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RESUMO

O presente estudo é uma retrospectiva de 5 anos de cultivo experimental de
cavalos-marinhos da espécie Hippocampus reidi, caracterizando e quantificando
as principais doencas da espécie em cativeiro em associacdo com parametros da
qualidade da 4gua em dois tipos de sistemas de manutencdo da espécie (SCF -
Sistema de Ciculagcao Fechada e SI - Sistema de aquadrios isolados sem filtragem)
e uma avaliacdo de infec¢des bacterianas associadas a lesdes cutaneas e a dgua
durante o periodo de um ano. Foram registrados 192 cavalos-marinhos doentes
no cultivo experimental ao longo dos 5 anos, nos quais individuos com dermatites
foram os mais frequentes, representando 46,3% dos casos, gerando quadros
clinicos severos que incluem lesdes ulcerativas, manchas esbranquicadas ao
longo do corpo e descamacgdo de tecido. Doencas das bolhas, dificuldades de
equilibrio e morte subita foram outras doencas observadas, porém em menor
propor¢dao. Foram coletadas, entre abril/2014 e abril/2015, amostras de
esfregaco por meio de swab de 2 tipos de lesdes ulcerativas na regido da cauda e
1 tipo de lesdo ulcerativa na regido da bolsa incubadora de cavalos-marinhos
provenientes do cultivo experimental e amostras de agua provenientes dos
sistemas de distribuicao (SD) de agua, das quais totalizam 119 isolados
bacterianos. As cepas isoladas foram identificadas a partir do sequenciamento do
gene 16S sRNA por meio de buscas de similaridade nos bancos de dados NCBI
(National Center for Biotechnology Information) e RDP (Ribosomal Database
Project). Dentre os isolados, foram identificadas um total de 12 espécies
bacterianas distintas, distribuidas em 7 familias, cujas familias mais abundantes
em lesdes cutdneas foram Micrococcaceae (38,2%), Vibrionaceae (25,5%) e
Bacillaceae (23,4%) e em isolados da agua Pseudoalteromonadaceae (51,4%) e
Bacillaceae (34,2%). O numero de individuos doentes nos sistemas de
manutencao esta diretamente associado a aumento nos niveis de nitrito e amonia
e de bactérias patogénicas ou patogénicas oportunistas.

Palavras-chave: patdgenos, aquicultura, sintomas, Syngnathidae.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ABSTRACT

This study is a retrospective of five years of experimental cultivation of a seahorse
specie Hippocampus reidi. The aim was to characterize and quantify the main diseases
of the specie in captivity, associated with water quality parameters in two types of
systems (SCF - Closed System Circulation and SI — Isolated unfiltered system), as well
an assessment of bacterial infections associated with skin lesions and water during one
year. It was recorded 192 ill seahorses in the experimental cultivation over the five
years in which individuals with dermatitis were the most frequent, occurring in 46.3%
of cases and leading to severe medical conditions as epidermal ulceration, whitish spots
along the entire organism and tissue desquamation. Other illnesses as gas bubbles
diseases, balance difficulties and sudden death were also observed but to a lesser
extent. Samples of ulcerative lesions were collected, using swabs, between april/14 and
april/15 of two 2 classes of lesions in the tail and one type in the brood pouch from
experimental cultivation seahorses. Samples of water from the water distribution
system were also gathered. A total of 119 bacterial strains were isolated. Isolated
Bacteria were identified using the 16S sSRNA gene according to similarity searches in
databases NCBI (National Center for Biotechnology Information) and RDP
(Ribosomal Database Project). Among isolated bacterial strains, it was identified 12
species of Bacteria, distributed in seven families. The main families identified in skin
lesions of Hippocampus reidi were Micrococcaceae (38.2%), Vibrionaceae (25.5%)
and Bacillaceae (23.4%), while the main families founded in water were
Pseudoalteromonadaceae (51,4%) and Bacillaceae (34,2%). The number of ill
individuals in maintaining systems were directly associated with increased levels of
nitrite and ammonia, as well pathogenic bacteria or opportunistic pathogens.

Key words: pathogens, aquaculture, symptoms, Syngnathidae.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aquicultura de organismos ornamentais marinhos

A industria de aquarismo corresponde ao cultivo e a um amplo e diverso comércio que
envolve milhares de espécies de peixes e invertebrados marinhos e de dgua doce (MILLER-
MORGAN, 2010), com estimativas muito falhas e potencialmente subestimadas, devido ao
monitoramento ineficaz (RHYNE et al., 2016). Tais atividades vém apresentando um
crescimento mundial de aproximadamente 14% ao ano, cuja parte mais representativa
abastece paises em desenvolvimento através do comércio internacional (PADILLA e
WILLIAMS, 2004). Estados Unidos, Europa Ocidental e Japdo caracterizam-se como 0S
maiores importadores de espécies ornamentais, dentre 0s quais apenas os Estados Unidos
importam mais de 80% do comércio mundial de corais (LIVENGOOD e CHAPMAN, 2011;
TLUSTY, 2012).

Em relacdo a espécies de peixes, grande parte da producao de ornamentais tem como
foco espécies de agua doce, tendo em vista que a manutencdo de espécies marinhas em
cativeiro € bem menos avancada (DAWES, 1998). Nesse contexto, a cada 800 espécies
marinhas comercializadas, 700 séo retiradas da natureza, sendo vendidas a uma média de
precos dez vezes superior aos valores cobrados por espécies de agua doce (HOFF, 1996,
DAWES, 1998). Diante da alta extracdo de espécimes da natureza, alguns estados e paises
passaram a estabelecer cotas de captura, como o Estado da Fldrida, as Bahamas e Brasil, por
exemplo, os quais estabeleceram cotas de exportacdo para espécies permitidas (TLUSTY,
2002; SAMPAIO e NOTTINGHAM, 2008). Estima-se que, até 2003, mais de 50% do
abastecimento mundial de peixes ornamentais vém do Indo-Pacifico (OLIVIER, 2003) e 60%

dos peixes nessa indUstria sdo originarios de paises em desenvolvimento (BARTLEY, 2000).

O cultivo de peixes e invertebrados ornamentais é reconhecido como uma alternativa
viavel a coleta de individuos na natureza (TLUSTY, 2002; KOLDEWEY e MARTIN-
SMITH, 2010;), uma vez que visa abastecer o comércio diminuindo pressdes nas populagdes
naturais. O papel da aquicultura na redugéo de captura de organismos do ambiente natural se
torna ainda mais relevante no caso de espécies ameagadas, como é o caso dos cavalos-

marinhos.
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1.2. Cavalos marinhos como peixes ornamentais marinhos

O interesse por cavalos-marinhos como peixes ornamentais da-se particularmente pela
morfologia e comportamentos diferenciados que apresentam, tais como corpo formado por
uma série de anéis 0sseos e a boca localizada na extremidade de um focinho tubular, corte
altamente ritualizada e cuidado parental exercido pelos machos (NELSON, 2006; LOURIE et
al, 1999). Além disso, a cabeca desses animais forma um angulo reto em relacédo ao eixo do
corpo, resultando em um padrédo de natacédo vertical nico (LOURIE et al., 2004; KUITER et
al., 2009).

Outra caracteristica marcante do grupo é a presenca de uma cauda preénsil, utilizada
geralmente para se prender a substratos de apoio, como algas e corais (LOURIE et al., 2004;
KUITER etal., 2009), e a presenca de uma bolsa incubadora nos machos, das quais os filhotes
nascem como miniaturas de individuos adultos, totalmente independentes (LOURIE et al.,
1999; FOSTER e VINCENT, 2004). Além disso, os cavalos-marinhos também apresentam
grande variagdo no padrdo de colorido, como também podem desenvolver filamentos
dérmicos, para a camuflagem, a qual é utilizada tanto para evitar a predacdo como para
capturar presas por emboscada (LOURIE et al.,1999, 2004). Os complexos rituais de corte e
acasalamento, que apresentam comportamentos incluem entrelacamento de caudas e
movimentos paralelos e em circulos entre machos e fémeas (FOSTER e VINCENT, 2004),
também sdo fatores que contribuem para o interesse de aquaristas e consequente comércio no
ambito nacional e internacional (BAUM e VINCENT, 2005; ROSA et al, 2011)

Embora a participacao de espécimes cultivados tenha sido cada vez maior no comércio
mundial de cavalos-marinhos para aquariofilia (KOLDEWEY e MARTIN-SMITH, 2010),
sendo relatado um aumento consideravel de participacdo na Australia (MARTIN-SMITH e
VINCENT, 2006) e Asia (NIJMAN, 2010), no Brasil, esse comércio baseia-se essencialmente
na extracdo desses animais do ambiente natural, uma vez que o cultivo de cavalos-marinhos
é uma atividade recente e ainda incipiente (ROSA et al, 2011). Aliado a isso, temos ainda as
capturas diretas, capturas incidentais, o comércio internacional e a degradacgéo de seus habitats
preferenciais, que levaram os cavalos-marinhos a serem considerados globalmente ameacados
(LOURIE at al., 2004; VINCENT et al., 2011). De fato, 40 das 48 espécies de Hippocampus
encontram-se incluidas na lista vermelha da IUCN (2016) e todo o género Hippocampus foi
incluido, em 2004, no Apéndice Il da Convencéo sobre o Comércio Internacional das Espécies

da Fauna e Flora Selvagens em Perigo de Extin¢do (CITES), o que requer o monitoramento e
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controle do comércio internacional desses animais por parte dos 181 paises signatarios art. IV

da convencéo.

No Brasil, todas as espécies de cavalos-marinhos estdo presentes na mais recente Lista
Nacional Oficial de Espécies da Fauna Ameacadas de Extincdo - Peixes e Invertebrados
Aquaticos, anexo | da Portaria n® 445, de 17 de dezembro de 2014, do Ministério do Meio
Ambiente, e, em 2011, foi publicada uma proposta de Plano Nacional de Gestdo para o Uso
Sustentavel dos Cavalos-Marinhos (DIAS NETO, 2011).

No pais, 0 comércio de cavalos-marinhos para aquariofilia ganhou grande importancia
a partir da década de 90, passando a ser componente significativo da exportacdo de peixes
ornamentais no pais (MONTEIRO-NETO et al., 2003; ROSA, 2005; ROSA et al, 2011). De
fato, o Brasil tem posi¢do ativa no comércio internacional de cavalos-marinhos, sendo um dos
maiores exportadores de individuos vivos para fins de aquarismo no mundo, e o maior da
América Latina (BAUM e VINCENT, 2005), particularmente da espécie Hippocampus reidi
(ROSA etal., 2011).

Devido a vulnerabilidade dos cavalos-marinhos a sobre-exploragdo (LOURIE et al.,
2004; MAI e ROSA, 2009; ROSA et al., 2005), a aquicultura pode ser uma alternativa a
extracdo de espécimes de populagdes naturais (KOLDEWEY e MARTIN-SMITH, 2010;
ROSA et al, 2011). Entretanto, ressalta-se que o cultivo ndo deve ser visto como a Unica agdo
a ser explorada na conservacdo e manejo dos cavalos-marinhos (KOLDEWEY e MARTIN-
SMITH, 2010), sendo essencial assegurar a manutencao das populacdes no ambiente natural
e proteger os ecossistemas dos quais fazem parte. Além disso, a manutencdo de cavalos-
marinhos em cativeiro e, consequentemente, o estabelecimento de cultivos viaveis, €
considerada uma atividade de alto nivel de dificuldade, particularmente devido a problemas
de vulnerabilidade a doencas e dieta inadequada, que ainda tornam o cultivo destes

organismos economicamente inviavel na maioria dos casos (FAN, 2005).

1.3. Entraves para o cultivo de cavalos-marinhos

Apesar de muito apreciadas pelo comércio aquarista, as caracteristicas Unicas

apresentadas pelos cavalos-marinhos podem constituir entraves relevantes a manuten¢do em
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cativeiro. Desta forma, os complexos padrGes de comportamento e aspectos ecoldgicos e
morfoldgicos desse grupo devem ser levados em consideracdo durante o estabelecimento de
protocolos de cultivo.

O comportamento alimentar e morfologia do trato digestério dos cavalos-marinhos,
por exemplo, sdo de grande relevancia, particularmente no caso de individuos recém-nascidos.
Apesar destes apresentarem aparato bucal e o corpo bastante similares aos dos adultos
(LEISEN at al, 2010a; 2011b; ROSS et al, 2010; 2011; VAN WASSENBERGH et al, 2009),
altas taxas de mortalidade sdo registradas neste estagio de vida (PAYNE e RIPPINGALE,
2000), seja pelo fato de alguns recém-nascidos ainda ndo terem iniciado sua alimentacéo
devido ao tamanho do alimento ofertado, ou por serem incapazes de digerir completamente
seu alimento (PAYNE e RIPPINGALE, 2000, WOODS, 2003; PLANAS et al., 2009). No
intestino dos cavalos-marinhos, a digestdo ocorre parcialmente, uma vez que esses peixes ndo
apresentam estruturas para mastigacdo nem estdbmago verdadeiro (BERGET e
WAINWRIGHT, 1997). Assim, a presenca de alimento em tamanho apropriado (TEIXEIRA
e MUSICK, 2001; OLIVOTO et al., 2011), bem como a qualidade e quantidade adequadas
sdo essencialmente necessarios desde o inicio do cultivo (SHENG et al, 2006; WOODS, 2003;
WONG, 2003; OTERO-FERRER et al., 2012).

Outro fator a ser considerado é a capacidade natatéria desses animais. Diferente de
outros grupos de peixes, 0s cavalos-marinhos ndo possuem nadadeira caudal, resultando em
baixa propulsdo para a natacdo, a qual é promovida essencialmente pela nadadeira dorsal
(BRUNER e BARTOLINO, 2008), além de preferirem &reas da parte inferior do aquario,
substratos de apoio verticais e plantas naturais, quando mantidos em cativeiro (FALEIRO,
2008). Tais peculiaridades remetem a necessidades especificas no que diz respeito a
dimensbes dos aquarios e principalmente a velocidade de circulacdo de &gua em um contexto
de cultivo (KOLDEWEY, 2005). A baixa mobilidade desses animais também pode ser
associada a intima relagdo que eles apresentam com o ambiente circundante, através da
utilizacdo de substratos de apoio (FOSTER e VINCENT, 2004). Desta forma, a
disponibilidade, o tipo e a cor do substrato de apoio podem afetar a mudanca de coloragéo de
cavalos-marinhos (e.g. H. abdominalis, WARDLEY, 2001; H. erectus, LIN et al, 2009).

Sabe-se, ainda, que anterior & utilizacdo de substratos de apoio, cavalos-marinhos
recém-nascidos apresentam uma fase plancténica, com diferentes duracdes entre as especies

(GIWOJNA, 1990). Esta fase € considerada crucial por alguns autores para o cultivo de



19

cavalos-marinhos (PAYNE e RIPPINGALE, 2002; MURUGAN et al., 2009) uma vez que

representa o periodo de maior mortalidade para os jovens (LIN et al., 2008).

Observa-se, também, que diferentes condi¢des de cultivo desses animais, bem como a
densidade de animais por aquario, tém relacdo direta com o comportamento natural, social e
reprodutivo dos cavalos-marinhos (FALEIRO et al, 2008). Esses aspectos reforcam uma
necessidade de atencdo no que diz respeito a qualidade e circulacdo de agua, iluminacéo,
disponibilidade de substratos de apoio e tanques apropriados para a manutencdo em cativeiro
desses animais, 0 que em grande maioria ndo é feito nos cultivos comerciais, tendo em vista
que tais parametros encarecem os mesmos (NOGUEIRA, 2007; VINCENT e KOLDEWEY,
2006).

Dentre os diversos tipos de sistemas de cultivo, sistemas de circulagcdo fechada vém
aparentemente superando algumas barreiras enfrentadas na aquicultura e surgindo como uma
forma mais sustentavel de cultivo (SCHREIER et al., 2010). O tratamento de efluentes nesses
sistemas passa por alguns passos de filtragem, divididos principalmente em filtragem e
esterilizacdo fisica (skimmers, malhas de micra, manta acrilica ‘perlon’, filtros com radiacao
UV) e filtragem bioldgica (utilizacdo de bactérias nitrificantes para retirada de compostos
nitrogenados (ATTRAMANDAL et al., 2012). Entretanto, a grande maioria de projetos de
cultivo de cavalos-marinhos em escala comercial ainda enfrenta dificuldades graves
relacionadas a mortalidade em massa de jovens devido a alimentacdo inadequada e ao
surgimento de doencas durante a manutencdo em cativeiro, destacando-se infecgcbes
bacterianas, fungicas, parasitarias e embolias gasosas (WILSON e VINCENT, 1999;
ALCAIDE et al., 2001; KOLDEWEY, 2005; LEPAGE et al., 2015).

1.4. Doencas associadas a cavalos-marinhos em cativeiro

As doencas sdo uma das principais causas de mortalidade de cavalos-marinhos adultos
em cativeiro (WILSON e VINCENT, 1999; LEPAGE et al., 2015), e registros especificos na
familia Syngnathidae s@o escassos, principalmente se comparados a outros grupos de
teledsteos (e.g. Salmonidae, Cyprinidae e Ictaluridae; NOGA, 2011). Abordagens que avaliem

eventos de mortalidade em cativeiro em uma escala temporal mais ampla, como o caso de
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LePage e colaboradores (2015), que analisaram os tipos de doencas e mortalidade em H. kuda

durante 13 anos no Zooldgico de Toronto, Sa0 escassos.

Dentre os principais quadros clinicos registrados para os singnatideos, defeitos
congénitos (GARLAND et al., 2002; BLANCO et al., 2012), neoplasias (WILLENS et al,
2004) e nefrolitiase (LEWISCH et al, 2013) sdo os menos frequentes. A doenca das bolhas
(gas bubble disease), cujas causas estdo relacionadas a mudangas bruscas de temperatura e
acumulo de gés na dgua (LEPAGE et al, 2014), é mais amplamente reportada, sendo associada
a sintomas como dificuldades de natacdo, equilibrio e orientagdo (MONTEIRO et al, 2003;
BOMBARDINI et al, 2006; LIN, LIN e HUANG, 2010; LEPAGE et al, 2014, 2015; ZHANG
e QIN, 2015). Em relacdo a parasitoses, metazoarios extraintestinais compdem o grupo mais
comumente encontrado, envolvendo geralmente trematddeos e cestdédeos, causando extensas
respostas do hospedeiro, incluindo hiperplasia epitelial e cecrose, com atrofia multifocal de
células epiteliais. Protozoarios e dinoflagelados também j& foram encontrados, porém em uma
frequéncia muito menor que metazoarios (KOLDEWEY et al, 2005). Casos de infec¢cbes
fangicas causando micoses cutaneas sistémicas também vém sendo descritas dentro da familia
Synghnathidae (BRASIOLA, 1979; VINCENT e CLIFTON HADLEY, 1989; NYAOKE et
al, 2009; BOMBARDINI et al, 2006), entretanto, as condic@es clinicas e patoldgicas desses

isolados ainda precisam ser determinadas.

Fatores como desnutricdo, estresse de captura, alta densidade de individuos e méa
qualidade da agua podem resultar em peixes imunocomprometidos (KINKELIN et al, 1991;
WILSON; VINCENT, 1998; CASTRO et al., 2008), susceptiveis também a infeccGes
bacterianas (ALCAIDE et al, 2001; VINCENT; CLIFTON-HADLEY, 1989; KOLDEWEY,
2005; VINCENT; KOLDEWAY, 2006; ROSA et al, 2005, 2006).

Sistemas de recirculacdo de agua em cultivo abrigam uma ampla comunidade
microbiana (SUGITA et al., 1992). Alguns destes microrganismos, especialmente bactérias,
sdo capazes de metabolizar compostos organicos, desempenhando papel importante na
manutencdo da qualidade da agua (LEONARD et al., 2000, 2002; NAM et al., 2000).
Entretanto, a microbiota bacteriana pode ser caracterizada por patdgenos presentes no sistema

de recirculacdo, causando problemas a populacéo cultivada (SHARRER at al., 2005).

Nesse contexto, sabe-se que varios parasitas e bactérias podem estar naturalmente
presentes na superficie do corpo e branquias de peixes com estado nutricional e fisiologico

devidamente ajustado ao ambiente natural, e s6 em condic¢es favoraveis proliferam-se e
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tornam-se patdgenos, resultando, entdo, na manifestacdo de doencas (ROBERTS e BULLOK,
1980).

O termo microbiota refere-se consensualmente a uma determinada comunidade de
microrganismos que ocupam um ecossistema especifico (MUELLER et al, 2012), o qual pode
constituir um meio de colonizacéo abiotico ou biotico. Neste ultimo, o estabelecimento desses
microrganismos em determinadas estruturas corporeas (6rgdos e tecidos, por exemplo) é
bastante complexo e é resultado de uma intima associacdo ao longo da historia desses
organismos (AUSTIN, 2000). A presenca de células flama distribuidas na epiderme de H.
kuda (BEREITERV-HAHN et al, 1980) pode ser exemplo dessa interacdo, uma vez que tais
células apresentam capsulas mucosas proeminentes (20-40) capazes de suportar crescimento
microbiano. Entretanto, nada se sabe em relacdo a presenca de tais células em outras espécies

de cavalos-marinhos.

A despeito da importancia de se determinar a diversidade bacteriana em sistemas
de cultivo, dada a importéncia destes microrganismos tanto para a manutencédo da qualidade
da agua como em relacdo a sua atuacdo como patdgenos, os sistematas bacterianos enfrentam
desafios Unicos se comparados aos encontrados no ambito da Botanica e da Zoologia
(COHAN e PERRY, 2007). Isso se deve especialmente a escassez de diferencas morfoldgicas
que possam ajudar a demarcar espécies estreitamente relacionadas (COHAN e PERRY, 2007)
e ao fato de que as técnicas tradicionais de identificacdo com utilizacdo de meios de cultura
ndo seletivos e seletivos, complementadas por testes bioquimicos diferenciais, na sua maioria
de producdo enzimatica, podem gerar resultados com interpretacao e classificacdo mais dificil
(MARIN et al, 2006). Entretanto, a possibilidade de uma abordagem molecular permitiu a
demarcacdo de espécies distintas e um avanco nos estudos relacionados a diversidade
bacteriana (GEVERS et al, 2005). Entretanto, ironicamente, apesar de promover analises
sistematicas mais robustas, revelou também uma estimativa de que menos de 1% da
diversidade bacteriana existente atualmente é conhecida (GIOVANNONI e STINGL, 2005).

Tal estimativa reflete a escassez de trabalhos referentes a identificacdo de
bactérias patdgenas em ambientes de cultivo e nos organismos cultivados, embora um
relevante avango possa ser destacado na ultima década (DEFOIRDT, 2013). No caso dos
cavalos-marinhos, podem ser destacados os estudos relativos a H. guttulatus (BALCAZAR et
al, 2010), H. kuda (TANU et al, 2012) e H. trimaculatus (WANG et al, 2016), todos tendo
como foco a microbiota intestinal. Apenas Balcazar e colaboradores (2010) analisaram, em
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paralelo, amostras da agua do cultivo. Nesse contexto, as familias de bactérias dominantes
para essas espécies foram Alcaligenaceae (H. trimaculatus), Bacillaceae (H. kuda),
Enterobactereaceae (H. trimaculatus, H. kuda), e Vibrionaceae (H. kuda, H. guttulatus).

A maioria dos trabalhos publicados vem dando atencéo a identificacdo de patdgenos
em eventos de infeccdo com diversos quadros clinicos, nos quais espécies de Vibrio estdo
entre as maiores causadoras de doengas bacterianas, causando altas taxas de mortalidade
(ACTIS et al, 1999; KOLDEWEY et al, 2005). Cepas de V. harveyi ja foram isoladas em
diversos quadros infecciosos no cultivo de H. kuda; os principais quadros clinicos observados
foram hemorragia externa e no figado e acumulacdo de liquido na cavidade intestinal
(ALCAIDE et al, 2001), fraqueza e movimentacdo lenta, regido abdominal deprimida e em
alguns casos rins palidos (TENDENCIA, 2004), manchas esbranquicadas ao longo do corpo
(THAMPI RAJ et al, 2009) e necrose no tecido da cauda com formacdo de manchas
esbranquicadas (DECLERCQ et al, 2014). Além de infec¢bes causadas por Vibrio, uma
infeccdo mista causada por metazoarios e bactérias em bexiga natatéria foi relatada para H.
erectus (ANDERSON et al, 2013), cujos individuos apresentaram regido superior do tronco
dilatada e dificuldade de flutuabilidade; as cepas isoladas foram identificadas como Gordonia

sp. e Mycobacterium poriferae.

Para Hippocampus reidi, espécie alvo de exportagdo no Brasil e espécie foco do
presente estudo, os dados sdo bastante restritos, com apenas um trabalho (MARTINS et al,
2010) relatando a ocorréncia de V. alginolyticus como patégeno em condic¢des de cultivo,
causando alta taxa de mortalidade, necrose no epitélio bucal e alteraces no tecido do aparelho
branquial.

Assim, levando em conta que o cultivo de H. reidi é ainda incipiente e as pressdes de
captura sob suas popula¢6es naturais sdo altas (DIAS NETO, 2011), e que ha um aumento de
trabalhos visando estabeler parametros minimos para o cultivo viavel da espécie (e.g. HORA
e JOYEUX, 2009; WILLADINO et al, 2012; SOUZA-SANTOS et al, 2013), esse trabalho é
voltado para a identificacdo de gargalos em sistemas de cultivo, avaliando o surgimento de

doencas para a espécie.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Caracterizar as principais doengas em cavalos-marinhos da espécie H. reidi mantidos

em cultivo experimental e descrever eventos de infecgdes bacterianas.

2.2. Especificos

v Descrever e quantificar as principais doencas associadas a H. reidi em cativeiro,
associando os eventos de infeccdo a qualidade da agua;

v Isolar e identificar espécies de bactérias associadas a lesGes cutaneas de H. reidi
durante eventos de infeccdo;

v Isolar e identificar espécies de bactérias presentes na agua do cultivo experimental.

v’ Sugerir recomendacGes que possam otimizar o equilibrio de sistemas de cultivo de
H. reidi.



25

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Sistema de cultivo e animais amostrados

O presente trabalho foi desenvolvido tendo como referéncia a populacao estoque para
cultivo experimental de cavalos-marinhos da espécie Hippocampus reidi do Laboratério de
Peixes — Ecologia e Conservacao (LAPEC) da Universidade Federal da Paraiba.

No cultivo, os cavalos-marinhos eram mantidos em sistemas de aquarios de circulacao
fechada (SCF) ou em sistemas de aquarios isolados (SI) sem filtragem. Toda a agua distribuida
aos sistemas (SCF e Sl) passava antes pelo sistema de distribuicdo (SD), onde a &gua do mar
é filtrada mecanicamente por malhas de micra e submetidas a constante filtragem ultravioleta

com lampadas de 90W.

Os SCF consistiam de dois aquérios de 450L, cada um conectado a um sump, onde
ocorria filtragem mecanica (perlon e malha de plancton), filtragem quimica (skimmer Tunze),
bioldgica (5 kg de bioceramica — Ocean Tech, Professional Aquarium) e ultravioleta (filtro
Atman — 36W). Trocas parciais de 10% para retirada de fezes e sobras de alimento eram feitas
diariamente nos SCF. Os Sl consistiam de aquarios de 30 a 80 L, todos mantidos com aeracdo
constante, cujas trocas parciais de agua diarias variavam de 50 a 75%. Em todos os sistemas,
0s animais eram alimentados ad libitum duas vezes ao dia (09:00 e 16:00) com pos-larvas de

camarao (Litopenaeus vannamei) durante trinta minutos.

De acordo com o protocolo mantido no LAPEC, planilhas de acompanhamento das
atividades desempenhadas durante a rotina de manutencdo da populacdo estoque eram
elaboradas diariamente, sendo registrados: parametros fisico-quimicos da agua (concentracdo
de nitrito e amdnia, temperatura, salinidade, pH), trocas parciais de d&gua em cada SCF/SI,
aspectos comportamentais dos animais, taxas de mortalidade e natalidade, bem como

eventuais alteracdes da rotina programada.
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3.2. Registro de doencas

A partir do banco de dados gerado de acordo com as planilhas de acompanhamento do
LAPEC no periodo de janeiro de 2011 a julho de 2015, foi feito um levantamento do numero
de individuos doentes e dos tipos de doengas registrados, em relacao aos tipos de sistema (SCF
ou SlI) onde os animais eram mantidos. O registro dos sintomas foi baseado em descri¢des

prévias na literatura (LePage et al., 2015).

Além disso, uma vez que concentracfes de compostos nitrogenados, mesmo em
pequenas concentracles, podem ser tdxicas para a maioria dos animais mantidos em cultivo
(Timmons et al., 2012), podendo causar elevacao no nivel de cortisol, alteracdes no aparelho
branquial e convulsdes (Randall, 2002), as concentra¢es de amonia e nitrito foram avaliadas
em cada sistema de manutengdo. Adicionalmente, outros registros que possivelmente seriam
causas de eventos de mortalidade, como a troca no fornecedor de alimento (pos-larva de
camardo Litopenaeus vannamei) no ano de 2012, problemas na filtragem ultravioleta em
janeiro de 2013 e infestacdo de copépodas no ano de 2015, também foram observados.
Pardmetros como pH, temperatura, salinidade e fotoperiodo ndo apresentaram variacdes
importantes ao longo do periodo avaliado, sendo mantidos em 8,2, 24 £ 1 °C; 27 £ 1 ppm e

10L:14E, respectivamente, e ndo foram incluidos nas analises.

3.3. Amostragem de lesdes cuténeas nos cavalos-marinhos e da agua dos sistemas

Foram coletadas, durante o periodo de um ano (abril de 2014 a abril de 2015), amostras
de lesdes cutaneas, por meio de esfregaco com swab, em H. reidi do cultivo experimental.
Nesse periodo, os sistemas foram monitorados quanto a ocorréncia de leses cutaneas. Apds
coleta do material, cada individuo foi submetido a quarentena em aquarios isolados (7L), onde
foi observado diariamente e alteragcdes anatdmicas e/ou comportamentais foram registradas

por observac@es diretas ou através de fotografias.

Além de individuos com lesdes cutaneas, foram coletadas amostras de swab da
cavidade torécica de dois individuos com bexiga natatdria inflada e com dificuldades de
equilibrio.

Adicionalmente, foram coletadas amostras de 50 ml de dgua em tubos estéreis dos SCF
e do sistema de distribuicdo de &gua (SD) durante os eventos de infeccdo, para posterior

analise microbiana da agua.
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3.4. Isolamento bacteriano

Foi feito esfregaco com swab em aproximadamente 1cm? na area lesionada dos
individuos doentes; para os individuos que apresentaram lesdes com tamanhos inferiores a
1cm? (n = 4), o esfregaco foi feito em toda a regido da lesdo. Apos a coleta, o swab foi
submerso e diluido em solucdo salina 0,85% esteéril e diluigdes seriadas foram realizadas até
3x10%, e aliquotas de 0,1 ml da diluicdo foram semeadas em placas de Petri contendo meio
de cultura ndo seletivo Marine Broth (Difco™), acrescido de cicloheximida (0,2 g.L%), em

triplicata. As placas foram incubadas em aerobiose a 30°C por um periodo de 24 a 72 horas.

Apbs o periodo de incubacdo e crescimento bacteriano, procedeu-se a contagem de
unidades Formadoras de Coldnias (UFC). Além do numero de coldnias, também foi
determinado o numero de morfotipos total para cada placa, os quais foram determinados de
acordo com as caracteristicas da colénia: coloracdo, formato da borda, tipo de crescimento,
tamanho e textura da colénia. O nimero de UFC foi, entdo, calculado de acordo com a

seguinte formula (Buller, 2004):
UFC(mL1) = namero de colbnias / (diluicdo da amostra* vol. inoculado)

Para cada amostra (lesdo ou agua), escolheu-se uma placa mée com maior variedade
de morfotipos para isolamento; um N = 20 de isolados foi estabelecido para cada amostra,
levando-se em conta que esse N representasse proporcionalmente a variedade de col6nias

observadas na placa mée.

O isolamento foi feito em capela de fluxo laminar e as coldnias selecionadas foram
purificadas por esgotamentos sob aerobiose em placas de Petri contendo meio Tryptic Soy
Broth (TSB - BD™) acrescido de 1,5% de NaCl. Adicionalmente, para um armazenamento a
longo prazo dos isolados, estes foram mantidos em Marine Broth acrescido de glicerol 30% a
0°C. Os isolados foram também inoculados em falcons contendo 10 ml Marine Broth, a 30°C

por aproximadamente 48 horas para crescimento e posterior extracdo de material genético.

3.5. Extracdo de DNA dos isolados bacterianos

Apos crescimento em falcons contendo 10 ml de meio Marine Broth, a extragdo de
DNA dos isolados foi feita seqguindo a metodologia adaptada de Moreira e colaboradores
(2005). De forma resumida, as células foram inicialmente centrifugadas a 4.000 rpm durante

10 minutos, apos essa centrifugacdo o sedimento foi ressuspendido com 1 ml de Tampéo TE1o
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(Tris 50 mM, EDTA mM, pH 8.0), acrescido de lisozima (10mg/ml) e incubados por 1 hora
sob agitacdo constante. Apds incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm durante
5 minutos e o sedimento obtido foi ressuspendido em TE1o acrescido de SDS 1%, para lise
celular, e de 100pg/ml de RNAse. A mistura foi extraida com um volume de clorofane
(fenol:cloroférmio:alcool isoamilico na propor¢édo de 25:24:1) sob agitagdo manual, seguido
de centrifugagédo a 14000 rpm. A fase aquosa da mistura foi transferida para um novo tubo a
fim de se proceder com a extracdo com clorofil (cloroférmio: &lcool isoamilico na proporcéo
de 24:1). Finalmente, o DNA na fase aquosa da extracao foi precipitado com um volume de
isopropanol absoluto gelado. O material precipitado foi sedimentado por centrifugacdo a
14.000 rpm durante 10 minutos e o sedimento foi ressuspendido em 100ul de agua ultra pura
estéril. Ao término da extragdo, as amostras foram mantidas a 0°C.

Ao término dessa etapa, as amostras foram quantificadas em gel de agarose 1,4% a
100V por 30 minutos em tampdo TBE 0,5X a partir da intensidade de coloracdo exibida por

comparacdo com DNA comercial.

3.6. PCR e sequenciamento

A amplificacdo do gene rRNA 16S de todos os isolados foi feita utilizando os
“primers” pA (5> — AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG - 3’) e pH (5* — AAG GAG GTG
ATC CAG CCG CA — 3’°) (Thompsom et al., 2001). Os “primers” foram sintetizados pela
Integrate DNA Technologies®. A reacao foi realizada em 50 pl de volume final contendo 0,5
MM de cada iniciador, 0,2 uM de cada dNTP, tampé&o de reacdo (1x) com 1,5 de nM MgCl e
1 ul de Taq DNA polimerase. A amplificacdo foi programada para um ciclo de desnaturagéo
de 2 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 55°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto e extensdo final a 72°C por 10
minutos. Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose 1,4% a 100V por 1
hora em tampéao TBE 0,5X, corados com Syber® (DNA gel stain — ThermoFisher Scientific)

e fotografados em fotodocumentador com iluminacdo ultravioleta.

Os produtos de PCR foram purificados com o kit PureLink™ (PCR Purification Kit —
Invitrogen, Life Technologies) seguindo as instrugOes do fabricante. O sequenciamento foi

realizado na plataforma de sequenciamento de DNA da Universidade Federal de Pernambuco.

3.7. Analise de dados
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Os resultados referentes ao registro de doencas nos sistemas encontram-se
apresentados na forma de média * desvio padrdo e foram analisados utilizando o programa
STATISTICA 8.0. Todos os dados foram verificados quanto a normalidade (teste de
Kolmogorov-Smirnov) e homocedasticidade (teste HOV de Brown-Forsythe), para aplicacao

adequada de testes paramétricos e nao-paramétricos.

Para comparar o nimero de individuos doentes ao longo dos anos, foi feita uma anéalise
de variancia (ANOVA), com diferencas significativas entre os anos sendo verificadas através
do pos-teste de Tukey. Para comparar o nimero de individuos doentes em relacdo ao tipo de
sistema (SCF e SI), foi utilizado teste t de Student. O mesmo teste também foi utilizado para
avaliar que tipo de sistema apresentou maior variacdo nos niveis de nitrito; em relacdo aos

niveis de amonia, foi utilizado o teste de Mann-Whitney.

O teste de Wilcoxon para amostras dependentes foi utilizado para comparar as
concentracdes de amonia entre 0s meses que apresentaram registros de individuos doentes
com o0s meses sem registros de individuos doentes; para as concentracdes de nitrito, foi

utilizado o teste t para amostras dependentes.

Em relacdo as analises genéticas, as sequéncias resultantes do sequenciamento de
DNA foram analisados usando as ferramentas Pregap4 e Gap4 do pacote de softwares
STADEN 1.6 e submetidos & busca de similaridade no banco de dados NCBI, utilizando a
ferramenta Blast N (Altschul et al.,1997) e adicionalmente no banco de dados RDP
(Ribosomal Database Project — Michigan State University,USA). A identificacdo bacteriana

foi assumida se a sequéncia de consulta mostrar > 97% para o gene 16S (Gevers et al., 2005).

Para as sequéncias que ndo apresentaram os niveis de similaridade assumidos acima,
foram feitas analises filogenéticas com as sequéncias das linhagens tipo disponiveis no NCBI.
O alinhamento multiplo dessas sequéncias foi realizado a partir do programa CLUSTALw
(Thompson et al., 1994) e visualizado através do programa MEGA 7 (Molecular Evolutionary
Genetic Analysis). Os agrupamentos baseados nas inferéncias filogenéticas foram construidos
aplicando o Neighbour-Joining (Saitou e Nei, 1987) com testes estatisticos bootstrap com

1000 replicac0es.
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4. RESULTADOS
4.1. Registro de doencas, mortalidade e qualidade da 4gua nos sistemas de

manutencao

Durante o periodo analisado, foram registrados 192 cavalos-marinhos doentes no
cultivo experimental. Dentre as doengas observadas (Figura 1), dermatites foram as mais
frequentes, representando 46,3% dos casos, 0 que inclui lesdes ulcerativas, manchas
esbranquicadas ao longo do corpo e descamacéo de tecido; 28,6% dos registros foram de casos
de morte stbita sem sinais premonitorios (MS); individuos com doenga das bolhas (DB) “gas
bubble disease” corresponderam a 18,2% dos registros e 6,7% dos casos foram de individuos
com dificuldades de equilibrio (DE) e natacdo. Abaixo, segue a descricdo das doencas

registradas:

o Dermatites:

Dermatites em geral se caracterizaram como quadros clinicos severos, estando
associadas a perda de apetite e causando mortalidade em todos os casos. Quatro tipos de
dermatites foram observados: lesdo no apice da cauda (17,9%) (Figura 1 — C e D), com
crescimento distal, desprendimento de tecido e, em alguns casos, exposicdo da coluna
vertebral; lesdo com crescimento irregular na bolsa incubadora (7,8%); lesdes ulcerativas ao
longo do corpo (43,8%); manchas esbranquicadas (20,2%) (Figura 1 — A e B); e

desprendimento de tecido ao longo do corpo (12,3%).

o Doenga das bolhas e dificuldades de equilibrio:

A “doenca das bolhas™ foi caracterizada pela presenga de ar dentro da bolsa incubadora
de individuos machos. Os animais apresentaram problemas de flutuabilidade e orientacdo no
aquario. Apesar de nadarem na posicdo vertical (orientagdo comum para cavalos-marinhos),
os individuos apresentavam-se constantemente de cabeca para baixo com a cauda e bolsa na
superficie da agua. Apesar de alterar drasticamente o comportamento dos individuos, foi
caracterizada como um quadro clinico intermediario, tendo em vista que apos a retirada do ar,
por meio de massagem manual na bolsa e a administragéo de 1/8 de Diamox por 3 dias -
medicamento este comumente usado na aquicultura para o tratamento da doenga das bolhas
(Koldewey et al, 2005), os individuos se recuperaram e nao houve registros de dbito. Tal

quadro foi recorrente em alguns individuos.



31

Individuos com dificuldades de equilibrio também se mantveram na superficie do
aquario, porém, nesses casos, a regido do tronco era a area de contato com a superficie da
agua. Nesse quadro clinico, trés individuos apresentaram a regido do tronco dilatada (Figura
1-E, F e G), constatando-se, ap0s bidpsia, que os individuos apresentavam a bexiga natatdria
dilatada na cavidade toracica. Amostras de swab coletadas de dois dos individuos néo

apresentaram crescimento bacteriano.

o Morte subita (MS):

Individuos incluidos nessa categoria foram encontrados mortos e ndo apresentaram
quaisquer alteracdes anatbmicas e/ou comportamentais que indicassem sintomas de doenca

ou causa de morte, sendo comumente observado no intervalo de um dia para o outro.

Figura 1: Namero de registros das principais doencas apresentadas por cavalos-marinhos da espécie
Hippocampus reidi ao longo de cinco anos no cultivo experimental do Laboratério de Peixes — Ecologia e
Conservacdo (LAPEC) — Universidade Federal da Paraiba. DB: doenga das bolhas, DE: dificuldades de
equilibrio, MS: morte subita sem sinais premonitorios.
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Figura 2: Exemplares de cavalos-marinhos doentes da espécie Hippocampus reidi mantidos em cultivo
experimental do Laboratério de Peixes — Ecologia e Conservagéo (LAPEC) — Universidade Federal da Paraiba.
A, B, C, D e H — Exemplos de dermatites; F e G — Individuo com dificuldades de equilibrio e bexiga natatéria

inflada.
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Os anos de 2012 e 2015 apresentaram os maiores picos de registros de animais doentes
(Fa:a9 = 3.470, p = 0,01; post hoc Tukey, p < 0,05), apresentando também as maiores taxas de
mortalidade em 2015 (Fa:49 = 3.316, p = 0,02; post hoc Tukey, p < 0,05) (Tabela 1; Figura
3). Nos anos subsequentes (2013 e 2014), a porcentagem de animais doentes ao longo do ano
foi aproximada, com 58% no SCF e 47% no Sl para o ano de 2013 e 26% no SCF e 23% no
Sl para 0 ano de 2014.

Tabela 1: Média do nimero de individuos por aquario (Ind./aq.), de litros de dgua por animal (animal/L) e
percentual de mortalidade de individuos (28,7%) da espécie de cavalo-marinho Hippocampus reidi mantidos em
cultivo experimental no Laboratério de Peixes — Ecologia e Conservacdo (UFPB), ao longo de cinco anos de
cultivo. Fatores adversos ndo controlados no cultivo também séo apresentados como troca no fornecedor de alimento
em marco, diminui¢do na oferta de pds-larva em consequéncia da troca de fornecedor (julho & novembro), introdugdo de
Artemia salina e filtragem ultravioleta do SD desativado durante 0 més de janeiro para ambos o0s sistemas (SCF e Sl) e
infestacdo de copépodas no SCF. » Significa valor total, ndo representa média.

Ind. Animal/L Maior registro N de % mort.  Fatores ndo controlados no cultivo
de doentes mortos
2011
SCF1 63 1/7 8 12,6
SCF2 57 1/78 Agosto 3 5.2
Sl 7 1/7,3 3 3
42,3 1/7,3 6,9
2012 *Troca no fornecedor de alimento (pds-larva de
SCF1 55 1/8 31 56,3 camardo Litopenaeus vannamei) em margo:
SCF2 48 1/9 Maio 23 479 diminuicdo na oferta de p6s-larva (julho a
Si1 59 1/1 1 1,6 novembro) e introducéo de Artemia salina
SI2 12 1/3 3 25 *Infestacdo de copépodas nos SCF em maio
43,5 1/5.2 32,7
2013 Filtragem ultravioleta do sistema de tratamento
SCF1 56 1/8 Marco 28 50 e distribuicdo de agua para os aquarios
SCF2 25 1/18 3 12 desativado durante 0 més de janeiro. Lampadas
SlI1 17 1/4 2 11,7 UV em falta no mercado.
32,6 1/10 24,5
2014
SCF1 36 1/12 9 25
SCF2 31 1/14 Setembro 9 29
SI1 19 1/3 7 36
SI2 15 1/4 1 6
25 1/8,25 6 24,0
2015 Infestacdo de copépodas nos SCF em janeiro
SCF1 29 1/15 Fevereiro 17 58
SCF2 28 1/16 12 42
28,5 1/155 14,5 50,7

total ~557 1/9,2+3,8 ~159 "28,7%
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Figura 3: Média dos registros de individuos doentes de cavalos-marinhos da espécie Hippocampus reidi ao
longo de cinco anos, no cultivo experimental do Laboratorio de Peixes — Ecologia e Conservacdo (LAPEC) —
Universidade Federal da Paraiba. Fa.49 = 3.470, p = 0,01; post hoc Tukey, p < 0,05: grupos demonstrados através
da numerac&o sobre as barras.
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Quanto ao namero de individuos doentes nos diferentes sistemas de aquarios, a média nos
SCF foi significativamente superior a de individuos mantidos nos Sl (t = 3.602, g.l. = 106, p
< 0,01; Figura 4). Entretanto, quando comparada a variagao das concentragdes de compostos
nitrogenados ao longo dos anos, os SCF apresentaram valores menores em relacéo aos Sl,
tanto para as concentracdes de aménia (U = 139.000, g.l. = 100, p < 0,01) quanto de nitrito (t
=-5.574, g.I. =94, p < 0,01; Figura 5).

Em relacdo a concentracdo de compostos nitrogenados, foi observada uma maior
concentragdo de amonia tanto no SCF (T = 0.00, g.I. = 8, p < 0,01) quanto no SI (T = 0.00,
g.l. =5, p<0,03) e de nitrito (t =4.538,g.l. =6,p<0,0let=7.480, 9l =7, p<0,01,
respectivamente) durante os periodos em que foram registrados animais doentes, em relagédo
aos periodos em que ndo houve registro de doencas (Figura 6). Este resultado pode ser
observado também ao longo dos anos, cujos maiores registros de animais doentes coincidem

com 0s maiores picos de amonia e nitrito (Figura 7 e 8).
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Figura 4: Média de individuos doentes de cavalos-marinhos da espécie Hippocampus reidi mantidos em
aquarios com Sistemas de Circulacdo Fechada (SCF) e Sistemas Isolados sem circulacdo (SlI), no cultivo
experimental do Laboratério de Peixes — Ecologia e Conservacdo (LAPEC) — Universidade Federal da Paraiba.

t=3.602, g.l. = 106, p < 0,01.
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Figura 5: Média da variacdo de compostos nitrogenados, Nitrito (ppm) (A) e Amdnia (ppm) (B), em sistemas
de aquérios com Sistemas de Circulagdo Fecha (SCF) e Sistemas Isolados sem circulagdo (SI), no cultivo
experimental de cavalos-marinhos da espécie Hippocampus reidi no Laboratério de Peixes — Ecologia e
Conservagao (LAPEC) — Universidade Federal da Paraiba. (Nitrito, t = -5.574, g.I. = 94, p < 0,01; Amdnia, U =

139.000, g.. = 100, p < 0,01).
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Figura 6: Média da variacdo de amdnia (ppm) em aquéarios com Sistemas de Circulacdo Fechada (SCF) (A) e
Sistemas Isolados sem circulacdo (SI) (B) entre periodos com individuos doentes (SCF/com e Sl/com) e sem
individuos doentes (SCF/sem e Sl/sem) de cavalos-marinhos da espécie Hippocampus reidi, no Laboratério de
Peixes — Ecologia e Conservagdo (LAPEC) — Universidade Federal da Paraiba. (Wilcoxon. SCF, T = 0.00, g.l.

=8, p<0,00; SI, T=0.00, g.I. =5, p < 0,03).
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Figura 7: Registros de individuos da espécie de cavalo-marinho Hippocampus reidi doentes, mantidos em
cultivo experimental no Laboratério de Peixes — Ecologia e Conservagéo (UFPB) ao longo dos meses dos
anos de 2011 a 2015 e médias dos valores de nitrito e aménia dissolvidos nos sistemas de circulag¢do fechado
(SCF). Eixo esquerdo: Numero de individuos doentes. Eixo direito: Concentracdo de nitrito e amonia.
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Figura 8: Registros de individuos da espécie de cavalo-marinho Hippocampus reidi doentes, mantidos em
cultivo experimental no Laboratério de Peixes — Ecologia e Conservagéo (UFPB) ao longo dos meses dos
anos de 2011 a 2015 e médias dos valores de nitrito e amdnia dissolvidos nos sistemas de aquarios isolados
sem filtragem (SI). Eixo esquerdo: NUmero de individuos doentes. Eixo direito: Concentracéo de nitrito e

amonia.
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4.2. Descricao dos eventos de infeccao e sintomas

Trés eventos de infeccdo cutdnea em seis individuos de H. reidi (todos
provenientes do SCF) foram registrados durante abril / 2014 e abril / 2015, sendo trés
tipos de lesdo identificados: lesédo na cauda tipo | e tipo Il e lesdo na bolsa incubadora,
sendo 0 nimero de unidades formadoras de colnia proporcional ao tamanho da leséo
(Tabela 2).

Tabela 2: Eventos de infeccdo cutanea em individuos adultos da espécie Hippocampus reidi em condicdes
de cultivo experimental, mantidos em SCF. Caracteristicas das les0es, caracteristicas abioticas e unidades

formadoras de colénia (UFC) por centimetro quadrado da leséo. (Ind.: Individuo; M — Macho, F — Fémea;
Temp.: Temperatura; Sal.: Salinidade).

Ind. | Sexo Altura Periodo Concentragdo ~ Temp. da Sal. Tipo da Tamanho  UFC/cm?
(cm) de amdnia/ agua (°C)  (ppm) lesdo da lesdo
nitrito (cm)

1 F 14 Mai/2014 0,1/0,25 26 28 Cauda | 0,2 0
2 F 11 Ago/2014 0,1/0,25 26 28 Cauda | 0,3 0
3 F 14 Set/2014 0,0/0,5 2515 28 Cauda | 1,2 59x1072
4 M 13,2 Jan/2015 0,25/0,5 255 27 Cauda Il 0,5 14x107?
5 M 14,3 Set/2014 0,15/0,5 25 27 Bolsa 13 163x10%?
6 M 13 Jan/2015 0,1/0,5 25 27 Bolsa 04 57x10?

A seguir, encontram-se detalhadas as caracteristicas das leses e o quadro clinico
apresentado pelos cavalos-marinhos:

o Lesdo na Cauda tipo |

Trés fémeas (altura média: 13 cm) apresentaram lesdo do tipo | na cauda. Em todos
0s casos, a lesdo teve inicio apresentando uma coloracdo esbranquicada na extremidade
da cauda e posterior crescimento com desprendimento de tecido cutaneo e, em um dos
casos, com exposicdo da coluna vertebral e perda de parte da cauda correspondente ao
tamanho da regido lesionada (Figura 9). O tamanho observado para este tipo de lesdo foi
de 0,3 a 2,6 cm. Além da lesdo, os individuos apresentaram dificuldade de natacdo,
contracdo da cauda e espasmos como indicios de dores sempre que a cauda entrava em
contato com a parede do aquario ou quando o individuo tentava se prender a algum
substrato de apoio disponivel. Os individuos apresentaram, ainda, perda de apetite durante
0 periodo que passaram em quarentena e 100% vieram a 6bito entre o periodo minimo de
2 e maximo de 5 dias ap0s observada a lesdo e inicio do periodo de quarentena e

tratamento.
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Figura 9: Cauda de exemplares de cavalo-marinho da espécie Hippocapus reidi pertencentes a
populacgdo para cultivo experimental do Laboratorio de Peixes — Ecologia e Conservacdo (LAPEC
— UFPB) demonstrando a evolucdo de uma lesdo descamativa em um dos individuos afetados,
com crescimento e perda de parte da cauda, da esquerda para direita (Lesdo na cauda tipo I).

JIIJ

1cm 1cm 1cm

o Les&o na Cauda tipo Il

A lesdo na cauda tipo Il caracterizou-se como uma lesdo ulcerativa circular
superficial localizada na regido lateral esquerda da cauda de um cavalo-marinho macho
(13,2 cm). O individuo com lesdo apresentou perda de apetite e veio a 6bito em menos de
24 horas, ap06s submetido a quarentena. O tamanho observado da leséo foi equivalente a
0,5cm (Figura 10) e apresentou uma média equivalente a 14x10°2 UFC/cmz2. As amostras
da 4gua do aquario e da &gua do sistema de tratamento e distribuicdo de agua para 0s
aquarios apresentaram concentracbes equivalentes a 8x102 e 4x10? UFC/cm?,
respectivamente.

Figura 10: Cauda de exemplar de cavalo-marinho da espécie Hippocampus reidi pertencentes a

populacéo para cultivo experimental do Laboratorio de Peixes — Ecologia e Conservacéo (LAPEC
— UFPB) com lesdo ulcerativa superficial (Lesdo na cauda tipo I1).
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o Lesao na Bolsa incubadora

Dois individuos machos (altura média: 13,6 cm) apresentaram lesdo ulcerativa
profunda na bolsa incubadora: no individuo 1, observou-se uma lesdo aparentemente em
estagio inicial de desenvolvimento com um didmetro equivalente a 0,3 cm; ja o individuo
2 apresentou uma lesdo mais profunda, em estagio avancado de deterioracdo do tecido da
bolsa incubadora (Figura 11).

Figura 11: Vista lateral (esquerda) e ventral (direita) de exemplar macho de cavalo-marinho da

espécie Hippocapus reidi com lesdo ulcerativa na bolsa incubadora, pertencente & populagéo para
cultivo experimental do Laboratério de Peixes — Ecologia e Conservagdo (LAPEC — UFPB).

4.3. Patogenos associados as lesbes e amostras de agua

Um total de 119 isolados bacterianos foi cultivado e identificado através do
sequenciamento do gene rRNA 16S. Destes, 67 foram cultivados a partir de trés tipos de
lesBes ulcerativas, 48 isolados da agua do aquario em eventos de infeccdo e 4 isolados do
sistema de distribuicdo de agua tratada que abastece os sistemas do cultivo. Dentre 0s
isolados, foram identificadas um total de 12 espécies bacterianas distintas (Figura 12),
distribuidas em 7 familias, cujas familias mais abundantes em lesbes cutaneas foram
Micrococcaceae (38,2%), Vibrionaceae (25,5%) e Bacillaceae (23,4%) e em isolados da

agua Pseudoalteromonadaceae (51,4%) e Bacillaceae (34,2%).

Dos representantes identificados na lesdo na cauda tipo I, duas familias foram

classificadas, dentre as quais Micrococcaceae foi a dominante, representada por duas
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especies (Micrococcus luteus e Kocuria palustris), dos quais 94,44% de isolados
pertenceram a espécie Kocuria palustris. Nenhuma das espécies isoladas desse tipo de

lesdo ocorreu em outros tipos de leséo.

Na lesdo na cauda tipo Il e na amostra da &gua do aquério nesse evento de infec¢do
foram identificadas duas espécies, Roseovarius crassostreae e Bacillus cereus. Bacillus
cereus foi também isolada na amostra de 4gua do sistema de tratamento e distribuicédo de
agua nesse periodo, bem como em amostra de outros tipos de lesdo (lesdo na bolsa
incubadora) e nas amostras de agua do aquério coletadas durante o periodo de coleta de

individuos com lesdo na bolsa incubadora.

Em relacgdo as cepas isoladas nos individuos com leséo na bolsa, o individuo 1,
com lesdo pequena (0,3 cm) apresentou uma maior diversidade de espécies. Foram
identificadas quatro familias (Vibrionaceae, Bacillaceae, Staphylococcaceae e
Pseudomonadaceae), dentre as quais Vibrionacea foi a familia dominante, representada
pelas espécies Vibrio harveiy e Vibrio owensii. Cepas de Staphylococcus saprophyticus
também foram isolados desses individuos, porém em menor densidade (15 % dos

isolados). N&o foram encontradas cepas de S. saprophyticus na agua para o individuo 1.

O individuo com lesdo na bolsa incubadora em estagio avancado (1,3 cm)
apresentou apenas cepas identificadas como Bacillus cereus (60%) e Staphylococcus
saprophyticus (40%), esta Gltima também presente na agua do aquério.

Algumas cepas isoladas da les@o na bolsa incubadora (individuo 1) e da dgua do
aquério do mesmo individuo, foram identificadas apenas em nivel de género, Donghicola
sp. e Bacillus sp. As mesmas serdo identificadas posteriormente com utiliza¢do de outros

marcadores moleculares.
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Figura 12: Espécies de bactérias identificadas em trés tipos de lesdes (lesdo na cauda tipo I e Il e lesdo na
bolsa incubadora) de cavalos marinhos mantidos em SCF em cultivo experimental no Laboratério de Peixes
— Ecologia e Conservagdo (LAPEC) da Universidade Federal da Paraiba.
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Figura 13: Espécies de bactérias identificadas provenientes da dgua de SCF durante eventos de infeccéo
em dois tipos de lesbes (lesdo na cauda tipo 1l e lesdo na bolsa incubadora) de cavalos marinhos mantidos
em SCF em cultivo experimental no Laboratdrio de Peixes — Ecologia e Conservacdo (LAPEC) da
Universidade Federal da Paraiba.
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo s&o essenciais para o estabelecimento de
protocolos de cultivo exequiveis para H. reidi no Brasil. Compreender as possiveis
doencas e suas causas, bem como a dindmica dos sistemas de manutencao, pode evitar

problemas que geram taxas de mortalidade expressivas no cultivo.

Na maioria dos sistemas de recirculacdo de agua, a amonia (NHz) é removida por
nitrificacdo, a sujeira é removida por sedimentacdo ou filtragem mecénica ou, todo
processo € substituido pela troca total da agua (van Rijn, 1996). Os dois primeiros passos
caracterizam o SCF e o terceiro, caracteriza o Sl, cuja Unica forma de manutencdo da
estabilidade da agua é sua troca semi ou total. O SCF apresentou uma maior estabilidade
da qualidade da 4gua, mantendo ambos, aménia e nitrito, em niveis baixos para a espécie
(0 mg/l e 0.1 mg/l, respectivamente) (KOLDEWEY e MARTIN-SMITH, 2010) a maior
parte do tempo, contrario ao ocorrido no SI. Uma vez que se sabe que a ingestdo de
toxinas, confinamento e manuseio desses animais provocam respostas de estresse
(LUMLERTDACHA et al., 1995; GRUTTER e PANKURST, 2000). A maior
estabilidade da qualidade da &gua no SCF associado a um menor contato com 0s animais
pode acarretar na diminui¢do dos efeitos nocivos associados ao estresse como alteracfes
no crescimento, condicdo de resisténcia total a doenca, o escopo para a atividade
metabolica, comportamento, e em Ultima analise, a sobrevivéncia, resumidamente,
aspectos do desempenho zootécnico e sanitario (WEDEMEYER e MCLEAY, 1981;
WEDEMEYER et al., 1990).

Contrariamente ao que se espera, 0 numero de animais doentes foi
significativamente maior no SCF que no Sl e, isto pode ter ocorrido por fatores ndo
controlados (Tabela 1). No ano de 2012 ocorreu a maior diferenca entre o total de animais
doentes do SCF e o SI (55% e 22% da quantidade total de animais), o que coincide com
0 ano em que houve infestacdo de copépodas no SCF que, sabidamente, causam um
aumento no namero de doengas no cultivo de outros peixes marinhos (JOHNSON et al,
2004), seguido da troca do tipo de alimento ofertado (p6s-larva de camardo Litopenaeus
vannamei). Tendo em vista que nos anos subsequentes (2013 e 2014), a porcentagem de
animais doentes ao longo do ano foi aproximada, reafirmamos que o surgimento de
doencas esta mais associado ao aumento subito da concentracdo de amonia e nitrito em

periodos especificos do que em variagcdes menores ao longo do ano.
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Nesse contexto, sistemas de circulacdo fechada claramente vém sendo
caracterizados como essenciais e mais sustentaveis para a producdo em cativeiro,
diminuindo as pressdes na captura de populagdes naturais (Wittenrich, 2007),
especialmente no que diz respeito a diminuicdo das variagfes de compostos organicos
nos sistemas de manutencdo em cativeiro. Entretanto, ainda existem inumeros fatores
criticos, Unicos nas diversas espécies de peixes, 0s quais se apresentam como limitantes
a manuten¢do dos organismos e tornam o cultivo de peixes ornamentais marinhos ainda
problematico (Olivoto et al., 2011), resultando no surgimento de doencas e de patdgenos

oportunistas, aliados a problemas nao controlados.

A maioria dos patogenos identificados nas lesdes parece ser oportunista,
causando, em alguns casos, infecgdes secundarias nos individuos, e bactérias ja descritas
na literatura como de alta viruléncia (e.g. Vibrio, Koldewey et al., 2005) e causadoras de
doencas especificas em organismos marinhos, o que sugere que altera¢cbes no ambiente
e/ou no individuo criam 6timas condicdes para a formacdo desses quadros clinicos,

conforme ja demonstrado na literatura (Oliva-Teles, 2012).

As trés espécies isoladas na lesdo na cauda tipo I, B. flexus, M. luteus e K. palustris
ja foram descritas anteriormente em ambiente marinho (Trivedi et al., 2011; Moriguchi
et al., 1994; Palomo et al., 2013), podendo ter sido introduzidas no cultivo no periodo de
problemas na filtragem UV do SD ou através do alimento ofertado. Até o momento néo
haviam sido descritas em associacdo a quadros clinicos de patogenia, entretanto, Kocuria
palustris, espécie dominante nesse tipo de lesdo, € membro da familia Micrococcaceae e
do género Kocuria, que inclui 17 espécies de bactérias descritas (Savini et al., 2010) e
que sdo comumente descritas na literatura como causadoras de infeccdo em pacientes
humanos com sistema imune comprometido (Ma et al., 2005; Becker et al., 2008; Tsai et
al., 2010; Lai et al., 2011; Moissenet et al., 2012; Purty et al., 2013).

Infecgbes causadas por espécies de Kocuria sdo consideradas incomuns,
entretanto, varias publicacbes vém caracterizando-as como potenciais patdgenos
oportunistas (Savini et al., 2010), causando quadros clinicos que envolvem infecgdes
cutaneas em cateteres venosos, peritonites, desordens metabdlicas, colecistite e abscesso
cerebral (Dunn et al., 2011; Blecker et al., 2008; Tsai et al., 2010) em hospedeiros
comprometidos. Algumas espécies identificadas, por outro lado, ja foram amplamente

descritas em associagdo a quadros clinicos em ambientes de cultivo marinho. Roseovarius
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crassostreae, por exemplo, é considerada agente etioldgico da doenca que causa lesdes
em ostras jovens da espécie Crassostraea virginica, sendo considerada bactéria de alta
viruléncia para espécimes mantidos em cultivo (Maloy et al., 2007), esse é, portanto, 0

primeiro registro da espécie em associacdo a quadros clinicos em outros organismos.

A ampla presenca de B. cereus em amostras da agua, em lesbes em estado
avancado, bem como em diferentes tipos de lesdo, permite sugerir que esta seja também
considerada nesses casos como um patégeno oportunista que causa infecgdes secundarias
nas lesBes. B. cereus é uma espécie de bactéria Gram-positiva, formadora de esporos,
aerobica facultativa que pode ser isolada em uma grande variedade de locais (Pirttijavi et
al, 1999; Larsen e Jorgensen, 1999; Rusul e Yacoob, 1995). Assim como outras espécies
do género, B. cereus é comumente encontrada como componente da microbiota do solo
devido ao fato de ndo necessitar de nutrientes complexos bem como sua capacidade de
esporulacdo proporcionar uma maior dispersdo ao longo de diversos ambientes (Priest,
1989). Assim, podemos inferir que sua presenca no cultivo como resultado de infeccao

por meio de fatores externos, como contaminagdo da &gua, por exemplo.

Embora B. cereus tenha sido considerada por muito tempo uma espécie nédo
patogénica ou patogénica oportunista, vem sendo comumente isolada em diferentes
contextos infecciosos, principalmente em humanos (Drobniewski, 1993; Turnbull e
Kramer, 1983; Kemmerly e Pankey, 1993; Sato et al., 1998). Nagai et al (2003) ja haviam
isolado essa espécie em ambiente marinho, embora em um contexto de ndo-infeccéo, em
que caracterizaram a producdo de antibiéticos de cepas isoladas de esponjas marinhas da
espécie de esponja Halichondria japonica.Este trabalho €, portanto, o primeiro registro

da espécie associada a um evento de infeccdo em espécies marinhas.

A grande maioria dos registros de infeccdo por B. cereus sdo de infecgdes
intestinais (Doyle, 1989), entretanto, infeccdes sistémicas e locais vém sendo relatadas,
especialmente em pacientes com sistema imunoldgico comprometido, neonatos, com
historico de uso de drogas, pacientes com lesdes traumaticas, cirurgicas ou causadas por
cetéteres (Kemmerly e Pankey, 1993; Drobniewski, 1993;). As infec¢Bes traumaéticas
estdo associadas & produgéo de um fator de permeabilidade vascular dermonecrotica, que
pode gerar lesdes suaves, mas também infec¢bes profundas com necrose do tecido e
puroléncia (Turnbull e Kramer, 1983; Kemmerly e Pankey, 1993). Embora bastante

comum em humanos e bovinos, esse tipo de lesdo e infeccdo ainda ndo havia sido
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registrada em animais ndo mamiferos, portanto, a presenca de B. cereus em lesdo
ulcerativas em cavalos-marinhos, notadamente em uma espécie amplamente

comercializada entre diferentes paises é certamente um aspecto que merece atengao.

B. cereus produz toxinas que, supostamente, sdo fatores importantes para a sua
patogenicidade (Beecher et al., 1995; Agata et al.,1 1995; Lund e Granum, 1996), além
disso, algumas cepas que apresentam proteinas de superficie celular cristalinas (S-layer)
foram capazes de gerar um aumento a resisténcia a radiagdo gama (Kotiranta et al., 1999).
A resisténcia a radiagdo ultravioleta ainda ndo foi testada para a espécie, entretanto, o
crescimento de col6nias na agua submetida a filtragem UV pode inferir uma possivel

resisténcia.

Assim como B. cereus, S. saprophyticus foi abundante em amostras de agua sendo
encontrada também em diferentes tipos de lesdo, especialmente na lesdo da bolsa
incubadora em estagio avancgado, parecendo sua presenca ser mais consequéncia de

infeccdo secundéria do que como patdgeno inicial.

Levando em consideracdo que espécies de Vibrio estdo entre as maiores
causadoras de doencas bacterianas em sistemas de cultivo, causando altas taxas de
mortalidade (Actis et al., 1999; Koldewey et al., 2005), a presenca de cepas de V. harveyi
e V. owensii no individuo com lesdo na bolsa incubadora em estagio inicial contribui para
afirmar a potencial viruléncia destas espécies como causadoras de patogenia,
especialmente, V. harveyi, ja anteriormente descrita como causadora de problemas de pele
com necrose de tecido, letargia e hemorragia interna, e precursora de taxas de mortalidade
em cavalos-marinhos (Tendencia, 2004; Declercq et al., 2014; Thampi Raj et al., 2009;
Alcaide et al., 2001). V. owensii, embora ndo tenha sido anteriormente descrita como
patdgeno para espécies de peixes, Ushijima e colaboradores (2012) a descreveram como
responsavel pela necrose de tecido e morte no coral Montipora capitata em ambiente

natural.

A presenca de bactérias também descritas como patogénicas a outros organismos
marinhos, como, por exemplo, K. palustris, V. harveyi, R. crassostreae tanto em lesdes
como em amostras da agua, e as altas concentracfes de bactérias em geral encontradas
nas amostras de agua dos aquarios, podem estar associadas as elevacfes nos niveis de
compostos organicos nitrogenados nos periodos com registros de individuos doentes no

cultivo. Isso nos leva a concluir, de forma geral, que alteragdes nos niveis de nitrito e



48

amonia em SCF para H. reidi contribuiram para a viruléncia de espécies de bactérias

patogénicas e oportunistas.

6. RECOMENDACOES PARA O CULTIVO

Diante dos resultados obtidos, algumas recomendacgdes podem ser estabelecidas
para otimizar o equilibrio de sistemas de manutencdo para H. reidi, especificamente na
ocorréncia de animais doentes. H. reidi deve ser mantida, preferencialmente, em SCF,
quando mantidos em sistemas sem filtracdo, concentracdes de nitrito e aménia, devem ser
monitoradas diariamente, tendo em vista as constantes flutuagdes de compostos
nitrogenados, e 0 volume de trocas parciais de gua devem assegurar que os valores destes
se mantenham baixos. J& em SCF, pode-se optar por um monitoramento das
concentrag0es a cada dois ou trés dias, entretanto, o controle de fatores externos e
observacOes diarias devem ser mantidos com rigor, tendo em vista que pequenas
oscilacdes da qualidade da &gua nesses sistemas, também podem contribuir para 0 nimero

de animais doentes.

Mesmo que ndo tenham apresentado alteracdes no presente estudo, outros
parametros fisico-quimicos da &gua também devem ser monitorados e mantidos
constantes, tendo em vista que elevagbes de temperatura podem levar ao aumento da
concentracdo de bactérias patogénicas na agua. Assim, a &gua a ser reposta nos aquarios
deve possuir a mesma salinidade e pH dos aquérios dos cavalos-marinhos, bem como,

deve ser mantida uma temperatura constante.

A quarentena de animais doentes, especialmente de animais com lesdes, deve ser
feita imediatamente a constatacdo da lesdo havendo monitoramento diario com trocas
totais de 4gua do aquéario de quarentena, tendo em vista que a concentracdo de bactérias
nas lesbes é proporcional ao tamanho das mesmas. Os equipamentos e materiais
utilizados em aquérios de quarentena devem ser utilizados exclusivamente nesses

aquarios, evitando reintroducédo de patégenos nos sistemas de manutencéo.

Outro fator que merece atencéo € a higiene e assepsia no ambiente do cultivo. O
acesso aos sistemas de manutengdo deve ser restrito, sendo a higienizagcdo de méos e

bracos feita anteriormente a qualquer contato com a agua e equipamentos dos aquarios.
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Ap0s alimentacéo, residuos de alimento e dejetos devem ser removidos por meio
de sifonacdo, para que estes ndo contribuam para alteracbes nas concentracdes de
compostos nitrogenados.

Todo material utilizado em atividades de manutengdo do protocolo de cultivo
(alimentacdo, higienizacdo dos aquarios) devem ser limpos e desinfetados depois de

utilizados.
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CONCLUSOES

o Sistemas de circulagdo fechada sdo essenciais para o cultivo de H. reidi mantendo
concentragbes de nitrito e amonia estaveis em comparagdo a sistemas sem
filtracdo. Entretanto, fatores externos e varidveis (e.g. alteracdo do tipo e
quantidade de alimento ofertado, e no controle de filtracdo UV ou mecanica da
agua) ndo controladas podem interferir na estabilidade do sistema, contribuindo
para o surgimento de individuos doentes;

o O numero de individuos doentes tanto em SCF quanto em Sl esta diretamente
associado a aumento nos niveis de nitrito e amonia;

o Dermatites séo as principais doencas no cultivo de Hippocampus reidi, gerando
quadros clinicos severos, com morte dos individuos, geralmente por espécies de
bactérias patdgenas ou patdgenas oportunistas, como por exemplo, Kocuria
palustris, Vibrio harveyi, Vibrio owensii, Bacillus cereus e Staphylococcus

saprophyticus.
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