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RESUMO

A prevencao e o controle das enfermidades que atacam os cultivos estdo diretamente
relacionados com a pesquisa em diferentes areas, como a patologia, a epidemiologia, a
genética e, ainda a ecotoxicologia. No Brasil, a produ¢do de camardes cultivados tem
apresentado um crescimento significativo na ultima década, de modo que estas
questdes tornam-se também relevantes para a carcinicultura nacional. O presente
estudo foi desenvolvido dentro desta perspectiva, visando obter informagdes,
caracterizar o perfil e identificar alguns aspectos relacionados a estruturacdo do cultivo
de camardao em Santa Catarina. Procurou-se ainda identificar os fatores de risco
associados a esses cultivos, uma vez que o conhecimento e a avaliagdo dos mesmos &
fundamental para a estruturacdo de um sistema de acompanhamento epidemiolégico e
vigilancia sanitaria. Com este objetivo, nesta etapa do estudo foram realizadas
entrevistas estruturadas e néo estruturadas junto aos produtores com visitas realizadas
as propriedades. Paralelamente, foi iniciada a primeira etapa de padronizagdo do
diagnostico do virus da sindrome da mancha branca (White Spot Syndrome Virus —
WSSV), através da Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando-se iniciadores
descritos na literatura. Foram utilizados pés-larvas e adultos de Litopenaeus vannamel,
provenientes do Laboratorio de Camarbes Marinhos da UFSC. Nao foi detectada
reagcao positiva em nenhuma das amostras analisadas. Este estudo preliminar deve ser
retomado, visando aumentar o numero de amostras analisadas e, principalmente,
utilizar a técnica de PCR nested que apresenta uma maior sensibilidade de
amplificagdo quando comparada a PCR de um passo unico, e que tem sido comumente
utilizada no diagnéstico do WSSV.



ABSTRACT

The prevention and control of diseases that threaten shrimp culture are directly related
to progress in different research areas such as shrimp pathology, epidemiology,
genetics and also ecotoxicology. In Brazil, shrimp farming has shown a significant
growth in the last decade. Consequently, the issues pointed out above are also relevant
to national aquaculture. The present study was undertaken within this perspective in
order to obtain information and also characterize some aspects concerning the
organization of shrimp culture facilities in Santa Catarina. An attempt to identify risk
factors associated to the cultures was included in the study as well since their
knowledge and evaluation are of fundamental importance in establishing a program of
epidemiological and sanitary surveillance. This part of the study was based in interviews
carried out with the producers while visiting the farms. Along with this investigation, the
first step involving the standardization of the conditions for the laboratory diagnosis of
the White Spot Sydrome Virus (WSSV) was initiated, using the Polymerase Chain
Reaction (PCR) with primers established in the literature. Both, pos-larvae and adults of
Litopenaeus vannamei from the Laboratério de Camardes Marinhos - UFSC were used.
No positive reaction was detected in either of the samples. This preliminary study must
be further continued, in order to increase the number of samples to be analysed and
particularly important, use the nested PCR which displays a higher sensitivity of
amplification as than one-step PCR and has been currently used for the diagnosis of
WSSV.



| - INTRODUCAO

No agronegécio aquicultura, o cultivo de camardo é um dos segmentos que
apresenta importancia socioeconémica para muitos paises. A Asia, conforme registros
da FAO (1996), contribuiu com 75% da producdo mundial, destacando-se a Tailandia,
Indonésia, China, india, Vietna, Bangladesh, Filipinas, Malasia e Sri-Lanka. No
Hemisfério Ocidental, o Equador liderou a producao, contribuindo com cerca de 69,5%
do camarao cultivado na regido, seguido do México, Honduras, Peru e Nicaragua. No
Equador, o cultivo de camardao marinho contribuiu para a geracdao de 160.000
empregos diretos, ou seja, 6% da forca economicamente ativa do pais, enquanto na
Tailandia, lider mundial na producao de camardes cultivados, esta atividade esta
associada a geracao de aproximadamente 200.000 empregos diretos, superando,

inclusive, o turismo na captacao de divisas (ROCHA, 1997).

Relatos de MADRID (2001) afirmam que a década de oitenta esta associada ao
auge da produgcado mundial de camardo cultivado, passando de 97.000 ton. em 1980
para 686.000 ton. em 1990, o que representou um incremento de 607,2%. Segundo 0
mesmo autor, em 1992, o cultivo de camardo marinho apresentou seu pico maximo,
atingindo uma producéo de 840.400 ton.. Contudo, enfermidades virais assolaram os
cultivos, sendo que até os dias atuais o setor ndo se recuperou totalmente, produzindo
ndo mais que 804.000 ton.. E o caso de paises asiaticos como a China, na época o
maior produtor mundial, cuja producao foi reduzida de 220.000 ton. para 55.000 ton. no
ano seguinte e, a Indonésia que de 150.000 ton. passou para nao mais de 80.000 ton..
De modo similar, mais recentemente nas Américas, o Equador tendo alcangado em

1998 a cifra de 155.000 ton., em 2000 nao atingiu ainda o equivalente a 40.000 ton..

A Associacao Brasileira de Criadores de Camardes relata que no Brasil, a
década de 70 representou 0 marco na tentativa de produgdo de camarao marinho em
cativeiro. Nos anos 80, teve inicio a atividade empresarial com a explora¢do da espécie
exotica Penaeus japonicus. Esta espécie, no entanto, ndo se adaptou a condi¢ao de
alta salinidade fazendo com que os produtores tentassem o cultivo das espécies



nativas Farfantepenaeus subtilis, Farfantepenaeus brasiliensis, Farfantepenaeus
paulensis e Litopenaeus schmitti,. Entretanto, as condigdes de baixa produtividade e
reduzida lucratividade inviabilizaram o cultivo das mesmas. Em 1993, registros
apontam a reintroducdo do camarao branco do Pacifico, Litopenaeus vannamei que

revolucionou a atividade, trazendo reflexos positivos para a aquicultura nacional.

Em 1997, com uma produgdo ainda incipiente, o Brasil contribuiu com apenas
0,5% da produc¢ao mundial, ocupando a 18° posi¢do entre os paises produtores e a 8°
entre os paises latino-americanos. Conforme registros do Ministério da Agricultura, em
2000, a producéao nacional alcancou 25.000 ton., ou seja, apresentou um incremento de
594% em quatro anos, passando a contribuir com 3,11% da produg¢dao mundial, sendo
suplantada no continente americano apenas pelo Equador e o México. A extraordinaria
expansao que o cultivo de camarao vem registrando no pais, especialmente na regiao
nordeste, conta com parametros naturais equiparaveis ou mesmo superiores aos das

demais regides produtoras do mundo (ROCHA, 2000).

O cultivo de camardo no Brasil ndo se resume apenas a mega projetos.
Atualmente, treze Estados participam da atividade e existe grande interesse do
Governo Federal em expandir o cultivo de camardao marinho como opgao também para
0s pequenos produtores. Em abril deste ano, o Governo do Estado de Santa Catarina
beneficiou pescadores e pequenos agricultores com cartas de crédito do Banco da
Terra. O Programa Estadual de Camardes Marinhos, desenvolvido numa triplice
parceria entre Unido, Estado e produtores vem beneficiando familias de pescadores
artesanais, bem como pequenos e médios produtores. Atualmente, os cultivos
concentram-se no Complexo Lagunar Sul, compreendendo os municipios de Laguna,
Imarui, Imbituba e Jaguaruna, estendendo-se para regides proximas a grande
Floriandpolis, Bacia da Foz do Tijucas e litoral norte catarinense. Dados da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria (EPAGRI) registram uma producédo de camarao de cultivo no
Estado de Santa Catarina no ano de 2000 de 174 ton., distribuidas em 108 ha de
viveiros, com uma previsdo de 600 ton. em 300 ha na safra 2001 (ROCZANSKI et
al.,2000).



O incremento no cultivo de camardao marinho e o impacto negativo potencial das
enfermidades ndo podem ser subestimados ou simplesmente negligenciados. O
ingresso de uma enfermidade representa perdas inestimaveis, desde o ponto de vista
do produtor que perde sua renda até as campanhas de controle e erradicacdao que
oneram os cofres publicos. Qualquer enfermidade representa aumento no custo de
producdo e decréscimo em produtividade. Como exemplo atual entre os animais
terrestres podemos citar a febre aftosa, que teve seu ingresso no Brasil em 1879, isto
€, antes da abolicdo da escravatura. Portanto, hd mais de um século esta enfermidade
assola o rebanho susceptivel e reflete em outros setores da economia. A prevencéao e o
controle das enfermidades representam importantes recursos com que 0s Servigos
Veterinarios de Defesa Sanitaria fazem uso no proposito de reduzir os danos sécio-
econOmicos resultantes de desastres sanitarios, devendo ser salientado que o custo da

prevencao é muito inferior ao custo do controle e da erradicagdo das enfermidades.

Diferentemente das espécies terrestres, 0 conhecimento relativo as
enfermidades de animais aquaticos é ainda limitado. Além disso, a sensibilidade dos
diferentes métodos de diagndstico néo foi ainda suficientemente estudada e ha pouca
capacidade de erradicacdo das enfermidades, uma vez tenham sido as mesmas
estabelecidas em areas de cultivo. Conseqtientemente, programas de prevengao e
controle das enfermidades tornam-se de fundamental importancia a nivel mundial, de
modo a manter o cultivo de camardo marinho como uma atividade ecoldgica e
economicamente sustentavel (KESTEMONT, 1995; ROCH, 1999; BACHERE, 2000;
RODRIGUEZ e MOULLAC, 2000; PAEZ-OSUNA, 2001).

Com a finalidade de evitar o ingresso de enfermidades que cursam em paises
latino-americanos e outros, o Ministério da Agricultura, através da Instrucao Normativa
N? 39, da Secretaria de Defesa Agropecuaria, publicada no Diario Oficial da Unido em
8 de novembro de 1999, suspende temporariamente o ingresso, em todo o territério
nacional, de todas as espécies de crustaceos de agua doce ou salgada, em qualquer
estagio de seu ciclo bioldgico, tanto frescos como congelados.
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Fazendas e viveiros sdo susceptiveis a invasdao de protozoérios, fungos e
bactérias, mas as enfermidades causadas por virus sdo aquelas que provocam
atualmente as maiores perdas e prejuizos (PAEZ-OSUNA, 2001). De acordo com
LIGHTNER et.al (1998), mais de vinte virus podem infectar os peneideos, entre eles o
virus da mancha branca (White Spot Syndrome Virus - WSSV), o Monodon
baculovirus (MBV), o Baculovirus penaei (BP), o virus da cabeca amarela (Yellow Head
Virus - YHV), a virose hepatopancreatica (Hepatopancreatic Parvovirus - HPV) e o
virus da necrose hipodermal hematopoiética infeciosa (Infectious Hypodermal
Hematopoietic Necrosis Virus - IHHNV), os quais representam importantes agentes
patogénicos para a Asia e a o Indo-Pacifico. Nas Américas, os principais agentes estao
representados pelos virus IHHNV, BP e pelo virus da Sindrome de Taura (Taura
Syndrome Virus - TSV).

A Organizacdo Mundial do Comércio (WTQO) procura ampliar as oportunidades
de negécios entre paises, sem, no entanto, oportunizar risco a saude publica, animal,
ambiental ou vegetal. Direitos e obrigagdes basicas requeridas aos paises membros da
WTO sao regulamentados através da aplicagdo de medidas sanitdrias baseadas em
principios e evidéncias cientificas descritas no Acordo de Medidas Sanitaria e
Fitosanitarias (SPS Agreement), acrescidos do Acordo de Barreiras Técnicas de
Comércio (TBT Agreement) e com a participagdo da Organizacao Internacional de
Epizootias (OIE), no propédsito de disciplinar o comércio internacional de animais e
minimizar o risco de disseminacdao de enfermidades (THIERMANN, 1997). A OIE
estabelece normas e procedimentos sanitarios para animais aquaticos inspirados em
textos homodlogos consagrados para animais terrestres. Estes textos estdo publicados
no Cédigo Sanitario Internacional para Animais Aquaticos (OIE, 1995), acompanhado
do Manual de Diagnéstico de Enfermidades em Animais Aquaticos (OIE, 1995) que sao
o resultado do trabalho de varios anos desenvolvido pela comissdo de especialistas e
de médicos veterinarios dos servicos oficiais de defesa sanitaria dos paises membros

da Organizagéo Internacional de Epizootias.
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A movimentacao de animais e de produtos de origem animal envolve o risco de
introdugcéo de enfermidades para o importador. Este risco pode estar representado por
uma ou varias enfermidades ou infec¢des. Conforme SNIESZKO (1973), a expressao
da enfermidade como processo mérbido é o resultado de uma complexa interacao
entre o agente patogénico, o hospedeiro e o ambiente. Animais em sistemas de cultivo
apresentam maior contato entre si, restricao de movimento, estdo sujeitos muitas vezes
a baixa qualidade da agua, mudancgas repentinas, manipulacdo e transporte; fatores
estes que promovem o estresse dos animais podendo favorecer a agao dos agentes
patogénicos (MISCIATTELLI et al, 1999).

O Cdédigo Sanitario reconhece que a presenca de um agente infeccioso nao
implica necessariamente na presenca da enfermidade clinica, isto €, o Cédigo Sanitario
reconhece que a detecgdo da infecgdo na auséncia da enfermidade clinica pode ser
suficiente para constituir um caso que necessite ser declarado. Esta situacdo é
particularmente relevante em se tratando de animais aquaticos, onde o hospedeiro € 0
meio ambiente influenciam de maneira significativa o grau em que uma infecgao
subclinica podera tornar-se clinica ou, ainda, onde os animais que sobrevivem a uma
infeccdo poderdo tornar-se veiculos do agente por toda sua vida. Dentro deste
enfoque, a Comissao Internacional propde equiparar a identificacdo de fragmentos
genbmicos com a presenga de um agente infeccioso viavel no hospedeiro e com a

presenca de um processo infeccioso em uma determinada populagao (OIE, 2001).

O Cdbdigo Sanitario sugere medidas que dependem do estado sanitario do pais
importador, baseado no principio de que a movimentacao de animais aquaticos deveria
efetuar-se unicamente entre paises/zonas/estabelecimentos de aquicultura de um
estado sanitario mais elevado para outro mais baixo ou entre entidades com estados
equivalentes. Este entendimento serve para a aprovagdo e a manutengcdo do estado
sanitario dos paises, zonas ou estabelecimentos de aquicultura “livres” de uma
determinada enfermidade de declaragdo obrigatéria. Dentro do enfoque de
equivaléncia comercial promulgado no Acordo da Ronda do Uruguai (1994) ndo existe
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nenhuma disposi¢do para que os paises infectados por uma enfermidade em particular

exijam que os animais aquaticos importados estejam livres desta enfermidade.

O documento da reunido da Comissdo Internacional da OIE realizada em
setembro de 2001 menciona uma preocupagao com as disposi¢cdes do reconhecimento
denominado “av6” quanto a auséncia de uma enfermidade, ou seja, o reconhecimento
baseado na auséncia histérica da enfermidade. Os requisitos atuais propostos pelo
Cédigo Sanitario para o estabelecimento ou a manutencdo de estado “livre” de uma
enfermidade de declaracao obrigatéria (vide abaixo) € a vigilancia ativa especifica. A
manutencao de estado “livre” compreende a combinagao de provas, com amostragem
e métodos consagrados, medidas de biosseguranga destinadas a prevenir a introducao
da enfermidade, bem como a presenca de um sistema de vigilancia sanitaria que

garanta que toda a suspeita de enfermidade dé origem a uma imediata investigacao.

A principal finalidade da analise de riscos, associada ao ingresso de animais
aquaticos e de produtos de animais aquaticos, é proporcionar um método objetivo e
fundamentado para avaliar estes riscos, o qual é preferivel a atitude de considerar
“risco zero”, pois permite tomar decisdes mais objetivas ao mesmo tempo em que
viabiliza ao Servigco Veterinario de Defesa Sanitaria Animal a possibilidade de discutir
quaisquer desacordos sobre os riscos potenciais. O Servigo de Defesa Sanitaria Animal
deve identificar todas as situagcdes que possam apresentar riscos, caso um agente
patogénico seja introduzido através do ingresso de mercadorias e, ainda, se 0s animais
aquaticos ja existentes e/ou as pessoas forem expostos a este agente e infectados por
ele. Cada situacao deve incluir uma série de fatores, exames, provas e complementos
que sao identificados para avaliar a possibilidade do risco (HUESTON e WALKER,
1993; VOSE, 1997). Estes riscos podem estar associados ao local de origem, a
mercadoria em si, aos fatores de exposi¢cdo e aos fatores de reducao de riscos. O
nuamero de unidades de animais aquaticos a ingressar influi consideravelmente na
avaliacdo dos riscos. Portanto, é indispensavel a descricdo detalhada dos animais
aquaticos e dos produtos de animais aquaticos, completando a descricdo com dados
sobre os tempos de tratamento, a temperatura, o pH e as condi¢cbes de transporte e
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armazenamento (OIE, 1995; LIGHTENER et. al. 1997; ASSCP, 1997; JSA, 1997; EPA,
1997; EPA, 1999).

Entre as diferentes medidas adotadas internacionalmente para diminuir os riscos
com enfermidades, esta a certificagdo de populacdes e estabelecimentos de cultivo,
que, conjuntamente com a aplicacao de quarentenas, permite assegurar a auséncia de
determinadas enfermidades e, por conseguinte, evitar sua introducao ou dispersao. As
enfermidades para certificacdo sdo de notificacdo obrigatdria ao Servigo Oficial de
Defesa Sanitaria Animal e correspondem aquelas de alto risco, constantes das
regulamentacdes nacional e internacional, com especial atencao aquelas para as quais
nao existem tratamentos eficazes conhecidos ou que sao de dificil controle. No caso de
crustaceos, as enfermidades de notificagdo obrigatéria a OIE sdo representadas por
aquelas causadas pelo WSSV, YHV e TSV.

Cabe ao Governo regulamentar medidas para evitar a introdugdo de
enfermidades, listar enfermidades de declaragcdo obrigatéria e/ou de importancia
socioecondémica, impedir a transmissdo dentro de seu territério e lutar contra as ja
existentes. S&o elementos juridicos essenciais, definir procedimentos de atuagéo frente
as enfermidades, tais como planos emergenciais, principios de zonificacdo, estudos
epidemioldgicos, métodos de controle e/ou erradicacdo, além daqueles relacionados ao
comércio nacional e internacional, a quarentena, ao transporte, ao saneamento, bem
como procedimentos de desinfecgdo, relacionados com a agua de abastecimento, com
a agua residual, com as instalagdes para a aquicultura, com os equipamentos de uso

individual e coletivo e, ainda com os locais de deposicao de dejetos, entre outros.

Experiéncias internacionais relatam que o estabelecimento de um programa de
defesa sanitaria para animais aquaticos requer aproximadamente de oito a dez anos
para o desenvolvimento de técnicas de diagndstico, com especial importancia para o
desenvolvimento de técnicas de microbiologia e linhagens celulares especificas para
invertebrados. Associado a estes procedimentos, requer o estabelecimento de um
banco de dados confirmando o real estado sanitdrio existente, com o objetivo de
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relacionar as enfermidades prevalentes e os locais de ocorréncia destas enfermidades
e preconizar sistemas de prevengao, controle e erradicacdo quando possivel, implantar
protocolos, normas e certificagdo de propriedades e de areas de cultivo, além de
desenvolver e implantar codigos de manejo sanitario e de boas praticas de cultivo. E
ainda, constituir protocolos e normas quanto ao uso de drogas na alimentacao e na

terapéutica de animais aquaticos (AQIS,1998).

O Governo do Estado de Santa Catarina em sua Secretaria de Estado do
Desenvolvimento Rural e da Agricultura, por delegacdo de competéncia, atribui a
Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola do Estado de Santa Catarina
(CIDASC), executar o projeto de sanidade aquicola no estado, visando o
desenvolvimento de medidas de vigilancia, profilaxia, controle e erradicacdo das

enfermidades inerentes a aquicultura.

O estado sanitario em empreendimentos aquicolas s6 poderd ser garantido
através da certificagdo zoosanitaria, a qual compreende inspec¢des profissionais
periodicas, consolidada através de diagndsticos laboratoriais em consonancia com as
exigéncias da OIE.

Assim, considerando o crescimento da aquicultura e o impacto negativo
potencial que as enfermidades representam para a atividade, o presente estudo teve
por objetivo trazer uma contribui¢do inicial para a institucionalizacdo de um programa
de defesa sanitaria para animais aquaticos para o Estado de Santa Catarina. Com base
neste estudo, foram elaborados dois artigos (manuscrito 1 e manuscrito 2). O
manuscrito 1 apresenta os resultados obtidos, através de entrevistas estruturadas, com
a avaliacao do grau de conhecimento, da atitude e do comportamento dos produtores
frente a saude dos animais, os tratamentos utilizados e os possiveis danos a saude
publica e ao ambiente. Estes dados foram complementados através de entrevistas nao-
estruturadas, onde se buscou obter informagbes complementares com base nas
observagbes do cultivo e no comportamento dos produtores. Procurou-se avaliar,

individualmente, cada estabelecimento, quanto aos varios aspectos da planta fisica,
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incluindo fontes de abastecimento de agua, instalagbes do laboratério de reproducéo e
dos estabelecimentos de cultivo, areas de acesso e entorno dos viveiros, manipulagéo
dos animais, praticas de manejo e destino das aguas. Este manuscrito serd submetido
para publicacdo no periddico A Hora Veterinaria. O manuscrito 2 apresenta 0s
resultados relativos a primeira etapa dos experimentos de laboratério, realizados com o
objetivo de padronizar as condicbes para o diagnéstico do virus WSSV, através do
método da reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction) em amostras
obtidas de camaréo (Litopenaeus vannamei) utilizado para cultivo no Estado de Santa
Catarina. Este manuscrito sera submetido para publicacdo no peridédico Brazilian
Journal of Veterinary Research and Animal Science. As normas para a publicagdo em

cada um dos periédicos mencionados encontram-se em anexo.
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RESUMO

O incremento no cultivo de camardo marinho influencia o aumento na movimentagdo de animais e de
produtos de origem animal, favorecendo o risco de introdugdo ou difusdo de agentes patogénicos. Esta
condi¢do requer um competente servico oficial de vigilancia e de monitorizagcdo sanitdria, através da
estruturacdo de um sistema de acompanhamento epidemioldgico que assegure ao mesmo tempo a
vigilancia sobre os agentes patogénicos, o0 monitoramento de seus hospedeiros e do ambiente aqudtico. A
identificacdo dos fatores de risco associados aos cultivos € etapa fundamental para atingir este objetivo. A
certificacdo zoosanitaria dos estabelecimentos e das populagdes representa uma medida de garantia
sanitdria para o comprador.

RESUMEN

El incremento el la cultura del camarén marino asociado al movimiento de animales o de productos del
origen animal son mecanismos que plantean el riesgo de introduccién y diseminacién de patégenos. Esta
condicién implica en la necesidad de un servicio oficial competente con fines de vigilancia y de
monitoraje de la sanidad animal. Las autoridades responsables necesitan estructurar un sistema
epidemiol6gico de acompafiamiento que asegure en el mismo tiempo vigilancia de los patégenos, en
monitoraje de sus huéspedes y del ambiente acuatico. La identificacion de los factores de riesgo asociados
a los cultivos es una etapa fundamental para obtener de los objetivos. La certificacion zoosanitaria de los
establecimientos y de las poblaciones representa una medida de seguridad sanitaria para el comprador.

SUMMARY

The increment in the culture of marine shrimp increases the movement of animals and products of animal
origin and brings the risk of introducing and broadcasting pathogenic agents. This condition supports the
assessment of a competent official service for the surveillance and monitoring of animal health. The
responsible authorities need an epidemiological delivery system that incorporates the surveillance of
pathogenic agents, the monitoring of their hosts and aquatic environment. The identification of risk
factors associated to shrimp culture constitutes a fundamental task in order to achieve this goal. The
zoosanitary certification of both the facilities and populations represents a measure of sanitary guarantee
for the purchaser.

RESUME

L'incrément de crevettes d“élevage lié aux transferts des animaux vivants et des produits d'origine animale
favorisent le risque d'introduction ou la dissémination des agents pathogenes. Cette condition demande la
nécessité d'un service officiel compétent pour la surveillance et le contrdle de la santé animale. Les
autorités responsables ont besoin de mise au point un systeme épidémiologique d'accompagnement qui
doit assureré la fois la surveillance des agents pathogeénes, le controle des hotes et 1°étude de
I'environnement aquatique. La certification zoosanitaire des établissements et des populations représente
une mesure de garantie sanitaire pour l'acheteur.

PALAVRAS CHAVES : camaroes — enfermidades — certificacdo zoosanitaria
PALABRAS CLAVE : camarones — enfermedad - certificacidn zoosanitaria
KEYWORDS : shrimp — disease — zoosanitary certification

MOTS-CLES : crevettes - maladie — certification zoosanitaire
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INTRODUCAO

A criagdo intensiva de organismos aquaticos, onde um grande nimero de animais é mantido num
espaco limitado, associado as condi¢des das instalacdes, manejo e abastecimento de dgua, entre
outros fatores, favorece o aparecimento de enfermidades (SUBASINGHE er al., 1998;
BACHERE, 2000). Bactérias, virus, fungos ou parasitos podem ter origem em animais de vida
livre introduzidos através da &4gua de abastecimento, podem ser provenientes de outra
propriedade através da aquisicdo de nduplios, larvas, pds-larvas, juvenis ou mesmo animais
adultos e podem, ainda, ser transportados de um cultivo para outro, através da movimentacio de
homens e veiculos (BUENO, 1997).

A movimentacdo de crustidceos em auséncia de sélidas garantias sanitdrias apresenta grande risco
de disseminacdo de enfermidades entre paises, estados e regides. Experi€ncias t€ém mostrado que
a negligéncia em relacdo as garantias sanitdrias estd associada a perdas financeiras substanciais
(NEWMAN, 1999; MISCIATTELLI et al., 1999).

As doengas de origem bacteriana, principalmente as vibrioses causadas por bactérias do género
Vibrio sp e as pasteureloses causadas pelo Photobacterium damsela, resultam em alta
mortalidade e significativas perdas econdomicas (LIGHTNER, 1988; RUANGPAN & KITAO,
1991; RODGERS & FURONES, 1998; GOARANT et al 1998). LIGHTNER & VANPATTEN
(2001) registram que a enfermidade causada pelo virus da mancha branca (White Spot Syndrome
Virus - WSSV) promoveu na Asia, no ano de 1992, perdas equivalentes a bilhdes de dodlares,
enquanto que nas Américas, no ano de 1999, as perdas foram de pouco menos de um bilhio de
dolares. Por sua vez, o virus da sindrome de Taura (Taura Syndrome Virus — TSV) e o virus da
cabeca amarela (Yellow Head Syndrome Virus - YHSV), no ano de 1992, também
representaram catdstrofes econdmicas com importantes reflexos socioecondmicos.

O planejamento de qualquer atividade sanitdria requer necessariamente o conhecimento dos
resultados que ela representa, isto é, um perfil de seu histérico, situagdo atual e perspectivas.
Para o desenvolvimento de um programa de defesa sanitdria para o cultivo de camardes é
necessério conhecer a situacdo socioecondmica e cultural dos produtores e investigar os sistemas
de producdo, as praticas de manejo e a ocorréncia de enfermidades, considerando fatores
bioldgicos e econdmicos com vistas a minimizar problemas sanitarios.

Todo controle sanitério estd alicer¢ado no conhecimento do estado de saide dos animais na drea
de cultivo, baseado em inspecdes e padronizac¢do de procedimentos de amostragem, seguidas de
diagnéstico laboratorial conduzido de acordo com normas internacionais. Deve ainda promover
acOes preventivas visando impedir o ingresso de agentes patogé€nicos nos cultivos ou promover
acoes para a erradicacdo de enfermidades, sempre que possivel.

Um programa de sanidade para crusticeos somente poderd lograr éxito em situagdes onde o
esfor¢o do controle oficial esteja associado a educagdo sanitaria, esclarecendo a populacio sobre
0s riscos inerentes e as maneiras de evitar transtornos e perdas econdmicas. Muitas das ameacas
estdo associadas a procedimentos que ocorrem fora do controle legal, tais como cultivos ndo
licenciados, movimentacdo ndo autorizada, ingressos clandestinos, entre outros. De acordo com
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BORDENAVE (1985) a educacdo é um processo participativo e a participagdo ndo é um
conteudo que se possa transmitir, mas uma mentalidade e um comportamento com ela coerente.

O presente estudo foi desenvolvido dentro deste contexto, visando fornecer subsidios para o
estabelecimento do Programa de Sanidade para Crusticeos no Estado de Santa Catarina. O
objetivo fundamental foi identificar alguns fatores de risco associados a atividade de cultivo de
camardo marinho na regido, como esta atividade estd estruturada na comunidade e os fatores
determinantes do conhecimento comunitédrio, uma vez que a cultura é uma forma de linguagem
coletiva que encontra sua legitimidade na preocupacdo social contextualizada. Desta forma,
buscou-se contribuir para o delineamento de estratégias de acdo para um trabalho educativo
sanitario compativel com a realidade socioecondmica e cultural dos produtores, ponderando a
realidade estrutural de cada estabelecimento.

MATERIAL E METODOS
1- Estabelecimentos avaliados

Todos os estabelecimentos avaliados no presente estudo sdo acompanhados pelo servigo de
extensdo rural da Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(EPAGRI) e por profissionais do Laboratério de Camardes Marinhos (LCM) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC).

Foi avaliado um total de trinta e nove unidades, compreendendo um estabelecimento de
reproducdo e trinta e oito estabelecimentos de produgdo de camardo marinho, com dominacio
absoluta da espécie exotica Litopenaeus vannamei. O estabelecimento de reprodugdo estd
localizado na Barra da Lagoa, no municipio de Floriandpolis e pertence ao Departamento de
Agqiiicultura da UFSC. Este estabelecimento possui ainda uma fazenda experimental localizada
no municipio de Barra do Sul, onde estdo alojados os reprodutores utilizados durante os periodos
de reproducgdo. Os estabelecimentos de producdo avaliados neste estudo estdo localizados nos
municipios de Laguna, Imbituba e Jaguaruna. O estudo foi realizado no periodo de agosto a
dezembro de 2001.

2- Avaliagdo dos estabelecimentos

Os dados iniciais referentes ao cadastramento dos produtores, drea de viveiros e densidade de
povoamento foram obtidos através de consulta a EPAGRI e ao LCM. Para a complementagdo
das informacgdes, considerando o ponto de vista da sanidade animal, foram realizadas entrevistas
estruturadas e nao-estruturadas, bem como visitas as propriedades. Com o objetivo de obter
maior consisténcia das informagdes as entrevistas foram conduzidas junto aos responsaveis pelos
estabelecimentos e complementadas pelos técnicos da extensio rural da EPAGRI.

No caso do estabelecimento de reproducdo de camardes marinhos, procurando atender as
exigéncias do regulamento técnico sobre a fiscalizacdo e o controle sanitario de estabelecimentos
de reproducio de animais aqudticos, a entrevista constou de questionamentos referentes a espécie
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em reproducdo, movimentacdo anual dos tultimos trés anos, mecanismos de biosseguranga
utilizados, insumos locais e/ou importados usados em todas as etapas do processo produtivo,
com identificacdo de procedéncia e a apresentagdo de um mapa de risco do estabelecimento.

Nas entrevistas estruturadas, realizadas junto aos estabelecimentos de cultivo de L.vannamei,
procurou-se avaliar cada estabelecimento quanto a origem e o destino do camario cultivado e
quanto aos vérios aspectos da planta fisica, incluindo fontes de abastecimento de dgua, dreas de
acesso, praticas de manejo e destino dos efluentes. As entrevistas ndo-estruturadas foram
baseadas nas observagdes feitas in loco e na observacdo do comportamento do produtor.

Posteriormente, ainda em relacdo aos estabelecimentos produtores, foram realizadas reunides de
orientacdo técnica referente aos riscos inerentes a movimentagdo de animais e da importancia do
produtor prestar ao Servico Oficial de Defesa Sanitdria Animal as informacdes referentes a
mortalidade dos animais, a causa da morte, bem como a presenca de enfermidades ou de agentes
infecciosos, objetivando deter a propagacdo dos agentes etioldgicos e das enfermidades entre os
animais aqudticos e, com o propdsito de facilitar o controle em casos de emergéncias. Nesta
oportunidade, também foram esclarecidas as penalidades cabiveis no caso de omissdo e/ou
sonegacdo de informacdes. Foram esclarecidos aspectos referentes aos fatores de risco
relacionados com o local de origem dos animais, considerando os aspectos de zonificacdo, da
vigilancia sanitdria e dos planos emergenciais. Igualmente foram abordados aspectos referentes
aos fatores de risco relacionados com a mercadoria em si, com o transporte, com O
armazenamento, bem como os fatores relacionados com a redugdo dos riscos e das perdas na
producdo, especialmente quando ndo se dispde de tratamentos efetivos de controle, salientando
ainda, os prejuizos socioecondmicos decorrentes da introducdo de uma enfermidade.
Objetivando minimizar os riscos de ingresso de enfermidades nos cultivos de camardes marinhos
foi enfatizada a importancia da certificacdo zoosanitdria dos estabelecidos e das zonas de cultivo
como garantia de saide animal e a necessidade de quarentena de animais adquiridos fora da
regido de producdo.

RESULTADOS
1- Perfil da estacdo de reprodu¢do de camardes marinhos
a- LCM

O estabelecimento apresenta uma unidade de larvicultura e uma unidade de pré-bergario ou setor
de recria com capacidade de producdo de 40 milhdes de individuos por més, em sete ciclos
anuais. O setor de maturacdo apresenta capacidade de carga de 1.200 reprodutores para uma
producdo mensal de aproximadamente 100 milhdes de individuos.

Com a introdugdo do camardo Litopenaeus vannamei e os resultados animadores obtidos através
do dominio cada vez maior do ciclo reprodutivo e da producio de pds-larvas, o LCM tornou-se
estrategicamente auto-suficiente para o suprimento da demanda estadual. Os registros de
importacdes de nduplios datam de 1998 com a introdu¢do de individuos procedentes da
Venezuela e, nos anos seguintes procedentes da regido nordeste do Brasil. Atualmente o LCM ¢é
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responsavel pelo abastecimento de larvas e pés-larvas de camarfo marinho para todos os
estabelecimentos de cultivo no Estado de Santa Catarina. O periodo médio de quarentena
utilizado é de dez dias, com dgua de origem oceénica e vazdo para um tanque de estabilizagio
que recebe tratamento a base de cloro.

Nos dltimos trés anos a producdo de nduplios e pds-larvas tiveram destino para o abastecimento
dos estabelecimentos de producdo em Santa Catarina e também para produtores nos Estados do
Parana e Sao Paulo.

No que se refere a alimentagéo, o setor de maturagdo faz uso de alimento ndo processado, com
origem na industria pesqueira de Santa Catarina, bem como rag¢do peletizada importada dos
Estados Unidos da América e biomassa de Artemia sp. procedente do nordeste brasileiro. Para a
larvicultura, a racdo comercial e a Artemia sp. t€m procedéncia americana, enquanto que no pré-
bergario faz-se uso apenas de ragdo comercial.

Com base nas entrevistas realizadas, foi constatado elevado grau de conscientizagdo sobre
potenciais fontes de contaminacdo e cuidados quanto a conservacdo e a higienizacdo das
instalacdes e dos equipamentos, com procedimentos de pulverizagdo e desinfec¢do didria dos
materiais utilizados no transporte de larvas. Os procedimentos de limpeza e cloracdo de
tubulacdes e reservatdrios sdo realizados semanalmente no setor de maturacdo e produgio de
microalgas, enquanto que na larvicultura e no bergirio ocorrem nos intervalos dos ciclos de
producdo. Os materiais de construcdo das diferentes instalagdes e as tubulagdes permitem

desinfeccdo sempre que necessario.

O tnico registro de ocorréncia de mortalidade significativa foi observado em 1999 e estava
associado a uma possivel contaminagio bacteriana, resultando na completa eliminacgdo do lote e
desinfeccdo através da aplicacdo de cloro. Os fatores predisponentes para o aparecimento de
mortalidade observados no estabelecimento estavam vinculados a quebra de rotinas de assepsia
ou quando da introdug¢do de reprodutores e nduplios com estado sanitdrio desconhecido.

O estabelecimento apresenta instalacdes independentes e adequadas ao embarque de animais,
com piso e paredes resistentes a desinfec¢des e mantém acdes de pulverizacdo dos veiculos
utilizados para o transporte dos animais, bem como restricdo na movimentacio de veiculos e de
pessoas estranhas ao servico. Nas demais instalagdes o uso de pediluvios é constante, havendo,
igualmente restricdes quanto a movimentacio de pessoas estranhas.

Outras medidas profilaticas e de controle de agentes etiologicos, tanto para os setores de
maturacdo, microalgas, larvicultura, pré-bercdrio e na despesca e embalagem, compreende
procedimentos de vazio sanitério, filtracdo didria da agua, limpeza e cloracdo de tubulacdes e
reservatorios, bem como a higienizacdo do pessoal, materiais e equipamentos. Na maturagdo é
realizada a desinfeccio de ovos e dos nduplios. Na larvicultura sdo realizadas andlises
microscopicas da qualidade, efetuada duas vezes ao dia, com observagdes predominantes quanto
a presenga de necroses, visualizacdo do trato intestinal, formacdo branquial, pesquisa de
protozodrios epicomensais, formacao dos apéndices e evolucdo das espécies larvais.
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b- Fazenda experimental

No que se refere a fazenda experimental, esta apresenta uma drea alagada de 23 hectares,
distribuida em 17 viveiros e com capacidade de producdo de 30 toneladas por ciclo. A fazenda
foi ativada em 2000 e o povoamento teve inicio com animais procedentes do LCM da prépria
UFSC. Nesta fazenda, como medida profilatica no controle de agentes etioldgicos sdo realizados
0 vazio sanitdrio, bem como o revolvimento do solo e a aplicacdo de carbonato de cdlcio. Da
mesma maneira, ¢ realizada a raspagem das comportas, higienizacio das bandejas de
fornecimento de alimentos, bem como a higienizagdo periddica das instalacdes de
armazenamento da racdo. Foi constatada igualmente a preocupag@o quanto ao controle didrio de
circulagd@o de pessoas e veiculos no estabelecimento.

Casos de mortalidade foram observados pelos entrevistados com maior ocorréncia quando de
manejo insuficiente dos parametros fisico-quimicos de qualidade da dgua e da alimentagdo.
Também devido ao incorreto manejo na renovacdo da dgua e no uso de aeradores. Nenhuma
mortalidade significativa foi observada deste o inicio das atividades na fazenda, ocorrendo
apenas a suspeita de alguns casos de vibriose, contudo sem confirmacao laboratorial.

O tipo de alimento utilizado para os reprodutores consiste em matéria ndo processada, com
origem na industria pesqueira de Santa Catarina e racdo comercial procedente da regido nordeste
do Brasil, para os cultivos experimentais. O alimento é fornecido no sistema de bandejas.

Biometrias semanais sio realizadas em amostras colhidas em trés diferentes pontos eqilidistantes
nos viveiros. Os individuos amostrados sdo observados através de visualizagdo macroscépica,
com especial atencdo para a uniformidade de tamanho dos individuos, aspectos do trato
intestinal, branquias, coloracdo, aspecto dos urépodos, presenga de necroses no cefalotdrax,
abdomen e apéndices. Na visualizacdo por microscopia sdo realizadas a pesquisa de gregarinas
no trato intestinal e a presenca de protozodrios epicomensais.

2- Perfil dos estabelecimentos de producio de camardes marinhos

Ap6s consulta & EPAGRI, constatou-se que para a primeira etapa do cultivo de 2001,
compreendida entre agosto e novembro, vinte e nove estabelecimentos receberam pds-larvas
para a producdo de camario, distribuidas na regido de Laguna, compreendendo os municipios de
Laguna, Imbituba e Jaguaruna.

A drea total povoada até novembro/2001 foi de 527,60 ha, com uma média de 13,43 ha de area
alagada por estabelecimento e um tamanho médio de viveiros entre 3-5 ha. Todos os
estabelecimentos estdo com situacdo regularizada junto ao 6rgdo de fiscalizagdo do meio
ambiente e recebem assisténcia através de profissionais da EPAGRI, da UFSC ou contratados.

O povoamento total foi de 89.514.698 pos-larvas, com idade de semeadura de PL20 e uma
densidade média de 20 a 30 individuos/m”. Sdo praticados anualmente dois ciclos de produgio,
com durag@o média de 90 dias por ciclo e um periodo de vazio de 10 dias no verdo. Os indices
médios obtidos de sobrevivéncia por ciclo estdo entre 50 e 80%, com um tamanho médio do
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camarfo na colheita de 12 a 15 gramas. O sistema predominante de distribui¢do de alimentos € o
sistema em bandejas e o alimento utilizado é a ragdo comercial.

No que se refere a biosseguranca foi observado que nenhum estabelecimento utiliza pedilivio
e/ou rodolivio, nem mesmo o sistema de pulverizacdo dos veiculos com solu¢des desinfetantes.
No entanto, existe a movimentacdo de veiculos e de pessoas estranhas ao servico proéximo as
dreas de cultivo. A captacdo da dgua de abastecimento dos viveiros € feita diretamente da
natureza e os efluentes sdo liberados num canal coletivo com vazdo a jusante dos cultivos.
Observou-se ainda, que os estabelecimentos ndo apresentam locais adequados para a destrui¢do
de animais enfermos ou mortos, ficando 0os mesmos expostos sobre o solo.

DISCUSSAO

O Programa de Cultivo de Camardes Marinhos para o Estado de Santa Catarina tem como meta a
implantacdo de 2.500 hectares de cultivo, com a geragdo de 3.000 empregos e de recursos
equivalentes a R$ 50 milhdes/ano (SEIFFERT et al. 2001). Contudo sua rdpida expansido e os
riscos inerentes ao aparecimento de enfermidades devido ao cultivo intensivo e a movimentacao
animal ndo devem ser negligenciados.

Durante o estudo foi observado que o Estado nio registrou até o momento a ocorréncia de
qualquer das enfermidades consideradas de notificagdo obrigatéria. No entanto, foram citados
pelos entrevistados alguns casos de mortalidade em camardes cultivados, contudo sem
identificacdo laboratorial do provavel agente etioldgico e sem a devida comunicacio dos fatos ao
Servigo Oficial de Defesa Sanitdria Animal.

Neste estudo foi constatado que nenhum estabelecimento possui a certificacdo zoosanitdria e que
o Servico Oficial de Defesa Sanitdria Animal, no que se refere aos crusticeos, teve seu
envolvimento primeiro em junho de 2000 e que, portanto, ainda ndo possui um banco de dados
com a identificacdo e o histdrico da real situac@o sanitdria dos cultivos. Verificou-se, no entanto,
a existéncia apenas do cadastro dos estabelecimentos de reproducdo e cultivo.

Os programas de sanidade sdo alicercados em fundamentos que dizem respeito a vigilancia e ao
monitoramento sanitirio permanente, atendendo as exigéncias constante do Regulamento de
Defesa Sanitdria Animal. Entretanto, observamos que mesmo com a existéncia de um Decreto
datado de 1934 (Decreto n°® 24.548), no que se refere a obrigatoriedade de notificar o Servigo
Veterindrio Oficial da ocorréncia de enfermidades em animais isto ndo constitui uma realidade
entre os produtores de camardes.

O principio bédsico da biosseguranca € o de prevenir a introducdo ou a disseminagdo de
enfermidades nos cultivos (SYLVIA er al., 1999). Neste contexto estdo envolvidos
procedimentos como minimizar as trocas de &4guas dos viveiros, minimizar o risco de
contaminagdo causado pelo uso de alimentos vivos. A introdugdo de novos individuos ao cultivo,
deve sempre ser acompanhada da certificacdo zoosanitiria do estabelecimento de origem,
emitido pelo Servico Oficial de Defesa Sanitiria Animal e manter os individuos recém
adquiridos sob observacdo em viveiros isolados. Em outras palavras, evitar qualquer
procedimento que envolva risco real ou potencial de causar enfermidade nos animais.
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Embora néo tenha sido observado a pratica da adocao de um local adequado para eliminagdo de
animais mortos, a simples remocdo dos enfermos ou mortos para locais onde possam ser
cremados ou enterrados auxilia na reducdo do numero de agentes patogé€nicos existentes no
ambiente. Esta pratica é valida, principalmente em se tratando de espécies que praticam o
canibalismo e cuja via de transmissdo ocorre através da ingestdo do agente patogé€nico. Por
outro lado, a exposicdo de animais mortos representa importante fonte de disseminacdo de
agentes patogénicos através de aves, que podem percorrer vdrios estabelecimentos. O virus da
WSS pode sobreviver no intestino de passaros e estes pdssaros podem defecar em viveiros de
outros estabelecimentos ou de qualquer maneira, movimentar o material infectado de um local
para outro (CEI, 1999).

A melhor maneira de evitar perdas na produgdo e nos lucros da atividade € implementar medidas
preventivas para deixar os agentes patogénicos fora do sistema de producdo. Estas medidas
incluem a desinfeccdo dos viveiros e a eliminacio de fontes potenciais de contaminagdo, o uso
de telas e filtros para a 4gua de abastecimento, objetivando remover a possibilidade de ingresso
do agente ou de seus vetores, remover o excesso de matéria orginica nos viveiros, utilizar apenas

alimentos processados, isto €, que sofreram processo de aquecimento em seu preparo, com
temperatura e tempo suficiente para a destrui¢do ou inativacdo do agente etioldgico.

Santa Catarina apresenta no cultivo de camardes marinhos o privilégio de ndo possuir registro de
ocorréncia de enfermidades de notificacio obrigatdria. Esta condicio confere maiores vantagens
na exploracdo da atividade e na conquista de mercados. Isto se deve, principalmente porque as
pos-larvas adquiridas pelos estabelecimentos de producdo sdo quase que exclusivamente
procedentes do LCM e os estabelecimentos contam com o servico de extensdo rural para as
orientacdes e a assisténcia técnica.

Concluimos, diante das observagdes, que devemos desencadear uma campanha educativo
sanitdria visando minimizar fatores de risco externo e ambientais e implantar a certificacdo
zoosanitdria, visando garantias sanitdrias aos plantéis. Como estratégia complementar, sugerimos
desenvolver junto aos produtores de camardes marinhos e a rede escolar, uma atividade de
orientacdo quanto a prevengdo e o controle de enfermidades, objetivando diminuir os possiveis
danos sécioecondmicos resultantes do aparecimento das mesmas. A estratégia da sele¢do e
producdo de reprodutores de alta qualidade genética, suficiente para suprir a demanda do Estado,
deve ser incentivada como forma de reduzir o transito de animais procedentes de outras regides
ou paises, minimizando os riscos de introducdo de enfermidades.

Concluimos ainda, que existe a necessidade de implantagdo de um laboratério de diagnéstico de
enfermidades, a partir das interacdes entre as diversas entidades, tanto ptblicas como privadas.
Esta iniciativa permitird o monitoramento dos estabelecimentos e das populagdes existentes no
Estado, representando para os produtores um diferencial qualitativo de seu produto através da
certificacdo sanitaria dos mesmos.
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RESUMO

A sindrome da mancha branca (WSS) é uma doenca viral que afeta a maior parte dos
cultivos de camarao marinho a nivel mundial. O agente etiolégico da WSS, o virus da
sindrome da mancha branca (White Spot Syndrome Virus — WSSV), € extremamente
virulento, apresenta uma gama ampla de hospedeiros e tém sido associados a
impactos econdmicos devastadores no cultivo de camardo em diferentes regides. No
presente estudo, a ocorréncia do WSSV foi investigada em Litopenaeus vannamei
cultivado, utilizando-se a Reagdao em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram utilizados
pés-larvas (PL20) e individuos adultos (ADL) provenientes do mesmo local de origem.
Nao foi detectada reacdao positiva em nenhuma das amostras analisadas (PL e
branquias, pleépodo e hemolinfa de ADL), nas condigbes utilizadas. Esta investigacao
preliminar devera ser complementada com a analise de um numero maior de amostras
e com a utilizagdo da PCR nested.

UNITERMQOS: WSSV; mancha branca; camarao; PCR

ABSTRACT

White spot syndrome (WSS) is a viral disease that affects most of the commercially
cultivated marine shrimp globally. The causative agent of WSS, white spot syndrome
virus (WSSV), is extremely virulent, has a wide host range and has been associated to
devastating economic impact in shrimp farming in different regions. In the present study,
the occurrence of WSSV was investigated in cultured Litopenaeus vannamei, using the
Polymerase Chain Reaction (PCR). The individuals, post-larvae (PL20) and adults
(ADL) were all from the same origin. No positive reaction was detected in the samples
(PL and gills, pleopods and haemolymph from ADL), under the test conditions. This
investigation will be further undertaken with the analysis of a greater number of samples
and using nested PCR.

UNITERMS: WSSV; white spot; shrimp; PCR
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Introducao

As enfermidades virais tém comprometido severamente a industria de cultivo de camarées em todo o
mundo, causando grandes perdas na produgdo e, conseqlentemente, prejuizos econémicos
significativos. Entre estas enfermidades, epizootias devido ao virus da sindrome da mancha branca
(White Spot Syndrome Virus — WSSV) foram primeiramente relatadas pela China, em 1993, no cultivo de
Fenneropenaeus chinensis’. Relatos posteriores foram registrados no Japao, Korea, Tailandia, Taiwan,
Indonésia e india em cultivos de F.chinensis, Penaeus monodon, Marsupenaeus japonicus e
Fenneropenaeus indicus*”'®'®**% Nos Estados Unidos, LIGHTNER et al.'' registraram, no ano de
1995, a ocorréncia do WSSV no Texas e na Carolina do Sul, em cultivos de Litopenaeus vannamei,
Litopenaeus stylirostris e Litopenaeus setiferus. Mais recentemente, MAGBANUA et al"® registraram a
ocorréncia do virus nas Filipinas.

A presenga de manchas brancas no exoesqueleto de camardes infectados representa o principal sinal
clinico da enfermidade, sendo as mesmas produzidas pelo depésito anormal de sais de calcio'®. No
entanto, WANG et al®* também registram a presenca de pontos brancos semelhantes em P. monodon
infectado por bactérias. Na auséncia de condigbes de cultivo que causem estresse aos animais,
camardes infectados e que apresentam as manchas brancas podem sobreviver indefinidamente.
Entretanto, em sendo também observada letargia, alteragdo de coloragcdo de rosa a marrom-
avermelhado, anorexia e/ou presenga de animais na superficie da 4gua durante o dia, uma alta taxa de
mortalidade pode ser esperada dentro de algumas horas ou poucos dias, a partir da detec¢ao dos sinais
mencionados. O virus causa lesdes severas no estdbmago, branquias, células epiteliais subcuticulares,
orgaos linféides, glandula antenal e hemdocitos.

No Golfo do México, as espécies L.setiferus, Farfantepenaeus duorarum e Farfantepenaeus aztecus sao
referenciadas como hospedeiros do WSSV. Quarenta e quatro espécies de organismos, entre as quais
varias freqlientemente identificadas nos cultivos, sdo citadas por MOORE e POSS'"’, como hospedeiros

para o WSSV, representando vetores potenciais. MAEDA et al."*

sugerem que, em agua do mar a 25°C,
o WSSV mantém sua infectividade por mais de 60 dias enquanto que a uma temperatura de 4°C o
periodo é de pelo menos 120 dias. A transmissao da enfermidade pode ocorrer tanto de forma horizontal
como vertical, através de oécitos infectados. ALDAY e FLEGEL' sugerem que os odcitos infectados n&o
maturam, sendo muito provavel que particulas virais liberadas pelo tecido ovariano durante a desova

possam infectar estagios larvais precoces.

Diferentes estratégias estdo sendo aplicadas no propésito de controlar a enfermidade, incluidas entre
elas as boas praticas de manejo. Despescas de emergéncia sdo praticadas logo que os primeiros sinais
da enfermidade sdo identificados, no propésito de salvar os cultivos'®. Esta pratica leva a
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comercializagdo de camardes congelados como iscas para a pesca desportiva, favorecendo a
disseminagao do agente patogénico em aguas distantes™. O congelamento n&o inativa a infectividade do
virus. TANG E LIGHTNER* registram que muitos estabelecimentos de processamento despejam os
residuos soélidos como cabega, carapaga e visceras em aguas naturais. A localizagdo destes
estabelecimentos, préximos as areas de cultivo representa uma potencial fonte de contaminagéo.

Num esforco de prevencéo e controle ndo sé da sindrome da mancha branca, como de outras viroses,
vérias pesquisas tém sido realizadas e varios métodos de diagnésticos tém sido avaliados®'**°. Os
métodos de detecgao utilizados para o diagnostico do complexo WSSV incluem a identificagdo de pontos
cuticulares brancos por microscopia direta, observagdes histologicas, hibridizagdo in situ e dot blot,
através de sondas especificas para o WSSV, Reag¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) com iniciadores
especificos para o WSSV e bioensaio. O método de wet-mount € recomendado para uso em campo
como instrumento de diagnéstico presuntivo. No entanto, a ndo visualizagdo de pontos cuticulares
brancos ndo exclui a possibilidade de WSSV, sendo necesséria a confirmacéo laboratorial através de

métodos mais sensiveis.

A metodologia da PCR tem sido a mais utilizada devido a sua sensibilidade quando comparada a outros
métodos moleculares, sendo a quantificagdo do numero de cépias do genoma viral em animais
infectados indicada como o principal meio de monitorar enfermidades em camardes, especialmente em
casos de infecgdo assintomatica'®. Este método tem sido também indicado para monitorar a larvicultura,
os reprodutores e a populagéo de invertebrados que compartilham o mesmo habitat '

Material e Métodos

Foram utilizados pés-larvas e adultos de camardo marinho Litopenaeus vannamei, procedentes do
Laboratério de Camardes Marinhos (LCM) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). As pés-
larvas (PL 20) foram coletadas no momento do embarque para distribuigdo aos produtores, tendo sido
realizadas trés coletas distintas. As amostras (aproximadamente 150 pds-larvas por coleta) foram
congeladas inicialmente em nitrogénio liquido. No caso dos animais adultos (n=10), foram coletadas
branquias e amostras de hemolinfa, além de um pleépodo por animal. As branquias foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, enquanto que os pleépodos foram fixados em etanol
95% (1:6 v/v) ou congelados em nitrogénio liquido imediatamente apés colheita. A hemolinfa foi coletada
em citrato de sddio 10% (1:1 v/v). As amostras congeladas em nitrogénio liquido foram mantidas em
freezer a — 80° C até o processamento.

Com excecado das amostras de hemolinfa, a extragdo de DNA das demais amostras foi realizada com o

Wizard® Genomic DNA Purification Kit®, de acordo com as especificagdes do fabricante, utilizando-se
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proteinase K. Antes de serem submetidas ao procedimento de extragdo, as amostras fixadas em etanol
foram lavadas em TE 1x (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) gelado, centrifugadas por 1 minuto a 10
000 rpm, sendo o sobrenadante descartado. Este procedimento foi repetido trés vezes. No caso dos
pleépodos, apds a lavagem nas condigdes descritas acima, a cuticula foi removida com o auxilio de uma
lamina de bisturi estéril, sendo o tecido, em seguida, colocado na solugéo de lise®. As amostras de
hemolinfa foram tratadas a 85°C por 10 minutos e, em seguida, centrifugadas a uma velocidade de
15.000 rpm a 4°C por 10 minutos'®. O sobrenadante foi coletado em um tubo limpo e usado diretamente
nas etapas posteriores. De modo alternativo, a extragdo de DNA das amostras foi também realizada em
TE 1x, contendo SDS 1% e Proteinase K (concentragéo final 200ug/mL) a 65°C por 120 minutos'®. Apds
a adicdo de NaCl e CTAB na concentracéo final de 0.7 M e 1%, respectivamente, as amostras foram
incubadas a 55°C por 60 minutos. ApOs tratamento das amostras com cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1) (1 volume), seguido de centrifugadas a 14 000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi coletado.
Esta ultima etapa do procedimento foi repetida trés vezes, sendo seguida de precipitagcdo com
isopropanol (1:1 v/v). O DNA foi lavado com etanol 70% e o precipitado foi resuspendido em TE 1x.

Apo6s determinagdo da absorbancia a 260 nm, a integridade das amostras foi avaliada através de
eletroforese em gel de agarose a 1% em TBE (Tris 10 mM, Acido Bérico 85mM, EDTA 1 mM, pH 8,0),

por intercalagao de brometo de etidio (0,5 ug/mL) e visualizagdo a 280nm em transiluminador.

Como controle, foram realizadas reagdes de amplificagdo, utilizando-se iniciadores sintetizados® com
base na seqiiéncia do gene que codifica a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) de
Penaeus monodon®. As reagdes foram realizadas com PCR SuperMix® em um volume final de 50pl,
contendo 1ul de DNA e uma concentragdo final de 0.3uM dos iniciadores (GAPDH298F:5'-
TCACCGTCTTCAACGAGATG-3";GAPDH298R:5-ACCCTCCAGGATCTCGAAGT-3'), com desnaturagao
a 94°C por 30 segundos, anelamento a 52°C por 30 segundos e extensao a 68°C por 1.5 minutos por 35
vezes. A extensao final foi realizada a 72°C por 7 minutos. No caso da reagdo de amplificagao da
seqiiéncia especifica do WSSV, foram utilizados iniciadores® descritos por Lo et al®® (WS146F1:5-
ACTACTTTCAGCCTATCTAG3'; WS146R1:5TAATGCGGGTGTAATGTTCTTACGA-3). Os mesmos
foram utilizados na concentragao final de 1uM, em uma mistura contendo 1uL de DNA, 200uM de dNTPs
e 1U de Taq poIimeraseb. Apds uma desnaturagéo inicial a 94°C por 2 minutos, as amostras foram
submetidas a 39 ciclos de desnaturagao a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos e
extenséo a 72°C por 40 segundos. A extensao final foi realizada a 72°C por 5 minutos. Para a avaliagéao
dos resultados, aliquotas de 10 ul das reagdes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose (1 ou
1.6%) ou em gel de poliacrilamida (PAGE) (5 ou 8,4 %) e a visualizagao foi realizada conforme descrito

acima.
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Resultados

A andlise das reagdes de PCR por eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida nao revelou a
presenga de uma banda equivalente a 1447 pares de base, correspondente a amplificagdo de um
fragmento especifico do WSSV, utilizando-se os iniciadores descritos. A auséncia deste fragmento foi
observada tanto nos animais adultos analisados (amostras de branquias, pleépodo e hemolinfa), quanto
nas amostras de pés-larvas. Neste Ultimo caso, foram analisadas cinco amostras de cada uma das
coletas realizadas.

Por outro lado, um fragmento correspondente a 298 pares de base foi observado nas amostras de
branquias, pleépodo e hemolinfa dos individuos adultos (Figura 1). O tamanho deste fragmento esta de
acordo com aquele esperado para a sequéncia correspondente ao gene da enzima GAPDH de camarao.
Nas amostras de hemolinfa, esta banda foi de dificil visualizagdo ou ausente em algumas amostras. No
entanto, a reamplificacdo nas mesmas condic¢oes, a partir de 1uL da primeira reagao, permitiu visualizar

0 amplicon esperado neste Ultimo caso.

Figura 1: Eletroforese (PAGE 8,4%) de Penaus vannamei. 1. pleiépode fixado; 2. branquia; 3. pleiépode
fixado; 4. hemolinfa; 5.branquia; 6. pds-larva; 7. brénquia; 8. pleiépode fixado; 9. pés-larva; MW. Marcador de
peso molecular (Promega)

Discussao

A ndo detecgao do fragmento de 1447 pares de base nas amostras analisadas parece indicar a auséncia
do WSSV, uma vez que nenhuma outra banda foi detectada (inclusive no controle negativo da reagao,
ou seja, uma reagao onde nao foi adicionado DNA). Além disso, a partir das amostras processadas foi
possivel amplificar uma sequéncia especifica do genoma de peneideos (da enzima GAPDH), de acordo
com TANG et al. 7, o que indica a qualidade do DNA utilizado’

No entanto, devemos salientar que nas condi¢des utilizadas nesta etapa do nosso estudo, o fragmento
de 1447 pares de base do WSSV pode ser considerado como sendo relativamente grande, quando

comparado, por exemplo, com aquele de 643 pares de base, correspondente a uma outra seqiiéncia do
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genoma deste virus®®. Recentemente, a utilizacao de iniciadores especificos para a amplificagao deste
fragmento menor em uma reagdo de PCR Unica (um passo) foi relatada por HAMEED et al®, para
investigar a susceptibilidade de duas espécies de caranguejos de dgua doce ao WSSV, uma vez que as
mesmas estdo presentes nos cultivos da india e sdo utilizadas como alimento nos mesmos. A
amplificagdo de fragmentos menores é considerada como mais eficiente por diversos autores. No caso
do WSSV, a amplificacao de amplicons especificos em PCR de dois passos, ou PCR nested, aumentou
a sensibilidade da técnica na ordem de 10° a 10* vezes® e, consequentemente seu potencial diagnostico
e seu valor como ferramenta laboratorial, quando associada a técnicas de manejo adequado dos cultivos
e a programas de sanidade sanitaria.

Desta forma, a presenga do virus pode ser detectada com o emprego do PCR nested na fase pré-
patente da infecgao, referida como fase latente, persistente ou assintomatica. Da mesma forma, pode
detectar a presenga do virus na fase de transi¢do e na fase patente da infecgdo. Individuos na fase
persistente da infeccdo somente apresentam resultado positivo em PCR nested e podem ou nao
apresentar sinais clinicos da infecgao. Individuos no estagio de transmissao da enfermidade apresentam
PCR (um passo) positivo e podem apresentar discretos pontos brancos no exoesqueleto, porém sem
sinais clinicos mais evidentes. Enquanto a fase latente da infecgéo pode persistir durante varios meses,
a fase de transmissao dura apenas algumas horas, seguida da caracterizagdo da infecgdo. Uma vez o
individuo apresente PCR (um passo) positivo, a morte certamente ocorrerd dentro de poucas horas 8,

A utilizacdo da técnica de PCR, associada a outras metodologias de diagnéstico, pode contribuir para o
monitoramento de rotina dos cultivos dentro de uma perspectiva mais eficiente. Além disso, é indicada
para monitorar também a larvicultura, reprodutores e populagdo de invertebrados que compartilham o
mesmo habitat ®'®. No entanto, a técnica deixa de ser efetiva em populagdes muito grandes ou quando
apenas um pequeno numero de individuos da populagao esta infectado 2,

Assim sendo, esta etapa preliminar do nosso estudo deve ser complementada, inicialmente, com a
andlise de um ndmero maior de individuos, tanto adultos como pés-larvas. Além disso, pretendemos
realizar uma segunda reacao de amplificacdo, ou seja, PCR nested, utilizando-se as condigbes e os

iniciadores descritos por Lo et. al.'?.
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IV — CONSIDERAGOES FINAIS

by

A prevencdo quanto a introducdo, o estabelecimento e a difusdo de agentes
patogénicos tanto para os individuos em cultivo como para aqueles em estado natural
sera atingido quando o esforgo social for participativo. Somente a combinacdo de
acOes voluntarias da industria de producdo, do comércio, do processamento e da
distribuicao alicercados nas regulamentacdes existentes e naquelas a serem efetivadas

serdo capazes de manter a sustentabilidade da atividade.

Apbs a formulacdo do problema torna-se necessario a execugdao de um plano de
analise onde devera ponderar 0s riscos existentes e potenciais, explicitando as
maneiras de resolve-los, as medidas e os métodos para conduzir a andlise dos riscos.
O plano de analise deve identificar os principais portais de ingresso dos agentes
patogénicos e especificar as relagcbes mais criticas que possibilitem avaliar o risco. O
plano deve, igualmente, identificar as medidas a serem adotadas, os fatores de
exposicdo, as caracteristicas do ecossistema que possam contribuir para analisar o

risco. Também considerar a confiabilidade dos dados obtidos.

Na etapa inicial do planejamento € importante estabelecer os objetivos, definir a
aplicacdo das decisbes e estabelecer claramente os meios para avaliar o sucesso,
incluindo os resultados esperados, as técnicas a serem empregadas bem como o

suporte financeiro necessario para a aplicacao do plano.

Embora alguns paises como Estados Unidos e México nao tenham um programa oficial
para a certificacao de propriedade, os compradores de pos larva exigem a certificagao
de que a propriedade fornecedora tenha um historico de pelo menos seis meses como
livre dos agentes patogénicos especificos como TSV, IHHNV, WSSV e YHV.

Implementar boas praticas de manejo (BPMs) na carcinicultura inclui o uso de pés
larvas procedentes de estabelecimentos oficialmente certificados como livres dos
agentes especificos, a adogao de praticas de biosseguranga como medidas de controle



38

de veiculos e transito de pessoas, monitoramento de enfermidades, uso de
desinfetantes autorizados pelo Ministério da Agricultura, tratamento dos efluentes e
descarte de rejeitos sélidos de maneira a nao permitir 0 acesso por animais de

qualquer espécie entre outros.

Para as estratégias de controle e estratégias emergenciais € necessario identificar
fontes relevantes de agentes patogénicos virais, seu modo de tratamento e seu
potencial de introducdo. Identificar e avaliar ndo somente as perdas decorrentes da
mortalidade dos animais, mas também as conseqliéncias da infeccao na reproducao e
no desenvolvimento dos camardes, incluindo conversao alimentar e tempo para o
tamanho comercial. Dados do EPA (1999) citam a observagdo de significativas
diferencas nas taxas de mortalidade, crescimento e reproducdo quando da ocorréncia
de BV, WSSV, IHHNV e YHV em relacgéo.

Na elaboracdo de estratégias emergenciais quando da ocorréncia de um surto
infeccioso ou mesmo de alta mortalidade dos camardes devido a transtornos
ambientais € necessario identificar os locais para o processamento dos animais bem
como a capacidade operacional destes estabelecimentos. Quais 0os meios de
transporte disponiveis, capacidade de carga e como localiza-los para atuag¢ao imediata.
Em havendo necessidade de enterramento de grande volume de animais, quais as
areas previamente autorizadas pelos 6rgaos ambientais, disponibilizacdo dos
equipamentos como tratores, retroescavadeiras e outros. Disponibilizagdo de recursos
financeiros para a atuacdo emergencial e para a indenizacao dos produtores. Em
havendo comprometimento do estoque natural, com declinio da pesca em decorréncia
do surgimento de enfermidades nos cultivos, definir os procedimentos legais para
indenizar os pescadores. O JSA (1997) discute o severo declinio observado na pesca

do camaréo, no Golfo da Califérnia, associado a ocorréncia da IHHNV.

O presente estudo permitiu identificar as lacunas onde s&o necessarias pesquisa e
informagdes referentes ao real estado sanitario nos cultivos, com énfase especial em

programas de investigagdo e monitoramento, identificando a presenga de agentes
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virais tanto em camardes de cultivo, importados e outras possiveis fontes de
contaminacgéo. Estudos epidemiolégicos objetivando o conhecimento da prevaléncia e
dos efeitos potenciais das viroses.

Estratégias de prevencado estdo ndo apenas relacionadas com a manutencado de
condicdes ambientais favoraveis, mas principalmente, em manter o virus fora do
sistema de cultivo, eliminando vetores potenciais e promovendo um adequado

tratamento da agua de abastecimento.

Por fim, salientamos a necessidade de estruturacdo de um laboratério oficial para
diagnéstico e analises clinicas de enfermidades de camarbes, bem como a
padronizacao de outras metodologias para o diagnostico das enfermidades e para o
monitoramento dos estabelecimentos e ds populacdes de camardo. Da mesma forma,
expressamos a necessidade de capacitagdo permanente dos profissionais envolvidos

com a certificacao zoosanitaria.
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