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HEPATOPANCREATITE NECROSANTE (NHP)
EM CAMARAO MARINHO

Giana Bastos GOMES?**, Emiko Shinozaki MENDES?, Veronica Arns da SILVA3

RESUMO: A hepatopancreatite necrosante (NHP) é uma enfermidade bacteriana
grave, que acomete os camardes marinhos. E causada por uma bactéria intracelu-
lar obrigatdria, pleomorfica, gram-negativa, do tipo Rickettsia, que ataca as células
do hepatopancreas (glandula digestiva). ANHP esté associada a periodos prolonga-
dos de elevadas temperaturas e salinidades, ocorrendo principalmente em animais
juvenis e adultos, ndo sendo observados sinais clinicos em pos-larvas. Pode aco-
meter varias espécies, mas principalmente Litopenaeus vannamei. A transmissao
ocorre através da ingestdo de animais mortos contaminados ou de material conta-
minado. Os camardes afetados apresentam-se letargicos, anoréxicos, exoesquele-
to amolecido, corpo flacido, cuticula frouxa, branquias escurecidas, hepatopancreas
atrofiado e pdlido. O controle fisico-quimico da agua € de extrema importancia na
profilaxia da doenca. As técnicas mais usadas para o diagnéstico da NHP sao: o
exame a fresco (andlise presuntiva), a histopatologia, hibridizagao in situ e principal-
mente Rea¢cdo em Cadeia de Polimerase (PCR). Drogas como a oxitetraciclina tém
demonstrado bons resultados, tanto na prevencdo como no tratamento desta enfer-
midade. Contudo, objetivou-se ampliar os conhecimentos sobre a hepatopancreati-
te necrosante em camardes marinhos buscando mostrar a necessidade de mais
pesquisas e discusséo sobre este assunto.

Termos para indexacao: bactéria intracelular, diagnéstico, Litopenaeus vannamei,
rickettsia.

NECROTIZING HEPATOPANCREATITIS (NHP) IN MARINE SHRIMP

ABSTRACT: Necrotizing hepatopancreatitis (NHP) is a serious bacterial disease which
affects cultured shrimp. It is caused by Rickettsia-like, pleomorfic, gram-negative,
obligatory intracellular bacteria that attack hepatopancreas' cells. NHP prevalence is
associated with high temperatures and salinity periods, ocurring mainly in juveniles
and adults, not being observed clinical signs in post-larval stages. It attacks several
penaeid species; however NHP in Litopenaeus vannameiis most reported. Ingestion
of infected dead animals or material of is the most probable mean of contamination.
NHP affected shrimp may become lethargic, anorexic, soft-shelled, flaccid body with
loose cuticle, darkened gills and atrophic and pale hepatopancreas. Water quality
control is very important in the prophylaxis of the disease. The techniques mostly
used for the diagnosis of NHP are wet mounts of hepatopancreas, histology, in situ
hibridization and most accurately, PCR. Drugs as oxytetracyclin have demonstrated
good results in the prevention and in the treatment of NHP. However, it was aimed to
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enlarge the knowledge of necrotizing hepatopancreatitis in marine shrimp and show
the need of more researches and discussion on this subject.

Index terms: Diagnosis, intracellular bacteria, Litopenaeus vannamei, rickettsia.

INTRODUCAO

A inflamacéao e necrose do hepatopan-
creas, denominada Hepatopancreatite Ne-
crosante (NHP), é uma doenca bacteriana
severa que acomete camardes marinhos
brancos. Muitas perdas na producéo de
camarfes marinhos nas Américas ocorre-
ram devido a esta enfermidade, o que limi-
tou gravemente a producéo desses animais
no Texas, onde ocorreram mortalidades
entre 20-95%, nas Américas Central e do
Sul, como exemplo Tumbes/Peru, onde
ocorreram mortalidades entre 70-90%
(FRELIER et al., 1992; LOY et al., 1996)

Infecgdes por Rickettsia, que causam
NHP, tém causado sérios prejuizos econd-
micos também na carcinicultura brasileira,
principalmente em cultivos com condigdes
ambientais inadequadas (BUCHELI et al.,
2004). Dentre as regides do Brasil, o nor-
deste destaca-se como polo produtor de
camardes marinhos. Entretanto, nos ulti-
mos anos, os Estados do Ceara, Pernam-
buco, Paraiba e principalmente o Rio Gran-
de do Norte vém enfrentando grandes per-
das devido a esta enfermidade.

A NHP é causada por uma bactéria da
ordem Rickettsia, que compreende um lar-
go e diverso grupo de organismos, sendo
frequentemente patogénicos para uma ou
mais espécies hospedeiras, podendo cau-
sar apenas alteracfes benignas, em mui-
tas das espécies acometidas (FRYER e
LANNAN, 1994). Desta forma, objetivou-se
ampliar os conhecimentos a respeito des-
ta doenca que tem ocasionado tantas per-
das a criagdo de camardes marinhos, prin-
cipalmente no nordeste brasileiro, assim
como mostrar a necessidade de mais pes-
quisas e discussao sobre este assunto.

CARACTERISTICAS ETIOLOGICAS

Esta enfermidade é causada por uma
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bactéria intracelular obrigatéria pequena,
membro das a-Proteobacteria, do tipo Ri-
ckettsia, que reside e se multiplica nas cé-
lulas epiteliais dos tubulos do hepatopéan-
creas (HP) de camardes marinhos infecta-
dos (BRADLEY-DUNLORP et al., 2004). As
rickettsias sdo bactérias Gram-negativas,
pleomorficas, ou seja, podem variar em for-
ma e tamanho. S&o microrganismos que
lembram morfologicamente individuos da
ordem Rickettsiales (FRELIER et al., 1992;
LOY etal., 1996).

As a-Proteobactérias foram descritas
inicialmente como trés microrganismos:
uma bactéria do tipo rickettsia, pleomérfica
com forma de bastéo, outra bactéria com
forma helicoidal e outra sendo uma bacté-
ria filamentosa. Analises morfol6gicas mais
recentes evidenciaram a presenca de uma
bactéria simples presente em duas formas
distintas. A forma predominante é a de bas-
tao, do tipo rickettsia, sem flagelos e ocasi-
onalmente exibindo uma zona de constric-
¢ao transversa, indicativa de replicagéo por
fisséo binaria (VINCENT et al., 2004). A ou-
tra forma é a helicoidal que possui oito fla-
gelos no &pice basal e um ou possivelmen-
te dois flagelos na crista. Uma forma con-
fusa, intermediaria, exibindo morfologia de
ambas variantes é observada ocasional-
mente nas células epiteliais de hepatopan-
creas infectados, o que sugere a replica-
¢do da forma de bastdo na forma helicoi-
dal. Segundo Frelier et al. (1992) e Loy et
al. (1996), esta forma intermediaria apre-
senta uma membrana citoplasmética trila-
minar com ondulagcfes e um envelope ex-
terno.

As Rickettsias sao bactérias que s6 se
reproduzem dentro das células, porque ne-
cessitam de um sistema enzimético que
gere energia suficiente para sua reprodu-
¢do. Esta caracteristica dificulta seu diag-
néstico, pois é dificil cultiva-las pelos méto-
dos microbiologicos rotineiros (OSUNA,
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2001). Segundo Lightner (1996), as tentati-
vas de cultivo desta bactéria pelos méto-
dos bacteriolégicos tradicionais ndo tém
apresentado bons resultados.

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) fo-
ram reconhecidos como importantes pato-
genos de peixes. Este tipo de bactéria ocor-
re globalmente tanto em peixes de aguas
doce quanto salgada. A mais antiga identifi-
cacdo de RLO, em peixes, foi na espécie
Tetrodon fohaka encontrada no Rio Nilo, no
Egito.

Outra identificacdo de RLO em peixes
foi feita por Davies (1986) quando o0 mes-
mo observou bactérias coccoides encon-
tradas em vacuolos ligados a membranas,
em linfécitos de peixes da espécie
Callianymus lyra L., em &guas costeiras da
regido de Wales.

Estes microrganismos ocorrem fre-
gliientemente em branquias e epitélio diges-
tivo de moluscos marinhos sendo, nestes
casos, benignas (FRYER e LANNAN,
1994). Existem muitos relatos de que as
Rickettsias sdo diretamente responsaveis
pela mortalidade em moluscos marinhos e
tém um papel importante na doenca des-
tes animais. Além disso, sabe-se que as
mesmas ndo matam as células do hospe-
deiro pela producéo de toxinas, mas a pe-
netragdo das mesmas nas ceélulas hospe-
deiras causa danos, podendo destrui-las.
(WU e PAN, 2000).

EPIDEMIOLOGIA

Um aspecto muito importante da NHP
em camardes marinhos é que esta doenca
estd associada a condi¢des de elevada
salinidade e temperatura. Periodos prolon-
gados de altas temperaturas (acima de 29°
C) e mudancas na salinidade (entre 20-
40%) precederam o desenvolvimento de
NHP no Texas (FRELIER et al., 1992;
LIGHTNER, 1996; LOY et al., 1996).

De acordo com Vincent et al. (2004),
h& transferéncia oral do agente etioldgico

em camardes sadios, havendo mortalida-
de induzida por NHP a partir dos 18 até o
41 dias ap6s exposicao ao agente, nao ha-
vendo recuperacéo dos animais infectados.
Além disso, os sintomas da enfermidade ja
podem ser visiveis 2 ou 3 semanas apoés
infeccao.

Frelier et al. (1992) constataram que a
transmissédo da NHP através da agua néo
é eficiente, sendo necesséario um reserva-
torio para a transmissao desta bactéria in-
tracelular. Segundo Leclercq et al. (2004),
diversas espécies de crustaceos como
caranguejos, copépodes, Callianasa spp,
podem ser consideradas como reservato-
rios de espécies da bactéria de NHP, espe-
cialmente o Lepidophthalmus spp. que pode
mover-se profundamente nos sedimentos
de viveiros e persistir por longos periodos
de secagem.

Esta doenca afeta tanto animais em es-
tagio juvenil quanto adulto, ndo sendo re-
gistrados casos em poés-larvas. Segundo
Lightner (1996), a enfermidade pode desen-
volver-se em Litopenaeus setiferus, L.
stylirostris, Farfantepenaeus aztecus, F.
californiensis, mas principalmente em Lito-
penaeus vannamei, sendo a espécie Lito-
penaeus stylirostris menos susceptivel.
Vincent et al. (2004) citaram que a trans-
missdo da doenca néo ocorre de forma
satisfatoria quando se utiliza inoculagéo
parenteral do agente. No entanto, a trans-
missdo através da ingestao de material in-
fectado ou canibalismo de camardes mor-
tos infectados, parecem ser as formas de
infecc&o natural.

A bactéria causadora de NHP infecta
as células do hepatopéancreas, que é a
maior glandula digestiva do camaréo. Este
orgdo contém muitos tipos de células, in-
cluindo células do tipo E, R, F e B. As célu-
las E caracterizam-se pela atividade mito-
tica, sendo a fonte de formagé&o dos outros
tipos de células, e estdo localizadas na por-
cdo mais distal do hepatopancreas. As cé-
lulas do tipo R armazenam lipideos e glico-
se, sendo as células encontradas em maior
quantidade. Existem ainda, as células tipo
F que secretam enzimas digestivas e séo

Ciénc. vet. trop., Recife-PE, v. 10, n*= 2/3, p. 47 - 53 - maio/dezembro, 2007



50 G.B. GOMES et al.

encontradas em menor quantidade, e as
células do tipo B, que realizam a digestao
intracelular, acumulam e transportam nu-
trientes (VOGT, 1994).

Vicent e Lotz (2005) relataram que é
possivel observar um aumento no nimero
de células hepatopancreaticas contendo a
bactéria da NHP, no desenvolvimento da
infeccdo, o que sugere que deve haver
multiplicacéo e dispersao bacteriana asso-
ciada com os danos causados ao tecido,
apesar dos escassos estudos sobre a pa-
togénese desta bactéria. Além disso, nas
células jA maduras pode-se observar a bac-
téria da NHP, ainda no inicio da infecgé&o.
ISso ndo sugere que estes microrganismos
tenham preferéncia por um tipo de célula.
No entanto, observa-se que as células do
tipo E s&o menos suscetiveis a infec¢ao que
0s outros tipos celulares.

Fatores exdgenos (como temperatura
e salinidade) interagem com fatores inter-
nos (como alteragbes hormonais), no de-
senvolvimento da epizootia da NHP
(VINCENT, 2004). De acordo com Morales-
Covarrubias (2004), no México, a NHP tem
afetado tanto animais nos viveiros, assim
como reprodutores nos laboratérios de
maturagdo, especialmente em fémeas
abladas. A mortalidade de fémeas abladas
foi maior quando comparada com aquelas
que receberam aplicacbes de hormonio e
do grupo controle. Isto sugere que um fator
estressante adicional, como uma ablacéo,
pode agravar a infeccdo por NHP, resultan-
do na doencga e nas mortalidades observa-
das (MORALES-COVARRUBIAS et al.,
2006).

No México, tem-se observado que a
doenca manifesta-se principalmente nos
meses de abril, maio, junho, julho, agosto,
mas sua alta prevaléncia é observada nos
meses de setembro e outubro, causando
altas mortalidades em camardes cultivados
(MORALES-COVARRUBIAS, 2004)

Morales-Covarrubias et al. (2006) mos-
traram que, mesmo em laboratérios com
Otimas condi¢6es de maturagédo e onde o
aspecto sanitario apresenta-se como pon-
to de controle importante, pode ser obser-

vada a presenca do virus da necrose infec-
ciosa hipodermal e hematopoiética (IHHNV),
além de altas mortalidades em fémeas sub-
metidas a ablacao.

Tem-se observado, também, que mu-
dancas ambientais, juntamente com abla-
¢do, induzem as alteracbes da resposta
imune em crustaceos, tanto em termos de
namero de hemdcitos, como na fagocitose
e na ativagéo do sistema profenoloxidase
(LE MOULLAC e HAFFNER, 2000)

SINAIS CLINICOS

Devido a inflamacao crdnica que ocor-
re nas células do epitélio do hepatopén-
creas, este 6rgao torna-se palido e atrofia-
do. As células hepatopancreéticas apare-
cem hipertrofiadas e com grande aglome-
rado bacteriano no citoplasma. As células
infectadas perdem a funcionalidade e tor-
nam-se necroticas, gerando uma forte res-
posta inflamatéria, que resulta na formacao
de multiplas lesbes granulomatosas no he-
patopancreas. Este quadro causa severos
problemas no camaréo, pois o hepatopan-
creas tem um papel muito importante na
realizacdo das func¢bes digestivas, como
absorcdo e metabolismo de nutrientes.
Esta disfuncédo pode alterar significativa-
mente o desenvolvimento do animal
(OSUNA, 2001).

Os camardes afetados apresentam-se
letargicos, anoréxicos, com baixo cresci-
mento e elevada conversao alimentar. O
exoesqueleto encontra-se amolecido, cor-
po flacido, cuticula frouxa, branquias escu-
recidas, aspecto escuro devido a expansao
dos cromatéforos nas bordas dos urépo-
dos e pledpodos, resultando em mortalida-
de. O trato digestivo encontra-se vazio de-
vido ao processo inflamatério crénico
(LIGHTNER e REDMAN, 1998).

Segundo Frelier et al. (1992), pode-se
classificar a infeccdo de NHP em trés es-
tagios. Estagio 1: caracterizado por disper-
sdo dos tubulos hepatopancreaticos exibin-
do grupos de células contendo bactéria in-
tracelular, mas sem infiltragdo hemocitica.
Estagio 2: caracterizado por numerosos
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tubulos hepatopancreaticos enrugados, hi-
pertroficos ou com epitélio atenuado com
ectasia tubular, poucos tabulos necréticos,
alguma descamacgédo luminal das células
epiteliais e, ocasionalmente, infiltragéo he-
mocitica. Estagio 3: caracterizado por nu-
merosos tubulos hepatopancreaticos ne-
créticos dispersos, com falta de epitélio in-
tacto e descamacéo das células epiteliais,
densa infiltragdo hemocitica, melanizagao
e fibrose. Uma diminui¢&o na quantidade de
lipideos no hepatopancreas é progressiva-
mente observada do estagio 1 ao 3 de NHP.

DIAGNOSTICO

Segundo Lightner (1996), a NHP pode
ser detectada através de andlises a fresco
do tecido do hepatopéancreas, onde a au-
séncia ou uma quantidade reduzida de go-
ticulas de lipideos fica evidente ao longo dos
tubulos do hepatopéancreas, que se encon-
tram atrofiados, melanizados e necrosados,
podendo também ser encontrado massas
citoplasmaéticas da bactéria de NHP no in-
terior dos tubulos.

Outra forma muito comum de diagnos-
tico para deteccdo do agente causal da
doenca € a histopatologia, onde é possivel
verificar a intensidade das lesbes, poden-
do ser utilizado também sondas molecula-
res ou genéticas, como Dot Blot ou hibridi-
zacao in situ. Alteragdes histopatoldgicas
em camardes positivos por NHP incluem
atrofia do HP com moderada ou severa
atrofia da mucosa dos tubulos, além de le-
sOes granulamatosas multifocais envolven-
do um ou mais tabulos (BRINEZ et al.,
2003).

Atualmente, o método de diagndstico
utilizado, com resultados mais precisos e
eficientes, vem sendo a Reacdo em Cadeia
pela Polimerase (PCR) e exame do tecido
afetado através da microscopia eletronica.
Estas duas ultimas técnicas ainda tém cus-
to elevado, principalmente por necessita-
rem de material e equipamentos especifi-
cos, além de méao-de-obra especializada
(OSUNA, 2001). Anticorpos monoclonais
também tém sido desenvolvidos para de-

teccdo de NHP (BRADLEY-DUNLOP et al.,
2004).

Segundo Lightner e Redman (1998), os
métodos de deteccao de patdgenos e de
diagnéstico de doencas mais utilizados
pelos patologistas e por laboratérios de di-
agnostico tém sido atualmente revisados,
porque as técnicas utilizadas ainda se ba-
seiam nos métodos classicos. Entre os
mais importantes destacam-se a observa-
cdo de sinais clinicos caracteristicos, além
de testes laboratoriais como, exames dire-
tos ao microscopio, microbiologia classica
com isolamento dos agentes etioldgicos,
histopatologia e histoquimica.

Especificamente em rela¢éo a NHP, os
métodos laboratoriais de diagndéstico mais
utilizados séo a histopatologia, sondas gé-
nicas (LOY etal., 1996; LIGHTNER, 1996),
hibridizag&o in situ e, mais recentemente,
a PCR. Esta ultima técnica, tem tido apli-
cacao no diagnostico de muitas enfermida-
des de camardes, principalmente nas viro-
ses. Mas esta técnica também tem sido
muito utilizada para a deteccao de patoge-
nos como a bactéria do NHP (LOY et al.,
1996).

A técnica de hibridizagdo in situ tam-
bém tem sido utilizada como forma de pro-
porcionar a classificacao filogenética, as-
sim como, distinguir espécies de bactérias
sem especificar grupos genémicos (LOY
etal., 1996).

CONTROLE E PROFILAXIA

O monitoramento fisico-quimico da
agua é um fator de extrema importancia para
a profilaxia de muitas enfermidades, tendo
grande relevéancia para a epidemiologia da
NHP. Outro ponto importante é o vazio sani-
tario dos viveiros entre ciclos (secagem com-
pleta do solo) e a correta preparacéo dos vi-
veiros para o proximo cultivo, o que inclui a
oxidacdo da camada superficial através de
gradeamento, a desinfeccao de areas umi-
das com cal virgem e o controle do teor de
matéria organica do solo com nitrato de
sédio e/ou adigcéo de bactérias redutoras de
matéria organica (LIGHTNER, 1996).
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Atualmente, ndo ha nenhuma droga
aprovada pelo FDA (Food and Drug Admi-
nistration) e pelo MAPA (Ministério do Abas-
tecimento, Pecuaria e Agricultura) para o
tratamento de infec¢cdes em camardes cul-
tivaveis, embora alguns estudos estejam
em andamento para melhorar o controle e
tratamento de doencas desses animais
(REED et al., 2004). De acordo com Reed
et al. (2004), a oxitetraciclina (OTC), devi-
do a seu amplo espectro antimicrobiano e
alta poténcia, € muito utilizada como antibi-
otico de elei¢do contra infec¢des bacteria-
nas em cultivos de peixes, e tem apresen-
tado bons resultados quando usada em
cultivos de camarao para o tratamento de
infecgbes como a vibriose e a NHP. AOTC
foi o primeiro antimicrobiano aprovado pela
FDA para cultivos de peixes e foi aprovada
nos Estados Unidos para uso em lagostas,
e tem demonstrado bons resultados em
cultivos de crustéceos.

De acordo com Frelier et al. (1994), o
tratamento com oxitetraciclina na ragao con-
tendo uma proporcéo de 1,5¢g /kg de alimen-
to e usado por 14 dias foi efetivo no tratamen-
to da doenca, se administrada quando ha di-
agnostico precoce da infecgdo. No entanto,
ainda se sabe pouco sobre a disposicdo e a
farmacocinética da OTC no organismo de
crustaceos (REED et al., 2004).

Além disso, a medida que a industria
da aquacultura cresce, aumenta também
a preocupacgdo com o uso indiscriminado
dessas drogas e possiveis riscos para a
saude humana, assim como aos impactos
ambientais ocasionados pelos residuos das
mesmas (REED et al., 2004).

Espera-se que novas drogas sejam de-
senvolvidas em breve e possam ser efici-
entes no tratamento desta enfermidade.

CONSIDERACOES FINAIS

A Hepatopancreatite Necrosante (NHP)
€ uma doenca que ja existe ha pelo menos
20 anos nos cultivos de camardo marinho.
No entanto, os estudos sobre a doenca e
principalmente em relagéo a seu diagnosti-
co, sdo pouco eficientes.

O maior problema em relacédo a detec-
¢do da bactéria causadora da NHP é o fato
de ser um microrganismo exclusivamente
intracelular, ou seja, ndo pode ser cultivada
in vitro pelos meios de cultivo convencio-
nais, sendo necessario, ainda, muita pes-
quisa em relagéo ao diagnéstico desta en-
fermidade.

Atualmente, o Unico tratamento utiliza-
do para esta enfermidade, é a terapia com
oxitetraciclina. No entanto, o tratamento com
antibiético ndo é recomendado por nao exis-
tir droga antimicrobiana aprovada no Bra-
sil, além dos riscos para a saude humana
e 0s impactos ambientais ocasionados pe-
los residuos das mesmas.

Dessa forma, é 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 des-
ses animais.
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