGA-TGA-AGT-GAT-GGG-TGC-Tc-3 ~ 80°C/30seg,
VpPirB- 72°C /30 seg.); )
392 ‘ 72°C /7 min PirA® 392 pb
VpPirB-392R: 5°-TGT-AAG-CGC-CGT-TTA-ACT-CA-3’
TUMSAT-Vp3 F: 5-GTG-TTG-CAT-AAT-TTT-GTG- 953OCC/i2C|Z‘S'”'
TUMSAT- CA-3¢ (95°C / 30 seg., Pir AW 360 pb Tinwongger
Vp3 - 56°C / 30 seg., P etal., 2014
TUMSAT-Vp 3 R: 5°-TTG-TAC-AGA-AAC-CAC-GAC- ,
s 72°C / 30 seg.);
TA-3
94° C/2 min.
AP AP4-FL5-ATG-AGT-AAC-AAT-AA-AAACAT-GAA- g 4fg 7'3"(')":8
AC-3’AP4-R1: 5°-ACG-ATT-TCG-ACG-TTC-CCC-AA- i Y- 1269 pb
Etapal 3 55°C / 30 seg.,
72°C /90 seg.);
72°C /2 min .
Dangtip et
Voweo ————— "8
94° C/2 min. '
25 ciclos
AP4 AP4-F2:5°-TTG-AGA-ATA-CGG-GAC-GTG-GG-3 * (94°C / 20 seg., 230 ob
Etapa2 AP4-R2:5’- GTT-AGT-CAT-GTG-AGC-ACC-TC-3’ 55°C / 20 seg., P

72°C /20 seg.);
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3.8.4 Genes utilizados de para detecgdo de cepas de V. parahaemolyticus

Para a identificacdo da espécie de V. parahaemolyticus foi utilizado o iniciador do
gene tI (hemolisina termolabil) (BEJ et al., 1999). Os iniciadores foram sintetizados pela
CROMA bioTechnologies (Brasil) (Tabela 3).

Tabela 3: Iniciador e condi¢des de termociclagem utilizado na investigacdo molecular

para especie V. parahaemolyticus

Nome do .. Condigdes de Tamanho A
. Iniciador : do Referéncia
método termociclagem -
amplicon
94° C/3 min.
30 ciclos
. .
. F: 5-AAA-GCG-GAT-TAT-GCA-GAA-GCA-GTG-3" (:;og // L 450 o Bej etal.,
R: 5’-GCT-ACT-TTC-TAG-CAT-TTT-CTC-TGC-3’ P P 1999
72°C / 1 min.);
72°C /5 min.

tl= hemolisina termolabil; pb = par de base

3.9 Eletroforese

A confirmacdo da amplificacdo dos fragmentos do DNA de interesse (género Vibrio,
espécie e genes relativos a plasmideo e toxina AHPND) foi verificada por meio da
eletroforese em gel de agarose 1%. Para isso, foi preparada uma mistura pela adi¢do de 2 pL
do corante Blue Juice, 1 pL do intercalante GelRed™, 1 puL de Tampao de corrida Acetato-
EDTA (TAE 1X) e 1 pL da amostra de DNA amplificado. A mistura, com cada amostra, foi
aplicada nos pogos do gel de agarose, o qual foi submetido a corrida com voltagem de 100 V
por 1 h. Para determinacdo do tamanho do amplicon, foi aplicado no primeiro poco um
marcador 1 kb (DNA Ladder). Apds a corrida, o gel foi fotodocumentado em sistema EDAS

120 (Kodak) para analise.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Quantificacéo de colbnias

Foram isoladas um total de 109 cepas, dessas, 67 provenientes das amostras de agua e
42 oriundas do sedimento. O ponto com maior numero de isolados foi Rio Pirangi com 46
cepas, sendo 24 da agua e 22 do sedimento. Rio Jaguaribe ficou em segundo com 34 isolados,
24 oriundas da agua e 10 do sedimento. E em terceiro Rio Acaral com um total de 29 cepas,
sendo 19 de agua e 10 de sedimento.

Os estuarios estudados apresentam alta abundancia de bactérias do género Vibrio. As
contagens de UFC de Vibrio na 4gua e sedimento estdo detalhadas na tabela 5. As amostras de
agua do Rio Acaral (Ponto 3) apresentaram o maior nimero de unidades formadoras de
colbnias (Figura 2).0 crescimento de coldnias bacterianas em amostras de sedimento sé foi
observado na segunda coleta do Rio Jaguaribe e as duas coletas do Rio Pirangi. Nas demais o

crescimento foi inferior a 50 UFC/g.

Tabela 4 — Contagem Padrdo em Placas (CPP) das Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC) de Vibrio nos estuarios durante o periodo de estio na primeira e segunda coleta.

Coletas Locais de Coleta Agua UFC/mL Sedimento UFC/g
12 Coleta Rio Jaguaribe 4,70 x10° <25
22 Coleta Rio Jaguaribe 7,95 x10* 2,60 x10°
12 Coleta Rio Pirangi 7,00 x103 1,52 x10*
22 Coleta Rio Pirangi 2,40 x10* 7,25 x10? est
12 Coleta Rio Acara 9,20 x10* <25
22 Coleta Rio Acaral 8,48 x10’ <25

Est: Estimada
Fonte: Autor (2022)
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Figura 2 - Contagem Padréo em Placas (CPP) das Unidades Formadoras de Col6nias

(UFC) de Vibrio nos estuérios durante o periodo de estio.

100000000
10000000
1000000
100000
10000
1000
100
10 I
1
Agua Sedimento Agua Sedimento
12 Coleta 22 Coleta
M Rio Jaguaribe ®Rio Pirangi Rio Acarau

Fonte: Autor (2022)

O género Vibrio, esta presente nos estuarios estudados, é abundante em ecossistemas
marinhos e estuarinos e assume essencial importancia em ambiente de carcinicultura. A
distribuicdo dos vibrios em ambientes estuarinos proximos a fazendas produtoras de camaréo
é influenciada pela disponibilidade de nutrientes e matéria orgénica proveniente dos efluentes
aquicolas (COSTA et al., 2010).

Os resultados da Contagem Padrdo em Placa (CPP) foram superiores aos encontrados
por Vieira et al., (2010) durante o periodo de estio (agosto a novembro de 2008), que realizou
coletas em quatro fazendas de camardo situadas nos estuarios dos Rios Jaguaribe e Acarad.
Isto pode ter sido ocasionado pela diferenca de mais de dez anos entre os trabalhos,
interferindo da quantidade de matéria organica presente no estuario apos esse periodo.

Nos trés estuarios analisados, a contagem de Vibrio na agua foi superior a encontrada
no sedimento com excecdo da primeira coleta no estuario do Rio Pirangi. Este fato pode ter
sido provocado por um acumulo de matéria organica no solo no ponto da coleta. Segundo
Neogi et al., (2014) no ambiente estuarino, espécies de vibrio se ligam ao plancton vivo,
morto ou em degradacdo em busca de nutri¢éo, sobrevivéncia e fuga de predadores.

Rocha, (2016) avaliou o perfil fenotipico de bactérias por meio de coletas de agua e
sedimento em estuarios e fazendas de carcinicultura nos Estados do Ceara e Rio Grande do

Norte. O autor observou que todas as contagens de Vibrio total da agua foram estatisticamente
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superiores as do sedimento. Este fato pode estar relacionado a quantidade de nutrientes e
oxigénio na agua ser superior ao encontrado no sedimento, a morfologia das bactérias que
promove mobilidade com tendéncia a serem planctonicas e sua dispersdo na coluna d’agua
(NEOGI et al., 2014; ROCHA, 2016).

4.2 Andlise de variaveis abidticas

Os valores de salinidade apresentaram uma grande variacdo, entre 35 ppt e 54 ppt, de
acordo com os locais de coleta. A temperatura mais elevada foi encontrada no estuério do Rio
Jaguaribe durante a primeira coleta (35°C) e o valor mais baixo foi aferido no mesmo ponto
durante a segunda coleta (28°C). Os valores de pH correspondentes as amostras coletadas,

apresentaram valores entre 7,83 e 8,42, conforme a tabela 6.

Tabela 5 — Afericdo de variaveis abioticas nos estuarios durante o periodo de estio.

Coleta Local Salinidade Temperatura pH
(ppt) (°C)

12 Coleta Jaguaribe 35 35 8,15
22 Coleta Jaguaribe 46 28 7,83
12 Coleta Pirangi 44 34 8,36
22 Coleta Pirangi 54 31 7,93
12 Coleta Acaral 39 30 8,42
22 Coleta Acaral 40 27 8,03

Fonte: Autor (2022)
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Tabela 6 - Matriz de Correlacdo de Pearson para dados de variaveis abioticas e
contagem de col6nias bacterianas na agua e sedimento.

Salinidade Temperatura Vibrio na Vibria no

pH o Agua Sedimento
(PP (°C) (LogUFC/mI) (LogUFClg)
H -0,498 0,472 -0,244 -0,136
P (0,314) (0,345) (0,642) (0,797)
Salinidade  -0,498 -0,208 -0,122 0,617
(ppt) (0,314) (0,692) (0,818) (0,192)
Temperatura 0,472 -0,208 -0,816 0,172
(°C) (0,345)  (0,692) (0,047) (0,744)
Vibrio na Agua -0,244 -0,122 -0,816 -0,423
(LogUFC/ml) (0,642)  (0,818) (0,047) (0,403)
s\é ijumjer?tc:) 0,136 0,617 0,172 -0,423
(LogUrcrg @797 (0.192) (0,744) (0,403)

O valor p da significancia da correlagéo esta entre parénteses.
Fonte: Autor (2022)

Os valores encontrados de variaveis ambientais e contagem de colénias do presente
trabalho apresentaram distribuicdo normal. Depois de submetidos ao teste de correlacdo de
Pearson (Tabela 6), é possivel afirmar que existe correlacdo negativa significativa entre a
temperatura e a contagem padréo em placas das unidades formadoras de col6nias de Vibrio na
matriz 4gua. Dessa forma, quanto maior a temperatura, menor o numero de colbnias
bacterianas.

Variaveis ambientais, como salinidade, temperatura e pH, sdo os fatores que afetam a
diversidade do género bacteriano estudado nessa pesquisa e de acordo com a literatura estéo
correlacionadas com sua abundancia nos estuarios. Essa correlacdo € positiva entre as
espécies desses microrganismos e a temperatura da dgua nos estuarios (COSTA et al., 2010;
ROCHA, 2016; MENEZES et al., 2017).

Rodrigues & Filho, (2012) estudaram a populacéo de V. parahaemolyticus em ostras
cultivadas no municipio de Cachoeira, Bahia. A salinidade se correlacionou positivamente
com a abundancia desses organismos, a medida que essa variavel abidtica se apresentou mais
elevada, aumentou a contagem de bactérias. Diferente do encontrado no presente trabalho, no
qual os maiores valores de temperatura e salinidade ocorreram nos pontos P1 (35°C) e P2 (54
ppt), respectivamente, nao se correlacionaram com as maiores contagens de UFC de Vibrio —
que ocorreram no ponto P3. Este fato pode ser justificado pelo motivo de que algumas
bactérias como as pertencentes ao género Vibrio, podem sobreviver em ambientes com

condi¢des ambientais desfavoraveis por um determinado periodo de tempo, apresentando-se
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na forma de viavel, mas ndo cultivavel (VNC), estado onde os microrganismos possuem baixa
atividade metabolica (ADAMS et al., 2003).

O estuario do Rio Acarau (ponto 3) apresentou maior contagem de Vibrio na agua,
bem como o maior indice de pH dos trés pontos, corroborando com Costa et al., (2010), os
autores quantificaram e determinaram a distribuicdo de espécies do género Vibrio em
amostras de agua provenientes do estuério do Rio Coread, indicando que altos valores de pH
foram o fator ambiental que mais contribuiu para 0 aumento da abundancia de Vibrio no Rio
Coread.

Vieira et al. (2010) ndo observaram correlagdo entre as varidveis fisico-quimicas
analisadas e as respectivas contagens de Vibrio spp. para dgua e sedimento em fazendas de
camarao situadas nos estuarios dos Rios Jaguaribe e Acarad.

Pesquisas recentes demonstram que varidveis abioticas como temperatura e salinidade
exercem influéncia sobre a viruléncia e expressdo do gene PirA em V. parahaemolyticus
portador da AHPND (VpAHPND). Resultados indicaram que temperaturas mais baixas
podem reduzir a viruléncia, afetando a producdo da toxina, e que o aumento da salinidade é
diretamente proporcional a capacidade de transcricdo do gene PirA (LOPEZ-CERVANTES et
al., 2021). Porem, no presente trabalho, ndo foi possivel analisar a incidéncia e a viruléncia
por ndo haver confirmado a presenca de AHPND mesmo utilizando um protocolo completo
proposto pela OIE.

Os mesmos autores reforcam que a influencia da salinidade sob a transcricdo do gene
PirA é mais dominante que a temperatura. Portanto durante periodos chuvosos, bem como em
regides onde a salinidade da &gua é inferior a 20ppt, a incidéncia da doenca, portanto surtos
de AHPND tendem a ser menos frequentes (LOPEZ-CERVANTES et al., 2021)

4.3 Amplificacdo do DNA para confirmacéo do género Vibrio

Foi realizada a extracdo de DNA das 109 cepas isoladas. Todas as 109 cepas foram
confirmadas como pertencentes ao género Vibrio e encaminhadas para deteccao de plasmideo
e de toxinas referentes a doenca AHPND.

A identificagdo genotipica tem a capacidade de fornecer informagdes valiosas sobre a
comunidade microbiana e de superar as limitacbes de métodos baseados em culturas. S&o
procedimentos simples e répidos capazes de caracterizar populagdes microbianas, inclusive

para estudos em nivel de género e espécie (KIRK et al., 2004).
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Menezes et al. (2020), avaliaram o potencial patogénico de Vibrio parahaemolyticus
provindos de amostras de agua e sedimento de estuarios dos Rios Jaguaribe e Pirangi no
estado do Ceara. Assim como no presente estudo, os autores identificaram bactérias do género
Vibrio nas amostras utilizando técnicas de PCR, indicando que é comum encontrar esse

género de bactérias nos rios estudados.

4.4 Diagnostico da Necrose Hepatopancreatica Aguda (AHPND)

Nos testes referentes aos métodos AP1 e AP2, que visam a detec¢cdo do plasmideo
(pVAL), quatro amostras (Rio Acarau 4,7,12 e 13) apresentaram resultados positivos para o
AP1 e apenas sete (Rio Pirangi 5, Rio Acaral 13 e Rio Jaguaribe 16, 17, 19, 20 e 25)
positivaram para o método AP2 (Tabela 7). Para os testes de PCR seguintes, nenhuma das
amostras apresentou positividade, exceto pela amostra do Rio Pirangi 72 que positivou no
passo dois do método AP4, utilizado para deteccdo do V. parahaemolyticus causador de
AHPND.

Tabela 7: Amostras que apresentaram resultado positivo para algum método de PCR testado.

ORIGEM CODIGO METODO
AP1 AP2 AP3 TUMSAT VPIRA VPIRB AP4 PASSO 2
Rio Acarau 4 + - - - - - -
Rio Acarau 7 + - - - - - -
Rio Acarau 12 + - - - - - -
Rio Acarau 13 + + - = - - -
Rio Pirangi 5 - + - - - - -
Rio Jaguaribe 16 - + - - = - -
Rio Jaguaribe 17 - + - - - - -
Rio Jaguaribe 19 - + - - = - -
Rio Jaguaribe 20 - + - - - - -
Rio Jaguaribe 25 - + - - = - -
Rio Pirangi 72 - - - - - - +

Métodos AP1le AP2 para detec¢do do plasmidio. Métodos AP3, TUMSAT, VPIRA e VPIRB para
deteccdo de genes da toxina Pir. Método AP4 para deteccao da bactéria portadora da AHPND.
Fonte: Autor (2022)

E interessante evidenciar que as amostras que apresentaram resultados positivos, em
pelo menos um método, sdo advindas das amostras de agua, sendo quatro originarias do

estuario do Rio Acarad, seis originarias do estuario do Rio Jaguaribe e apenas uma do estuario
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do Rio Pirangi. Este fato pode ter ocorrido pela maior contagem ter sido apresentada em
amostras advindas da matriz 4gua.

As amostras oriundas da lavagem das placas de petri com colénias que ndo foram
isoladas também foram submetidos aos testes de PCR, mas nenhuma das amostras se mostrou
positiva aos métodos testados.

Flegel & Lo (2014), que propuseram os métodos AP1 e AP2, utilizados para detectar o
plasmideo causador de AHPND, testaram a especificidade dos métodos, porém nao garantem
que haja sucesso na deteccdo de todos os isolados bacterianos causadores de AHPND, o que
pode ter interferido nos resultados. Foi possivel identificar o resultado positivo de algumas
amostras para 0 metodo AP2, enquanto as mesmas apresentavam resultados negativos para o
AP1. Este fato pode ser explicado pelas sequéncias de oligonucleotideos utilizadas que eram
direcionadas para fragmentos diferentes do DNA.

Nenhuma das amostras analisadas apresentou resultado positivo para o método AP3,
desenvolvido por Sirikharin et al. (2015), que é utilizado para detec¢do das toxinas PirA e
PirB. O mesmo aconteceu para Navaneeth et al. (2020), que utilizaram os métodos AP3 e
AP4 para amostras isoladas de fazendas de camardo na India. As toxinas ndo foram
identificadas nos 109 isolados de Vibrio parahaemolyticus.

Os métodos TUMSAT, VPIRA e VPIRB que, assim como AP3, sdo utilizados para
deteccdo das toxinas, também ndo apresentaram resultados positivos nas amostras. Dessa
forma entende-se que as cepas analisadas podem carregar o plasmideo causador da AHPND,
mas sem produzir a toxina. Tinwongger et al. (2014) mostram que 0s métodos possuem
especificidade e se enquadram na regido da toxina, porém ndo sdo capazes de confirmar a
viruléncia das cepas de Vibrio parahaemolyticus portador da AHPND e para determinar seu
mecanismo de patogenicidade.

A deteccdo do plasmideo € importante pelo fato de ser possivel a sua transferéncia
entre bactérias, inclusive de diferentes clados e em conseqiiéncia, a transferéncia de
caracteristicas patogénicas a bactérias anteriormente nao patogénicas, incluindo a capacidade
infecciosa de AHPND (RESTEPRO et al., 2014).

Para 0 método AP4, que ¢é utilizado para detectar Vibrio parahaemolyticus portador da
AHPND, apenas a amostra 72 apresentou resultado positivo. Este método é considerado mais
rapido e preciso do que o metodo AP3 para deteccdo da doenca em estagios iniciais ou
infeccbes leves (DANGTRIP et al., 2015). Porém ndo é possivel afirmar que a amostra
isolada é de uma cepa causadora de AHPND sem que haja um bioensaio para confirmar a

patogenicidade do agente causador (OIE, 2019).
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A partir dos resultados obtidos no presente trabalho ndo é possivel afirmar que foi
detectado um caso positivo de AHPND. Por mais que tenhamos identificado a presenca do
plasmideo pVAL através dos testes, ndo foi identificada a presenca de genes relacionados as
toxinas VPirA e VPirB. Dentre as amostras testadas, a uUnica que apresenta suspeita, é a

amostra 72, visto que demonstrou atender um dos pré-requisitos estabelecidos pela OIE.

4.5 ldentificacdo de V. parahaemolyticus

Foi realizada PCR para identificacdo da espécie Vibrio parahaemolyticus nas amostras
que apresentaram resultado positivo para algum método de PCR conforme a tabela 7.
Nenhuma das 11 cepas testadas apresentou resultado positivo para a espécie V.
parahaemolyticus.

A espécie V. parahaemolyticus é citada no manual da OIE (2019), como um dos
principais portadores da AHPND, podendo infectar o camaréo cultivado e atingir até 100% de
mortalidade em 30 dias. Soto-Rodriguez et al. (2015) analisaram amostras de camarfes
moribundos afetados pela AHPND advindos de fazendas no noroeste do México e
identificaram V. parahaemolyticus através do gene tlh, confirmando sua capacidade de portar
a toxina que desencadeia a AHPND. Gonzalez-Meza et al. (2022) realizaram um ensaio em
laboratério incitando a infeccdo de V. parahaemolyticus portador da AHPND em camardes e
constatou mortalidade de 40% da populacéo testada.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos foi constatado que bactérias do género Vibrio foram
detectadas em amostras dos trés estuarios estudados. Sua abundancia foi maior em agua do
que em sedimento com excec¢do da primeira coleta no estuario do Rio Pirangi. Apesar de ndo
ter sido detectada a toxina entre os isolados de Vibrio, a partir dos resultados obtidos sabe-se
que o plasmideo que carrega 0s genes da toxina circula entre as populacdes de Vibrio em

estuarios com presenca macica de atividade de cultivo de camardo marinho.
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