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Resumo

A Mionecrose Infecciosa Viral (IMNV), de agdo restrita ao nordeste brasileiro até
2006, ¢ a doenga de maior impacto negativo na carcinicultura da regido. Com objetivo de
verificar ocorréncia e evolugdo da IMNV em Litopenaeus vannamei, cultivado no litoral de
Pernambuco, Brasil, procedeu-se ao exame histopatologico em 60 amostras, provenientes de
quatro fazendas, em dois periodos (estio e chuvoso). Os resultados histopatoldgicos foram
relacionados com os do exame a fresco e do inquérito. Em amostras das quatro fazendas
foram identificadas lesdes sugestivas de IMNV (necrose de coagulacio, infiltragdo hemocitica
na musculatura, esferdides ectdpicos do o6rgao linfoide), havendo maior ocorréncia de lesdes
no periodo de estio. Entretanto, no periodo chuvoso houve redugdo da ocorréncia, sendo
associada a mudanca de manejo. O tempo de cultivo e a densidade de estocagem, foram
variaveis que influenciaram significativamente (P<0,05) na manifestacdo da IMNV.

Palavras-chave: histopatologia, IMNV, Litopenaeus vannamei.



Abstract

The Infectious Myonecrosis Viral (IMNV), restricted action to the Brazilian northeast
up to 2006, is disease of bigger negative impact in the shrimp cultured of the region. Having
the objective to verify occurrence and evolution of the IMNV in Litopenaeus vannamei
cultured on the coast of Pernambuco, Brazil, histopathological examination in 60 samples of
shrimps from four farms in two cycles of aquaculture was proceeded. The histopatological
findings had been correlated the data of the wet mount and the inquiry. Suggestive injuries of
IMNYV (coagulation necrosis, muscular hemocitic infiltration, spheroid of the ectopic lynphoid
organ) were found in samples of the four studied farms with bigger occurrences in the first
cycle. However, in the rainy period it had reduction of the occurrence, being associated the
handling change. The raise time and the density were variables which influenced significantly
(P<0,05) in the manifestation of the IMNV.

Keywords: histopatological, IMNV, Litopenaeus vannamei.
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| 1. Introducéo

A carcinicultura, atividade de grande importancia econdémica e social, vem sendo
ameagada seguidamente por doencas que acometem os camardes, representando as
enfermidades um aumento no custo de producdo e decréscimo em produtividade. Diante
disso, ha necessidade de ampliar medidas de biosseguridade visando impedir a introducao de
enfermidades e/ou garantir o controle daquelas ja existentes.

O monitoramento da sanidade dos espécimes cultivados, por meio de técnicas
laboratoriais fornecendo informacgdes relativas a presenga ou nao de patdgenos, ¢ de extrema
importancia para o éxito da atividade. Neste contexto, cabe ressaltar a relevancia da pesquisa
multidisciplinar em que equipes, através da unido de conhecimentos técnico-cientificos,
possam avancar na identificacdo e caracterizacdo de doengas, suas causas e medidas de
saneamento adequadas.

Foi demonstrado que cerca de 90% das enfermidades, em geral, sdo veiculadas de um
cultivo ao outro por pessoas, equipamentos e/ou transportes (BARBIERI JR e OSTRENSKY
NETO, 2002). Deste modo, manejo deficiente, desequilibrio ambiental, mdo de obra ndo
qualificada, aquisi¢do de pds-larvas ndo certificadas e medidas de biosseguridade deficientes,
sdo fatores determinantes para propiciar a ocorréncia de enfermidades em camardes
cultivados.

Dentre as doencas que estdo presentes nos camardes cultivados no nordeste do Brasil,
a Mionecrose Infecciosa Viral (IMNV) ¢ a que tem causado maior impacto na carcinicultura
desde 2003. Essa doenca, modifica o comportamento frente a condigdes de desequilibrio
ambiental e/ou praticas inadequadas de manejo sanitario, situacdo em que apresenta grande
poder de acdo (LIGHTNER, 2005). Manejo sanitario inadequado e desequilibrio ambiental,
também podem causar baixo desempenho produtivo de camardes nas diversas etapas de
cultivo. Esses fatores que podem estar relacionados com a IMNV, devem portanto, ser
avaliados e monitorados para diminuir a possibilidade de ocorréncia da enfermidade. Assim
sendo, procurou-se identificar, através de exames histopatologicos, lesdes anatomopatoldgicas
associadas a IMNV, em camardes cultivados do estado de Pernambuco, durante o periodo de
estio e chuvoso e relacionar a ocorréncia da doenca com as praticas de manejo adotadas e com

os resultados do exame a fresco.
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| 2. Objetivos

Objetivo geral

Caracterizar aspectos microscopicos compativeis com a IMNV em camardes marinhos

cultivados no estado de Pernambuco.

Objetivos especificos
» Verificar a ocorréncia das lesdes anatomopatologicas sugestivas de IMNV;
= (Caracterizar lesdes que apontem a IMNV como provavel agente etioldgico;

* Avaliar o desenvolvimento de lesdes sugestivas de IMNV durante os ciclos de cultivo
desde o povoamento até a despesca;

» Correlacionar os resultados obtidos no exame histopatoldogico com os resultados dos
exames a fresco e do inquérito;

* Verificar a probabilidade de ocorréncia da IMNV nos dois periodos do ano (estio e

chuvoso).
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| 3. Reviséo da literatura

3.1. Evolugéo da carcinicultura

O crescimento do mercado mundial de pescados vem sendo sustentado, cada vez mais,
pelo cultivo das espécies, sendo que a carcinicultura se afirma enquanto alternativa de
producdo de alimento rapida e em grande escala. Segundo Rocha e Maia (1998), o cultivo de
camardo marinho iniciou-se na década de 30 na Asia por pesquisadores japoneses com a
espécie Penaeus japonicus. Por isso, a carcinicultura mundial concentrava-se inicialmente no
Oriente. Dentre os paises produtores sdo citados: China, Taildndia, Vietna, [ndia, Japao,
Filipinas e Indonésia. No Ocidente, além do Brasil, destacam-se o Equador que j4 foi o maior
carcinicultor sul-americano, México, Costa Rica, Guatemala, Panama, Peru e os Estados
Unidos (ORMOND et al., 2004).

Um dos fatores determinantes para a expansao da carcinicultura foi a implantagao da
larvicultura que substituiu a inicial coleta de pds-larvas e juvenis em ambientes naturais. A
dependéncia do uso de pds-larvas silvestres tornava o cultivo do camardo vulneravel a
introdugdo de patogenos (LIGHTNER e PANTOIJA, 2001).

Segundo Machado (1998), a rapida, porém pouco planejada expansdo de fazendas de
camarao criou problemas ambientais, a exemplo do Equador, onde mais de 2.500 hectares de
areas de mangue foram destruidas para constru¢do de viveiros o que afetou seriamente os
ecossistemas estuarinos. Tanto no Equador, Taiwan, Indonésia, como em outros, surtos de
epidemias associados a degradacdo ambiental resultaram em acentuada diminui¢do da
producdo, chegando, em alguns casos, ao fechamento de fazendas nas décadas de 80 e 90 do
século passado (LENOCH, 2004). O controle das doencas infecciosas constitui o maior
desafio da carcinicultura mundial, ja que elas se mostram capazes de exterminar populacdes
inteiras.

O cultivo de camardes no Brasil teve inicio tardio, se comparado a outros paises
(ROCHA, 2003). A exploragdo empresarial iniciou-se na década de 70, cultivando-se
inicialmente, a espécie exotica Marsupenaeus japonicus, que, todavia, ndo se adaptou ao novo
ambiente (BARBIERI JR e OSTRENSKY NETO, 2002). No final da década de 80
(LENOCH, 2004), foi introduzido o Litopenaeus vannamei, espécie também exotica, que
devido a sua boa adaptacdo, tornou-se o principal camardo cultivado no pais.
Simultaneamente, houve um progresso nas pesquisas relativas a carcinicultura, melhora na

qualidade das ra¢des industrializadas e dominio da tecnologia de producdo de pos-larvas,
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circunstancia essa que levou o Brasil a conquistar a auto-suficiéncia no setor. O impulso
tecnologico da carcinicultura, gerador de lucro, nem sempre se fez acompanhar da necessaria
atencdo a sustentabilidade desta atividade produtiva.

Segundo Ormond et al. (2004), o Brasil passou de 7250 toneladas de camardo, em
1998, para 90.000 toneladas, em 2003. A area cultivada passou de 4.320 ha em 1998, para
aproximadamente 17.000 ha em 2004. O Censo da Carcinicultura Nacional (ABCC, 2004a)
revela a existéncia de 997 produtores de camardo no pais sendo 71,41% formados por
pequenos produtores (até 20 ha), 23,37% por médios e 5,22% por grandes produtores, (mais
de 50 ha). Estes ultimos ocupam 8.744 ha, ou seja, 52,68% do total da area de carcinicultura
(16.598 ha).

A regido nordeste ¢ responsavel por 93,1% da produg¢do nacional de camardo
cultivado, sendo que o estado de Pernambuco, ocupante da 4* posicdo em termos de producao,
forneceu em torno de 4.531 t/ano contribuindo com 6% da produgdo nacional de camarao
(RODRIGUES, 2005).

Os 98 produtores de camardo no estado de Pernambuco, exploram uma area de 1.108
ha de cultivo. Deste total, 88 sdo pequenos produtores que ocupam 110 ha, produzindo 468
toneladas, sete produtores sdo de médio porte e exploram uma area de 131 ha produzindo 763
toneladas de camardo e apenas trés sao considerados grandes produtores ocupando 867 ha e
cuja produgao ¢ de 3.300 toneladas (ABCC, 2004a).

Segundo Lisboa Filho e Carline Jr. (2004), a produtividade da carcinicultura marinha
no Brasil é a maior em termos mundiais. Este desempenho ¢é resultado, em parte, de fatores
naturais favoraveis existentes no nordeste do pais, tais como condi¢des climaticas, existéncia
de areas estuarinas bem como salinas desativadas as quais apresentam perfil adequado para a
criacdo de camardes.

O cultivo intensivo e a maior disponibilidade de produtos tecnoldgicos (equipamentos,
fertilizantes, medicamentos, ragcdo, dentre outros), em busca de maior produtividade, no
entanto, se fizeram acompanhar da manifestacdo de enfermidades (LENOCH, 2004). Tal fato
preconiza a necessidade de implantar medidas preventivas, bem como um monitoramento
capaz de detectar e possibilitar o controle das doengas ja presentes.

O avanco do cultivo de camardes no Brasil, segundo Frota (2005), se defronta hoje
também com outros problemas, como aqueles decorrentes do baixo pre¢o do produto no
mercado internacional, consequéncia da concorréncia da China no comércio do camardo,
achatamento dos precos agravados pela revalorizacdo do real, além da necessidade de se

agregar valor ao produto.
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3.2. Fatores relacionados a saude do camaréao

Os campos de estudo da anatomia patoldgica, dirigidos aos organismos aquaticos,
assim como a medicina veterindria preventiva, relativamente recentes, ndo possuem ainda o
mesmo volume de informagdes como aqueles dirigidos a criagdo de espécies terrestres,
principalmente dos mamiferos e das aves. Apesar do progresso nas ultimas décadas, o cultivo
de animais aquaticos, entre eles o camardo, defronta-se com problemas tipicos de inicio da
producdo animal de forma intensiva.

Conforme Martins (2006), a carcinicultura pode ser caracterizada como uma cadeia de
elos interligados (o camardo, o ambiente de cultivo e os patdgenos) que, quando quebrada,
propicia o surgimento da doenga. Esta concep¢do, apoiada no esquema classico de Sniesko
(1973), citado por Marques et al. (2006), tem o mérito de chamar atengdo para a
complexidade e interdependéncia destes trés fatores. No entanto, segundo Thrusfield (2004),
em se tratando do cultivo intensivo, seria indicado acrescentar o manejo como quarto
elemento a completar a triade anteriormente mencionada. Esta observacgdo ¢ pertinente dada a
crescente importancia atribuida a agdo humana para a manuten¢do do equilibrio dos
componentes citados. A maior atencdo ao manejo evita o risco de superdimensionar a
influéncia de fatores naturais, tais como as chuvas, na carcinicultura. Por outro lado evita
minimizar determinantes decorrentes do manejo ou mesmo da intervencdo do homem no
ambiente circundante.

Segundo Thrusfield (2004) o rompimento do equilibrio nesta interagao dos fatores
mencionados e a conseqiiente resposta do peneideo por meio da expressao da doenga tem,
geralmente, além do determinante primario com maior acdo na induc¢do da doenga (o virus,
por exemplo), outros fatores que predispdem ou reforcam o desenvolvimento da enfermidade.
O mesmo autor, afirma ainda, que animais cultivados em sistemas intensivos, sdo alvos de
doengas por infec¢do simultdnea com mais de um agente, seja infeccioso ou nao.

O estresse ¢ referido pelos epidemiologistas como sendo fator iniciante ou
predisponente ao surgimento de doengas em animais cultivados (LE MOULLAC e
HAFFNER, 2000). Especificamente na carcinicultura, o estresse tem sido citado com
freqliéncia, como esse fator predisponente relacionando-o ao desequilibrio do meio ambiente,
a uma maior vulnerabilidade dos espécimes, culminando em debilidade, manifestacdo de
doengas e, conforme a severidade daquelas, em morte (LIGHTNER, 1997; NUNES et al.,
2002; RICHARD JR, 2006).
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A enfermidade ¢ resultante de uma resposta pouco eficiente do animal a agentes
lesivos, dentre os quais microrganismos patogénicos. Segundo Jones et al. (2000), a maioria
das respostas sao mecanismos de defesa visando neutralizar ou eliminar o agente lesivo. Se a
resposta ndo € bem sucedida, instala-se a doenga. Para Thrusfield (2004), o estresse abrange
uma grande variedade de respostas do animal a estimulos ou mudangas ambientais. Segundo
esse autor, apesar de ndo existir uma teoria geral do estresse aceita unanimamente, nem tao
pouco uma definicdo exata do papel da imunossupressdo na predisposicdo dos animais a
doencgas infecciosas, ha evidéncias, a partir de estudos epidemioldgicos, de sua relevancia
funcional. Alerta ainda, para a possibilidade de o estresse tornar-se um “termo conveniente”
que podera dificultar a compreensdo de principios e mecanismos ainda nao explicados.

Devido a freqiliente e complexa interagdo de varios fatores no surgimento de uma
doenca, convém considerar a possibilidade levantada por Jones et al. (2000), de a
imunossupressao ser influenciada por deficiéncias nutricionais e pela exposi¢cdo do animal a
agentes tOXicos inorganicos ou organicos.

A estratégia basica de combate a doengas do camarao se d4 através da acdo de células
de defesa chamadas hemocitos, produzidas pelo tecido hematopoiético (CHING, 2005).
Quando um agente patogénico invade 6rgaos ou tecidos do camardo, ha uma mobilizagdo dos
hemocitos em dire¢do a infeccdo. Entre os mecanismos de defesa do camarao se destacam a
fagocitose através da qual os hemdcitos eliminam as particulas estranhas, ou mesmo células
envelhecidas, e a formacdo de granulomas quando os hemocitos englobam o microrganismo
estranho provocando a sua morte (BARRACO, 2004).

As doengas (alteragdes adversas na satide ou no desempenho zootécnico dos camardes
cultivados) que acometem os camardes cultivados, apresentam etiologias diversas, podendo
estas serem ocasionadas por agentes bioldgicos ou nao bioloégicos (COUCH, 1978; BELL e
LIGHTNER, 1987; JOHNSON, 1989). Grande parte das enfermidades detectadas na
carcinicultura estd relacionada a microrganismos patogénicos oportunistas (MARTINS,
2006), que sdo encontrados tanto na agua e sedimentos marinhos quanto nos espécimes
cultivados (LIGHTNER, 1983). Particularmente as doengas de origem viral desafiam
pesquisadores e produtores, pois tém sido a causa de maior impacto econdmico negativo,
sendo responsaveis por perdas massivas (LIGHTNER, 1997; FLEGEL et al., 2004). Por outro
lado, as de origem bacteriana, como as vibrioses, sdo responsaveis por 100% das perdas na

larvicultura, podendo atingir todos os estagios de vida dos peneideos (PEREIRA, 2002).
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E imprescindivel, em se tratando de doengas que atingem os peneideos, conhecer a
anatomia, a fisiologia e como determinados orgaos ficam comprometidos quando sdo
acometidos por enfermidades.

O exoesqueleto ¢ o revestimento externo que protege o crusticeo, funcionando como
barreira protetora. Na Sindrome de Taura (TSV), o exoesqueleto apresenta-se com multiplas
erosoes melanizadas, deixando o animal vulneravel a agentes externos. Ja a musculatura
possibilita movimentos de fuga (para tras) que, quando lesionada, como na IMNV, apresenta
necrose muscular dificultando a locomog¢do do animal. As branquias tém funcgdes de
osmoregulacdo, fagocitose e respiragdo. Quando elas ficam afetadas, seja por sujidades,
presenca de protozoarios epicomensais ou colonizadas por bactérias como as vibrionaceas,
suas fun¢des ficam prejudicadas, podendo o animal morrer de andxia.

O hepatopancreas, outro importante orgdo, exerce fun¢do de digestdo, absor¢do e
estocagem de alimentos. Na Hepatopancreatite Necrosante (NHP), este 6rgdo apresenta-se
com necrose, processo inflamatério com presenga de lesdes granulomatosas, podendo esta
disfuncdo afetar o desenvolvimento e levar a morte dos espécimes (OSUMA, 2001). O
intestino desempenha além da absor¢do, a excrecdo de alimentos. Quando acometido por
infestacdes massivas de gregarinas, que disputam o alimento com o seu hospedeiro, o

camarao apresenta crescimento reduzido.

3.3. Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV)

A Mionecrose Infecciosa Viral (IMNV) era inicialmente, denominada de Necrose
Idiopatica Muscular (NIM) quando ainda ndo havia sido definida sua etiologia. Apesar do
virus ter sido identificado apenas recentemente na espécie Litopenaeus vannamei, existem
duvidas de sua ocorréncia anterior ja que ha 35 anos vem sendo descritas doengas com
sintomas similares (SANTANA et al., 2004). Estes autores fizeram um levantamento
bibliografico (décadas de 70 e 80) referentes as enfermidades que acometeram o camardo e
constataram que necroses musculares semelhantes aquela observada na IMNV foram descritas
desde 1970. Estas doengas denominadas Necrose Espontanea Muscular, foram diagnosticadas
no Penaeus aztecuz nos E.U.A em 1970, no México em 1978 e na espécie nativa
Farfantepenaeus subtilis na zona costeira do estado do Piaui na década de 80. No estudo
mencionado levanta-se a hipotese da IMNV ser uma reincidéncia de uma doenga em um novo

hospedeiro, o L. vannamei. A presenca do F. subtilis infectado no litoral proximo aos
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criatorios do L. vannamei pode ter facilitada a disseminacdo da doenga, pelas fazendas do
nordeste.

A IMNV foi inicialmente localizada no Piaui em 2002. Entre 2003 e 2004 ela se
disseminou pelos estados do Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba e Pernambuco, sendo
estimado em cerca de 20 milhdes de dodlares as perdas causadas pela doenga em 2003 (OIE,
2006). No inicio de 2004, a origem viral da doencga foi confirmada por Donald Lightner
através de microscopia eletronica e analise gendmica (NUNES et al., 2004). Apesar de
indicios da doenca em outros paises criadores de L. vannamei, o registro da IMNV ficou
restrito ao nordeste brasileiro até 2006 quando sua presen¢a também foi confirmada na
Indonésia por Donald Lightner (SENAPIN et al., 2007).

Desde 1992 ao sul de Taiwan, tem sido observada epizootia semelhante a NIM em
camardes de agua doce (TUNG et al., 1999). A enfermidade da Cauda Branca que afeta o
Macrobrachium rosenbergii apresenta lesoes semelhantes a IMNV, como necrose muscular
multifocal e opacidade da cauda. Atualmente a etiologia viral da doenca esta confirmada
tendo sido isolados o Nodavirus Macrobrachium rosenbergii (MrNV) e o virus extra small
(XSV) (OIE, 2006).

Outra enfermidade similar a IMNV foi estudada em camardes cultivados em Belize
que, além de sinais macroscopicos semelhantes a IMNV, apresentaram lesdes microscopicas
como necrose muscular e esferdides do 6rgdo linfoéide ectdpicos também presentes na IMNV.
Apesar da confirmagdo da origem viral da enfermidade, o resultado foi negativo para o virus
da IMN (POULOS et al., 2006; LIGHTNER et al., 2006).

No estado de Pernambuco, Brasil, o virus da IMN foi diagnosticado por Pinheiro
(2006) usando a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase com Transcriptase Reversa (RT-
PCR).

Segundo Lightner et al. (2005), a IMNV se manifesta na fase inicial com elevada
mortalidade, passando para um estagio cronico com mortalidade mais baixa. E uma doenga,
de acordo com Lightner e Pantoja (2004) associada a estresse fisico e ambiental, causando
altas mortalidades em juvenis de L. vannamei.

O agente etioldgico da IMNV ¢ um RNA virus pertencente a familia Totiviridae, tem
formato esférico, medindo 40 nanometros (HASSON et al., 2005). Graf et al. (2003),
concluiram que o maior meio de transmissdo da doenca, apds experimento realizado com
camardes sadios seria a ingestao direta de tecidos contaminados.

No relatorio da Associa¢do Brasileira dos Criadores de Camarao (ABCC, 2004b) ¢

apontado o desequilibrio ambiental como provavel desencadeador da IMNV nos estados do
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Piaui, Ceara e Rio Grande do Norte. Desequilibrio este, provocado por mudangas fisico-
quimicas e biologicas no meio aquatico com alteracdes de salinidade e da flora e fauna
planctonicas em decorréncia de La Nifia que provocou precipitacdes pluviais acima do normal
em 2003 e 2004. Segundo o relatério citado, houve diminui¢do da sobrevivéncia dos
camardes nos meses que seguiram o periodo chuvoso. Nos meses de estiagem, com o
restabelecimento do equilibrio, houve uma melhora da sobrevivéncia nos cultivos.

Estudo de Leca e Leitdo (2004), revelou, entre outros organismos aquaticos, a
existéncia de 100% da cianobactéria Pseudanabaena cf limnetica nas regides pesquisadas,
sendo sua presenca menor na captagao de agua que nos viveiros, o que indicaria um processo
de eutrofizag¢do nos cultivos, caracteristica de desequilibrio aquatico. Esse por sua vez, exige
dos camardes maior dispéndio energético na regulagdo osmotica provocando estresse e,
conseqlientemente, maior suscetibilidade a bactérias patogénicas, protozoarios epicomensais €
a contaminacdo pelo virus da IMN. Porém, segundo as autoras, os estudos ainda ndo podem
ser considerados conclusivos.

Odebrecht et al. (2003), também, referiram-se as cianobactérias como sendo os
organismos que apresentaram os mais altos valores na andlise das amostras de plancton e
camarao origindrias do Piaui e Ceard, o que poderia representar riscos ao cultivo. Bittencourt-
Oliveira et al. (2003) associaram as floragdes de cianobactérias a polui¢do causada pela agao
humana e afirmam que as hepatotoxinas produzidas pelas cianobactérias sdo as toxinas com
mais freqliéncia relacionadas ao envenenamento humano e animal. Essas toxinas apresentam
efeitos deletérios aos espécimes cultivados.

Na complexa interagdo de fatores fisicos, quimicos, biologicos somados a intervencao
humana, a presenca de cianobactérias ¢, no entanto, apenas uma das tantas possiveis variaveis
envolvidas no desequilibrio do ambiente de cultivo. O manejo pode também ser o
desencadeante do estresse, sendo que a densidade elevada de estocagem adotada nos
criatorios do Brasil, pode ter contribuido para a expressdao da doenga (NUNES et al., 2004;
GESTEIRA, 2006). Densidades elevadas reduzem o espago vital natural dos individuos
propiciando um contato maior e estressante entre eles, bem como o canibalismo e a ingestdo
de particulas infectadas pelo virus da IMN.

A ABCC (2004b) apresentou levantamento da “variacdo de sobrevivéncia em fungao
da densidade de povoamento” em fazendas do Piaui, Ceara e Rio Grande do Norte, regides
onde ocorreu a IMNV. Por este levantamento parece ndo ser possivel estabelecer parametros
seguros para a relagdo destes dois fatores ja que evidencia resultados diferenciados nas varias

fazendas estudadas. Apesar de que alta densidade, enquanto um dos determinantes
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secundarios para o desencadeamento e/ou agravamento de enfermidades, ser uma hipdtese a
ser considerada, ha necessidade de relaciona-la a outros fatores envolvidos no cultivo como,
por exemplo, a nutricdo, a qualidade da agua, a origem das pds larvas. Todavia, parece se
confirmar a IMNV, como tantas outras, ser uma doeng¢a multifatorial (THRUSFIELD, 2004),
onde varios fatores exercem o papel de determinantes secundarios havendo, entretanto, um
agente principal, no caso o virus da IMN.

Segundo Nunes et al. (2004), os camardes infectados por esta doenca apresentam
necrose dos musculos estriados do abdomen e do cefalotérax. A cauda pode apresentar
aspecto leitoso, perdendo a transparéncia. Os musculos e os apéndices afetados exibem uma
coloragdao avermelhada, com aparéncia de camarao cozido. Na fase aguda, a mionecrose ¢ de
coagulacdo, caracterizada pela presenca de edema entre as fibras musculares, podendo as
lesdes se concentrarem em uma ou em varias areas. Conforme relatos de Lightner et al.
(2005), no estagio cronico a necrose evolui da forma coagulativa para a liquefagdo dos
musculos, ocorrendo fibrose e infiltragdo hemocitica na musculatura. Os espécimes infectados
por IMNV apresentam ainda hipertrofia do 6rgdo linféide, e a formagdo de esferdides
ectopicos do orgao linfoide (OIE, 2004).

Conforme Nunes et al. (2004), os peneideos enfermos podem apresentar reducdo de
consumo alimentar. Anorexia, diminuicdo do volume do hepatopancreas, diminui¢ao de
lipideos, nado desorientado, dificuldade para endurecer a carapaga, sdo outros sintomas
sugestivos desta doenca. Os camardes afetados pela IMNV tém aparéncia muito debilitada e
apresentam, com facilidade, flexdo do 3° segmento abdominal.

A taxa de sobrevivéncia apresenta-se baixa na fase aguda, sendo mais baixa em
individuos juvenis (6 g a 7 g) até sub adultos (9 g a 10 g). Para camardes apresentando 12 g
aqueles autores mencionaram taxas de sobrevivéncia final de 35% a 55% em viveiros afetados
pelo virus da IMN. Entretanto, Hasson et al. (2005) estimaram em 60 a 95% a mortalidade em
juvenis de L. vannamei em decorréncia da IMNV. Os prejuizos econdmicos sao elevados,
pois a mortalidade maior e/ou perda da biomassa acontecem ap6s a fase de maior consumo de
racdo do ciclo de engorda.

A mortalidade, segundo Nunes et al. (2004) inicia-se no berg¢ario, podendo ocorrer ao
longo de todo ciclo de engorda, acentuando-se quando os camardes sdo submetidos a estresse.
Esses autores apontam algumas condi¢des que proporcionam o surgimento e a proliferagcdo da
doenga:

» Os periodos de muda quando o camarao se apresenta fisiologicamente mais fragil;



22

= QOs periodos de estimulo migratdrio (fases lunares, marés) associados a diminui¢ao
de consumo alimentar;

* Cultivo super-intensivo (alta densidade de estocagem), uso inapropriado e
irresponsavel de fertilizantes, pouca oxigenacdo na agua, elevada quantidade de
matéria organica, que de modo geral s3o condigdes que contrariam a natureza do

camarao e de suas relagdes com seu habitat natural.

3.4. Métodos e técnicas de diagndstico

Sendo as doencas um dos maiores problemas da carcinicultura, torna-se necessario
aperfeicoar e difundir métodos e técnicas que permitam um diagndstico rapido e seguro,
detectando as lesdes e os respectivos agentes causadores nos viveiros de camardo. Nos
camaroes, assim como em outros animais aquaticos, agentes etioldgicos diversos podem ser
responsaveis pela manifestacdo de sinais clinicos. Por isso, a fim de se obter um diagnostico
seguro esse deve embasar-se, além de observagdes a campo, em andlises laboratoriais
(PEREIRA e SANTOS, 2003). O diagnéstico deve ser efetuado o mais cedo possivel, pois €
essencial para o controle das doencas e diminuicdo do impacto econdmico. Os métodos
devem ser sensiveis, confidveis, capazes de detectar a doenga e estar acessiveis a técnicos e
pesquisadores (LIGHTNER e PANTOJA, 2001).

Nem sempre se consegue identificar as doencas que afetam camardes através de
exame clinico macroscopico, ja que ha lesdes que sdo comuns a varias doengas, sendo
necessario o uso de técnicas mais confiaveis de diagndstico. Por outro lado, animais que nao
apresentam sinais visiveis da doenga podem estar infectados . Em estudo realizado por Flegel
et al. (2004), 94% dos camardes aparentemente “normais”, submetidos a técnicas de
diagndéstico mais sensiveis, apresentaram resultado positivo para, ao menos, um dos seguintes
quatro virus: Parvovirus Hepatopancreatico (HPV); Baculovirus do Monodon (MBV); Virus
da sindrome da Mancha Branca (WSSV) e Virus da Necrose Infecciosa Hipodermal e
Hematopoiética (IHHNV).

O exame histopatologico ¢ tido como uma importante ferramenta que descreve os
tipos e a intensidade de lesdes microscopicas presentes nos tecidos e 6rgaos dos animais de
uma forma geral. Alternativamente , a anélise a fresco apenas possibilita monitorar o estado

de saude dos camardes, sendo considerado um método de triagem rapido e econdmico.
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4. Artigo cientifico

O artigo intitulado “Estudo anatomopatolégico da Mionecrose Infecciosa Viral
(IMNV) no camardo cultivado, Litopenaeus vannamei, em Pernambuco, Brasil”, sera

submetido a revista Acta Scientiarum: Biological Sciences.
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RESUMO

A Mionecrose Infecciosa Viral (IMNV), de agdo restrita ao nordeste brasileiro até
2006, ¢ a doenga de maior impacto negativo na carcinicultura da regido. Com objetivo de
verificar ocorréncia e evolugdo da IMNV em Litopenaeus vannamei, cultivado no litoral de
Pernambuco, Brasil, procedeu-se ao exame histopatologico em 60 amostras, provenientes de
quatro fazendas, em dois periodos (estio e chuvoso). Os resultados histopatologicos foram
relacionados com os do exame a fresco e do inquérito. Em amostras das quatro fazendas
foram identificadas lesdes sugestivas de IMNV (necrose de coagulacao, infiltragdo hemocitica
na musculatura, esferdides ectopicos do 6rgdo linfoéide), havendo maior ocorréncia de lesdes
no periodo de estio. Entretanto, no periodo chuvoso houve a reducdo da ocorréncia, sendo
associada a mudanca de manejo. O tempo de cultivo e a densidade de estocagem foram
varidveis que influenciaram significativamente (P<0,05) na manifestacdo da IMNV.

PALAVRAS-CHAVE: histopatologia, IMNV, Litopenaeus vannamei.

ABSTRACT

The Infectious Myonecrosis Viral (IMNV), restricted action to the Brazilian northeast
up to 2006, is disease of bigger negative impact in the shrimp cultured of the region. Having
the objective to verify occurrence and evolution of the IMNV in Litopenaeus vannamei
cultured on the coast of Pernambuco, Brazil, histopathological examination in 60 samples of
shrimps from four farms in two cycles of aquaculture was proceeded. The histopatological

findings had been correlated the data of the wet mount and the inquiry. Suggestive injuries of
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IMNYV (coagulation necrosis, muscular hemocitic infiltration, spheroid of the ectopic lynphoid
organ) were found in samples of the four studied farms with bigger occurrences in the first
cycle. However, in the rainy period it had reduction of the occurrence, being associated the
handling change. The raise time and the density were variables which influenced significantly
(P<0,05) in the manifestation of the IMNV.

KEYWORDS: histopatological, IMNV, Litopenaeus vannamei.

INTRODUCAO

A ocorréncia de doencas, particularmente de origem viral, desafia pesquisadores e
produtores, pois tém sido responsaveis por perdas massivas na carcinicultura (Flegel et al.,
2004). A sustentabilidade da carcinicultura depende, dentre outros, do conhecimento
multidisciplinar para adog@o de medidas preventivas e monitoramento das enfermidades.

A Mionecrose Infecciosa Viral (IMNV), inicialmente denominada de Necrose
Idiopatica Muscular (NIM), ¢ uma doenca que causou grande impacto na carcinicultura do
nordeste brasileiro. Existem duvidas de sua ocorréncia anterior, ja que ha 35 anos vem sendo
descritas doencas com sintomas similares. Santana et al. (2004), em levantamento
bibliografico relativo as décadas de 70 e 80, constataram que necroses musculares,
semelhantes aquelas observadas na IMNV, foram diagnosticadas no Penaeus aztecuz nos
EUA em 1970 (Rigdon e Baxter, 1970); no México em 1978 (Lakshmi et al., 1978) e na
espécie nativa Farfantepenaeus subtilis na zona costeira do Piaui na década de 80. Diante
dessas ocorréncias, Santana et al. (2004) levantaram a hipdtese da IMNV ser uma reincidéncia
de uma doenga em um novo hospedeiro, o L. vannamei e que a presenca do F. subtilis
infectado no litoral piauiense, préximo aos criatorios do L. vannamei, pode ter funcionado
como reservatorio e facilitado a disseminacao da doencga por fazendas do nordeste.

Carvalho (2005) cita que ha relatos de opacidade muscular em crustaceos de outros
paises, ndo somente nas espécies citadas anteriormente, ocorrendo também em lagostas na
Australia, lagostins na Escocia e no Pandalus borealis (camardo do Artico), no Alaska.

A IMNV foi inicialmente localizada no Piaui em 2002. Em 2003, ela ja se encontrava
disseminada pelos estados do Ceara, Rio Grande do Norte e, em 2004, foi detectada também
na Paraiba e em Pernambuco. Em 2003, as perdas propiciadas por esta doenca foram
estimadas em cerca de 20 milhdes de ddlares (OIE, 2006). O registro da IMNV ficou restrito
ao nordeste brasileiro até 2006, quando também foi confirmada sua presenca na Indonésia por

Donald Lightner (Senapin et al., 2007).
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Segundo Lightner et al. (2005), a mortalidade mais elevada ocorre na fase inicial da
IMNV, em juvenis de L. vannamei. A seguir, na fase cronica da doenca, as taxas de
mortalidade apresentam-se mais baixas. E uma enfermidade associada a estresse fisico e
ambiental (Carvalho, 2005).

Em relatorio sobre a evolugao da IMNV nos estados do Piaui, Ceara e Rio Grande do
Norte (ABCC, 2004), a doenga também foi relacionada ao desequilibrio do ambiente aquatico
causando estresse nos espécimes, principalmente pelo dispéndio energético no processo de
osmoregulacdo. Tal fato provocou redu¢do do crescimento, debilidade, redugdo da defesa
imunolégica, suscetibilidade a infec¢des oportunistas e a enfermidades virais, como a IMNV
(Lima et al., 2004). Outro determinante negativo considerado na ocasido, foi a presenca de
organismos aquaticos caracteristicos de ambientes em desequilibrio, tais como a cianobactéria
Pseudoanabaena cf limnetica. A sua presenca teria possibilitado a ag¢do de patdgenos,
inclusive do virus da IMN (Leca e Leitdo, 2004).

O agente etioldgico da IMN ¢ um virus pertencente a familia Totiviridae, tem formato
esférico, medindo 40 nandmetros (Hasson et al., 2005). Apds experimento realizado com
camardes sadios, Graf et al. (2003) chegaram a conclusdo de que a ingestdo direta de tecidos
contaminados seria 0 maior meio de transmissao da doenga.

A IMNV apresenta como caracteristica histopatoldégica a necrose dos musculos
estriados do abdomen e do cefalotérax. Anorexia, diminui¢do do volume do hepatopancreas,
diminui¢do de lipideos, nado desorientado, dificuldade para endurecer a carapaca, flexdo do
3° segmento abdominal , s3o outros sintomas sugestivos desta doenca (Nunes et al., 2004).

Diante do exposto e dada a importancia da doenca na carcinicultura, procurou-se
identificar, através de exames histopatoldgicos, lesdes sugestivas de IMNV no L. vannamei

cultivado em fazendas do estado de Pernambuco e associa-las aos dados de cultivo.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados camardes de quatro fazendas do estado de Pernambuco, Brasil. Duas
situadas no litoral sul (A e D) e duas no litoral norte (B e C), durante o periodo de estio
(novembro/2005 a mar¢o/2006) e chuvoso (abril a setembro de 2006). A partir de uma lista
fornecida pela Comissdo de Carcinicultura da Federa¢do da Agricultura do Estado de
Pernambuco (FAEPE) e considerando a concordancia em participar da pesquisa, decidiu-se

trabalhar com uma amostra representativa das fazendas.



106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126

127

128
129

130
131

132
133
134
135
136
137
138
139

140
141

142

Inicialmente, aplicou-se um questionario (inquérito) para a obtencao de informacdes a
respeito do manejo de cultivo e sanitario, as quais foram utilizadas para correlacionar a lesdes
sugestivas de IMNV.

As amostras foram mensalmente coletadas de dois viveiros de cada fazenda, desde o
povoamento do viveiro (tempo zero) até a despesca, contendo cada amostra 10 camardes, num
total de 60 amostras (30 no periodo de estio e 30 no chuvoso), perfazendo 600 camardes. Os
espécimes foram coletados com o uso de tarrafas e conduzidos vivos ao Laboratorio de
Sanidade de Organismos Aquaticos (LASOA) do Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Os camardes foram transportados sob
aeracdo em baldes contendo dgua originaria de tanques ber¢arios ou dos viveiros de engorda.

Para o exame histopatoldgico, os camardes foram sacrificados por choque térmico, e
em seguida mergulhados ou infiltrados com solu¢cdo Davidson’s AFA (Humason, 1972),
dependendo do tamanho dos espécimes. Pds-larvas permaneceram no fixador por 12 a24 h e
individuos maiores permaneceram por 24 a 72 h. Apos esse tempo foram transferidos ao
alcool a 50% até o momento de serem desidratados, diafanizados, incluidos em parafina e
cortados a uma espessura de 3 a 6 um no micrétomo de parafina. As laminas foram coradas
pelo método da hematoxilina e eosina (Luna, 1968) e analisadas a microscopia Optica.

No exame a fresco, tecidos ¢ 6rgaos de dez camardes por amostra foram analisados
macro e microscopicamente segundo as recomendacdes de Pereira e Santos (2003). Na analise
de dados utilizou-se, para relacionar a probabilidade de ocorréncia da IMNV em funcao das

varidveis de manejo e andlises laboratoriais, 0 modelo abaixo:

Probogypny = Bo + B Faz+ §EA + §;Viv + £, TC + fgDoencas + F.EF +
@-Tox+ GoPens + FoRagle + Fplab + §,, Barc + g,

Em que: Prob qmnvi) - probabilidade de ocorréncia da IMNV, £, B, ... B, - pardmetros do

modelo; Faz - fazendas; EA - estacdo do ano; Viv - viveiro; TC - tempo de cultivo; Doengas -
ocorréncia de outras doengas; EF- exame a fresco; Tox - toxinas; Dens - densidade; Racao -
racdo utilizada; Lab - laboratorio fornecedor de pos-larvas; Berc - bergario; e; - erro associado
a cada observacao.

Where: Prob gyyn;y — probability of occurrance of IMNYV, ﬁo, ﬂl ,8“ - parameters of the model; Faz —

farms; EA — Seasons; Viv — fishery, TC — raise time, diseases — occurrances of other diseases; EF — wet mount,
Tox — toxins; Dens — density; Ragdo — ration; Lab — supplier laboratory of postlarvae; Berc — (nursery); ei —
associated mistake to each observation.

As variaveis independentes foram inseridas no modelo sob forma de sistema binario,

exceto o tempo de cultivo e densidade de estocagem. Para correlacionar a varidvel
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sobrevivéncia em fun¢do de algumas variaveis contidas no banco de dados, foi utilizado o
modelo abaixo:

Sobrevi = §,+ §,Faz + §,TC + §IMNV + §,Dens + g,

Em que: Sobrev” - sobrevivéncia dos cultivos, A — fator transformagio de Box ¢ Cox; S,, f,.

P, - parametros do modelo; Faz - fazendas; TC- tempo de cultivo; IMNV - ocorréncia da
IMNYV; Dens — densidade; ¢; - erro associado a cada observagao.
Where: Sobrev — survival of the raises; A —transformation factor Box and Cox ,BO, ,Bl ﬂ4 - parameters of

the model; Faz — farms; TC — raise time; IMNV — IMNV occurrence, associated mistake to each observation.

Para selecionar as varidveis significativas nos modelos, utilizou-se o processo de
Stepwise Forward, como citado por Mendes (1999), estabelecendo-se, como padrdo a
estatistica “F” de Snedecor de entrada e saida em 4. Associado ao processo de Stepwise,

-
Sobrey ,'1 , de acordo com Mendes et

transformou o vetor resposta (sobrevivéncia) a: T

al.(2006), objetivando minimizar a soma dos quadrados dos residuos e normalizar o referido
vetor. Todos os calculos para ambos modelos foram estimados pelo programa computacional

Syseapro versdo f assim como o programa Excel para obtengio do grafico.

Afim de verificar uma possivel relagdo entre periodo chuvoso e resultados indicativos

de IMNYV, buscou-se o indice pluviométrico do periodo em que foram efetivadas as coletas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No total de 60 amostras analisadas (Tabela 1) houve 31 ocorréncias de lesdes
sugestivas de IMNV, em que 20 ocorreram no periodo de estio e 11 no periodo chuvoso o que
aparentemente, contradiz ao que indica o relatorio da ABCC (2004). Segundo esse, o
desequilibrio ambiental, decorrente de fortes chuvas, ¢ apontado como provavel

desencadeador da IMNV.

Tabela 1: Ocorréncias da IMNV ao longo dos ciclos de cultivo.
Table 1: IMNV occurrances throughout the raise cycle.

Periodo Amostras 12 28 3 42 52 Total
Estio Total/IMNV 8/0 8/7 8/7 5/5 1/1 30/20
Chuvoso Total/IMNV 7/0 8/0 8/5 6/6 1/0 30/11

O indice pluviométrico, referente a regido onde se situam as fazendas pesquisadas,

registrou no litoral norte, precipitagdes acima de 100 mm entre fevereiro (154 mm) e agosto
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(161 mm) de 2006, com pico em julho (319 mm). No litoral sul, as maiores precipitacdes
ocorreram a partir de janeiro de 2006 (112 mm), com pico em junho (362 mm) estendendo-se
até a ultima coleta efetuada em setembro com 146 mm de chuva (LAMEPE/ITEP, 2006).
Considerando-se que a maior ocorréncia de lesdes indicativas de IMNV se deu no periodo de
estio, época de menor quantidade de chuvas, ndo pode ser aventada uma relagdao causal entre
chuva (desequilibrio ambiental decorrente da mesma) e a expressao da enfermidade.

Um aumento gradativo de amostras apresentando sinais positivos de IMNV ocorreu
entre a 2* coleta (sete do total de 16 amostras), a 3 coleta (12 do total de 16 amostras) e a 4°
coleta. Nesta, em cinco viveiros ja havia sido feito a despesca. Todas as amostras da 4* coleta
(11) apresentaram lesdes sugestivas de IMNV.

Nas amostras do tempo zero (1* coleta) com pos-larvas que variavam de PLg a PL,7,
tanto no 1° quanto no 2° ciclo de cultivo, ndo se evidenciou lesdes indicativas de IMNV no
exame histopatologico. Isto pode ser sugestivo das seguintes hipoteses: ndo se conseguiu
detectar lesdes em pos-larvas nos seus estagios iniciais devido ao pequeno tamanho ou as pos-
larvas se apresentaram livres do IMNV infectando-se os camardes nas proprias fazendas, ja
que a partir da 2? coleta foram constatadas lesdes sugestivas de IMNV.

Foram observados os seguintes achados histopatoldgicos sugestivos da IMNV:
necrose de coagulagdo caracterizada por edema entre as fibras musculares, tanto em
fragmentos do cefalotorax quanto nos 5° e 6° segmentos abdominais. Alguns espécimes
apresentaram areas de fibrose e infiltracdo hemocitica entre as fibras musculares (Figura 1),
caracterizando uma miosite, o que conduz a um quadro sugestivo da fase cronica da doenga
(Lightner et al., 2005). Esfer6ides do 6rgao linfoide ectopicos foram observados na glandula
antenal, tecido conectivo do coragdo, no miocardio (Figura 2), localizados entre o

hepatopancreas e o coracdo e na musculatura do 5° e 6° segmentos abdominais.

= “ - ? ﬂ a8 : | % .'
Figura 1: Infiltracdo hemocitica focal entre as : orgdo linfoide
fibras musculares. ectopico no coragdo com miocardite.
Figure 1: Focal hemocitic infiltration between muscle Figure 2: Spheroid of the ectopic lymphoid organ in

ibers. a heart with myocarditis.
2%
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Tang et al. (2003) citaram que a presenca de esferdides do orgao linféide ¢ um achado
histopatologico tipico da IMNV. Os esferdides resultam de um mecanismo de defesa realizada
no oOrgdo linfoide através de englobamento do agente invasor por células de defesa,
objetivando expulsa-lo.

Convém observar que a necrose muscular, considerada tipica da IMNV, foi constatada
também na doenga da cauda branca do Macrobrachium rosenbergii (Tung et al., 1999), cuja
etiologia foi atribuida ao Nodavirus Macrobrachium rosenbergii (MrNV) (OIE, 2006).
Camardes cultivados em Belize, apesar de apresentarem necrose muscular e esferoides
ectopicos do 6rgao linféide, obtiveram resultado negativo para o virus da IMN (Poulus et al.,
2006; Lightner et al., 2006). Entretanto, em Pernambuco, pesquisa utilizando RT-PCR
(Pinheiro, 2006) ndo deixa duvidas quanto a presenca da IMNV em animais de fazendas dos
mesmos municipios de onde se originaram as amostras analisadas no presente trabalho. Tal
fato corrobora a probabilidade de que as lesdes aqui mencionadas possam ser realmente
atribuidas a IMNV.

Analisando a Tabela 2, convém esclarecer que a fazenda C foi excluida do
demonstrativo, pelo fato de ndo ter sido possivel obter dela as informagdes necessarias.

Para discutir os dados deste estudo, convém considerar, de acordo com Martins
(2006), que a carcinicultura ¢ uma complexa cadeia de elos interligados: camarao-ambiente-
patdgeno. O rompimento do equilibrio desses fatores e a conseqiiente expressao da doenca
pelo peneideo, no caso, da IMNV, tem além do virus como determinante de maior acao,
outros fatores que predispdoem ou refor¢am o desenvolvimento da doenga.

Assim, a elevada densidade de estocagem praticada por ocasido da manifestacao da
IMNYV nos estados do Piaui, Ceara ¢ Rio Grande do Norte, foi considerada um dos estressores
favorecedores da doenca (Gesteira, 2006). O uso de densidades maiores sem boas praticas de
manejo (Carvalho, 2005), pode levar a deterioragdo do ambiente aquatico com acumulo de
matéria organica que favorece a eutrofizacdo. Elevadas densidades propiciam maior contato
entre os individuos, aumentando o risco de contaminacdo (Nunes et al., 2005) por meio da
ingestdo de tecidos contaminados pelo IMNV (Graf et al., 2003). As densidades introduzidas
nas fazendas estudadas foram de 15 a 72, 44 camardes/m? (Tabela 2).

O tempo de cultivo ¢ outra variavel a ser considerada. Em se tratando de pds-larvas ja
infectadas, adquiridas de laboratdrios, quanto maior a durag¢do do cultivo, tanto maior o risco
de surgimento de lesdes da IMNV. Risco esse que podera ser potencializado com falhas no
manejo. Em caso de presenca de camardes ou tecidos contaminados por IMNV no ambiente

aquatico, a probabilidade de ingestdo de particulas virais e a consequente transmissao da
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doencga, também se tornam maiores em cultivos com duragdo maior. O tempo de cultivo nas

fazendas estudadas variou de 52 a 117 dias.

Tabela 2: Demonstrativo de: densidade (Dens.), tempo de cultivo (TC),

laboratério (Lab.), Amostras positivas (IMNV), sobrevivéncia (Sobrev.).
Table 2: Demonstrative of- density (Dens.), raise time (TC),
laboratory (Lab.) positive sample (IMNV), survival (Sobrev.).

Faz. Viv. Periodo Dens. TC(dias) Lab. IMNV Sobrev.(%0)

V1 estio 31,0 117 L2 4 55
A chuvoso 22,0 92 L4 2 46
V2 estio 17,6 96 L2 3 60
chuvoso 15,0 117 L4 2 62
V1 estio 43,3 60 L5 1 78
B chuvoso 24,7 52 L5 0 95
V2 estio 25,0 65 L5 2 74
chuvoso 25,0 68 L5 0 82
V1 estio 70,87 70 L1 3 72,7
D chuvoso 72,44 94 L3 1 62,2
V2 estio 68,84 88 L2 3 62,9
chuvoso 66,67 98 L4 2 52,7

Outro fator importante, aqui considerado, ¢ a origem das pods-larvas. Pos-larvas
certificadas, originadas de laboratorios idoneos sdo importantes para minimizar a ocorréncia
de enfermidades. Relacionando as variaveis incluidas na Tabela 2, constatou-se:

e A fazenda A que empregou as mais baixas densidades (15 a 31 cam/m?), o tempo de
cultivo mais prolongado (92 a 117 dias), apresentou as mais altas ocorréncias de
IMNV (11) e as mais baixas taxas de sobrevivéncia (46% a 62%);

e A fazenda B com densidades (24,7 a 43,3 cam/m?), e o tempo de cultivo menor (52 a
68 dias), apresentou as mais baixas ocorréncias de IMNV (3) e as mais altas taxas de
sobrevivéncia (74% a 95%), que estdo acima das médias histéricas no Brasil. E a
unica fazenda que adquiriu pds-larvas do laboratorio 5 nos dois ciclos de cultivo e
para ambos 0s Viveiros;

e A fazenda D que usou as mais altas densidades (66,67 a 72,44 cam/m’) e cujo tempo
de cultivo variou entre 70 a 98 dias apresentou 9 ocorréncias de IMNV e taxas de
sobrevivéncia entre 52,7% a 72,7%.

A taxa de sobrevivéncia se apresentou mais alta que aquela citada na literatura
especializada para a IMNV (ABCC, 2004; Hasson et al., 2005;).

Valores minimos, maximos e médios + erro resultantes da sobrevivéncia dos cultivos e

densidades de estocagem durante o periodo pesquisado sao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Valores minimos, maximos e médias de varidveis de manejo.
Table 3: Minimum values, maximum and averages of handling variables.

Variaveis Valor minimo Valor maximo Média + erro
Sobrev. 46 95 67,19 £ 8,74
Dens. 15 72,44 40,72 + 6,66

Ao relacionar a probabilidade de ocorréncia da IMNV com as demais variaveis
presentes no banco de dados da pesquisa, constatou-se que a densidade, o tempo de cultivo e a
interacdo entre ambas interferiram significativamente na ocorréncia da IMNV, como

evidenciado no modelo abaixo:

P?h 0,1404 — 0,0001 x dens x T'C

|:- . —_—

UMY T — 0,0114 ¥ dens — 0,0096 % TC
Ao relacionar a sobrevivéncia dos camardes, em funcdo de varidveis contidas no

(R® = 90,77%)

banco de dados, constatou-se que o tempo de cultivo assim como a IMNV interferiram
significativamente na sobrevivéncia dos espécimes cultivados, como representado na fungao
abaixo:

Evidenciou-se que um maior tempo de cultivo, na presenca da IMNV, representa

menor taxa de sobrevivéncia (Figura 3).

N\
Sobrev = (116.130,4 — 21.189,23 X IMNV — 7141715 X T(C) ™ (B* = 87490

100 ~ Sem IMNV
g 80 ~
.g 60
=i
<«
Z 40 A
>
2
2 20 A
%)
0 T T T 1
40 60 80 100 120
Tempo de cultivo (dias)

Figura 3: Relacao entre sobrevivéncia e tempo de

cultivo na presen¢a ou auséncia da IMNV.
Figure 3: Relation between survival and raise time
at the presence or absence of IMNV.

Exemplificando com 120 dias de cultivo, na presenca da doenca, a sobrevivéncia
estimada ¢ de aproximadamente 40%, sendo que, sem a doenca € com o mesmo tempo de

cultivo, a sobrevivéncia estimada é de aproximadamente 60%. No entanto, uma melhora no
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manejo sanitario dos espécimes cultivados poderia refletir em um aumento de sobrevivéncia.
De uma forma geral, a presenga da IMNV gerou uma reducao da sobrevivéncia de 20%.

Em situagdes ndo controladas, como as de cultivo de camardo, hd muitos fatores que
podem interferir no desempenho a depender de cada realidade especifica (fazendas, viveiros).
Uma alteracdo no desempenho dos espécimes cultivados pode ser fruto da combinagao de
diferentes fatores, dificil de ser constatada. Nas fazendas estudadas, medidas de saneamento
podem ter contribuido para a diminuicdo da IMNV no 2° ciclo. Assim, em quatro dos seis
viveiros em que se obtiveram os dados (Tabela 2), houve diminui¢do da densidade do 1° para
0 2° ciclo de cultivo, o que pode caracterizar uma tentativa de controle da doenga, sendo que
nos quatro viveiros citados houve diminuicdo de ocorréncia da IMNV. Segundo dados do
inquérito sdo adotadas medidas de assepsia/desinfeccdo de bergérios e viveiros entre os ciclos
de cultivos por ocasido de manifestacdo de doengas. O intervalo que foi de um a quatro meses
entre o periodo de estio e o chuvoso pode ter também influenciado na diminui¢do da IMNV
no 2° ciclo (periodo chuvoso).

Além de 31 amostras com lesdes sugestivas de IMNV a analise histopatologica
(Tabela 4) apontou, entre outros, os seguintes achados: 44 amostras com lesdes sugestivas de
Hepatopancreatite Hemocitica (HH), 37 de Necrose Infecciosa Hipodermal e Hematopoiética
(IHHN), 38 de Bacteriose (B), 33 protozoarios epicomensais (PE) e 25 de gregarinas (G). O
nimero destes achados, com excecdo de HH, diminuiu do 1° para o 2° ciclo, o que pode
indicar uma possivel melhora no manejo influenciando no ambiente aquatico e, em
decorréncia, na diminui¢do da IMNYV no 2° ciclo.

Tabela 4: Principais achados histopatoldgicos durante os anos

de 2005 a 2006 nas quatro fazendas pesquisadas.
Table 4: Main histopathological findings between the years of
2005 and 2006 on the four studied farms.

Periodo Amostras IMNV HH IHHN B PE G
Estio 30 20 19 20 20 20 14
Chuvoso 30 11 25 17 18 13 11
Total 60 31 44 37 38 33 25

Em que: IMNV- Mionecrose Infecciosa Viral, PE- protozoarios epicomensais, THHN-

Necrose Infecciosa Hipodermal e Hematopoiética, B- bacteriose, G- gregarina.
Where: IMNV- Infectious Myonecrosis Viral, PE- epicomensal protozoan, Infectious hypodermal and
haematopoietic necrosis, B- bacteriose, G- gregarine.

Comparando resultados do exame histopatolégico com os do exame a fresco verificou-
se que houve quatro amostras com indicagdo de alteragdes sugestivas de necrose muscular no

exame a fresco, confirmadas pelo exame histopatologico, porém em 27 amostras, o exame a
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fresco nao evidenciou alteragdes na musculatura, enquanto o exame histopatologico
identificou nas mesmas, lesdes sugestivas de IMNV. Portanto, o exame a fresco, apesar de ser
muito utilizado por ser uma técnica rapida, pouco dispendiosa, necessita de complementagdo
com exames mais sensiveis como o histopatologico.

Do subtotal de 15 amostras, coletadas no tempo zero, dez amostras possibilitaram
visualizacdo para o exame a fresco. Destas dez, nove apresentaram necrose nos tubulos do
hepatopancreas o que pode ser correlacionado aos sete casos sugestivos de hepatopancreatite
hemocitica evidenciados pela histopatologia na primeira coleta, ndo havendo, em principio,
suspeita da IMNV.

Apesar da redugdo alimentar e a auséncia ou reducao de lipideos, entre outros, serem
citadas como sintomas da presenca de IMNV ja no bercario (Nunes et al., 2004), os dados
aqui obtidos pelo exame a fresco ndo foram suficientes para evidenciar a enfermidade naquela
ocasido. Confrontando os achados histopatoldégicos com os do exame a fresco, os dados
poderiam ser indicativos de baixa qualidade da agua, pela detec¢do de protozoarios
epicomensais (Lightner, 1997) nos camardes analisados.

Do total de 37 ocorréncias de IHHN, 26 estavam conjugadas a IMNV. Conforme
Thrusfield (2004), animais cultivados em sistemas intensivos, sdo alvos de doengas por
infeccdo simultanea, com mais de um agente infeccioso. O virus da IHHN ¢ considerado
endémico na carcinicultura brasileira e, apesar de ndo se atribuir ao mesmo, isoladamente,
grande impacto, ele representa um fator de risco a mais, pois provoca estresse e debilidade. A
desuniformidade do camarao ¢ outra caracteristica associada a IHHN (Barbieri Jr e Ostrensky
Neto, 2002), sendo que, nas amostras do 4° més de cultivo, foi constatada pelo exame a
fresco, uma consideravel variacdo dos pesos médios (4,07 g a 9,90 g).

A hepatopancreatite hemocitica (HH) teve a mais alta presenca entre os achados
histopatologicos (44 no total de 60 amostras). Caracterizada por inflamagdo e necrose no
hepatopancreas, ela pode ser ocasionada por etiologias diversas como: bactérias, toxinas,
rickétsias e virus. A presenga de HH, em conjuncdo com as outras ocorréncias
histopatologicas pode ser indicativo de desequilibrio do ambiente aquatico. Esse desequilibrio
¢ frequentimente apontado como causador de estresse nos camardes, tornando-os vulneraveis
ao IMNV (ABCC, 2004; Lima et al., 2004).

A presenca de gregarinas, algumas vezes de forma massiva, pode agravar o estado de
satde dos camardes, uma vez que, presentes no intestino destes individuos, competem com os
mesmos pelos nutrientes. A existéncia de lesdes sugestivas de bacteriose detectadas em 38

amostras em conjun¢do a outros achados indica a necessidade de investigar a presenca de
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vibrionaceas. Cabe ressaltar que a presenga de bactérias ¢ comum tanto no camardo quanto na
agua, sendo que em ambientes aquaticos equilibrados ndo costumam causar danos.

Os dados apresentados neste estudo parecem indicar a presenca da IMNV associada a
interagdo de agentes infecciosos e fatores ndo infecciosos. A expressdo da doenga seria
portanto, uma provavel consequéncia da conjun¢do de diferentes fatores (nem todos objeto
desse estudo), tais como: aqueles relacionados ao manejo: tempo de cultivo, alimentacao,

qualidade de pos-larvas e outros, decorrentes de adversidades do meio ambiente.

CONCLUSOES

Este estudo anatomopatoldgico caracterizou lesdes que sugerem a presenca da IMNV
em camardes cultivados das quatro fazendas estudadas.

Nao ha como afirmar se a doenga foi adquirida na propriedade ou se as pos larvas ja
vieram infectadas dos laboratdrios.

O maior nimero de lesdes sugestivas de IMNV, ocorreu, no 1° ciclo de cultivo
estudado, no periodo de estio.

O tempo de cultivo e a densidade de estocagem influenciaram significativamente
(P<0,05) na manifestacdo da IMNV; o tempo de cultivo e a ocorréncia da IMNV interferiram
de forma significativa (P<0,05) na sobrevivéncia.

A aparente melhora de desempenho parece estar relacionada com a conjungdo de

diferentes fatores de manejo e ambientais.
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| Anexos

Questionario RECARCINE

RECARCINE - SUB-REDE ENFERMIDADES
Conjuncéo de fatores relacionados com a incidéncia da Infecgcéo
Hipodermal e Necrose Hematopoiética em camardes marinhos cultivados.

1. IDENTIFICAGCAO DA PROPRIEDADE

Nome

Propietario

Endereco

Localizagdo

Tamanho

Estuario

Nivel de Poluicao

Tempo de funcionamento

Técnico responsavel

2. MANEJO
2.1. Aquisicao de pos-larvas

Local de aquisig@o

Idade

Epoca da aquisicio

Teste de qualidade

Tempo de transporte

Detec¢do de anomalia

2.2. Tanque bercario

a) Tamanho

b) Densidade de estocagem

c¢) Alimento

d) Freqiiéncia alimentar

e) Fertilizantes

f) Medicamentos

g) Tempo de cultivo

h) Sobrevivéncia

i) Aeracdo (HP/tanque)




2.3. Viveiro de engorda

a) Tamanho

b) Densidade de estocagem

¢) Renovacdo de 4gua (taxa)

d) Fertilizantes
Tipo/Freqiiéncia

e) Calagem Tipo Freqiiéncia

f) Alimento

g) Forma de arragoamento

h) Freqiiéncia alimentar

i) Comedouro/ha

j) Probidtico

k) Imunoestimulante

1) Medicamentos

m)Tempo de cultivo

n) Sobrevivéncia

0) Aeracdo (HP/viveiro)

2.4. Controle de parametros fisico-quimicos

31

Parametros

Diéario

Semanal

Quinzenal

Mensal

a) Oxigénio

b) Temperatura

c) pH

d) Salinidade

e) Transparéncia

f) Amonia

g) Nitrito

h) Nitrato

i) Fosforo

j) N Total

k) DBO

1) Solidos em suspensdo

2.5. Controle de parametros biol6gicos

Parametros

Diéario

Semanal

Quinzenal

Mensal

Fitoplancton

Zooplancton

Bacterioldgico

2.6. Acompanhamento
2.6.1. Biometria

a) Freqiiéncia

b) Destino amostrados

¢) Método




2.6.2. Aspectos sanitarios

a) Analise

b) Freqiiéncia

¢) Destino animais doentes

d) Muda

¢) Mortalidade

2.6.3. Biosseguridade

a) Higienizagdo dos equipamentos

b) Controle de fluxo

c¢) Presenca de animais domésticos

d) Controle de pragas

¢) Rodoluvio

f) Pediluvio

g) EPI

2.7. Assepsia/Desinfeccao
2.7.1. Bergario

a) Freqiiéncia

b) Forma de aplicagdo

¢) Produtos

2.7.2. Viveiro

d) Freqiiéncia

e¢) Forma de aplicagéo

f) Produtos

2.8. Tratamento de agua
2.8.1. Abastecimento

a) Captagdo () Dependente da maré () Independente da maré
b) Tratamento/tipo do afluente
¢) Sistema (circuito) () Aberto () Fechado

2.8.2. Drenagem (Tratamento)

a) Lagoa de estabilizagdo

b) Canal

2.9. Parametros Zootécnicos

a) Taxa de sobrevivéncia

b) Fator de conversdo alimentar

c¢) Peso médio

d) Tempo médio de cultivo

32
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e) Produtividade

) Incidéncia de enfermidades

3. SANIDADE (IMNV)

a) Detec¢do de IMNV

b) Epoca do surgimento

¢) Prejuizos causados

d) Viveiros afetados

¢) Medidas adotadas

OBSERVACOES

Normas para Publicac@o no periddico Acta Scientiarum Biological Sciences

Acta Scientiarum. Biological Sciences
INSTRUCOES PARA AUTORES

1.Acta Scientiarum. Biological Sciences ISSN ~ 3.0s autores se obrigam a declarar que seu

1679-9283, ¢ publicada trimestralmente pela manuscrito, relatando um trabalho original,
Universidade Estadual de Maringa. nao esta sendo submetido, em parte ou no seu

2.A revista publica artigos originais em todas as todo, a analise para publicagdo em outra
areas relevantes de Ciéncias Biologicas, revista.

incluindo anatomia, bacterologia, biologia ¢ ~ 4.0s relatos deverdo basear-se nas técnicas

fisiologia dos microorganismos, biologia mais avancadas e apropriadas a pesquisa.
geral, biologia molecular, bioquimica, Quando apropriado, deverd ser atestado
botanica, citologia e biologia celular, que a pesquisa foi aprovada pelo Comité
comportamento animal, ecologia, de Etica e Biosseguranga da instituigio.

embriologia, fisiologia, genética, histologia,  5.0s artigos sdo publicados em portugués ou
microbiologia, morfologia, parasitologia ¢ inglés. Devem ser concisos € consistentes no

zoologia. estilo. As idéias e os conceitos emitidos



representam unicamente as opinides do(s)

autor(es).

6.0s artigos serdo avaliados por dois
consultores da 4rea de conhecimento da
pesquisa, de instituicdes de ensino e/ou
pesquisa nacionais e estrangeiras, de
comprovada producdo cientifica. Apos as
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decisdo sobre a publicagdo ou nio do artigo
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