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RESUMO

O presente trabalho avaliou a sobrevivéncia de juvenis de Macrobrachium rosenbergii,
importante espécie de camardo de 4gua doce no cenério aquicola frente a desafio bacteriano
com Vibrio parahaemolyticus, bactéria oportunista presente no préprio ambiente de cultivo e
microbiota intestinal do animal. O experimento foi realizado com dois fatores: (1) via de
Infecgéo, na qual foram avaliados trés tratamentos (i- via ingestdo, composto de oferta da ragéo
adicionada do patdgeno; ii- via injecdo, através da inoculacdo intramuscular e; iii- via imerséo,
onde o material infeccioso foi acrescido a &gua das unidades experimentais) e (2) concentracéo,
no qual cada tratamento foi submetido a duas concentragbes: 108 e 10° UFC/ml de
V.parahaemolyticus. Os animais (peso médio inicial de 0,3 g) utilizados no experimento foram
distribuidos aleatoriamente em unidades experimentais de 15L de volume util, na densidade de
3 camardes / 4L sob aeracdo constante, filtro bioldgico e temperatura de 28°C utilizando 7
tratamentos com 3 repeticdes, totalizando 21 tratamentos. O desafio foi feito ao longo de 21
dias com os animais alimentados a 5% de sua biomassa trés vezes ao dia. Durante todo o
periodo do desafio, os animais foram monitorados diariamente para a observacdo da
mortalidade e presenca de sinais clinicos. Os dados de mortalidade obtidos foram submetidos
aos testes de homogeneidade, normalidade (teste de Shapiro—Wilk), transformados pela raiz
quadrada e posteriormente submetidos a ANOVA unidirecional. Para a avaliacao de diferencas
entre as médias foi utilizado o teste de Tukey com nivel de significancia de 5% em todas as
andlises. Os resultados obtidos demonstraram que, para os tratamentos de ingestao e imersao,
a mortalidade oscilou entre 6,25% e 33,33% (SD=7,22-14,43), ndo existindo diferenca entre
os tratamentos. Ao observar o tratamento via injecdo, foram detectadas taxas médias de
mortalidade de 45,83% e 100% (SD=7,22%) para as concentracbes de 10° e 10® UFC/m,
respectivamente, sendo este distinto das demais vias. Com base nos resultados obtidos, pode-
se concluir que: (i) o tratamento por injecdo intramuscular de V. parahaemolyticus foi o que
resultou em menores taxas de sobrevivéncia, com a concentragéo de 10® UFC/ml, sendo a mais
proxima da dose letal mediana (DLso), por acarretar 45,83% de mortalidade na populagéo de
camardes M. rosenbergii e; (ii) ha influéncia na sobrevivéncia de juvenis de M. rosenbergii, a
depender da via de infec¢do e concentracdo inoculada de V. parahaemolyticus, com maior taxa
de mortalidade via injecdo, ndo existindo diferenca pata as rotas via imersdo e ingestdo,
independente da concentracao.
Palavras-chave: Sobrevivéncia, Juvenis, Macrobrachium rosenbergii, Infeccdo, Vibrio

parahaemolyticus.
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1. INTRODUCAO

Ao longo das ultimas décadas, a aquicultura vem se destacando como uma atividade
sustentavel para a producgdo de alimentos se comparada a outras cadeias produtivas no ramo da
agropecuéria.(SIQUEIRA, 2017), esta afirmacdo pode ser demonstrada pela continua busca
pelo desenvolvimento de técnicas aquicolas com menor utilizacdo e descarte de agua, sem
perda do potencial produtivo e econbmico como sistemas de recirculagio RAS
(SAMPANTAMIT, 2020). Tendo alcangado uma producdo de 177,8 milhGes de toneladas em
peso Vivo, a aquicultura demonstrou valor total de venda de US$ 264,8 bilhdes de délares no
ano de 2020 (FAO, 2022).

Dos setores da aquicultura, a carcinicultura tem crescido de forma acentuada nos
ultimos anos, possuindo incremento de 36% entre os anos de 2015 a 2019 (VIDAL, 2022), com
representando cerca de 90% dos crustaceos cultivados no mundo, sendo dividida em
carcinicultura marinha, com cerca de 99,7% da producéo e de agua doce com cerca de 612.228
toneladas produzidas em 2020 (NATORI, 2011 & FAO, 2022), .

Dentre as espécies utilizadas na carcinicultura de &gua doce, destaca-se 0
Macrobrachium rosenbergii, principal espécie de carideo cultivada mundialmente, com
producdo estimada em 294 mil toneladas em 2020 (FAO, 2022). Esta espécie vem obtendo
rapido crescimento no mercado mundial desde 2000, com producgéo em diversos paises chave
no cenéario aquicola como China, Equador, india, Taiwan e Tailandia (SANTOS, 2017), devido
a sua rapida adaptacdo e rusticidade, além de alta taxa de fecundidade e rapido
desenvolvimento corpéreo (LIMA et al., 2019; VALENTI et al., 2009), facil tecnologia de
implementacdo e baixo impacto ambiental se comparado ao cultivo de espécies marinhas
(VALENTI, 2002; NEW et al., 2000), devido a sua aplicabilidade em policultivos junto a
Carpas e Tilapia e até outras espécies de carideos (HONGTUO, 2012 & WAHAB, 2012),
melhorando assim a produtividade de ambas as espécies, e consequentemente reduzindo a
quantidade de matéria organica adensada devido a menor mortalidade por doencas e maior
aproveitamento de alimento (RA’ANAN, 1983).

Com o aumento da demanda pela espécie, tornou-se necessaria a utilizacdo de maiores
densidades (até 50 camardes/m?), a fim de aumentar a produtividade em sistemas intensivos
(BALLESTER et al., 2017). Entretanto, a utilizacdo de maiores densidades em producgdes

intensivas tem se tornado um grande condutor para uma série de patdégenos devido a um



ambiente com utilizacdo regular de ragdes ricas em proteinas, cenario ideal para a propagacdo
de bactérias (HOSSAIN et al., 2016).

Atrelado a isto, em produgdes intensivas de M. rosenbergii tem-se registrado também o
aumento do estresse ocasionado pela variagdo de parametros de qualidade da agua como
oxigénio dissolvido, pH, temperatura e amonia (LEMOS et al., 2018) e pelo comportamento
territorialista comum a espécie, desencadeando comportamentos agressivos como canibalismo
e relagdes de dominancia pelo maior adensamento (PONTES et al., 2020). Este estresse
impacta de maneira direta o equilibrio fisiolégico dos animais, consequentemente alterando
seu sistema imune, diminuindo sua capacidade de responder a pat6genos e, potencializando os
surtos de bacterioses (SANTOS et al., 2013).

Dentre as doencas bacterianas mais comuns a producdo de camardo de agua doce, as
causadas pelo género Vibrio spp., comumente encontrado no acimulo de matéria organica dos
sedimentos, coluna d’agua e compondo parte da flora intestinal dos animais (ZHANG et al.,
2014), tem afetado o crescimento dos animais e provocado danos ao tecido intestinal, com
elevada mortalidade dos animais infectados, gerando grandes perdas econdmicas (AHMMED
et al., 2019).

O Vibrio parahaemolyticus é uma bactéria halofilica gram—negativa possui diversos
fatores de viruléncia como citotoxicidade, toxicidade intestinal , hemolitica, adesina, protease
e proteina da membrana externa, lipopolissacarideo, urease, sistemas de secrecdo tipo Il
(T3SS) e tipo VI (T6SS), trazendo maltiplos fatores de viruléncia a bactéria (LINGZHI, 2019)

Os espécimes de M. rosenbergii acometidos por vibrioses apresentam escurecimento
de sua carapaca, descoloracdo avermelhada da musculatura e perda de apéndices do segmento
abdominal, resultando em taxa de mortalidade superior a 80% (KHUNTIA et al., 2008). Tendo
em vista este panorama da carcinicultura intensiva do M. rosenbergii, torna-se necessario o
entendimento do efeito da rota de infec¢do e concentraces bacterianas do género Vibrio na

mortalidade de M. rosenbergii.

2. DESENVOLVIMENTO

2.1 CONDICOES EXPERIMENTAIS
Juvenis de M. rosenbergii (peso médio inicial de 0,3 g) foram adquiridos de fazenda
comercial e, depois distribuidos aleatoriamente em unidades experimentais de 15 L de volume

util, abastecidas com agua doce filtrada a 30 um e previamente tratada com cloro a 30 ppm, na



10

densidade de 3 camardes / 4L sob aeragdo constante. Cada unidade experimental foi mantida
com um filtro bioldgico, alcalinidade e dureza acima de 60 mg de CaCOz/L e temperatura de
28°C. O experimento durou 21 dias e os animais foram alimentados com ragéo comercial (35%
PB) a 5% da biomassa trés vezes ao dia (8, 12 e 16 horas), sendo a quantidade ofertada ajustada
de acordo com a estimativa de consumo, mortalidades e sobras segundo metodologia de New
et al. (2010).

Para 0 monitoramento das variaveis de qualidade de &gua dentro dos limites ideais para
carideos propostos por New et al. (2010), foram realizadas mensurac6es de temperatura, pH e
oxigénio dissolvido (O.D.), duas vezes ao dia e coletadas amostras de agua semanalmente,
para andlise de nitrito, nitrogénio amoniacal, alcalinidade e dureza por meio de Kit
colorimétrico comercial (Alcon Labcon, Camborid, Brasil). A manutencdo da limpeza das
estruturas dos tratamentos ocorreu diariamente por meio de sifonamento, com reposicao do

volume d’4gua perdido via evaporagao.

2.2 CULTURA BACTERIANA

A cepa de V. parahaemolyticus (ATCC 17802) utilizada no experimento foi obtida da
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e, posteriormente ativada e cultivada em Caldo Triptona
de Soja (TSB) suplementado com 2% de cloreto de sodio por 24 horas a 30°C. Em seguida, a
cultura foi centrifugada a 2200 g durante 15 minutos, o sobrenadante descartado, os pellets
lavados duas vezes e ressuspendidos em solucédo salina estéril a 2%. A concentragdo de 108
UFC/ml foi determinada utilizando-se como referéncia a escala de McFarland de 0,5 e a
concentracio de 10° UFC/ml foi obtida através da dilui¢do deste material infeccioso em solucéo

salina estéril.

2.3 DESAFIO BACTERIANO

Os animais foram submetidos ao desafio bacteriano por meio de dois fatores (1) via de
infeccdo e (2) concentracgdo, visando avaliar o nivel de infeccao por diferentes vias ja utilizadas
em estudos de imunologia de M. rosenbergii . Em relacdo as vias, foram avaliadas trés rotas:
(a) desafio via Imersdo (IME), onde o material infeccioso foi inoculado diretamente na dgua
do cultivo durante 24h (BALCAZAR, 2007); (b) desafio via Ingestdo (ING) , onde a cultura
infecciosa foi adicionada a racdo previamente esterilizada (1:1) visando a imersdo desta por 30
minutos e; (c) desafio via Injecdo (INJ), através da inocula¢do intramuscular do material
infeccioso terceiro segmento abdominal de cada animal, visando infeccdo facilitada do

patégeno devido a.
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Para a concentragcdo bacteriana foram avaliadas, para cada via de infecgdo, as
concentragdes de 10% e 10° UFC/ml de V. parahaemolyticus. Na ragéo, estas concentragdes
foram confirmadas através do método de plaqueamento de superficie com semeadura em Agar
TCBS (Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose). O experimento contou com um delineamento
inteiramente casualizado, com trés repetices para cada tratamento, totalizando 21 unidades
experimentais. Durante todo o periodo do desafio, os animais foram monitorados diariamente

para a observacdo da mortalidade e presenca de sinais clinicos.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de mortalidade obtidos foram submetidos aos testes de homogeneidade (teste
de Levene), normalidade (teste de Shapiro—-Wilk), transformados pela raiz quadrada, e
posteriormente, submetidos 8 ANOVA unidirecional. Para a avaliagdo de diferencas entre as
médias foi utilizado o teste de Tukey (HSD - Honest Significant Difference). Para todas as
analises foi utilizado um nivel de significancia de 5%. As analises estatisticas foram realizadas

com o auxilio do software IBM SPSS Statistics versao 25.0.0.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final do periodo experimental, foram determinadas taxas de mortalidade medias na
faixa de 16,67% (para a concentracio de 106 UFC/ml) a 33,33% (para a concentragéo de 108
UFC/ml) nos tratamentos com desafio via Imersdo (IME). Estes valores estdo proximos ao
encontrado em desafio realizado com pos-larvas de M. rosenbergii imersas em agua salgada
contaminada com Escherichia coli em concentragéo de 108 UFC/ml (HOSSAIN et al., 2016),
no qual foi obtida uma mortalidade de 35%, demonstrando semelhanca na resposta a infecgdes
bacterianas pela espécies.

No presente estudo, foram realizados tratamentos com desafio via Ingestdo (ING), onde
foram encontradas taxas médias de mortalidade entre 6,25% (na concentragdes de 10° UFC/ml)
e 12,5% (na concentragdo de 108 UFC/ml), valores estes distintos aos determinados em estudo
realizado com juvenis de Penaeus monodon a partir da alimentacdo dos espécimes com
biofilme de Vibrio alginolytucus na concentragdo de 108 UFC/ml, onde foi atingida uma
mortalidade média de cerca de 40% (SHARMA et al, 2010), bem acima da demonstrada no
estudo realizado. A diferenca dos resultados pode ser entendida pela maior suscetibilidade de
P. monodon a doengas infecciosas, sendo esta constatada por Flegel via levantamento de
doencas de interesse no Vietnd (FLEGEL, 1997)
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Em relagdo ao desafio via injecdo (INJ), foram demonstradas taxas médias de
mortalidade entre 45,83% e 100% para as concentragGes de 10°e 108 UFC/ml, respectivamente.
Estes resultados foram distintos dos encontrados por Sung (2000), em que 100% de
mortalidade foi determinada em M. rosenbergii experimentalmente desafiados com Aeromonas
caviae. via injecdo (concentragdes de 108 UFC/mI). Esta diferenca pode ser justificada pela
diferenca na origem da cepa bacteriana, que no estudo com A. caveae, esta foi obtida do
hepatopéancreas de um animal doente, demonstrando efetividade em infeccéo, diferente da cepa
ATCC ativada via caldo TSB no presente estudo.

No presente estudo, foram determinadas diferencas estatisticas para a taxa média de
mortalidade entre as vias e concentragdes testadas (p>0,05), conforme sumarizado na Tabela 1

Tabela 1 — Valores médios de mortalidade (%) obtidos nos diferentes tratamentos.

Concentracdo (UFC/ml)

Vias de infeccéo

106 108
Imers&o cd* cd *
(Valor médio, desvio padrao 16,67 £14,43% 33,33 +7,22%
valores minimo e maximo) (0 -25) (25 - 37,5)
Ingestao cd * bc *
(Valor médio, desvio padrao, 6,25 £8,84% 12,5+12,5%
valores minimo e maximo) (0-12)5) (0-25)
Injecéo ; b * _a *
(Valor médio, desvio padrao, 45,83 £7,22% 100 + 0%
valores minimo e méximo) (37,5 -50) (100 — 100)
Controle . d*
(Valor médio, desvio padrao, 0+ 0%
valores minimo e maximo) (0-0)

“ Letras diferentes mostram diferenca significativa (p<0,05).

Em relacdo ao tempo de infeccdo necessario para alcancar a mortalidade total durante
o0 periodo experimental (21 dias), foi observado que nos tratamentos por imersdo, esta foi
alcancada ao 20° e 21° dias para as concentracGes de 10° e 108 UFC/ml, respectivamente. Ja
para a rota de ingestdo, para as mesmas concentraces de 10° e 10® UFC/ml, 100% de
mortalidade foi atingida, por ambos, ao 21° dia.

Tais resultados demonstram similares tempos de morte massiva entre as duas vias de
infeccdo, estando este tempo proximo ao encontrado em estudo realizado com juvenis de
Penaeus monodon a partir da alimentacéo dos espécimes com biofilme de Vibrio alginolytucus
na concentracido de 108 UFC/mI, onde maiores mortalidades foram observadas a partir do 14°

de infeccdo pelo patdgeno (SHARMA et al, 2010). Ao avaliar os tratamentos por inje¢cdo com
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concentragdes de 10° e 108 UFC/ml, as taxas de mortalidade de 45,83% e 100% foram

alcangadas, respectivamente, nos dias 17 e 2 (Figura 1). A mortalidade acumulada de todos os

tratamentos encontra-se resumida na figura 1.

Estudos acerca da velocidade de infeccdo e perfis clinicos bacterianos causados pelo

género Vibrio por imersdo de juvenis de Penaeus monodon e Litopenaeus vannamei em agua

contaminada pelo patdgeno, demonstraram instalacdo do patdgeno nas paredes intestinais até

48 horas ap0s contaminagdo, desencadeando sinais clinicos que correlacionam maiores taxas

de mortalidade dos espécimes de acordo com a concentracdo do agente (RUNGRASSAMEE

et al., 2016), comportamento também observado no presente estudo, onde a curva de

mortalidade comeca a aumentar ap0s 48 horas de exposi¢do ao patdgeno independente do

tratamento (Figura 1).

Figura 1 — Mortalidade acumulada durante o periodo de desafio para os tratamentos.

Moralicade [9%)

Iralamento
CTRL
IME_E
IME_8
ING_8

oow & K K o F ok ok W W W X XK ING_8

tea ek

INJ_ &
INJ_3

.
v

2 3 4 5 B T 8 9 10 11 12 13 14 15 16 117 18 19 20
Das

4. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que: (i) o tratamento por injecao

intramuscular de V. parahaemolyticus foi o que resultou em menores taxas de sobrevivéncia,

com a concentragdo de 106 UFC/ml, sendo a mais proxima da dose letal mediana (DLso), por

acarretar 45,83% de mortalidade na populacdo de camardes M. rosenbergii ; (ii) o tratamento
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por imersdo com concentracdo de 108 UFC/ml se demonstrou como uma via interessante para
estudos futuros de contaminagdo de M. rosenbergii por V. parahaemolyticus devido a notavel
mortalidade média proxima de 33,33% aplicada a uma via de infec¢do produzida em cenério
natural, possivelmente se aplicando a cultivos da espécie e ;(iii) ha influéncia na sobrevivéncia
de juvenis de M. rosenbergii, a depender da via de infeccdo e concentracdo inoculada de V.
parahaemolyticus, com maior taxa de mortalidade via injecdo, ndo existindo diferenca para as
rotas via imersao e ingestdo, independente da concentrag&o.
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