GIANA BASTOS GOMES

COMPARACAO ENTRE AS TECNICAS DE EXAME A FRESCO,
HISTOPATOLOGIA E PCR, NO DIAGNOSTICO DA HEPATOPANCREATITE

NECROSANTE (NHPB), NO CAMARAO Litopenaeus vannamei.

RECIFE
2008



GIANA BASTOS GOMES

COMPARACAO ENTRE AS TECNICAS DE EXAME A FRESCO,
HISTOPATOLOGIA E PCR, NO DIAGNOSTICO DA HEPATOPANCREATITE

NECROSANTE (NHP), NO CAMARAO Litopenaeus vannamei.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia Veterinaria da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, como parte dos requisitos
necessarios para a obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncia Veterinaria.

Orientador: Dra. Emiko Shinozaki Mendes, Depto. de
Medicina Veterinaria, da UFRPE.

RECIFE
2008



Universidade Federal Rural de Pernambuco

Programa de Péds-Graduacdo em Ciéncia Veterinaria
Parecer da comissdo examinadora da defesa de dissertacdo de mestrado de
GIANA BASTOS GOMES
COMPARAQAO ENTRE AS TECNICAS DE EXAME A FRESCO, HISTOPATOLOGIA E PCR,
NO DIAGNOSTICO DA HEPATOPANCREATITE NECROSANTE (NHP), NO CAMARAO
Litopenaeus vannamei.
Avrea de concentragdo: Medicina Preventiva
A comissdo examinadora, composta pelos professores abaixo, sob a presidéncia do primeiro, considera
o(a) candidato(a) GIANA BASTOS GOMES

como aprovado.

Recife, 28 de fevereiro de 2008.

Profa. Dra. Emiko Shinozaki Mendes (DSc, UFRPE)
Orientadora

Prof. Dr. Eudes de Souza Correia (DSc. UFRPE)
1° Examinador

Prof. Dr. Paulo de Paula Mendes (DSc, UFRPE)
2° Examinador

Profa. Dra. Maria Raquel Coimbra (DSc. UFRPE)
3° Examinador

Prof. Dr. Fernando Leandro dos Santos (DSc, UFRPE)
Suplente



“A vida esta cheia de um potencial verdadeiramente incompreensivel (...) na
maioria dos casos, nossas ditas limitacdes nada mais sdo que nossa propria decisao
de nos limitarmos.”

Daisaku lkeda

“Impossivel é apenas uma palavra, usada por gente fraca, que prefere viver
no mundo em que estd em vez de usar o poder que tem para mudéa-lo. Impossivel
ndo é um fato, é uma opinido. Impossivel ndo é uma declaracédo, ¢ um desafio.

Impossivel é hipotético. Impossivel é temporario. Nada € impossivel”.

Autor desconhecido



AGRADECIMENTOS

Agradeco, sinceramente, a todos que de alguma forma, direta ou indiretamente,
contribuiram para a realizagdo deste trabalho, especialmente:

A Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) - Departamento
Medicina Veterinaria, Programa de Pos-graduacdo em Medicina Veterinaria;

Ao Laboratério de Sanidade de Organismos Agquaticos (LASOA), no
Departamento de Medicina Veterinaria pela realizacdo das anélises laboratoriais;

Ao CNPq pela concesséao da bolsa de estudo;

A Professora Dr2. Emiko Shinozaki Mendes, por toda orientacdo, incentivo,
dedicacdo e paciéncia;

Ao Professor Dr. Fernando Leandro dos Santos, pela co-orientacdo, amizade,
prestatividade e principalmente por todos 0s ensinamentos adquiridos no decorrer da
pesquisa;

Ao Professor Dr. Paulo de Paula Mendes, pela disponibilidade, boa vontade e
atencdo, contribuindo com seus conhecimentos a este trabalho;

A Professora Dr2. Raquel Coimbra, pela prestatividade, receptividade e gentileza
durante a realizagéo do experimento.

Ao pessoal do Laboratério de Genética Aplicada (LAGA) do Departamento de
Pesca e Aquicultura, pela cumplicidade e ajuda nos momentos necessarios,
principalmente a Karine Kelly pela dedicacdo durante a realizagdo da pesquisa.

A todos os amigos do LASOA, pela paciéncia, ajuda e pelos momentos
especiais, principalmente a querida amiga Lilian Goes, pela amizade, dedicacdo e
carinho nos momentos dificeis, a meiga e admiravel Verdnica Arns pelas conversas
sinceras e pelos conselhos e a amiga Suely Bezerra, pelo respeito, apoio e pelas longas
conversas, que sempre me fortaleceram, quando mais precisei.

A todos os amigos, funcionarios, graduandos da UFRPE que contribuiram para a
realizacao deste trabalho;

Principalmente ao meu anjo, amigo e amado marido, José Antonio, que me
apoiou, incentivou e sempre acreditou em mim até mesmo quando eu ndo acreditaval

Muito obrigada!



SUMARIO

LiSta dE tADRIAS ....eeeeeeeeeeeeeeee et

Lista de fIQUIAS........ccveiiiic e

LiSta dE @DrEVIALUIES. ..ot

Resumo
Abstract
Introducéo

Obijetivos

REVISAO Aa HEIAtUIA. ...,

3.1 Caracteristicas Etioldgicas
3.2 Epidemiologia

3.3 SHNAIS CHNICOS. ..ceeee oo et e e e
3.4 DIAGNOSHICO. ... cvveieieiie sttt st st

3.5 Controle e Profilaxia

Referéncia BiblOgrafiCa...........ocoviieiiiiniiecceeee s

Artigo cientifico
. Resumo.......
. Introdugéo..
. Material € MELOUOS. .......oeiivieiiie e
cRESUAAOS. ...
. Discussao...
. Concluséo...
. Referéncias

~NOoO ok~ WOWDN -

10

11

12

13

14

15
16
18
20
22
24

30
32
33
34
38
42
45
46



LISTA DE TABELAS

Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:

Grau de severidade das alteracdes do hepatopancreas do camardo
LitOPENAUES VANNAMEL......cviitiiiiiiieiieieie e

Quantificacdo de lipideos nos tubulos do hepatopancreas do camardo
LitOPenaues VanNamEI .........cccceiviieiieiecie s ese et se e s

LesOes observadas no exame a fresco em amostras PCR positivas em
NEGativas (NHPB)........oooi e

Porcentual de lesGes observadas no HP de animais PCR positivos e
negativos (NHPB) na histopatologia...........cccceeereiieiiiienienenie e

35

36

38



LISTA DE FIGURAS

Figura 1:
Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Tadbulos do Hepatopancreas com auséncia de lipideos,
desprendimento celular e estrangulamento dos tubulos......................
Lesdo granulomatosa (A) caracteristica de NHPB e infiltracdo

hemocitica (B), (H&E 40X).......cccoureririririnieise e,
Relacdo entre o porcentual de amostras com PCR positivas e
negativas (NHPB) e a alteragio nos tdbulos (em

Relacdo entre o porcentual de amostras com PCR positivas e
negativas (NHPB) e a quantidade de lipideo nos tabulos (em

19

20

39

40



LISTA DE ABREVIATURAS

ABCC: Associacgéo Brasileira dos Criadores de Camaréo.

FAQ: Food and Agriculture Organization.

HH: Hepatopancreatite Hemocitica.

HP: Hepatopancreas

Davidson’s AFA: fixador composto por Alcool, Formol, Acido acético.
ddH,0: &gua ultrapura

NHP: Hepatopancreatite Necrosante.

NHPB: Hepatopancreatite Necrosante por Bactéria.

OIE: Organizacdo Mundial de Saiude Animal.

IHHNV: Virus da Necrose Infecciosa Hipodermal e Hematopoiética.

WSSV: White Spot Sindrome Virus/ Sindrome do Virus da Mancha Branca



10

RESUMO

No Brasil, o cultivo do camardo branco do Pacifico Litopenaeus vannamei tem
melhores resultados na regido nordeste devido as condi¢des climaticas, a qualidade da
agua e a existéncia de areas estuarinas favoraveis ao cultivo de peneideos. No entanto, a
carcinicultura brasileira se desenvolveu de forma rapida e desordenada, favorecendo a
manifestagdo de enfermidades de etiologias variadas. A Hepatopancreatite Necrosante ¢
uma doenga causada por uma bactéria intracelular da ordem Rickettsia (NHPB), que se
destaca entre as enfermidades de origem bacteriana responsaveis por altas mortalidades
e prejuizos econdmicos por ser uma doenca de dificil controle e diagnodstico. Assim
sendo, objetivou-se comparar duas técnicas tradicionais, exame a fresco e
histopatologia, com um método molecular, a Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR),
no diagnostico da NHPB em camardes L. vannamei. Foram coletados 154 camardes em
intermuda de viveiros de engorda de uma fazenda do litoral sul do estado do Rio Grande
do Norte/Brasil. O hepatopancreas de cada animal foi retirado e dividido em trés partes,
sendo uma imediatamente examinada a fresco em microscopio Optico e as outras duas
fixadas para posteriores analises histopatologicas e de PCR. Os parametros observados
no exame a fresco foram coloracdo, quantidade de lipideos, deformacdo nos tabulos,
desprendimento celular e melanizacdo, enquanto na histopatologia se observou
infiltragdo hemocitica, edema, lesdes granulomatosas e atrofia dos tubulos. Os animais
PCR positivos tenham apresentado menor média na quantidade de lipideos, maior
média no grau de deformacdes nos tubulos e maior porcentual de individuos
apresentando lesdes no hepatopancreas (desprendimento celular, melanizagao,
infiltragdo hemocitica, lesdes granulomatosas e atrofia dos tiibulos) quando comparados
aos individuos PCR negativos. Nao houve relagdo significativa (P>0,05) entre o
resultado da PCR com as varidveis analisadas nos exames a fresco e histopatoldgico.
Um porcentual significativo de individuos PCR negativos também apresentou lesdes e
anormalidades no hepatopancreas, possivelmente relacionados a outras etiologias que
nao NHPB. Conclui-se que ndo hé relagdo significativa entre as técnicas de analise a
fresco, histopatologia e PCR no diagnoéstico da NHPB e dessa forma, as técnicas de
exame a fresco e a histopatologia isoladamente, ndo devem ser usadas como técnicas de
diagnostico desta doenga.

Palavras-chave: Rickettsia, diagndstico, 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. INTRODUCAO

Mundialmente, os camardes cultivados e capturados alcangaram uma producao
de 6,092 milhdes de toneladas no ano de 2005, das quais 43,92 % foram oriundos de
cultivos (FAO, 2007). O Brasil obteve a lideranga na produtividade mundial no ano de
2003, sendo responsavel pela maior produgdo (90.190 t) do camardo Litopenaeus
vannamei do hemisfério ocidental. No entanto, a partir deste mesmo ano comegou a
ocorrer a primeira queda na produgdo brasileira, devido, principalmente, ao
aparecimento do virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV), a baixa cotagdo do ddlar e a
taxacao promovida pelos Estados Unidos contra o produto brasileiro.

O crescimento da carcinicultura brasileira ocorreu de forma desordenada com os
produtores cultivando camardes sem a observacdo necessaria dos procedimentos
adequados, como o uso de elevada densidade de estocagem, somado as condigdes
inadequadas das instala¢des e de manejo, além da ma qualidade da 4gua do cultivo. Tais
praticas culminam no aumento da possibilidade de desencadeamento de sérios
problemas como o aparecimento das enfermidades, que podem ter etiologias variadas,
como os virus, fungos, protozoarios, bactérias. Entre as enfermidades de origem
bacteriana que podem acometer os camardes, destaca-se a Hepatopancreatite
Necrosante, que tem merecido grande destaque nos ultimos anos devido as enormes
perdas econdmicas ocasionadas aos produtores de todo Nordeste.

A NHPB ¢ uma enfermidade severa que acomete peneideos, podendo ocasionar
mortalidades muito altas nos tanques afetados. Ela também ¢ motivo para muitas
discussoes, tanto entre produtores, técnicos e pesquisadores devido a confusdo na
detec¢do da mesma, uma vez que na maioria dos casos ela ¢ confundida com o
diagnostico da vibriose, doenga também bacteriana, causada pelo género Vibrio.

Apesar de ja se passarem mais de 20 anos, desde o aparecimento dessa
enfermidade, ainda sdo escassos os estudos sobre o tema, principalmente em relacao a
seu diagndstico, controle e tratamento, portanto, fazendo-se necessarias 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

diagnoéstico da Hepatopancreatite Necrosante (NHPB) ocasionada por Rickettsia.

2.2 Objetivos Especificos

e Testar a técnica de exame a fresco na detec¢do da NHPB;
e Testar a técnica de histopatologia no diagndstico da NHPB;

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

diagnostico da NHPB, no camardo Litopenaeus vannamei.
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| 3. REVISAO DA LITERATURA

No ano de 2005, o maior produtor mundial de camardo marinho cultivado foi a
China com 1.024.949 tonelada, sendo seguida pela Tailandia (375.320) e Vietna
(327.200). Nas Américas, o Equador teve a maior producdo com 130.000, sendo
seguido pelo México com 72.279 ¢ o Brasil com 65.000t. No Brasil, o Litopenaeus
vannamei constitui a principal espécie utilizada em cultivo comercial de camardo
marinho. O estado do Rio Grande do Norte, em especial, reine as condi¢gdes geograficas
favoraveis devido as condi¢des climaticas, qualidade da dgua e temperatura, bem como
a existéncia de areas estuarinas, extremamente propicias para o cultivo de peneideos,
liderando a produgdo nacional com 26 mil toneladas (ABCC, 2007).

Apesar de o Nordeste apresentar todas as condi¢des climdaticas para o
desenvolvimento da carcinicultura, a producdo desses animais nos ultimos anos passou
a apresentar problemas com o aparecimento das enfermidades, como a
Hepatopancreatite Necrosante (NHPB), que pode ser definida como a inflamagdo e
necrose do hepatopancreas (HP), foi verificada inicialmente no Texas, EUA, nos anos
80 e subseqiientemente, em muitos paises da América do Sul, como Peru, Equador,
Venezuela, Panama e Brasil (AGUIRRE-GUZMAN ASCENCIO- VALLE, 2000;
ARANGUREM et al., 2006).

Trata-se de uma doencga bacteriana severa que acomete camardes marinhos
brancos, sendo responsavel por causar danos na produ¢do de camardes marinhos nas
Américas, tendo limitado gravemente a producdo 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). Infecgdes por Rickettsia, que causam NHPB
tétm causado sérios prejuizos econdmicos também na carcinicultura brasileira,
principalmente em cultivos com condigdes ambientais inadequadas (BUCHELI et al.,
2004).

A NHPB ¢ causada por uma bactéria da ordem Rickettsia, que compreende um
largo e diverso grupo de organismos, sendo freqiientemente patogénicos para uma ou

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

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

3.1 CARACTERISTICAS ETIOLOGICAS

O agente etiolégico da NHPB ¢ uma bactéria intracelular obrigatéria pequena,
membro das a-Proteobacteria, do tipo Rickettsia, que reside ¢ se multiplica nas células
epiteliais dos tiibulos do hepatopancreas (HP) de camardes marinhos infectados (LOY
et al., 1996a; BRADLEY-DUNLOP et al., 2004). As Rickettsias sao bactérias Gram-
negativas, pleomorficas, ou seja, podem variar em forma e tamanho. Sado
microrganismos que lembram morfologicamante individuos da ordem Rickettsiales
(FRELIER et al., 1992a; LOY et al., 1996b).

As a-Proteobactérias foram descritas inicialmente como trés microrganismos:
uma bactéria do tipo rickettsia, pleomorfica com forma de bastdo, outra bactéria com
forma helicoidal e outra sendo uma bactéria filamentosa (KROL et al., 1991). Andlises
morfologicas mais recentes evidenciaram a presenga de uma bactéria simples presente
em duas formas distintas (FRELIER et al., 1992a, LIGHTNER et al., 1992, VINCENT
et al.,, 2004). A forma predominate ¢ a de bastdo, do tipo rickettsia, sem flagelos e
ocasionalmente exibindo uma zona de constric¢do transversa indicativa de replicagdo
por fissdo binaria (FRELIER et al., 1992a, VINCENT et al., 2004). Lightner et al.
(1992) relataram que a forma helicoidal possui oito flagelos no apice basal e um ou
possivelmente dois flagelos na crista. Uma forma confusa, intermedidria, exibindo
morfologia de ambas variantes ¢ observada ocasionalmente nas células epiteliais de
hepatopancreas infectados, o que sugere a replicacdo da forma de bastdo na forma
helicoidal. Segundo Frelier et al. (1992a) e Loy et al. (1996b), esta forma intermedidria
apresenta uma membrana citoplasmatica trilaminar com ondula¢des e um envelope
externo.

As Rickettsias sdo bactérias que so6 se reproduzem dentro das células, porque
necessitam de um sistema enzimatico que gere energia suficiente para sua reprodugdo e
de um citoplasma rico que estabilize sua membrana celular incomum. Sao consideradas
bactérias verdadeiras devido a estrutura semelhante as bactérias Gram-negativas. Esta
caracteristica (reproduc¢do intracelular) dificulta sua identificagdo, pois € dificil cultiva-
la pelos métodos microbioldgicos rotineiros (GIL et al.,, 2001). Segundo Lightner
(1996) e Braasch et al. (1999), as tentativas de cultivo desta bactéria pelos métodos

bacteriologicos tradicionais, ndo tém apresentado bons resultados.
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Segundo Mauel e Miller (2002), durante a década de 90, membros de um grupo
de bactérias intracelulares obrigatorias, do tipo Rickettsia (RLO- rickettsia like
organism) foram reconhecidos como importantes patdégenos de peixes. Este tipo de
bactéria ocorre globalmente tanto em peixes de dguas doce quanto salgada. A mais
antiga identificagdo de RLO em peixes foi realizada por Mohamed (1939), na espécie
Tetrodon fohaka encontradas no Rio Nilo, no Egito.

Uma identificagdo de RLO em peixes foi feita por Davies (1986) quando o
mesmo observou bactérias coccoides em vacuolos ligados a membranas, em linfécitos
de peixes da espécie Callianymus lyra em aguas costeiras da regido de Wales. Estes
microrganismos ocorrem freqiientemente em branquias e epitélio digestivo de moluscos
marinhos, sendo nestes casos benignas (FRYER e LANNAN, 1994).

Contrariamente, alguns trabalhos citam que as RLO seriam diretamente
responsaveis pela mortalidade em moluscos marinhos e teriam um papel importante na
doenga destes animais (NORTON et al., 1993; MOORE et al., 2000; WU e PAN,
1999a,c, 2000). Sabe-se que as Rickettsias ndo matam as células do hospedeiro pela
producdo de toxinas, mas a penetracdo das mesmas nas células hospedeiras causa danos

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

3.2 EPIDEMIOLOGIA

Um aspecto muito importante da NHPB, em camardes marinhos, ¢ que esta
doenca estd associada a condi¢des de elevada salinidade e temperatura. Periodos
prolongados de altas temperaturas (> 29° C) e mudancas na salinidade (entre 20-40 %o)
precederam o desenvolvimento da NHPB no Texas (FRELIER et al, 1992a,
LIGHTNER, 1996, LOY et al., 1996a). Apesar de a NHPB ser uma doenca capaz de
causar severas mortalidades e transtornos financeiros em criagdes de camarao cultivado
ela ndo estd na lista de doengas consideradas de notificagdo obrigatdria pela OIE (OIE,
2001). Um dos fatores que contribuem para a NHPB nao ser considerada uma doenca de
grande importancia aos crusticeos estd relacionada a sua presenca com estas condi¢des
ambientais especificas (Lightner, 1996).

De acordo com Vincent (2004), héa transferéncia oral do agente etioldégico em
camardes sadios, havendo mortalidade induzida por NHPB a partir dos 18° até o 41° dia
apods exposi¢cdo ao agente, nao havendo recuperacio dos animais infectados. Além disso,

os sintomas da enfermidade ja podem ser visiveis duas ou trés semanas ap6s infecgao.
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Em trabalho realizado por Frelier (1992b), foi constatado que a transmissao da
NHPB através da agua ndo ¢ eficiente, sendo necessario um reservatorio para a
transmissdo desta bactéria intracelular.

Segundo Leclercq et al. (2004), diversas espécies de crustaceos como
caranguejos, copépodes, Callianasa spp, podem ser consideradas como reservatorios de
espécies da bactéria de NHP, especialmente o Lepidophthalmus spp., pequeno
crustaceo, que pode mover-se profundamente nos sedimentos de viveiros e persistir por
longos periodos de secagem.

A NHPB afeta tanto animais em estadgio juvenil quanto adulto, ndo sendo
registrados casos em poés-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 susceptivel. Vincent et al. (2004) citaram que a transmissdo da
doenca ndo ocorre de forma satisfatéria quando se injeta o agente, no entanto, a
transmissdo através da ingestdo de material infectado ou canibalismo de camardes
mortos infectados, parece ser a forma de infec¢@o natural.

A bactéria causadora de NHP infecta as células do hepatopancreas, que ¢ a
maior glandula digestiva do camardo. Este contém muitos tipos de células, incluindo
células do tipo E, R, F e B (GIBSON ¢ BARKER, 1979). As células E caracterizam-se
pela atividade mitotica, sendo a fonte de formacdo dos outros tipos de células e estdo
localizadas na por¢do mais distal do hepatopancreas (VOGT, 1994). Segundo Al-
mohanna e Nott (1987), as células do tipo R armazenam lipideos e glicose, sendo estas
as células encontradas em maior quantidade. Existem ainda, as células tipo F que
secretam enzimas digestivas e sdo encontradas em menor quantidade e as células do tipo
B, que realizam a digestdo intracelular, acumulam e transportam nutrientes (AL-
MOHANNA ¢ NOTT, 1986).

Entre poucos estudos existentes sobre a patogénese da bactéria da
Hepatopancreatite Necrosante, Vicent e Lotz (2005) relataram que € possivel observar
um aumento no nimero de células hepatopancreaticas no desenvolvimento da infec¢ao
pela bactéria da NHPB o que sugere que deve haver multiplicagdo e dispersdao
bacteriana associada com os danos causados ao tecido. Além disso, nas células ja
maduras pode-se observar a bactéria, ainda no inicio da infec¢@o. Isso ndo sugere que
estes microrganismos tenham preferéncia por um tipo de célula. No entanto, observa-se

que as células do tipo E s3o menos suscetiveis a infec¢do que os outros tipos celulares.
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Fatores exdgenos, como temperatura e salinidade, interagem com fatores
internos (nivel nutricional, nivel 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
laboratoérios de maturagdo, especialmente as fémeas que sofreram processo de ablagao.
A mortalidade nessas fémeas foi maior quando comparada com aquelas que receberam
injecdes de hormonio e do grupo controle. Isto sugere que um fator estressante
adicional, como uma ablag¢do, pode agravar a infec¢cdo por NHPB, resultando em doenca
e mortalidade (MORALES, 2006).

Morales-Covarrubias (2004) observaram que a doenga se manifesta
principalmente nos meses de abril a agosto, mas sua alta prevaléncia ¢ observada nos
meses de setembro e outubro, com altas mortalidades dos camarGes cultivados no
Meéxico. Le Moullac et al. (2000) também relataram a influéncia das mudancas
ambientais, juntamente com ablacdo induzindo alteragdes da resposta imune em
crustaceos, tanto em termos de nimero de hemdcitos, como na fagocitose e na ativagao

do sistema profenoloxidase em camardes cultivados.

3.3 SINAIS CLINICOS

Devido a inflamacdo cronica que ocorre nas células do epitélio do
hepatopancreas, este 6rgao torna-se palido e atrofiado. As células hepatopancreaticas
aparecem hipertrofiadas e com grande aglomerado bacteriano no citoplasma. As células
infectadas perdem a funcionalidade e se tornam necréticas, gerando uma forte resposta
inflamatoria, que resulta na formacdo de multiplas lesdes granulomatosas no
hepatopancreas. Este quadro causa severos problemas no camardo, pois o
hepatopancreas tem um papel muito importante na realizacdo das funcdes digestivas,
como absor¢do e metabolismo de nutrientes. Essa disfuncdo pode alterar
significativamente o desenvolvimento do animal (GIL et al., 2001).

Os camardes afetados apresentam-se letargicos, anoréxicos, com baixo
crescimento, ha diminuicdo no consumo de racdo e elevado fator de conversdo
alimentar. O exoesqueleto encontra-se amolecido, corpo flacido, cuticula frouxa,
branquias escurecidas, aspecto escuro devido a expansdo dos cromatdforos nas bordas
dos urdpodos e pledpodos, resultando em mortalidade. O trato digestivo encontra-se

vazio devido ao processo inflamatorio cronico (BROCK e MAIN, 1994).
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Segundo Frelier et al. (1992a), pode-se classificar a infeccio de NHPB, em trés
estagios, tanto com relagao a andlise a fresco como as alteragdes histopatologicas, como
se pode visualizar nas Figuras 1 e 2. Estagio 1: caracterizado por dispersao dos tiibulos
hepatopancredticos exibindo grupos de células contendo bactéria intracelular, mas sem
infiltragdo  hemocitica. Estdgio 2: caracterizado por numerosos tubulos
hepatopancreaticos enrugados, hipertroficos ou com epitélio atenuado com ectasia
tubular, poucos tubulos necrdticos, alguma descamacao luminal das células epiteliais e
ocasionalmente infiltragdo hemocitica. Estadgio 3: caracterizado por numerosos tubulos
hepatopancreaticos necréticos dispersos, com falta de epitélio intacto e descamacao das
células epiteliais, densa infiltracdo hemocitica, melanizagao e fibrose. Uma diminui¢ao
na quantidade de lipideos no hepatopancreas ¢ progressivamente observada do estagio 1
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Figura 1: Tubulos do hepatopancreas com auséncia de lipideos,
desprendimento celular e estrangulamento dos tiibulos.
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Figura 2: Lesao granulomatosa (A) caracteristica de NHPB
e infiltracdo hemocitica (B), (H&E 40x).

3.4 DIAGNOSTICO

Sabe-se que para o diagnostico da infeccdo por NHPB pode-se utilizar
tanto o hepatopancreas (HP) como também as fezes. Nas técnicas de biologia molecular
e histopatologia ocorre a morte do animal para que se faca a analise do tecido do HP.
No entanto, um método ndo destrutivo para detec¢ao da NHPB foi descrito por Brifiez
et al. (2003) utilizando-se fezes de reprodutores de L. vannamei. Além disso, Vincent ¢
Lotz (2005) detectaram o DNA da NHPB em fezes de camardes juvenis e quando
comparam a quantidade de NHPB encontrada no HP e nas fezes de um mesmo animal,

observaram que no HP este nimero ¢ maior.

A andlise a fresco ¢ uma técnica utilizada, principalmente no campo, para
monitorar o estado se saide dos animais e também para realizagdo de diagnosticos
presuntivos no laboratdrio. A técnica consiste na disseca¢do do camardo em todos seus
estagios, com o proposito de serem observadas as alteragdes que ocorrem nos 6rgaos e
tecidos. No entanto, ndo deve ser considerado como um diagnoéstico definitivo, uma vez
que sua interpretagdo baseia-se principalmente na pericia do técnico que realiza o
exame, sendo indicada a confirmacgdo 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 andlise a fresco do
tecido do hepatopancreas, pode-se verificar que, na fase aguda da doenca, ha atrofia do
hepatopancreas, maior desprendimento celular, células com nucleos hipertrofiados,
coloracdo palida, textura mole e edematosa, melanizagdo, atrofia dos tiibulos necrose
das células e dos tiibulos. Na fase cronica da doenga, hd uma menor melanizagdo, com
atrofia dos tubulos, necrose das células e tubulos. A quantidade de lipideos fica
comprometida quando ocorre NHPB, podendo se verificar a auséncia ou uma
quantidade reduzida de goticulas dos mesmos ao longo dos tibulos do hepatopancreas,
Nos casos mais graves.

Segundo Lightner ¢ Redman (1998), os métodos de detec¢dao de patdgenos e de
diagnéstico de doencas mais utilizados pelos patologistas e por laboratérios de
diagnostico, tém sido atualmente revisados, porque as técnicas utilizadas ainda se
baseiam nos métodos classicos. Entre os mais importantes se destacam a observagao de
sinais clinicos caracteristicos, além de testes laboratoriais como, exames diretos ao
microscOpio, microbiologia classica com isolamento dos agentes etiologicos,
histopatologia e histoquimica.

Especificamente em relagdo a Hepatopancreatite Necrosante, os métodos
laboratoriais mais utilizados no seu diagndstico s3o os exames a fresco, a
histopatologia, as sondas génicas (LOY e FRELIER, 1996; LIGHTNER, 1996), a
hibridizagdo in situ (LIGHTNER, 1996) e a PCR. Esta tltima técnica de diagnostico,
tem tido aplicagdo no diagnostico de muitas enfermidades de camardes, principalmente
nas viroses. Mas esta técnica também tem sido muito utilizada para a deteccdo de
patogenos como a bactéria da NHPB. Nessa técnica, pequenas partes indetectaveis de
DNA podem ser amplificadas para produzir quantidades detectaveis de pedacos do
DNA (LOY etal., 1996; LIGHTNER ¢ REDMAN, 1998).

Outra forma muito comum de diagndstico para detecgdo de lesdes sugestivas da
doenca ¢ a histopatologia que analisa partes de tecidos. Alteragdes histopatologicas em
camaroes positivos para NHPB incluem atrofia do HP com moderada ou severa atrofia
da mucosa dos tabulos, além de lesdes granulamatosas multifocais envolvendo um ou
mais tubulos. Mas pode-se também, utilizar sondas moleculares ou genéticas, como Dot
Blot ou hibridizagdo in situ, as quais tém sido utilizadas com sucesso para detecgido
viroses de camardes como IHHNV e WSSV, mas também para detec¢do da bactéria da
NHPB (LIGHTNER, 1996; LOY et al., 1996b; BRINEZ et al., 2003; NUNAN et al.,
2003a).
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A técnica de hibridiza¢do in situ também tem sido utilizada como forma de
proporcionar a classificagao filogenética, assim como, distinguir espécies de bactérias
sem especificar grupos gendmicos (LOY et al., 1996). As infeccdes por NHPB podem
ser confirmadas pela hibridizagdo in Situ com uma prova complementar de DNA e por
PCR, mas anticorpos monoclonais também tém sido desenvolvidos para deteccdo de
NHPB (LIGHTNER e REDMAN, 1998; BRADLEY-DUNLOP et al., 2004).

Atualmente, o método de diagndstico utilizado, com resultados mais precisos e
eficientes, ¢ a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e exame do tecido afetado
através da microscopia eletronica. Estas técnicas ainda tém custo elevado,
principalmente por necessitarem de material e equipamentos especificos, além de mao-
de-obra especializada (GIL et al., 2001). A PCR, descrita por Kary Mullis em 1985,
envolve a sintese in vitro de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA na
presen¢a de uma enzima DNA polimerase termorresistente, a Taq polimerase, originaria
da bactéria Thermus aquaticus. A reagdo ocorre pelo nivelamento e extensao enzimatica
de um par de oligonucletideos (primers), utilizados como inicializadores que delimitam
a seqiiéncia de DNA, alvo da amplificacdo. Assim, quando a seqiiéncia do DNA do
virus ou bactéria é conhecida, os primers podem ser sintetizados para se anelarem a esta
seqiiéncia e através da PCR, quantidades deste DNA poderao ser amplificadas até niveis
detectaveis. A PCR nao s6 permite o diagndstico na fase cronica da doenga, como
também possibilita a coleta de grandes amostragens sem o sacrificio 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 identificacdio do agente mais

rapidamente até menso nos estagios iniciais da doenga ( VINCENT e LOTZ, 2005).

3.5 CONTROLE E PROFILAXIA

O monitoramento das caracteristicas fisico-quimicas da agua ¢ um fator de
extrema importancia para a profilaxia de muitas enfermidades, tendo grande relevancia
para a epidemiologia da NHPB. Outro ponto importante ¢ o vazio sanitario dos viveiros
entre ciclos (secagem completa do solo) e a correta preparagdo dos mesmos neste
periodo, o que inclui a oxidacdo da camada superficial através de gradeamento, a
desinfeccao de areas umidas com cal virgem e o controle do teor de matéria organica do
solo com nitrato de sédio e/ou adi¢do de bactérias redutoras de matéria orgénica, além

da obtencdo de pos-larvas oriundas de matrizes livres de NHPB (LIGHTNER, 1996).
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Atualmente, apenas uma droga antimicrobiana estd aprovada pelo MAPA
(Ministério da Agricultura e Abastecimento) para uso exclusivo na aqiiicultura, porém
ndo para camardes, sendo também aprovada pelo Food and Drug Administration
(FDA), embora alguns estudos estejam em processo de finaliza¢do para a liberagao de
drogas para o controle e tratamento de doencas 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 poténcia, ¢ muito usada como antibiotico de
eleicdo contra infec¢des bacterianas em peixes cultivados, apresentando bons resultados
quando usada em camardo de cultivo para o tratamento de infecgdes 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 camarao apresentando bons resultados.

De acordo com Frelier et al. (1994), o tratamento com oxitetraciclina na racao
contendo uma propor¢ao de 1,5g /kg de alimento e usado por 14 dias foi efetivo no
tratamento da doenca se administrada quando ha diagnéstico precoce da infeccdo. No
entanto, ainda se sabe pouco sobre a disposicdo e farmacocinética da OTC no
organismo de crustaceos (REED et al., 2004).

A medida que a industria da aqiiicultura cresce, aumenta também a preocupagio
com o uso indiscriminado de drogas e possiveis riscos para a saide humana, assim
como os impactos ambientais que podem ser ocasionados pelos residuos das mesmas
(REED et al., 2004).

Apesar de a Hepatopancreatite Necrosante ter sido identificada ha pelo menos 20
anos no camarao marinho cultivado, estudos sobre a doenga e, principalmente, em
relacdo ao seu diagndstico, ainda sdo poucos, sendo o maior problema o fato de a
bactéria causadora ser exclusivamente intracelular, ou seja, ndo pode ser cultivada in
vitro pelos meios de cultivo convencionais. O tratamento com antibidtico ndo ¢é
recomendado por ndo existir droga antimicrobiana aprovada no Brasil, além dos riscos
para a satide humana e os impactos ambientais ocasionados pelos residuos das mesmas.
Dessa forma, ¢ possivel considerar que o controle da NHP fica restrito ao manejo das
fazendas, principalmente ao controle da qualidade da agua utilizada nos cultivos e do

monitoramento de seus parametros, de forma que se mantenha o conforto dos animais.
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RESUMO

Entre as enfermidades de origem bacteriana que podem acometer os camardes
destaca-se a Hepatopancreatite Necrosante (NHPB), doenca de dificil controle e
diagnostico 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 Reagdo de Cadeia de Polimerase (PCR),
no diagnostico da NHPB no camarao marinho Litopenaeus vannamei. Foram coletados
154 camardes oriundos de uma fazenda do litoral sul do estado do Rio Grande do
Norte/Brasil. O hepatopancreas de cada individuo foi retirado e dividido em trés partes,
sendo uma utilizada para exame a fresco e as outras duas fixadas para posteriores
analises de histopatologia e PCR. As caracteristicas analisadas ao exame a fresco foram:
coloracdo, quantidade de lipideos, deformagdo nos tubulos, desprendimento celular e
melanizagdo. Na histopatologia visualizou-se infiltracdo hemocitica, edema, lesdes
granulomatosas e atrofia dos tibulos. Verificou-se menor quantidade de lipideos, maior
grau de deformacdes nos tubulos e um maior porcentual de hepatopancreas com
desprendimento celular, além de melanizacdo, infiltragdo hemocitica ¢ lesdes
granulomatosas em individuos PCR positivos para NHPB do em que em animais PCR
negativos. Apesar disso, ndo houve relacdo significativa (P > 0,05) entre o resultado da
PCR com as variaveis analisadas no exame a fresco e histopatologia, uma vez que um
porcentual significativo de individuos PCR negativos também apresentaram lesdes.
Estas lesdes podem estar relacionadas a outras etiologias que ndo NHPB. Desse modo,
conclui-se que as técnicas de exame a fresco, histopatologia ¢ PCR isoladamente, ndo
devem ser usadas para o diagnostico desta doenca.

Palavras-chave: Rickettsia, Diagnodstico, Exame a fresco, Histopatologia, PCR.
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1. Introducgéo

O crescimento desordenado do cultivo do camardo branco Litopenaeus
vannamei no Brasil, foi acompanhado por diversos problemas, ocasionados
principalmente pelo manejo inadequado (densidades elevadas, instalagdes improprias,
ma qualidade da dgua) e a busca incessante por lucros. Como conseqiiéncia disso, houve
o aparecimento das enfermidades e entre estas a Hepatopancreatite Necrosante causada
por bactéria (NHPB), destaca-se ndo so por causar prejuizos econdmicos aos produtores
do Nordeste brasileiro, mas também por ocasionar muita discussdao a respeito do seu
diagnostico, prevengao e tratamento.

A NHPB ¢ uma doenga causada por uma bactéria intracelular obrigatoria, Gram-
negativa, pleomorfica, membro das a-Proteobacteria e do tipo Rickettsia, que reside e se
multiplica nas células epiteliais dos tubulos do hepatopancreas (HP) de camardes
marinhos infectados (Loy et al., 1996a; Bradley-Dunlop et al., 2004).

Como essa bactéria tem predilecdo pelas células do HP, os camardes infectados
possuem este Orgdo atrofiado, acarretando prejuizo na ingestdo de alimentos e,
consequentemente, no estoque de lipideos, interferindo negativamente no seu
desenvolvimento (Arangurem et al., 2006). Apresentam ainda, o exoesqueleto
amolecido, o corpo flacido, a cuticula frouxa e as branquias escurecidas. Os animais
encontram-se letargicos, anoréxicos ¢ ha um elevado fator de conversdo alimentar
(Brock and Main, 1994).

Um aspecto muito importante da NHPB, em camardes marinhos, é que ela esta
associada as condi¢des de elevada salinidade e temperatura, fato observado no surto
ocorrido no Texas, em que periodos prolongados de altas temperaturas (> 29° C) e

mudangas na salinidade (entre 20-40 %o) precederam a ocorréncia da NHPB (Frelier et
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al.,, 1992, Lightner, 1996, Loy et al., 1996), sendo estas caracteristicas peculiares
também ao clima predominante no Nordeste brasileiro.

A NHPB afeta tanto animais em estagio juvenil quanto adulto, ndo tendo
registros de casos em pos-larvas (Lightner, 1996), ocorrendo a transmissao do agente
pela ingestdo de material infectado, de camardes mortos infectados ou por canibalismo
(Vincent et al., 2004).

Entre as técnicas que podem ser utilizadas para deteccdo da NHPB destaca-se a
analise a fresco, a histopatologia, as sondas génicas, a microscopia eletronica e a PCR.
A andlise a fresco tem sido bastante utilizada a campo para realizagdo de diagnosticos
presuntivos e para o monitoramento da satide dos animais (Morales-Covarrubias, 2004).

Desta forma, objetivou-se relacionar as técnicas de andlise a fresco com a
histopatologia e a PCR no diagnostico da NHPB e avaliar a utilizacdo do exame a fresco

como técnica de detec¢do desta enfermidade.

Material e Métodos

2.1 Coleta das amostras

Foram coletadas 154 camardes 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 camardo produzidos no ano de 2006 (ABCC, 2007). Os
animais foram provenientes de trés viveiros dessa fazenda que possui historico de
NHPB com altas mortalidades. Apds pescados ao acaso com tarrafa, os camardes foram
colocados em baldes com aeracdo e transportados até o laboratério da fazenda para

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

para analise a fresco (Lightner, 1996).

2.2 Andlise a fresco

Parte do HP retirado no momento da coleta foi preparado em lamina com
solugdo salina a 3,0 % para avaliagdo direta ao microscopio, segundo método descrito
por Morales-Covarrubias (2004). Ao microscopio observou-se a presenga de
melanizagdo, de desprendimento de células do epitélio dos tibulos, alteragao tubular
(n6dulos hemociticos e atrofia ou necrose dos tubulos), além da colorag@o do fluido do
HP (normal, marrom-alaranjado; alterada, incolor, vermelha, amarelo). Uma das
principais caracteristicas analisadas foi a quantidade de lipideos nos tubulos, que esta
diretamente envolvida com o nivel nutricional do animal.

Nas Tabelas 1 e 2 sdo apresentados o grau de severidade das alteracdes e a
discriminacao da quantidade de lipideos, respectivamente, que podem ser observados no

exame a fresco.

Tabela 1: Grau de severidade das alteragdes do hepatopancreas do camardo Litopenaeus
vannamei.

Grau de TR
. Sinais clinicos
severidade
0 Nao apresentam sinais de deformag@o tubular, nem lesdes caracteristicas de sindromes.
1 Presenga muito baixa de deformagdo tubular (1-5/campo/animal).
Pouco desprendimento celular
2 Observa-se moderada presenca de deformacdo tubular (6-10/campo/animal). Ha

mortalidade quando ndo se aplica tratamento.

Observa-se alta presenga de deformagdo tubular (11-20/campo/animal). Detectam-se
3 lesdes moderadas e severas com melanizagdo e desprendimento celular e atrofia tubular.
Potencialmente letal quando néo se aplica tratamento.
4 Grande quantidade de tibulos deformados (> 20/campo/animal). Observam-se severas

lesdes como necrose, melanizagdo, atrofia e tibulos vazios.

Adaptado Morales- Covarrubias, (2004).
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Tabela 2: Quantificagdo de lipideos nos tiibulos do hepatopancreas do camardo Litopenaeus
vannamei.

Qua_nt,ldade Caracteristicas
de lipideos
Auséncia total de lipideos nos tibulos. Quando ndo se institui tratamento, ocorre alta
0 mortalidade, havendo grande prejuizo no crescimento (100% dos tubulos
vazios/campo/animal).
1 Baixa presenca de lipideos nos tubulos (25% do tibulo preenchido com goticulas de
lipideos/campo/animal).
2 Moderada presenga de lipideos nos tibulos (50% do tubulo preenchido com goticulas de
lipideos/campo/animal).
3 Alta presenca de lipideos nos tubulos (75% do tibulo preenchido com goticulas de
lipideos/campo/animal).
4 Replegdo total dos tabulos (100% do tabulo preenchido com goticulas de

lipideos/campo/animal).

2.3 Analise histopatoldgica

A andlise histopatologica foi realizada em uma parte de HP que foi fixada em
solugdo de Davidson (Bell e Lightner, 1988) no momento da coleta, por 24 h e,
posteriormente, transferidos para o alcool a 70%. Em laboratério, as amostras foram
coradas pela técnica da hematoxilina e eosina, segundo o método descrito por Behmer
(2003), e examinadas a microscopia Optica, observando-se a presenca de alteracdes,
como a atrofia dos tibulos, infiltracdo hemocitica, edema e forma¢ao multifocal de

granulomas (Morales-Covarrubias, 2004).

2.4 Anélise por PCR

Para as analises de PCR, as amostras foram fixadas com etanol 95% e
armazenadas em geladeira para posterior andlise. Todas as etapas dessa analise, desde a
extragdo do DNA, dissolucdo, amplificagdo e as reagdes de PCR e Nested PCR, foram
conduzidas de acordo com o protocolo recomendado pelo Kit comercial Farming
IntelliGene Tech Corp. 1Q2000™ NHPB Detection and Prevention System. Para a

extracdo do DNA foi utilizado EDTA (500mM, pH 8.0), solugao DTAB, solugao CTAB
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e ddH20, além de solugdo dissolvente. As amostras foram centrifugadas a temperatura
ambiente até 0 momento em que se passou a utilizar etanol 95% e 70%. Nesta etapa as
centrifugacdes foram realizadas a temperatura de - 4°C. Realizaram-se entdo a reagdes
de PCR e Nested PCR e a amplificacdo da seqiiencia de genes foi observada
separadamente por amostras de individuos PCR negativo ou positivo de NHPB, como

descritos pelo fabricante.

2.5 Andlise estatistica

Para geragdo do banco de dados e analises estatisticas, relacionou-se a presenga
ou auséncia (1 ou 0) da NHPB, pelo processo de PCR, em fungdo das analises
histopatologicas: atrofia tubular(Histawor). infiltragdo hemocitica (Histyy); edema
(Histgq); lesdo granulomatosa (Histrg); e das andlises do exame a fresco: quantidade de
lipideos (EAq); alterag@o tubular (EA4); desprendimento celular (EAp.); melanizagdo

(EAwm); cor do fluido do HP (EA(), de acordo com a formatagao a seguir:

PCR = B0+ B] Histagor+ Bz Histyy + B 3 Histgg + B4 HiStLg + B5 EAQ] + B6 EAa +
B7 EAp. e + B s EAM + Bg EAc + ¢

Em que: e;. erro associado a iésima observacao.

Para selecionar as varidveis significativas (P < 0,01) no modelo, utilizou-se o
processo de Stepwise Forward em que a estatistica “F” de Senedecor de entrada ¢ saida
forma ajustados para 4, de acordo com as técnicas descritas em Mendes (2006). As

analises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico Syseapro (versao 1.0).
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183 3. Resultados
184

185 Das 154 amostras de HP analisadas por PCR, 41,6% tiveram resultados positivos
186 e 58,4 % negativas, para NHPB. Através do exame a fresco, puderam-se observar
187  animais com poucas alteragdes no HP, mas com sintomas clinicos, como: cuticula
188  frouxa, coloracdo palida do hepatopancreas, desprendimento celular, melanizacao,

189  atrofia e estrangulamento tubular (Tabela 3).

190 Tabela 3: Lesdes observadas no exame a fresco em amostras PCR positivas e
191 negativas (NHPB).
NHPB NI Alteracéo Quantidade Desprendimento  Melanizacdo  Coloracéao
tubular de lipideo celular (%) o fluido
%) (*0)

PCR+ 64 186+1,49 227+1.28 79,7 + 40,6 59,4+495 64,1+484
PCR- 90 134+132 2.83+130° 62,2 + 488 444 +50,0 66,7+47.4

192 NI: nimero de individuos.

193 Letras diferentes entre linhas representam valores estatisticamente diferentes, pela
194  técnica de analise de variancia (P< 0,05).

195

196 Os individuos PCR positivos apresentaram maior grau de alteragdo tubular e
197  menor quantidade de lipideos no HP, quando comparados aos individuos PCR negativos
198  (Tabela 3). Um alto porcentual de desprendimento celular e de melanizagdo foram
199  observados em individuos PCR positivos (79,7 e 59,4%, respectivamente), bem como,
200 em animais PCR negativos (62,2% e 44,4%, respectivamente). Em relagdo a coloragdo
201 do HP, individuos PCR negativos apresentaram mais alteracdo do que os individuos

202  PCR positivos.

203 Nos camardes que apresentaram positividade na PCR, nenhuma alteracao
204  tubular (Grau 0) foi observada em 25% das amostras, entretanto, foram verificadas
205  grandes alteracdes (Grau 4) em 21,9% das amostras. Por outro lado, um porcentual

206  consideravel (42,2%) de individuos PCR negativos apresentaram alteracdes
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207  significativas nos tubulos (Graus 2, 3 e 4), tendo sido observado um grande nimero de

208  animais com Grau 0 (36,7%) também foi observado (Fig. 3).

209
- 40
QQ, 36,7
g
= 30 .
é 2o0 22,2
Q 21,1 ' 21,9
2 20,3 20, B PCR +
S 20
= OPCR -
()
(@)
g 10
8
g
0 .
0 1 2 3 4
Alteracéo nos tubulos
210
211
212 Fig. 3. Relagdo entre o porcentual de amostras com PCR positivas e negativas
213 (NHPB) ¢ a alteragdo nos tubulos (em graus).
214
215
216 Da mesma forma, em relagdo as alteragdes nos tibulos, ndo ocorreu relacio

217  entre a quantidade de lipideos e os resultados de PCR, cujas porcentagens podem ser
218  visualizadas na Fig. 4. Nao foi verificado, nos animais PCR positivos, como seria
219  coerente encontrar um numero maior de HP com lipideos de grau 0, observando-se,
220  verificando-se no entanto, maior porcentual de amostras (31,1%) com grau 3. J& nos
221  animais PCR negativos ocorreu o esperado, estando o maior porcentual de amostras
222 (41,1%) com grau 4. Verificou-se também que, apesar do alto porcentual de amostras se
223 situarem nos graus 3 e 4, em relagdo a quantidade de lipideos, tanto nos animais PCR
224 positivos como nos negativos, um porcentual significativo dos animais (31,1%) PCR
225  negativo e (50%) PCR positivo, apresentaram graus graus 0, 1 e 2, que podem ser

226  indicativos de desnutri¢ao.
227

228
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Fig. 4. Rela¢do entre o porcentual de amostras com PCR positivas e negativas
(NHPB) ¢ a quantidade de lipideo nos tibulos (em graus).

As lesdes caracteristicas da NHPB mais observadas na analise histopatoldgica,
foram a presenga de infiltragdo hemocitica, edema e lesdes granulomatosas ou
nodulares. Pode-se verificar também a presenca de necrose dos tibulos e atrofia do

epitélio celular dos tibulos.

A porcentagem de camardes com infiltragdo hemocitica foi alta, tanto para
amostras PCR positivas (93,8 %), quanto negativas (81,1 %), ndo havendo diferenca
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 presenca de lesdo granulomatosa no HP foi a caracteristica
observada com menor freqii€ncia em ambos os grupos (positivos e negativos), sendo
que nos individuos PCR positivos, esta caracteristica foi verificada com maior
freqliéncia, quando comparados com os PCR negativos. A porcentagem de atrofia nos

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

NHP NI Infiltracéo Edema (%) Leséo Atrofia dos
hemocitica (%) granulomatosa tabulos
(%0) (%0)
PCR+ 64 93,8 £244° 54,7 + 50,2 18,8 +39,3 51,6 + 50,4
PCR- 90 81,1 +£394° 57,8 £49,7 10,0 + 30,2 52,2 +50,2

NI: nimero de individuos.
Letras diferentes entre linhas representam valores estatisticamente diferentes, pela
técnica de analise de variancia (P < 0,05).

Ao se relacionar amostras de PCR positivas com as lesdes observadas na andlise
a fresco (deformacdo tubular, quantidade de lipideos, melanizacdao, desprendimento
celular e a coloracdo do hepatopancreas) e as verificadas na andlise histopatologica
(infiltragao hemocitica, edema, lesdo granulomatosa e atrofia dos tubulos), obteve-se a
funcdo matematica, com um baixissimo coeficiente deterministico (R*=0,0718), como
descrita abaixo. Isto ¢ indicativo de que nao houve relagao significativa (P< 0,05) entre
os resultados de PCR positivo com as lesdes encontradas na andlise a fresco e na
histopatologia. Ainda que de maneira discreta, pode-se observar também que os
parametros que influenciaram a PCR positiva foram a quantidade de lipideos nos

tabulos (andlise a fresco) e a infiltragdo hemocitica (histopatologia).

PCR = 0,4066 -0,0744 EAq) + 0,2342 Histy

Em que: PCR - Camardes com PCR positivo para NHPB; EA — quantidade de lipideos no exame a

fresco; Histyy — infiltracdo hemocitica na histopatologia.
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4, Discussao

Um bom indicativo da satde do camardo e seu nivel nutricional ¢ a quantidade
de lipideos nos tabulos do HP, que pode ser visualizada pela analise a fresco. Na
quantificagdo de lipideos, neste Orgdo, constatou-se que os animais saudaveis
apresentam tubulos hepatopancreaticos repletos de lipideos (ja que animais saudaveis se
alimentam bem e com alimento propicio). Um nivel reduzido destes pode ser causado
ndo apenas por doenga como a NHPB, mas também por uma deficiéncia alimentar e até
mesmo contaminantes na dgua, como por exemplo, os pesticidas. Além disso, o periodo
de ecdise do animal também tem influéncia sobre a quantidade de lipideos nos tubulos.
Animais no periodo pré-ecdise apresentam quantidades elevadas de lipideos nos
tubulos, ocorrendo o inverso no periodo pds-ecdise, quando os camardes apresentam
quantidades minimas de lipideos nos tubulos do HP (Clifford, 1994).

Lightner (1996) e Morales-Covarrubias et al. (2006) verificaram a presenca de
melanizagdo nos tubulos do HP, auséncia de goticulas de lipideos e de massas
citoplasmaticas da bactéria da NHPB pela andlise a fresco. Esta tltima caracteristica
nao foi observada no presente trabalho, porém a presenca de desprendimento celular foi
bastante marcante nas amostras analisadas, apesar desta caracteristica ndo estar

relacionada com o resultado positivo da PCR.

Encontrou-se um elevado porcentual de individuos com niveis significativos de
desnutricdo (Graus 0, 1 e 2 de lipideos), principalmente nos animais PCR positivos.
Outros fatores, tanto ambientais como de manejo, que ndo a presenga da bactéria da
NHPB, podem ter interferido nesses resultados, uma vez que individuos PCR negativos
também apresentaram niveis significativos de desnutricdo. A deformagdo nos tibulos e

o desprendimento celular sdo alteragcdes que podem caracterizar a NHPB, porém ndo
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sdo especificas desta doenga, podendo estar presentes em outras enfermidades ou em
outros casos, como na vibriose, em casos de intoxica¢do, em periodos de ecdise ou até
mesmo nos problemas nutricionais (del Rio- Rodriguez et al., 2006)

Lightner ¢ Redman (1998) afirmaram que a presenca de varios agentes
etiologicos ou fatores, como agentes toxicos, deficiéncia nutricional, alteragdes
ambientais, entre outros, as vezes causam falso diagnéstico de certas enfermidades.
Dificilmente se encontra apenas um agente que cause a doenca, o normal é encontrar
mais de um agente etiol6gico de doenca (infeccioso ou nao), em apenas um animal ou
em populacdes de camardes com enfermidades. As infec¢des virais sdo tipicamente
acompanhadas por infec¢des bacterianas secundarias e infestagdes epicomensais, que
podem muitas vezes causar a morte de um animal ja comprometido inicialmente pela
infeccao causada por virus.

Ficou demonstrado que o exame a fresco apesar de ser uma técnica muito
importante para o monitoramento sanitario do cultivo, ndo deve ser usado para o
diagnéstico da NHPB, como exame principal, devido a suas limitagdes e subjetividade,
uma vez que a interpretagdo das lesdes e o julgamento dos graus das mesmas podem ser
varidveis, a critério de quem realiza a analise. Entretanto, Morales-Covarrubias et al.
(2006) citaram que esta técnica ¢ uma ferramenta de alta precisdo e confiabilidade na
detecg¢do precoce da NHPB em camardes cultivados, apresentando a grande vantagem
do curto tempo para a realizacdo desta andlise e da sua utilizagdo para um estudo
epizootioldgico desta doenca.

Morales-Covarrubias (2004) reportaram que os achados histopatologicos que
caracterizam a fase aguda da doenca s3o a atrofia severa dos tubulos, formagao
multifocal de granulomas (afetando um ou mais tibulos do HP), infiltragdo hemocitica

(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 alteragdes no epitélio
tubular. Durante a fase cronica podem ser visualizados tibulos do HP muitos atrofiados,
podendo haver formagdo de nddulos hemociticos melanizados. Estas caracteristicas
foram as mais observadas, com relevancia para a infiltracdo hemocitica, edema e lesoes
granulomatosas em um ou mais tubulos, havendo ainda massas bacterianas no

citoplasma e atrofia dos tibulos, que caracterizam a fase aguda da doenga.

Apesar de em muitas amostras ndo se ter observado lesdes granulomatosas da
NHPB, isso pode nao significa que histologicamente ndo exista a lesdo. Muitas vezes, 0
processo bioquimico da doenga no organismo do animal ainda ndo ultrapassou as
barreiras teciduais e¢ desta forma, as lesdes ainda n3o podem ser observados
histologicamente. Além disso, pode ser que a parte de tecido fixado para histopatologia
nao tenha sido afetado por estes processos bioquimicos e desta maneira, também nao
sejam visualizados ao microscopio. Ressalta-se que, como na andlise a fresco, os
achados de histopatologia (infiltracdo hemocitica, edema e atrofia dos tibulos) ndo sdo
especificos da NHPB, uma vez que estas alteragdes também podem ser visualizadas em
outros processos, como intoxicagoes (Jones et al., 2000).

A grande dificuldade da identificagdo do agente causal da NHPB ¢ a
impossibilidade de cultivar a bactéria (tipo Rickettsia) pelos métodos bacteriologicos
tradicionais, ndo havendo seu isolamento nos animais infectados, uma vez que a
Rickettsia € estritamente intracelular. Por esta razdo, a PCR é uma ferramenta
importante no diagndstico desta doenca, permitindo detectar estas bactérias ndo
cultivaveis mesmo quando ha um grande nimero de amostras para serem analisadas,

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

quantificar a bactéria da NHP no tecido dos camardes ¢ pode ser considerada uma
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técnica de diagnostico potencial desta enfermidade, principalmente por sua grande

sensibilidade e especificidade (Vincent e Lotz , 2005) .

Apesar da confiabilidade na técnica de PCR, ¢ importante ressaltar que os
primers utilizados para esta analise sao espécie-especifico, o que significa que se o
agente causador da doenca for diferente daquele encontrado no primer especifico, ou se
houver mais de uma espécie causando o problema, o resultado sera falso negativo. Além
disso, um resultado positivo de PCR nao significa que a enfermidade esteja realmente
ocorrendo, significa apenas que o agente pesquisado esta presente naquele organismo.
De acordo com Lightner ¢ Redman (1998), o hospedeiro pode variar de acordo com a
espécie, idade, estagio de vida, status nutricional, imunidade, assim como o patdégeno
também varia, de acordo com sua viruléncia, concentragdo ¢ 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 dgua e do solo do
viveiro, entre outros. Com este conceito, a simples presenga de um agente em uma
amostra enviada a um laboratério de diagndstico, ndo significa necessariamente a

manifestagdo da doenga.

5. Concluséo

Conclui-se que nao ha relagdo significativa entre as técnicas de analise a fresco,
histopatologia ¢ PCR no diagnostico da NHPB e dessa forma, as técnicas de exame a
fresco e a histopatologia isoladamente, ndo devem ser usadas como técnicas de

diagnostico desta doenca.
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