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RESUMO 
 
 
 

No Brasil, o cultivo do camarão branco do Pacífico Litopenaeus vannamei tem 
melhores resultados na região nordeste devido às condições climáticas, à qualidade da 
água e a existência de áreas estuarinas favoráveis ao cultivo de peneídeos. No entanto, a 
carcinicultura brasileira se desenvolveu de forma rápida e desordenada, favorecendo a 
manifestação de enfermidades de etiologias variadas. A Hepatopancreatite Necrosante é 
uma doença causada por uma bactéria intracelular da ordem Rickettsia (NHPB), que se 
destaca entre as enfermidades de origem bacteriana responsáveis por altas mortalidades 
e prejuízos econômicos por ser uma doença de difícil controle e diagnóstico. Assim 
sendo, objetivou-se comparar duas técnicas tradicionais, exame a fresco e 
histopatologia, com um método molecular, a Reação em Cadeia de Polimerase (PCR), 
no diagnóstico da NHPB em camarões L. vannamei. Foram coletados 154 camarões em 
intermuda de viveiros de engorda de uma fazenda do litoral sul do estado do Rio Grande 
do Norte/Brasil. O hepatopâncreas de cada animal foi retirado e dividido em três partes, 
sendo uma imediatamente examinada a fresco em microscópio óptico e as outras duas 
fixadas para posteriores análises histopatológicas e de PCR. Os parâmetros observados 
no exame a fresco foram coloração, quantidade de lipídeos, deformação nos túbulos, 
desprendimento celular e melanização, enquanto na histopatologia se observou 
infiltração hemocítica, edema, lesões granulomatosas e atrofia dos túbulos. Os animais 
PCR positivos tenham apresentado menor média na quantidade de lipídeos, maior 
média no grau de deformações nos túbulos e maior porcentual de indivíduos 
apresentando lesões no hepatopâncreas (desprendimento celular, melanização, 
infiltração hemocítica, lesões granulomatosas e atrofia dos túbulos) quando comparados 
aos indivíduos PCR negativos. Não houve relação significativa (P≥0,05) entre o 
resultado da PCR com as variáveis analisadas nos exames a fresco e histopatológico.  
Um porcentual significativo de indivíduos PCR negativos também apresentou lesões e 
anormalidades no hepatopâncreas, possivelmente relacionados a outras etiologias que 
não NHPB. Conclui-se que não há relação significativa entre as técnicas de análise a 
fresco, histopatologia e PCR no diagnóstico da NHPB e dessa forma, as técnicas de 
exame a fresco e a histopatologia isoladamente, não devem ser usadas como técnicas de 
diagnóstico desta doença. 

 

 
 

Palavras-chave: Rickettsia, diagnóstico, exame a fresco, histopatologia, PCR. 
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ABSTRACT 
 
  

In Brazil, the culture of Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei achieves 
better results in the northeast region due to its tropical climate, suitable water quality 
and the existence of estuarine areas suitable for penaeid culture. However, Brazilian 
shrimp farming has developed rapidly and disorderly, favoring the outbreak of 
epizootics from varied etiologies. The Necrotizing Hepatopancreatitis is a disease 
caused by an intracellular bacterium from the Rickettsia order (NHPB), which stands 
out among shrimp bacterial epizootics responsible for high mortalities and economical 
losses due to its difficult control and diagnosis. In the light of this, the aim of this work 
is to compare two traditional techniques, the wet-mount and histopathology analyses, 
with a molecular method, the Polimerase Chain Reaction (PCR), for the diagnosis of 
NHPB in L. vannamei. One hundred and fifty four intermolt shrimp were collected from 
grow-out ponds of a farm located in the south of Rio Grande do Norte State/Brazil. The 
hepatopancreas of each animal was divided into three parts, being one readily wet-
mounted and examined under a light microscope and the other two fixed and preserved 
for later histopathology and PCR analyses. The parameters observed in wet-mount 
analysis were color, amount of lipids, deformation of tubules, loosen cells and 
melanization; while parameters observed in histopathology were hemocytic infiltration, 
edema, granulomatous lesions and atrophy of tubules. PCR positive animals presented 
mean lower lipid levels, mean higher score for deformation of tubules and a higher 
percentage of individuals presenting hepatopancreatic lesions (loosen cells, 
melanization, hemocytic infiltration, granulomatous lesions and tubules atrophy) than 
PCR negative animals. No significant relation (P≥0,05) was found among PCR results 
and those parameters observed in wet-mount or histopathology. A significant 
percentage of PCR negative individuals also presented hepatopancreatic lesions and 
abnormalities, possibly related to other etiology rather than NHPB. This work concludes 
that no significant relation among wet-mount, histopathology and PCR techniques to 
diagnose NHPB can be assumed; therefore, neither wet-mount examination nor 
histopathology should be used alone as diagnostic techniques for this disease. 

 

Key words:  Rickettsia, diagnosis, wet mount, histopathology, PCR. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
  

Mundialmente, os camarões cultivados e capturados alcançaram uma produção 

de 6,092 milhões de toneladas no ano de 2005, das quais 43,92 % foram oriundos de 

cultivos (FAO, 2007). O Brasil obteve a liderança na produtividade mundial no ano de 

2003, sendo responsável pela maior produção (90.190 t) do camarão Litopenaeus 

vannamei do hemisfério ocidental. No entanto, a partir deste mesmo ano começou a 

ocorrer a primeira queda na produção brasileira, devido, principalmente, ao 

aparecimento do vírus da Mionecrose Infecciosa (IMNV), a baixa cotação do dólar e a 

taxação promovida pelos Estados Unidos contra o produto brasileiro.  

O crescimento da carcinicultura brasileira ocorreu de forma desordenada com os 

produtores cultivando camarões sem a observação necessária dos procedimentos 

adequados, como o uso de elevada densidade de estocagem, somado às condições 

inadequadas das instalações e de manejo, além da má qualidade da água do cultivo. Tais 

práticas culminam no aumento da possibilidade de desencadeamento de sérios 

problemas como o aparecimento das enfermidades, que podem ter etiologias variadas, 

como os vírus, fungos, protozoários, bactérias. Entre as enfermidades de origem 

bacteriana que podem acometer os camarões, destaca-se a Hepatopancreatite 

Necrosante, que tem merecido grande destaque nos últimos anos devido às enormes 

perdas econômicas ocasionadas aos produtores de todo Nordeste. 

A NHPB é uma enfermidade severa que acomete peneídeos, podendo ocasionar 

mortalidades muito altas nos tanques afetados. Ela também é motivo para muitas 

discussões, tanto entre produtores, técnicos e pesquisadores devido à confusão na 

detecção da mesma, uma vez que na maioria dos casos ela é confundida com o 

diagnóstico da vibriose, doença também bacteriana, causada pelo gênero Vibrio. 

 Apesar de já se passarem mais de 20 anos, desde o aparecimento dessa 

enfermidade, ainda são escassos os estudos sobre o tema, principalmente em relação a 

seu diagnóstico, controle e tratamento, portanto, fazendo-se necessárias muitas 

pesquisas para que estes pontos sejam melhor esclarecidos. 
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2. OBJETIVOS 
 
 
2.1 Objetivo Geral 
 
 

Verificar a confiabilidade das técnicas de exame a fresco e histopatologia, no 

diagnóstico da Hepatopancreatite Necrosante (NHPB) ocasionada por Rickettsia. 
 
  

2.2 Objetivos Específicos 
 
 

• Testar a técnica de exame a fresco na detecção da NHPB; 

• Testar a técnica de histopatologia no diagnóstico da NHPB; 

• Comparar as técnicas de exame a fresco, histopatologia e PCR, no 

diagnóstico da NHPB, no camarão Litopenaeus vannamei. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 
 
 

No ano de 2005, o maior produtor mundial de camarão marinho cultivado foi a 

China com 1.024.949 tonelada, sendo seguida pela Tailândia (375.320) e Vietnã 

(327.200). Nas Américas, o Equador teve a maior produção com 130.000, sendo 

seguido  pelo México com 72.279 e o Brasil com 65.000t.  No Brasil, o Litopenaeus 

vannamei constitui a principal espécie utilizada em cultivo comercial de camarão 

marinho. O estado do Rio Grande do Norte, em especial, reúne as condições geográficas 

favoráveis devido às condições climáticas, qualidade da água e temperatura, bem como 

a existência de áreas estuarinas, extremamente propícias para o cultivo de peneídeos, 

liderando a produção nacional com 26 mil toneladas (ABCC, 2007).   

 Apesar de o Nordeste apresentar todas as condições climáticas para o 

desenvolvimento da carcinicultura, a produção desses animais nos últimos anos passou 

a apresentar problemas com o aparecimento das enfermidades, como a 

Hepatopancreatite Necrosante (NHPB), que pode ser definida como a inflamação e 

necrose do hepatopâncreas (HP), foi verificada inicialmente no Texas, EUA, nos anos 

80 e subseqüentemente, em muitos países da América do Sul, como Peru, Equador, 

Venezuela, Panamá e Brasil (AGUIRRE-GUZMÁN ASCENCIO- VALLE, 2000; 

ARANGUREM et al., 2006).  

Trata-se de uma doença bacteriana severa que acomete camarões marinhos 

brancos, sendo responsável por causar danos na produção de camarões marinhos nas 

Américas, tendo limitado gravemente a produção desses animais no Texas, onde 

ocorreram mortalidades entre 20-95% (FRELIER et al., 1992b; LOY et al., 1996), na 

América Central e do Sul, como em Tumbes, Peru, em que ocorreram mortalidades 

entre 70-90% (LIGHTNER et al., 1992). Infecções por Rickettsia, que causam NHPB  

têm causado sérios prejuízos econômicos também na carcinicultura brasileira, 

principalmente em cultivos com condições ambientais inadequadas (BUCHELI et al., 

2004). 

A NHPB é causada por uma bactéria da ordem Rickettsia, que compreende um 

largo e diverso grupo de organismos, sendo freqüentemente patogênicos para uma ou 

mais espécies hospedeiras, podendo causar apenas alterações discretas dos tecidos 
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afetados assim como, na maioria dos casos, pode ocasionar alterações severas e 

malignas nas espécies acometidas (ELSTON, 1986; FRYEIR e LANNAN, 1994).   

 

3.1 CARACTERÍSTICAS ETIOLÓGICAS 

O agente etiológico da NHPB é uma bactéria intracelular obrigatória pequena, 

membro das α-Proteobacteria, do tipo Rickettsia, que reside e se multiplica nas células 

epiteliais dos túbulos do hepatopâncreas (HP) de camarões marinhos infectados (LOY 

et al., 1996a; BRADLEY-DUNLOP et al., 2004). As Rickettsias são bactérias Gram-

negativas, pleomórficas, ou seja, podem variar em forma e tamanho. São 

microrganismos que lembram morfologicamante indivíduos da ordem Rickettsiales 

(FRELIER et al., 1992a; LOY et al., 1996b).   

As α-Proteobactérias foram descritas inicialmente como três microrganismos: 

uma  bactéria do tipo rickettsia, pleomórfica com forma de bastão, outra  bactéria com 

forma helicoidal e outra sendo uma bactéria filamentosa (KROL et al., 1991). Análises 

morfológicas mais recentes evidenciaram a presença de uma bactéria simples presente 

em duas formas distintas (FRELIER et al., 1992a, LIGHTNER et al., 1992, VINCENT 

et al., 2004). A forma predominate é  a de bastão, do tipo rickettsia,  sem flagelos e 

ocasionalmente exibindo uma zona de constricção transversa indicativa de replicação 

por fissão binária (FRELIER et al., 1992a, VINCENT et al., 2004). Lightner et al. 

(1992) relataram que a forma helicoidal possui oito flagelos no ápice basal e um ou 

possivelmente dois flagelos na crista. Uma forma confusa, intermediária, exibindo 

morfologia de ambas variantes é observada ocasionalmente nas células epiteliais de 

hepatopâncreas infectados, o que sugere a replicação da forma de bastão na forma 

helicoidal. Segundo Frelier et al. (1992a) e Loy et al. (1996b), esta forma intermediária 

apresenta uma membrana citoplasmática trilaminar com ondulações e um envelope 

externo.  

As Rickettsias são bactérias que só se reproduzem dentro das células, porque 

necessitam de um sistema enzimático que gere energia suficiente para sua reprodução e 

de um citoplasma rico que estabilize sua membrana celular incomum. São consideradas 

bactérias verdadeiras devido à estrutura semelhante às bactérias Gram-negativas. Esta 

característica (reprodução intracelular) dificulta sua identificação, pois é difícil cultivá-

la pelos métodos microbiológicos rotineiros (GIL et al., 2001). Segundo Lightner 

(1996) e Braasch et al. (1999), as tentativas de cultivo desta bactéria pelos métodos 

bacteriológicos tradicionais, não têm apresentado bons resultados.  
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Segundo Mauel e Miller (2002), durante a década de 90, membros de um grupo 

de bactérias intracelulares obrigatórias, do tipo Rickettsia (RLO- rickettsia like 

organism) foram reconhecidos como importantes patógenos de peixes. Este tipo de 

bactéria ocorre globalmente tanto em peixes de águas doce quanto salgada. A mais 

antiga identificação de RLO em peixes foi realizada por Mohamed (1939), na espécie 

Tetrodon fohaka encontradas no Rio Nilo, no Egito.  

Uma identificação de RLO em peixes foi feita por Davies (1986) quando o 

mesmo observou bactérias coccoides em vacúolos ligados a membranas, em linfócitos 

de peixes da espécie Callianymus lyra  em águas costeiras da região de  Wales. Estes 

microrganismos ocorrem freqüentemente em brânquias e epitélio digestivo de moluscos 

marinhos, sendo nestes casos benignas (FRYER e LANNAN, 1994).  

Contrariamente, alguns trabalhos citam que as RLO seriam diretamente 

responsáveis pela mortalidade em moluscos marinhos e teriam um papel importante na 

doença destes animais (NORTON et al., 1993; MOORE et al., 2000; WU e PAN, 

1999a,c, 2000).  Sabe-se que as Rickettsias não matam as células do hospedeiro pela 

produção de toxinas, mas a penetração das mesmas nas células hospedeiras causa danos 

que podem destruí-las (WINKLER, 1990; ROMERO et al., 2000).  

 

3.2 EPIDEMIOLOGIA 

Um aspecto muito importante da NHPB, em camarões marinhos, é que esta 

doença está associada a condições de elevada salinidade e temperatura. Períodos 

prolongados de altas temperaturas (> 29º C) e mudanças na salinidade (entre 20-40 ‰) 

precederam o desenvolvimento da NHPB no Texas (FRELIER et al., 1992a, 

LIGHTNER, 1996, LOY et al., 1996a).  Apesar de a NHPB ser uma doença capaz de 

causar severas mortalidades e transtornos financeiros em criações de camarão cultivado 

ela não está na lista de doenças consideradas de notificação obrigatória pela OIE (OIE, 

2001). Um dos fatores que contribuem para a NHPB não ser considerada uma doença de 

grande importância aos crustáceos está relacionada à sua presença com estas condições 

ambientais específicas (Lightner, 1996).  

           De acordo com Vincent (2004), há transferência oral do agente etiológico em 

camarões sadios, havendo mortalidade induzida por NHPB a partir dos 18° até o 41° dia 

após exposição ao agente, não havendo recuperação dos animais infectados. Além disso, 

os sintomas da enfermidade já podem ser visíveis duas ou três semanas após infecção.  
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 Em trabalho realizado por Frelier (1992b), foi constatado que a transmissão da 

NHPB através da água não é eficiente, sendo necessário um reservatório para a 

transmissão desta bactéria intracelular. 

Segundo Leclercq et al. (2004), diversas espécies de crustáceos como 

caranguejos, copépodes, Callianasa spp, podem ser consideradas como reservatórios de 

espécies da bactéria de NHP, especialmente o Lepidophthalmus spp., pequeno 

crustáceo, que pode mover-se profundamente nos sedimentos de viveiros e  persistir por 

longos períodos de secagem. 

A NHPB afeta tanto animais em estágio juvenil quanto adulto, não sendo 

registrados casos em pós-larvas. Segundo Lightner (1996), a enfermidade pode 

desenvolver-se em Litopenaeus setiferus, L. stylirostris, Farfantepenaeus aztecus, F. 

californiensis, mas principalmente em Litopenaeus vannamei, sendo a espécie L. 

stylirostris menos susceptível. Vincent et al. (2004) citaram que a transmissão da 

doença não ocorre de forma satisfatória quando se injeta o agente, no entanto, a 

transmissão através da ingestão de material infectado ou canibalismo de camarões 

mortos infectados, parece ser a forma de infecção natural.  

A bactéria causadora de NHP infecta as células do hepatopâncreas, que é a 

maior glândula digestiva do camarão. Este contém muitos tipos de células, incluindo 

células do tipo E, R, F e B (GIBSON e BARKER, 1979). As células E caracterizam-se 

pela atividade mitótica, sendo a fonte de formação dos outros tipos de células e estão 

localizadas na porção mais distal do hepatopâncreas (VOGT, 1994). Segundo Al-

mohanna e Nott (1987), as células do tipo R armazenam lipídeos e glicose, sendo estas 

as células encontradas em maior quantidade. Existem ainda, as células tipo F que 

secretam enzimas digestivas e são encontradas em menor quantidade e as células do tipo 

B, que realizam a digestão intracelular, acumulam e transportam nutrientes (AL-

MOHANNA e NOTT, 1986). 

Entre poucos estudos existentes sobre a patogênese da bactéria da 

Hepatopancreatite Necrosante, Vicent e Lotz (2005) relataram que é possível observar 

um aumento no número de células hepatopancreáticas no desenvolvimento da infecção 

pela bactéria da NHPB o que sugere que deve haver multiplicação e dispersão 

bacteriana associada com os danos causados ao tecido. Além disso, nas células já 

maduras pode-se observar a bactéria, ainda no início da infecção. Isso não sugere que 

estes microrganismos tenham preferência por um tipo de célula. No entanto, observa-se 

que as células do tipo E são menos suscetíveis a infecção que os outros tipos celulares.  

 



 18

Fatores exógenos, como temperatura e salinidade, interagem com fatores 

internos (nível nutricional, nível de stress, imunidade), no desenvolvimento da epizootia 

da NHPB (VINCENT, 2004). De acordo com Morales-Covarrubias (2004), no México 

a enfermidade tem afetado tanto animais nos viveiros, assim como reprodutores nos 

laboratórios de maturação, especialmente as fêmeas que sofreram processo de ablação.  

A mortalidade nessas fêmeas foi maior quando comparada com aquelas que receberam 

injeções de hormônio e do grupo controle. Isto sugere que um fator estressante 

adicional, como uma ablação, pode agravar a infecção por NHPB, resultando em doença 

e mortalidade (MORALES, 2006). 

Morales-Covarrubias (2004) observaram que a doença se manifesta 

principalmente nos meses de abril a agosto, mas sua alta prevalência é observada nos 

meses de setembro e outubro, com altas mortalidades dos camarões cultivados no 

México. Le Moullac et al. (2000) também relataram a influência das mudanças 

ambientais, juntamente com ablação induzindo alterações da resposta imune em 

crustáceos, tanto em termos de número de hemócitos, como na fagocitose e na ativação 

do sistema profenoloxidase em camarões cultivados.  
 

3.3 SINAIS CLÍNICOS 

Devido à inflamação crônica que ocorre nas células do epitélio do 

hepatopâncreas, este órgão torna-se pálido e atrofiado. As células hepatopancreáticas 

aparecem hipertrofiadas e com grande aglomerado bacteriano no citoplasma. As células 

infectadas perdem a funcionalidade e se tornam necróticas, gerando uma forte resposta 

inflamatória, que resulta na formação de múltiplas lesões granulomatosas no 

hepatopâncreas. Este quadro causa severos problemas no camarão, pois o 

hepatopâncreas tem um papel muito importante na realização das funções digestivas, 

como absorção e metabolismo de nutrientes. Essa disfunção pode alterar 

significativamente o desenvolvimento do animal (GIL et al., 2001).  

Os camarões afetados apresentam-se letárgicos, anoréxicos, com baixo 

crescimento, há diminuição no consumo de ração e elevado fator de conversão 

alimentar. O exoesqueleto encontra-se amolecido, corpo flácido, cutícula frouxa, 

brânquias escurecidas, aspecto escuro devido à expansão dos cromatóforos nas bordas 

dos urópodos e pleópodos, resultando em mortalidade. O trato digestivo encontra-se 

vazio devido ao processo inflamatório crônico (BROCK e MAIN, 1994).   
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Segundo Frelier et al. (1992a), pode-se classificar a infecção de NHPB, em três 

estágios, tanto com relação à análise a fresco como às alterações histopatológicas, como 

se pode visualizar nas Figuras 1 e 2.  Estágio 1: caracterizado por dispersão dos túbulos 

hepatopancreáticos exibindo grupos de células contendo bactéria intracelular, mas sem 

infiltração hemocítica. Estágio 2: caracterizado por numerosos túbulos 

hepatopancreáticos enrugados, hipertróficos ou com epitélio atenuado com ectasia 

tubular, poucos túbulos necróticos, alguma descamação luminal das células epiteliais e 

ocasionalmente infiltração hemocítica. Estágio 3: caracterizado por numerosos túbulos 

hepatopancreáticos necróticos dispersos, com falta de epitélio intacto e descamação das 

células epiteliais, densa infiltração hemocítica, melanização e fibrose. Uma diminuição 

na quantidade de lipídeos no hepatopâncreas é progressivamente observada do estágio 1 

ao 3 de NHPB.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                       
 
 
 
                       Figura 1: Túbulos do hepatopâncreas com ausência de lipídeos,  
                                       desprendimento celular e estrangulamento dos túbulos.  
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                      Figura 2: Lesão granulomatosa (A) característica de NHPB  

                                     e infiltração hemocítica (B), (H&E 40x). 

 
3.4 DIAGNÓSTICO 

 Sabe-se que para o diagnóstico da infecção por NHPB pode-se utilizar 

tanto o hepatopâncreas (HP) como também as fezes. Nas técnicas de biologia molecular 

e histopatologia ocorre a morte do animal para que se faça a análise do tecido do HP. 

No entanto, um método não destrutivo para detecção da NHPB foi descrito por Briñez 

et al. (2003) utilizando-se fezes de reprodutores de L. vannamei. Além disso, Vincent e 

Lotz (2005) detectaram o DNA da NHPB em fezes de camarões juvenis e quando 

comparam a quantidade de NHPB encontrada no HP e nas fezes de um mesmo animal, 

observaram que no HP este número é maior.  

A análise a fresco é uma técnica utilizada, principalmente no campo, para 

monitorar o estado se saúde dos animais e também para realização de diagnósticos 

presuntivos no laboratório. A técnica consiste na dissecação do camarão em todos seus 

estágios, com o propósito de serem observadas as alterações que ocorrem nos órgãos e 

tecidos. No entanto, não deve ser considerado como um diagnóstico definitivo, uma vez 

que sua interpretação baseia-se principalmente na perícia do técnico que realiza o 

exame, sendo indicada a confirmação das suspeitas através de exame mais elaborados 

como a histopatologia e a PCR (MORALES-COVARRUBIAS, 2004). 
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  Segundo Lightner (1996) e Morales-Covarrubias (2004), na análise a fresco do 

tecido do hepatopâncreas, pode-se verificar que, na fase aguda da doença, há atrofia do 

hepatopâncreas, maior desprendimento celular, células com núcleos hipertrofiados, 

coloração pálida, textura mole e edematosa, melanização, atrofia dos túbulos necrose 

das células e dos túbulos. Na fase crônica da doença, há uma menor melanização, com 

atrofia dos túbulos, necrose das células e túbulos. A quantidade de lipídeos fica 

comprometida quando ocorre NHPB, podendo se verificar a ausência ou uma 

quantidade reduzida de gotículas dos mesmos ao longo dos túbulos do hepatopâncreas, 

nos casos mais graves.  

Segundo Lightner e Redman (1998), os métodos de detecção de patógenos e de 

diagnóstico de doenças mais utilizados pelos patologistas e por laboratórios de 

diagnóstico, têm sido atualmente revisados, porque as técnicas utilizadas ainda se 

baseiam nos métodos clássicos.  Entre os mais importantes se destacam a observação de 

sinais clínicos característicos, além de testes laboratoriais como, exames diretos ao 

microscópio, microbiologia clássica com isolamento dos agentes etiológicos, 

histopatologia e histoquímica.  

Especificamente em relação à Hepatopancreatite Necrosante, os métodos 

laboratoriais mais utilizados no seu diagnóstico são os exames a fresco, a 

histopatologia, as sondas gênicas (LOY e FRELIER, 1996; LIGHTNER, 1996), a 

hibridização in situ (LIGHTNER, 1996) e a PCR. Esta última técnica de diagnóstico, 

tem tido aplicação no diagnóstico de muitas enfermidades de camarões, principalmente 

nas viroses. Mas esta técnica também tem sido muito utilizada para a detecção de 

patógenos como a bactéria da NHPB. Nessa técnica, pequenas partes indetectáveis de 

DNA podem ser amplificadas para produzir quantidades detectáveis de pedaços do 

DNA (LOY et al., 1996; LIGHTNER e REDMAN, 1998). 

Outra forma muito comum de diagnóstico para detecção de lesões sugestivas da 

doença é a histopatologia que analisa partes de tecidos. Alterações histopatológicas em 

camarões positivos para NHPB incluem atrofia do HP com moderada ou severa atrofia 

da mucosa dos túbulos, além de lesões granulamatosas multifocais envolvendo um ou 

mais túbulos. Mas pode-se também, utilizar sondas moleculares ou genéticas, como Dot 

Blot ou hibridização in situ, as quais têm sido utilizadas com sucesso para detecção 

viroses de camarões como IHHNV e WSSV, mas também para detecção da bactéria da 

NHPB (LIGHTNER, 1996; LOY et al., 1996b; BRIÑEZ et al., 2003; NUNAN et al., 

2003a).  
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 A técnica de hibridização in situ também tem sido utilizada como forma de 

proporcionar a classificação filogenética, assim como, distinguir espécies de bactérias 

sem especificar grupos genômicos (LOY et al., 1996). As infecções por NHPB podem 

ser confirmadas pela hibridização in situ com uma prova complementar de DNA e por 

PCR, mas anticorpos monoclonais também têm sido desenvolvidos para detecção de 

NHPB (LIGHTNER e REDMAN, 1998; BRADLEY-DUNLOP et al., 2004). 

Atualmente, o método de diagnóstico utilizado, com resultados mais precisos e 

eficientes, é a Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) e exame do tecido afetado 

através da microscopia eletrônica. Estas técnicas ainda têm custo elevado, 

principalmente por necessitarem de material e equipamentos específicos, além de mão-

de-obra especializada (GIL et al., 2001). A PCR, descrita por Kary Mullis em 1985, 

envolve a síntese in vitro de milhões de cópias de um segmento específico de DNA na 

presença de uma enzima DNA polimerase termorresistente, a Taq polimerase, originária 

da bactéria Thermus aquaticus. A reação ocorre pelo nivelamento e extensão enzimática 

de um par de oligonucletídeos (primers), utilizados como inicializadores que delimitam 

a seqüência de DNA, alvo da amplificação. Assim, quando a seqüência do DNA do 

vírus ou bactéria é conhecida, os primers podem ser sintetizados para se anelarem a esta 

seqüência e através da PCR, quantidades deste DNA poderão ser amplificadas até níveis 

detectáveis. A PCR não só permite o diagnóstico na fase crônica da doença, como 

também possibilita a coleta de grandes amostragens sem o sacrifício do animal 

(NUNAN et al.,1994).  Mais recentemente, a PCR em tempo real tem sido utilizada 

para quantificar a bactéria da NHP e permitir a identificação do agente mais 

rapidamente até menso nos estágios iniciais da doença ( VINCENT e LOTZ, 2005). 

 

3.5 CONTROLE E PROFILAXIA 

O monitoramento das características físico-químicas da água é um fator de 

extrema importância para a profilaxia de muitas enfermidades, tendo grande relevância 

para a epidemiologia da NHPB. Outro ponto importante é o vazio sanitário dos viveiros 

entre ciclos (secagem completa do solo) e a correta preparação dos mesmos neste 

período, o que inclui a oxidação da camada superficial através de gradeamento, a 

desinfecção de áreas úmidas com cal virgem e o controle do teor de matéria orgânica do 

solo com nitrato de sódio e/ou adição de bactérias redutoras de matéria orgânica, além  

da obtenção de pós-larvas oriundas de matrizes livres de NHPB (LIGHTNER, 1996). 
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 Atualmente, apenas uma droga antimicrobiana está aprovada pelo MAPA 

(Ministério da Agricultura e Abastecimento) para uso exclusivo na aqüicultura, porém 

não para camarões, sendo também aprovada pelo Food and Drug Administration 

(FDA), embora alguns estudos estejam em processo de finalização para a liberação de 

drogas para o controle e tratamento de doenças desses animais (LIGHTNER, 1996; 

REED et al., 2004). De acordo com Reed et al., (2000), a oxitetraciclina (OTC), devido 

a seu amplo espectro antimicrobiano e alta potência, é muito usada como antibiótico de 

eleição contra infecções bacterianas em peixes cultivados, apresentando bons resultados 

quando usada em camarão  de cultivo para o tratamento de infecções da vibriose e da 

NHP. A OTC foi o primeiro antimicrobiano aprovado pela FDA para cultivos de peixes 

e foi aprovada nos EUA para uso em lagostas, mas também tem sido utilizada em 

cultivos de camarão apresentando bons resultados.  

De acordo com Frelier et al. (1994), o tratamento com oxitetraciclina na ração 

contendo uma proporção de 1,5g /kg de alimento e usado por 14 dias foi efetivo no 

tratamento da doença se administrada quando há diagnóstico precoce da infecção.  No 

entanto, ainda se sabe pouco sobre a disposição e farmacocinética da OTC no 

organismo de crustáceos (REED et al., 2004). 

À medida que a indústria da aqüicultura cresce, aumenta também a preocupação 

com o uso indiscriminado de drogas e possíveis riscos para a saúde humana, assim 

como os impactos ambientais que podem ser ocasionados pelos resíduos das mesmas 

(REED et al., 2004). 

Apesar de a Hepatopancreatite Necrosante ter sido identificada há pelo menos 20 

anos no camarão marinho cultivado, estudos sobre a doença e, principalmente, em 

relação ao seu diagnóstico, ainda são poucos, sendo o maior problema o fato de a 

bactéria causadora ser exclusivamente intracelular, ou seja, não pode ser cultivada in 

vitro pelos meios de cultivo convencionais.  O tratamento com antibiótico não é 

recomendado por não existir droga antimicrobiana aprovada no Brasil, além dos riscos 

para a saúde humana e os impactos ambientais ocasionados pelos resíduos das mesmas. 

Dessa forma, é possível considerar que o controle da NHP fica restrito ao manejo das 

fazendas, principalmente ao controle da qualidade da água utilizada nos cultivos e do 

monitoramento de seus parâmetros, de forma que se mantenha o conforto dos animais.   
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5. ARTIGO CIENTÍFICO 
 
 

O artigo científico intitulado “Comparação entre as técnicas de exame a fresco, 

histopatologia e PCR, no diagnóstico da Hepatopancreatite Necrosante (NHPB), no 

camarão Litopenaeus vannamei“, será submetido a revista Aquaculture. 
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RESUMO 

 

Entre as enfermidades de origem bacteriana que podem acometer os camarões 
destaca-se a Hepatopancreatite Necrosante (NHPB), doença de difícil controle e 
diagnóstico causada por uma bactéria intracelular da ordem Rickettsia. Sendo assim, 
objetivou-se relacionar estatisticamente duas técnicas tradicionais, o exame a fresco e a 
histopatologia, com um método molecular, a Reação de Cadeia de Polimerase (PCR), 
no diagnóstico da NHPB no camarão marinho Litopenaeus vannamei. Foram coletados 
154 camarões oriundos de uma fazenda do litoral sul do estado do Rio Grande do 
Norte/Brasil. O hepatopâncreas de cada indivíduo foi retirado e dividido em três partes, 
sendo uma utilizada para exame a fresco e as outras duas fixadas para posteriores 
análises de histopatologia e PCR. As características analisadas ao exame a fresco foram: 
coloração, quantidade de lipídeos, deformação nos túbulos, desprendimento celular e 
melanização. Na histopatologia visualizou-se infiltração hemocítica, edema, lesões 
granulomatosas e atrofia dos túbulos. Verificou-se menor quantidade de lipídeos, maior 
grau de deformações nos túbulos e um maior porcentual de hepatopâncreas com 
desprendimento celular, além de melanização, infiltração hemocítica e lesões 
granulomatosas em indivíduos PCR positivos para NHPB do em que em animais PCR 
negativos. Apesar disso, não houve relação significativa (P ≥ 0,05) entre o resultado da 
PCR com as variáveis analisadas no exame a fresco e histopatologia, uma vez que um 
porcentual significativo de indivíduos PCR negativos também apresentaram lesões. 
Estas lesões podem estar relacionadas a outras etiologias que não NHPB. Desse modo, 
conclui-se que as técnicas de exame a fresco, histopatologia e PCR isoladamente, não 
devem ser usadas para o diagnóstico desta doença. 

 

Palavras-chave: Rickettsia, Diagnóstico, Exame a fresco, Histopatologia, PCR. 
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1. Introdução 60 
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O crescimento desordenado do cultivo do camarão branco Litopenaeus 

vannamei no Brasil, foi acompanhado por diversos problemas, ocasionados 

principalmente pelo manejo inadequado (densidades elevadas, instalações impróprias, 

má qualidade da água) e a busca incessante por lucros. Como conseqüência disso, houve 

o aparecimento das enfermidades e entre estas a Hepatopancreatite Necrosante causada 

por bactéria (NHPB), destaca-se não só por causar prejuízos econômicos aos produtores 

do Nordeste brasileiro, mas também por ocasionar muita discussão a respeito do seu 

diagnóstico, prevenção e tratamento.  

A NHPB é uma doença causada por uma bactéria intracelular obrigatória, Gram-

negativa, pleomórfica, membro das α-Proteobacteria e do tipo Rickettsia, que reside e se 

multiplica nas células epiteliais dos túbulos do hepatopâncreas (HP) de camarões 

marinhos infectados (Loy et al., 1996a; Bradley-Dunlop et al., 2004).  

Como essa bactéria tem predileção pelas células do HP, os camarões infectados 

possuem este órgão atrofiado, acarretando prejuízo na ingestão de alimentos e, 

consequentemente, no estoque de lipídeos, interferindo negativamente no seu 

desenvolvimento (Arangurem et al., 2006). Apresentam ainda, o exoesqueleto 

amolecido, o corpo flácido, a cutícula frouxa e as brânquias escurecidas. Os animais 

encontram-se letárgicos, anoréxicos e há um elevado fator de conversão alimentar 

(Brock and Main, 1994).   

Um aspecto muito importante da NHPB, em camarões marinhos, é que ela está 

associada às condições de elevada salinidade e temperatura, fato observado no surto 

ocorrido no Texas, em que períodos prolongados de altas temperaturas (> 29º C) e 

mudanças na salinidade (entre 20-40 ‰) precederam a ocorrência da NHPB (Frelier et 
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al., 1992, Lightner, 1996, Loy et al., 1996), sendo estas características peculiares 

também ao clima predominante no Nordeste brasileiro. 
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A NHPB afeta tanto animais em estágio juvenil quanto adulto, não tendo 

registros de casos em pós-larvas (Lightner, 1996), ocorrendo a transmissão do agente 

pela ingestão de material infectado, de camarões mortos infectados ou por canibalismo 

(Vincent et al., 2004). 

Entre as técnicas que podem ser utilizadas para detecção da NHPB destaca-se a 

análise a fresco, a histopatologia, as sondas gênicas, a microscopia eletrônica e a PCR. 

A análise a fresco tem sido bastante utilizada a campo para realização de diagnósticos 

presuntivos e para o monitoramento da saúde dos animais (Morales-Covarrubias, 2004).   

Desta forma, objetivou-se relacionar as técnicas de análise a fresco com a 

histopatologia e a PCR no diagnóstico da NHPB e avaliar a utilização do exame a fresco 

como técnica de detecção desta enfermidade.  

 

Material e Métodos 

 

2.1 Coleta das amostras 

 

 Foram coletadas 154 camarões em intermuda, com tamanho comercial (peso = 

13,0 g) oriundos de uma fazenda localizada no sul do estado do Rio Grande do Norte/ 

Brasil, onde o estado do Rio Grande do Norte apresenta-se como maior produtor com 

uma média de 26.400 de camarão produzidos no ano de 2006 (ABCC, 2007). Os 

animais foram provenientes de três viveiros dessa fazenda que possui histórico de 

NHPB com altas mortalidades. Após pescados ao acaso com tarrafa, os camarões foram 

colocados em baldes com aeração e transportados até o laboratório da fazenda para 

análises. Dos animais coletados retirou-se o hepatopâncreas (HP), o qual foi dividido 
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em três partes, sendo duas fixadas para os exames de PCR e histopatologia e a outra 

para análise a fresco (Lightner, 1996). 
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2.2 Análise a fresco 

 

 Parte do HP retirado no momento da coleta foi preparado em lâmina com 

solução salina a 3,0 % para avaliação direta ao microscópio, segundo método descrito 

por Morales-Covarrubias (2004). Ao microscópio observou-se a presença de 

melanização, de desprendimento de células do epitélio dos túbulos, alteração tubular 

(nódulos hemocíticos e atrofia ou necrose dos túbulos), além da coloração do fluido do 

HP (normal, marrom-alaranjado; alterada, incolor, vermelha, amarelo). Uma das 

principais características analisadas foi a quantidade de lipídeos nos túbulos, que está 

diretamente envolvida com o nível nutricional do animal. 

Nas Tabelas 1 e 2 são apresentados o grau de severidade das alterações e a 

discriminação da quantidade de lipídeos, respectivamente, que podem ser observados no 

exame a fresco.  

 

Tabela 1: Grau de severidade das alterações do hepatopâncreas do camarão Litopenaeus 
vannamei.  
 

Grau de 
severidade Sinais clínicos 

0 Não apresentam sinais de deformação tubular, nem lesões características de síndromes.  
Presença muito baixa de deformação tubular (1-5/campo/animal). 1 Pouco desprendimento celular 
Observa-se moderada presença de deformação tubular (6-10/campo/animal). Há 2 mortalidade quando não se aplica tratamento.  
Observa-se alta presença de deformação tubular (11-20/campo/animal). Detectam-se 
lesões moderadas e severas com melanização e desprendimento celular e atrofia tubular. 
Potencialmente letal quando não se aplica tratamento. 

3 

Grande quantidade de túbulos deformados (> 20/campo/animal). Observam-se severas 4 lesões como necrose, melanização, atrofia e túbulos vazios.  
Adaptado Morales-  Covarrubias, (2004). 131 
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Tabela 2: Quantificação de lipídeos nos túbulos do hepatopâncreas do camarão Litopenaeus 
vannamei.  

136 
137 

Quantidade Características de lipídeos  
Ausência total de lipídeos nos túbulos. Quando não se institui tratamento, ocorre alta 

0 mortalidade, havendo grande prejuízo no crescimento (100% dos túbulos 
vazios/campo/animal). 
Baixa presença de lipídeos nos túbulos (25% do túbulo preenchido com gotículas de 
lipídeos/campo/animal).  1 

Moderada presença de lipídeos nos túbulos (50% do túbulo preenchido com gotículas de 2 lipídeos/campo/animal). 
Alta presença de lipídeos nos túbulos (75% do túbulo preenchido com gotículas de 
lipídeos/campo/animal). 3 

Repleção total dos túbulos (100% do túbulo preenchido com gotículas de 4 lipídeos/campo/animal).  
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2.3 Análise histopatológica  

 

 A análise histopatológica foi realizada em uma parte de HP que foi fixada em 

solução de Davidson (Bell e Lightner, 1988) no momento da coleta, por 24 h e, 

posteriormente, transferidos para o álcool a 70%.  Em laboratório, as amostras foram 

coradas pela técnica da hematoxilina e eosina, segundo o método descrito por Behmer 

(2003), e examinadas à microscopia óptica, observando-se a presença de alterações, 

como a atrofia dos túbulos, infiltração hemocítica, edema e formação multifocal de 

granulomas (Morales-Covarrubias, 2004).   

 

2.4 Análise por PCR  

 

 Para as análises de PCR, as amostras foram fixadas com etanol 95% e 

armazenadas em geladeira para posterior análise.  Todas as etapas dessa análise, desde a 

extração do DNA, dissolução, amplificação e as reações de PCR e Nested PCR, foram 

conduzidas de acordo com o protocolo recomendado pelo Kit comercial Farming 

IntelliGene Tech Corp. IQ2000™ NHPB Detection and Prevention System. Para a 

extração do DNA foi utilizado EDTA (500mM, pH 8.0), solução DTAB, solução CTAB 
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e ddH2O, além de solução dissolvente. As amostras foram centrifugadas à temperatura 

ambiente até o momento em que se passou a utilizar etanol 95% e 70%. Nesta etapa as 

centrifugações foram realizadas a temperatura de - 4ºC.  Realizaram-se então a reações 

de PCR e Nested PCR e a amplificação da seqüencia de genes foi observada 

separadamente por amostras de indivíduos PCR negativo ou positivo de NHPB, como 

descritos pelo fabricante. 
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2.5 Análise estatística 

 

 Para geração do banco de dados e análises estatísticas, relacionou-se a presença 

ou ausência (1 ou 0) da NHPB, pelo processo de PCR, em função das análises 

histopatológicas: atrofia tubular(Hist )Atrof ;  infiltração hemocítica (HistIH); edema  

(Hist ); lesão granulomatosa (HistEd Lg);  e das análises do exame a fresco: quantidade de 

lipídeos (EA ); alteração tubular (EA ); desprendimento celular (EAQl At Dc); melanização 

(EAM); cor do fluido do HP (EA ), de acordo com a formatação a seguir: C

 

PCR = β0 + β1 HistAtrof + β2 Hist  + β IH 3 Hist  + βEd 4 Hist  + βLg 5 EA  + β  EA  + Ql 6 At

β7 EA  e +  β Dc 8 EAM + β  EA  + e9 C i 

Em que: ei- erro associado a iésima observação.      
 
                                
               Para selecionar as variáveis significativas (P < 0,01) no modelo, utilizou-se o 

processo de Stepwise Forward em que a estatística “F” de Senedecor de entrada e saída 

forma ajustados para 4, de acordo com as técnicas descritas em Mendes (2006). As 

análises foram realizadas utilizando-se o programa estatístico Syseapro (versão 1.0). 

 

 



 38

3. Resultados  183 
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Das 154 amostras de HP analisadas por PCR, 41,6% tiveram resultados positivos 

e 58,4 % negativas, para NHPB.  Através do exame a fresco, puderam-se observar 

animais com poucas alterações no HP, mas com sintomas clínicos, como: cutícula 

frouxa, coloração pálida do hepatopâncreas, desprendimento celular, melanização, 

atrofia e estrangulamento tubular (Tabela 3). 

Tabela 3: Lesões observadas no exame a fresco em amostras PCR positivas e 
negativas (NHPB).  

Coloração 
fluido 

NHPB NI Alteração 
tubular 

Quantidade 
de lipídeo 

Desprendimento 
celular (%) 

Melanização 

(%) (%) 
PCR+ 

 NI: número de indivíduos. 
 Letras diferentes entre linhas representam valores estatisticamente diferentes, pela 
técnica de análise de variância (P< 0,05). 

 

Os indivíduos PCR positivos apresentaram maior grau de alteração tubular e 

menor quantidade de lipídeos no HP, quando comparados aos indivíduos PCR negativos 

(Tabela 3). Um alto porcentual de desprendimento celular e de melanização foram 

observados em indivíduos PCR positivos (79,7 e 59,4%, respectivamente), bem como, 

em animais PCR negativos (62,2% e 44,4%, respectivamente).  Em relação à coloração 

do HP, indivíduos PCR negativos apresentaram mais alteração do que os indivíduos 

PCR positivos. 

Nos camarões que apresentaram positividade na PCR, nenhuma alteração 

tubular (Grau 0) foi observada em 25% das amostras, entretanto, foram verificadas 

grandes alterações (Grau 4) em 21,9% das amostras. Por outro lado, um porcentual 

considerável (42,2%) de indivíduos PCR negativos apresentaram alterações 

64 1,86 ± 1,49 2,27 ± 1,28a 79,7 ± 40,6  59,4 ± 49,5  64,1 ± 48,4 
PCR - 90 1,34 ± 1,32  2,83 ± 1,30b 62,2 ± 48,8  44,4 ± 50,0  66,7 ± 47,4 
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significativas nos túbulos (Graus 2, 3 e 4), tendo sido observado um grande número de 

animais com Grau 0 (36,7%) também foi observado (Fig. 3). 
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Fig. 3. Relação entre o porcentual de amostras com PCR positivas e negativas 

(NHPB) e a alteração nos túbulos (em graus). 
 
 
 Da mesma forma, em relação às alterações nos túbulos, não ocorreu relação 

entre a quantidade de lipídeos e os resultados de PCR, cujas porcentagens podem ser 

visualizadas na Fig. 4. Não foi verificado, nos animais PCR positivos, como seria 

coerente encontrar um número maior de HP com lipídeos de grau 0, observando-se, 

verificando-se no entanto, maior porcentual de amostras (31,1%) com grau 3. Já nos 

animais PCR negativos ocorreu o esperado, estando o maior porcentual de amostras 

(41,1%) com grau 4. Verificou-se também que, apesar do alto porcentual de amostras se 

situarem nos graus 3 e 4, em relação a quantidade de lipídeos, tanto nos animais PCR 

positivos como nos negativos, um porcentual significativo dos animais (31,1%) PCR 

negativo e (50%) PCR positivo, apresentaram graus graus 0, 1 e 2, que podem ser 

indicativos de  desnutrição.  
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   Fig. 4. Relação entre o porcentual de amostras com PCR positivas e negativas 

(NHPB) e a quantidade de lipídeo nos túbulos (em graus). 
 
 
 
 

As lesões características da NHPB mais observadas na análise histopatológica, 

foram a presença de infiltração hemocítica, edema e lesões granulomatosas ou 

nodulares. Pôde-se verificar também a presença de necrose dos túbulos e atrofia do 

epitélio celular dos túbulos.  

A porcentagem de camarões com infiltração hemocítica foi alta, tanto para 

amostras PCR positivas (93,8 %), quanto negativas (81,1 %), não havendo diferença 

significativa entre as mesmas. Da mesma forma, foi observado um porcentual 

significativo de animais, tanto PCR positivos (54,7%), quanto negativos (57,8%), com 

edema (Tabela 4). A presença de lesão granulomatosa no HP foi a característica 

observada com menor freqüência em ambos os grupos (positivos e negativos), sendo 

que  nos indivíduos PCR positivos, esta característica foi verificada com maior 

freqüência, quando comparados com os PCR negativos. A porcentagem de atrofia nos 

túbulos foi similar entre os indivíduos PCR positivos (51,6%) e os negativos (52,2%).  
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Tabela 4: Porcentual de lesões observadas no HP de animais PCR positivos e negativos 
(NHPB) na histopatologia. 

 

NHP NI Infiltração 
hemocítica (%) 

Edema (%) Lesão 
granulomatosa 

(%)  

Atrofia dos 
túbulos  

(%) 

PCR + 64 93,8 ± 24,4 a  54,7 ± 50,2  18,8 ± 39,3  51,6 ± 50,4  
PCR - 90 81,1 ± 39,4 b  57,8 ± 49,7  10,0 ± 30,2  52,2 ± 50,2  

NI: número de indivíduos.  
Letras diferentes entre linhas representam valores estatisticamente diferentes, pela 
técnica de análise de variância (P < 0,05). 

 

 

Ao se relacionar amostras de PCR positivas com as lesões observadas na análise 

a fresco (deformação tubular, quantidade de lipídeos, melanização, desprendimento 

celular e a coloração do hepatopâncreas) e as verificadas na análise histopatológica 

(infiltração hemocítica, edema, lesão granulomatosa e atrofia dos túbulos), obteve-se a 

função matemática, com um baixíssimo coeficiente determinístico (R2=0,0718), como 

descrita abaixo. Isto é indicativo de que não houve relação significativa (P< 0,05) entre 

os resultados de PCR positivo com as lesões encontradas na análise a fresco e na 

histopatologia. Ainda que de maneira discreta, pôde-se observar também que os 

parâmetros que influenciaram a PCR positiva foram a quantidade de lipídeos nos 

túbulos (análise a fresco) e a infiltração hemocítica (histopatologia). 

PCR = 0,4066 -0,0744 EA  + 0,2342 HistQl IH

 

Em que: PCR - Camarões com PCR positivo para NHPB; EAQl – quantidade de lipídeos no exame a 

fresco;  Hist 
IH  – infiltração hemocítica na histopatologia.  
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4. Discussão 277 
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 Um bom indicativo da saúde do camarão e seu nível nutricional é a quantidade 

de lipídeos nos túbulos do HP, que pode ser visualizada pela análise a fresco.  Na 

quantificação de lipídeos, neste órgão, constatou-se que os animais saudáveis 

apresentam túbulos hepatopancreáticos repletos de lipídeos (já que animais saudáveis se 

alimentam bem e com alimento propício). Um nível reduzido destes pode ser causado 

não apenas por doença como a NHPB, mas também por uma deficiência alimentar e até 

mesmo contaminantes na água, como por exemplo, os pesticidas. Além disso, o período 

de ecdise do animal também tem influência sobre a quantidade de lipídeos nos túbulos. 

Animais no período pré-ecdise apresentam quantidades elevadas de lipídeos nos 

túbulos, ocorrendo o inverso no período pós-ecdise, quando os camarões apresentam 

quantidades mínimas de lipídeos nos túbulos do HP (Clifford, 1994).  

 Lightner (1996) e Morales-Covarrubias et al. (2006) verificaram a presença de 

melanização nos túbulos do HP, ausência de gotículas de lipídeos e de massas 

citoplasmáticas da bactéria da NHPB pela análise a fresco. Esta última característica 

não foi observada no presente trabalho, porém a presença de desprendimento celular foi 

bastante marcante nas amostras analisadas, apesar desta característica não estar 

relacionada com o resultado positivo da PCR. 

 Encontrou-se um elevado porcentual de indivíduos com níveis significativos de 

desnutrição (Graus 0, 1 e 2 de lipídeos), principalmente nos animais PCR positivos. 

Outros fatores, tanto ambientais como de manejo, que não a presença da bactéria da 

NHPB, podem ter interferido nesses resultados, uma vez que indivíduos PCR negativos 

também apresentaram níveis significativos de desnutrição. A deformação nos túbulos e 

o desprendimento celular são alterações que podem caracterizar a NHPB, porém não 
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são específicas desta doença, podendo estar presentes em outras enfermidades ou em 

outros casos, como na vibriose, em casos de intoxicação, em períodos de ecdise ou até 

mesmo nos problemas nutricionais (del Río- Rodríguez et al., 2006) 
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Lightner e Redman (1998) afirmaram que a presença de vários agentes 

etiológicos ou fatores, como agentes tóxicos, deficiência nutricional, alterações 

ambientais, entre outros, às vezes causam falso diagnóstico de certas enfermidades. 

Dificilmente se encontra apenas um agente que cause a doença, o normal é encontrar 

mais de um agente etiológico de doença (infeccioso ou não), em apenas um animal ou 

em populações de camarões com enfermidades. As infecções virais são tipicamente 

acompanhadas por infecções bacterianas secundárias e infestações epicomensais, que 

podem muitas vezes causar a morte de um animal já comprometido inicialmente pela  

infecção causada por vírus. 

 Ficou demonstrado que o exame a fresco apesar de ser uma técnica muito 

importante para o monitoramento sanitário do cultivo, não deve ser usado para o 

diagnóstico da NHPB, como exame principal, devido a suas limitações e subjetividade, 

uma vez que a interpretação das lesões e o julgamento dos graus das mesmas podem ser 

variáveis, a critério de quem realiza a análise. Entretanto, Morales-Covarrubias et al. 

(2006) citaram que esta técnica é uma ferramenta de alta precisão e confiabilidade na 

detecção precoce da NHPB em camarões cultivados, apresentando a grande vantagem 

do curto tempo para a realização desta análise e da sua utilização para um estudo 

epizootiológico desta doença.  

 Morales-Covarrubias (2004) reportaram que os achados histopatológicos que 

caracterizam a fase aguda da doença são a atrofia severa dos túbulos, formação 

multifocal de granulomas (afetando um ou mais túbulos do HP), infiltração hemocítica 

(IH), podendo haver, em alguns casos, células epiteliais dentro dos granulomas e estes 
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estarem hipertrofiadas, com massas bacterianas no citoplasma e  alterações no epitélio 

tubular. Durante a fase crônica podem ser visualizados túbulos do HP muitos atrofiados, 

podendo haver formação de nódulos hemocíticos melanizados. Estas características 

foram as mais observadas, com relevância para a infiltração hemocítica, edema e lesões 

granulomatosas em um ou mais túbulos, havendo ainda massas bacterianas no 

citoplasma e atrofia dos túbulos, que caracterizam a fase aguda da doença. 
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Apesar de em muitas amostras não se ter observado lesões granulomatosas da 

NHPB, isso pode não significa que histologicamente não exista a lesão. Muitas vezes, o 

processo bioquímico da doença no organismo do animal ainda não ultrapassou as 

barreiras teciduais e desta forma, as lesões ainda não podem ser observados 

histologicamente. Além disso, pode ser que a parte de tecido fixado para histopatologia 

não tenha sido afetado por estes processos bioquímicos e desta maneira, também não 

sejam visualizados ao microscópio.  Ressalta-se que, como na análise a fresco, os 

achados de histopatologia (infiltração hemocítica, edema e atrofia dos túbulos) não são 

específicos da NHPB, uma vez que estas alterações também podem ser visualizadas em 

outros processos, como intoxicações (Jones et al., 2000). 

 A grande dificuldade da identificação do agente causal da NHPB é a 

impossibilidade de cultivar a bactéria (tipo Rickettsia) pelos métodos bacteriológicos 

tradicionais, não havendo seu isolamento nos animais infectados, uma vez que a 

Rickettsia é estritamente intracelular. Por esta razão, a PCR é uma ferramenta 

importante no diagnóstico desta doença, permitindo detectar estas bactérias não 

cultiváveis mesmo quando há um grande número de amostras para serem analisadas, 

simultaneamente.  A PCR em tempo real é um procedimento mais recente que permite 

quantificar a bactéria da NHP no tecido dos camarões e pode ser considerada uma 
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técnica de diagnóstico potencial desta enfermidade, principalmente por sua grande 

sensibilidade e especificidade (Vincent e Lotz , 2005) .  
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Apesar da confiabilidade na técnica de PCR, é importante ressaltar que os 

primers utilizados para esta análise são espécie-específico, o que significa que se o 

agente causador da doença for diferente daquele encontrado no primer específico, ou se 

houver mais de uma espécie causando o problema, o resultado será falso negativo. Além 

disso, um resultado positivo de PCR não significa que a enfermidade esteja realmente 

ocorrendo, significa apenas que o agente pesquisado está presente naquele organismo.  

De acordo com Lightner e Redman (1998), o hospedeiro pode variar de acordo com a 

espécie, idade, estágio de vida, status nutricional, imunidade, assim como o patógeno 

também varia, de acordo com sua virulência, concentração e habilidade de transpor as 

barreiras de imunidade do hospedeiro. Da mesma forma, o ambiente em que o animal 

vive também pode mudar com a densidade populacional, qualidade da água e do solo do 

viveiro, entre outros. Com este conceito, a simples presença de um agente em uma 

amostra enviada a um laboratório de diagnóstico, não significa necessariamente a 

manifestação da doença.   

 

5. Conclusão 
 
 

Conclui-se que não há relação significativa entre as técnicas de análise a fresco, 

histopatologia e PCR no diagnóstico da NHPB e dessa forma, as técnicas de exame a 

fresco e a histopatologia isoladamente, não devem ser usadas como técnicas de 

diagnóstico desta doença. 
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