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RESUMO

A infeccdo por Mycobacterium spp. tem sido constatada em diversos vertebrados, ocasionando
doengas em humanos e animais. As espécies responsaveis pela ocorréncia de micobacteriose em
peixes, a saber, Mycobacterium marinum, M. fortuitum e M. chelonae, também sdo potencialmente
infecciosas para os camardes peneideos. A micobacteriose que afeta crustaceos corresponde a uma
enfermidade sistémica, granulomatosa, possuindo como agente etiol6gico bacilos Gram positivos
acido-alcool resistentes. Relata-se neste trabalho a ocorréncia de micobacteriose em camardes da
espécie Litopenaeus vannamei, sendo identificada a bactéria M. marinum nas amostras teciduais
analisadas. Durante a manutencao de juvenis da espécie foram observadas lesdes enegrecidas no
sexto segmento abdominal de 20 espécimes. A partir das técnicas de Fite-Faraco e Fluorescence
In Situ Hybridization (FISH) foi identificado o patégeno, representando uma doenca bacteriana
com potencial zootécnico que ocorre em ambientes aquaticos, acarretando riscos de contaminacao
topica em pessoas envolvidas na manipulagdo de camardes.
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ABSTRACT

The Mycobacterium spp. infection they have been documented in many vertebrates, causing known
diseases in man and animals. The species responsible for the occurrence of mycobacteriosis in
fish, Mycobacterium marinum, M. fortuitum and M. chelonae, are also potentially infectious for
penaeid shrimp. The mycobacterial disease that affects shellfish corresponds to a systemic disease,
granulomatous, having as an etiological agent Gram-positive bacilli resistant acid-alcohol. We
report the occurrence of mycobacteriosis in shrimps of the species Litopenaeus vannamei, and
identified the species M. marinum in tissue samples analyzed. During the maintenance of juvenile
of the species, blackish lesions were observed in the sixth abdominal segment in 20 specimens.
From techniques Fite-Faraco and hybridization in situ with fluorescence (FISH), has identified
the pathogen in the analyzed tissue was observed, representing a bacterial disease of aquatic
environments with zoonotic potential, causing risks of topical contamination on people involved
in handling shrimp.
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INTRODUCAO

O camardo branco do Pacifico, Litopenaeus
vannamei, espécie nativa da costa do Pacifico
ocidental da América Latina (LIAO e CHIEN, 2011),
possui participacao de 90% da producao global de
camardes cultivados (NIRMAL e BENJAKUL, 2009).

No Brasil, as condig¢des climaticas sao favoraveis
ao cultivo da espécie, com dominio das tecnologias
de produgdo, que transformaram o Pais no principal
produtor de camardes das Américas (POERSCH et
al., 2006).

Juntamente com o rdpido crescimento da
carcinicultura surgiram enfermidades causadas por
diferentes agentes patogénicos, que provocaram
enormes perdas econdmicas nas ultimas décadas
(FAO, 2014).

A ocorréncia de infeccao por Mycobacterium spp.
tem sido documentada em diversos vertebrados,
ocasionando doencas infecciosas em humanos e
outros animais. Dentre as espécies mais conhecidas
estdo Mycobacterium tuberculosis e M. bovis, que
acarretam doencas economicamente importantes
em bovinos, e M. avium, que, da mesma forma, afeta
aves (BROCK et al., 1986).

Em humanos ocorre a espécie M. marinum,
que causa lesdes sob a forma de inflamacao
granulomatosa e nodular ou granulomas difusos na
pele, tecido subcutaneo e tenddes, sendo a doenca
também denominada “granuloma de natagao”,
“granuloma de tanques” e “doenca de manipuladores
e criadores de peixes” (CHRISTOPHER et al., 2004;
EKENNA, 2016), podendo ser confundida com
esporotricose em humanos, pela semelhanga entre
as lesdes (EKENNA, 2016), e ainda causar afec¢des
mais severas em pacientes imunocomprometidos,
como artrite séptica, bursite e osteomielite (KERN et
al., 1989; JERNIGAN e FARR, 2000). A infecgdo fica
restrita a pele, uma vez que o crescimento 6timo da
espécie M. marinum ocorre em temperaturas em torno
de 37°C (SILCOX e DAVID, 1971), sendo revelada,
no exame histopatolégico da lesdao de humanos
infectados com o agente, uma reacao granulomatosa
cronica com inflamagdo aguda e cronica e presenca
de células gigantes multinucleadas (LEBLANC et
al., 2012).

As espécies responsaveis pela ocorréncia da
micobacteriose em peixes, como as ja relatadas
Mycobacterium marinum, M. fortuitum e M. chelonae
(FRERICHS, 1993), também sdao potencialmente
infecciosas para o camardo peneideo. Em crustaceos
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decédpodes, a ocorréncia de algumas destas bactérias
ja foi relatada (OVERSTREET, 1978; TANG et al.,
2014), incluindo a espécie M. peregrinum (MOHNEY
et al., 1998). No entanto, em alguns casos de
micobacteriose ndo foi possivel identificar a espécie
responsavel pelas lesdes (LIGHTNER e REDMAN,
1986; KROL et al., 1989; BROCK e LIGHTNER, 1990).

A enfermidade gera lesdes tissulares proliferativas
com intensa resposta tecidual, geralmente de
caracteristica granulomatosa, com presenga de
linfécitos, histidcitos, células epiteliais e, em
alguns casos, células gigantes multinucleadas. A
micobacteriose que afeta crustaceos corresponde a
uma enfermidade sistémica, granulomatosa, e tem
como agente etioldgico bacilos Gram positivos dcido-
alcool resistentes com 1 a 12 cm de comprimento
(MORALES-COVARRUBIAS, 2010).

Este trabalho objetiva o estudo da ocorréncia de
micobacteriose em camardes da espécie Litopenaeus
vannamei, assim como a identificacdo da bactéria
causadora da infeccdo de espécimes mantidos em
cultivo experimental.

MATERIAL E METODOS

Camardes de um cultivo experimental
desenvolvido na Estagdo Marinha de Aquacultura
da Universidade Federal do Rio Grande - RS
foram mantidos em tanques com 150 litros de
agua, estando os valores de todos os parametros
de qualidade adequados ao cultivo do camarao
Litopenaeus vannamei. Os exemplares estudados
foram eutanasiados com choque térmico, sendo, a
seguir, realizada dissecacao para coleta de amostras
do sexto segmento abdominal, hepatopéancreas e
branquias, as quais foram entao fixadas em solugao
de Davidson e processadas em equipamento
automatico (LEICA TP 1020).

As amostras teciduais emblocadas em paraplast
foram cortadas em micrétomo na espessura de 5
cm, sendo as sec¢des coradas por Hematoxilina
e Eosina e pelo método de Fite-Faraco. Para a
deteccdo de bactérias acido-dlcool resistentes pelo
método de Fite-Faraco, as sec¢des de tecido foram
desparafinizadas em solucdo composta por xilol e
6leo de amendoim por 15 minutos e, em seguida,
lavadas em agua corrente. Foi utilizada solucao de
acido sulftrico a 10% durante dois minutos para
diferenciacao, seguida de lavagem em agua corrente
e dgua destilada. Para a técnica de Fite-Faraco,
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os tecidos sdo desidratados em xilol e, a seguir,
montados sobre lamina em Balsamo do Canada
(FITE et al., 1947).

O diagnéstico taxondmico da bactéria foi
realizado por meio de hibridizacdo in situ com
fluorescéncia (FISH), utilizando o oligonucleotideo
AGG ACC ACG GGA TTC (5-3"). A técnica de
hibridizagao in situ com fluorescéncia (FISH),
possui a vantagem de ser mais especifica e sensivel,
permitindo a visualizacdo de micro-organismos in
situ sem realizacado de cultivo celular.

RESULTADOS

Os espécimes de Litopenaeus vannamei, estocados
a uma densidade de 400 camardes.m-3 e com peso
inicial médio de 1,03 g, apresentaram, apds 30 dias,
peso final médio de 2,25 g e sobrevivéncia de 67,08 %
(Tabela 1). Durante a manutencdo dos animais

foram observadas lesdes enegrecidas no sexto
segmento abdominal de 20 exemplares (Figura 1),
acompanhadas de baixo ganho de peso e alta morta-
lidade. As técnicas utilizadas permitiram evidenciar
a presenga do patdgeno no tecido analisado.

Na analise histopatolégica utilizando coloracao
com Hematoxilina e Eosina, observou-se lesdo com
grande quantidade de pigmento de aspecto meldnico,
circundada por infiltrados inflamatérios hemociticos
na cuticula e no tecido muscular do sexto segmento
abdominal (Figura 2A).

Microscopicamente, por meio da técnica de
Fite-Faraco, foram visualizados nédulos granulo-
matosos com depdsitos de melanina, circundados
por hemdcitos, e presenca de bacilos acido-alcool
resistentes no centro da lesdo (Figura 2B).

Por meio da técnica de hibridizacao in situ com
fluorescéncia foi possivel identificar Mycobacterium
marinum como a espécie de micobactéria responsavel
pelas lesdes (Figuras 2C e 2D).

Tabela 1. Resultados (média + DP) dos parametros de crescimento de camardes Litopenaeus vannamei durante

periodo experimental de 30 dias.

Parametro Resultado
Peso inicial (g) 1,03 +0,55
Peso final (g) 2,25+0,84
Sobrevivéncia (%) 67,08 £10,09
Taxa de conversdo alimentar 3,32 +1,99
Biomassa inicial (g) 61,87 +33,17
Biomassa final (g) 103,13 + 58,47
Produtividade final (kg.m) 0,69 £ 0,39

Figura 1. Exemplar de camarao Litopenaeus vannamei com lesdes enegrecidas no sexto segmento abdominal.
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Figura 2. (A) Lesdo no tecido muscular do sexto segmento abdominal do camarao Litopenaeus vannamei com
abundante pigmento de aspecto melanico (seta longa), circundada por infiltrados inflamatérios hemociticos
(seta curta). HE, bar=10 um; (B) N6dulos no tecido muscular com presenga de bacilos dcido-alcool resistentes
no centro da lesdo (setas). Fite-Faraco, bar=40 pm; (C) e (D) Visualizagdo de Mycobacterium marinum no tecido
muscular, por meio da técnica de hibridizagdo in situ com fluorescéncia, bar=40 pm.

DISCUSSAO

As micobacterioses que afetam humanos e outros
mamiferos, como a tuberculose por Mycobacterium
tuberculosis, ja sao bem caracterizadas quanto aos
aspectos epidemiolégico e clinico, com diagnéstico
universalmente conhecido. No caso de animais
poiquilotérmicos, as micobacterioses ndo sao
claramente conhecidas, com protocolos de diagnéstico
diferindo dos aplicados quando se trata de espécies
de Mycobacterium que causam a tuberculose, devido
principalmente ao fato de o contetido de acido
micolitico ser inferior ao observado em micobactérias
que acometem mamiferos e humanos (PROPHET
et al., 1992). Para verificacdo da ocorréncia de
bacilos 4cido-dlcool resistentes, a técnica cldssica de
Ziehl-Neelsen utiliza solventes organicos, gerando
resultados falso-negativos em amostras do agente,
em razao da menor quantidade de acido micolitico,
sendo, por isso, preconizada a técnica de Fite-Faraco,
descrita em 1947, que consiste em desparafinar com
uma solucdo de xilol e azeite mineral, evitando a
perda de acido micolitico, o que permite observar
claramente as micobactérias que afetam peixes e
invertebrados (FITE et al., 1947).

De acordo com o manual de bacteriologia de
Bergey, a espécie patogénica de Mycobacterium mais
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comum em animais aquaticos é M. marinum, que
substituiu as antigas denominacdes: M. piscium, M.
anabrante e M. salmoniphilum (GARRITY et al., 2005).

O método de hibridizagado in situ com fluorescéncia
(FISH), com base em sondas de acidos nucleicos de
peptideos, é rapido e de alta sensibilidade para
diagnosticar e diferenciar espécies de micobactérias
(HONGMANEE et al., 2001), principalmente as
zoonéticas de ocorréncia na carcinicultura.

Na presente pesquisa, a lesdo observada
estava situada nos tecidos conectivo subcuticular
e muscular, diferindo da lesdo reportada por
MOHNEY et al. (1998), que se localizava apenas no
tecido conectivo subcuticular de Penaeus vannamei
(Litopenaeus vannamei). MOHMEY et al. (1998)
também reportaram o primeiro caso de ocorréncia
da espécie Mycobacterium peregrinum no camarao,
sendo isolada apenas da carapaga do animal, com a
lesao melanizada ndo atingindo o tecido muscular.

A presenca de lesdes melanizadas representa
um problema na apresentacdo do camardo ao
consumidor, pois interfere na aparéncia do produto,
resultando em rejei¢do e perdas econdémicas
(LIGHTNER, 1996).

O relato da espécie bacteriana identificada nao
possui importancia econémica apenas em cultivos
do camardo Litopenaeus vannamei, visto que, em
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ambientes aquaticos, causa doenga bacteriana
com potencial zoondtico, acarretando riscos de
contaminagdo nas pessoas envolvidas na manipulagdo
do camarao (HAENEN et al., 2013).
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