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RESUMO

A carninicultura representa um importante papel na economia mundial, devido a quantidade
de empregos gerada e ao volume de animais comercializados. Entretanto, este setor produtivo
tem sofrido grandes perdas econdmicas, ocasionadas principalmente pelas doencgas
infecciosas que atacam os camardes de cultivo. Assim, ¢ fundamental que sejam aplicadas
técnicas rapidas e eficientes na deteccdo de patdgenos para que se possa controlar ou
minimizar os efeitos negativos advindos de enfermidades. No presente trabalho, foram
coletados espécimes do camardo de cultivo Litopenaeus vannamei provenientes de um
laboratdrio de cultivo de pos-larvas, localizado em Florianopolis, € de uma fazenda situada
em Araquari, nordeste catarinense. Amostras de hemolinfa imobilizadas em cartdes FTA
foram comparadas com amostras de tecidos congelados, pleépodes e hemolinfa, que tiveram a
extracdo de DNA realizada segundo um protocolo habitual de extragdo. A partir destas
amostras, foi realizada a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para detec¢ao do gene da
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) e de dois patdgenos virais, o virus da
necrose hematopoiética e hipodermal infecciosa (IHHNV) e o virus da sindrome da mancha
branca (WSSV). Foi realizado ainda um teste de estocagem das amostras de hemolinfa
armazenadas no cartdo FTA, para avaliar a estabilidade das amostras e a repetibilidade deste
método. Foram encontrados camardes infectados tanto pelo IHHNV quanto pelo WSSV. Com
base no diagnostico destas enfermidades virais, a tecnologia FTA mostrou-se pratica e rapida,
sendo mais eficiente do que a extragdo de DNA das amostras de pledpodes e hemolinfa
congeladas, obtida de acordo com o protocolo habitual de extracao. Entretanto, a precisao do
método do cartdo necessita ser melhor avaliada, pois os resultados obtidos apresentaram uma
baixa repetibilidade. Com a realizagdo de novos experimentos a partir de amostras
imobilizadas em cartdes FTA, ¢ esperado que a precisdo do método seja aumentada e que esta
metodologia possa ser utilizada como uma ferramenta rapida e confiavel no diagnostico de
enfermidades virais em camardes.



1. INTRODUCAO

A aqiiicultura ¢ o setor produtor de alimentos que mais cresce no mundo e cerca de
90% desta produgdo ¢ proveniente de paises em desenvolvimento. Mais de 230 diferentes
espécies aqiiicolas sdo cultivadas, o que reflete a diversidade deste setor produtivo
(SUBASINGHE, 2005). A aqliicultura de camardes peneideos vem crescendo
consideravelmente hd mais de trés décadas, em diversos paises litoraneos do Ocidente e
Oriente, com o desenvolvimento de novas tecnologias para a producdo de camardes de alta
qualidade (LEU et al., 2007; LIGHTNER e REDMAN, 1998; SEIFFERT et al., 2005).

A répida expansdo mundial do cultivo de camardes foi acompanhada pela ocorréncia
de doengas que prejudicaram o ritmo do desenvolvimento desta atividade (HOSSAIN et al.,
2001; LIGHTNER ¢ REDMAN, 1998). O problema se intensificou devido ao crescimento
dos cultivos, baseado em progressos zootécnicos, mas com pouco conhecimento da fisiologia
dos peneideos e¢ geralmente sem considerar aspectos ecolégicos (BACHERE, 2000). As
espécies aquaticas estdo em contato direto com o ambiente ¢ mudangas neste meio, como
variagdo de temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido na agua, podem levar a um
desequilibrio da interacdo entre os camardes € o ambiente aquatico, tornando-os mais
suscetiveis as doengas (SNIESZKO, 1973).

No Brasil, foram produzidas 90.180 t de camardo cultivado em 2003, o que
representou um aumento de 50% em relacdo ao ano anterior. Mas, em 2004 a producao caiu
para 76.000 t e de 2005 até 2007 manteve-se em torno de 65.000 t por ano (ROCHA, 2007).
Esta reducdo na producdo de camardes entre 2004-2007 ocorreu principalmente devido a

incidéncia de enfermidades que afetaram os cultivos.



As doencas virais sao o principal problema enfrentado pelas fazendas de cultivo de
camardes ao redor do mundo e certos virus provocam catastroficas perdas para a
carcinicultura (LIGHTNER et al., 1996). Entre estes, cinco destacam-se por seu alto poder de
infecgdo: virus da necrose hematopoiética e hipodermal infecciosa (IHHNV); virus
Baculovirus penaei (BP); virus da sindrome de Taura (TSV); virus da sindrome da mancha
branca (WSSV) e virus da cabeca amarela (YHV) (JSA, 1997).

O primeiro caso diagnosticado de camardes infectados pelo IHHNV ocorreu em 1981,
no Havai, em um cultivo de Litopenaeus stylirostris, causando a morte de mais de 90% dos
individuos (BROCK et al.,1983). O agente etioldgico causador da necrose hematopoiética e
hipodermal infecciosa (IHHN) ¢ um virus de DNA fita simples, ndo-envelopado, apresenta
entre 20-22nm de didmetro e ¢ considerado o menor de todos os virus de peneideos (OIE,
2006). Segundo FAUQUET et al. (2005), este virus pertence ao género Brevidensovirus e a
familia Parvoviridae. As espécies de camardes respondem de modo diferente a esta infecgao
viral. Nas Américas, as duas espécies de camardes mais comercializadas s3o Litopenaeus
stylirostris e L. vannamei. Os espécimes de L. stylirostris sdo altamente suscetiveis ao
IHHNV. Porém, o IHHNV ndo provoca uma infecgao letal em L.vannamei, apesar de poder
causar redugdo no crescimento dos camarodes infectados ¢ uma variedade de deformacdes
cuticulares no rostro, antenas e nas regides toraxicas e abdominais (DHAR et al., 2001).

No Brasil, o primeiro registro de camardes infectados pelo IHHNV ocorreu em 1991,
na Bahia, em camardes Penaeus monodon e L. vannamei. Estes individuos apresentaram uma
reducdo expressiva na taxa de crescimento e deformagdes externas (BUENO, 1991).

Os sintomas dos camardes com IHHNV variam dependendo do grau de severidade da
doenga. Os peneideos infectados podem apresentar, entre outros sinais clinicos, mudanca de
coloragdo; antenas e cuticula enrugadas e movimentos anormais, como por exemplo, nadar

em direcdo a superficie da dgua do viveiro e em seguida afundar com a regido ventral para



cima (BROCK et al., 1983). Os camardes infectados pelo IHHNV podem ainda desenvolver a
“sindrome da deformidade e do nanismo”, que provoca um crescimento reduzido e irregular
dos animais resultando em baixos rendimentos de cultivo nas fazendas infectadas
(CASTILLE et al., 1993).

Ja o virus da sindrome da mancha branca (WSSV) ¢, até o momento, a enfermidade
mais devastadora para os camardes de cultivo. O WSSV foi detectado pela primeira vez na
provincia chinesa de Fujian, em 1992, de onde se espalhou rapidamente (CAI et al., 1995;
FLEGEL, 1997) para a maioria dos paises produtores de camardes (INOUYE et al., 1994; LO
et al., 1999; ROSEMBERRY, 2002). Este virus pode infectar uma grande gama de
crustaceos, como por exemplo, todas as espécies de camardes de cultivo, além de copépodos e
caranguejos (NATIVIDAD et al., 2008).

A sindrome ¢ causada por um virus envelopado, elipsdéide e com DNA dupla-fita, que
esta classificado dentro do género Whispovirus e familia Nimaviridae (MAYO, 2002). Até
hoje, o WSSV ¢ o maior virus animal cujo genoma foi completamente seqiienciado (MARKS
et al., 2004). Os principais sinais clinicos desta sindrome s3o: presenca de manchas brancas
de 0,5 a 2,0 mm de didmetro na cuticula dos animais (as quais sdo mais aparentes na parte
interna da carapaga), rapida reducdo no consumo de alimento pelos camardes infectados,
letargia e coloragdo avermelhada nos apéndices ou no corpo (DURAND et al., 1997;
LIGHTNER, 1996). As manchas brancas sdo formadas por depdsitos anormais de sais de
calcio na epiderme cuticular dos animais infectados. Nas populacdes de camardes que
apresentam estes sinais clinicos, as taxas de mortalidade sdo elevadas, podendo chegar a
100% dentro de 3 a 10 dias do aparecimento dos primeiros sintomas (LIGHTNER, 1996).

Em 1999, as fronteiras brasileiras foram fechadas para a entrada de crustaceos, com a
finalidade de impedir a entrada do WSSV no pais. Apesar disso, em novembro de 2004, sinais

clinicos da doenga comecaram a ser detectados em fazendas de camardes de Santa Catarina. O



WSSV foi diagnosticado em janeiro de 2005, num total de 15 fazendas, compreendendo os
municipios catarinenses de Imarui e Laguna (MARQUES ¢ MOSER, 2005; SEIFFERT et al.,
2005). A dispersdo desta doenca no estado de Santa Catarina tem acarretado grandes
prejuizos, sendo necessario o desenvolvimento de medidas de diagnostico e controle precoce
desta enfermidade.

Diversos métodos de diagnostico sdo adotados para a deteccdo de doengas virais em
camardes, adaptados de métodos laboratoriais tradicionais empregados no diagndstico de
patologias humanas e veterinarias (MARQUES et al., 2006). Os diagnosticos moleculares sao
importantes para que problemas no sistema de producdo sejam detectados precocemente,
como presencga de patdogenos e deficiéncias genéticas nas populagdes de peneideos. Assim, €
possivel que sejam tomadas decisdes rapidas para tentar controlar ou minimizar os efeitos
negativos de condi¢des desfavoraveis sobre a carcinicultura, reduzindo prejuizos financeiros
resultantes da perda ou de falhas no desempenho do estoque cultivado (MARTINS, 2006).

Nas ultimas décadas, foram desenvolvidas varias técnicas de diagndstico rapido
baseadas em métodos moleculares, entre as quais se destaca a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR). A técnica de PCR permite amplificar de forma seletiva fragmentos desejados de DNA
situados entre duas regides cujas seqii€ncias sdo conhecidas. Estas regides sao utilizadas como
iniciadores da reagdo de polimerizacdo do DNA, a qual ¢é catalisada pela enzima DNA
polimerase (SAMBROOK e RUSSELL, 2001). A PCR consiste de varios ciclos de
amplificacdo sucessivos, cada um dos ciclos inclui trés fases: desnaturacdo do DNA,
anelamento dos iniciadores na fita de DNA e a etapa de elongagdo (GIBELLO et al., 2001). A
base para a alta sensibilidade da PCR consiste no fato de serem produzidas milhdes de copias
de uma determinada seqiiéncia-alvo. Porém, podem surgir algumas dificuldades no
diagnéstico com o uso desta técnica, por exemplo, em caso de contaminagdo. A contaminagao

representa um risco real na execucao do ensaio, levando a possibilidade de resultado falso-



positivo, o que pode comprometer o diagndstico. Por isso, certos cuidados devem ser tomados
visando diminuir o risco de contaminacdo nos laboratorios, como manusear as amostras e
preparar a mistura da reacdo de PCR em fluxo laminar, sendo que o fluxo deve ser
descontaminado regularmente com o uso de luz ultravioleta. (AUSUBEL et al., 1995; OIE
2006).

Além da PCR convencional, que utiliza somente um par de iniciadores, as amostras
podem passar por mais outro passo de amplificacdo, com o uso de iniciadores internos ao
produto de PCR (PCR nested). O uso da PCR convencional somado ao uso da PCR nested
representa um método eficiente no diagndstico de patdogenos em crustaceos (MARQUES et
al., 2006).

A técnica de PCR pode apresentar problemas na realizagao de diagndstico se na reacao
estiverem presentes inibidores da PCR. Os inibidores mais comuns incluem a proteinase K,
que pode degradar a enzima DNA polimerase, ¢ agentes quelantes, como o EDTA, que pode
seqiiestrar ions magnésio impedindo dessa forma a ativagdo da DNA polimerase, que
necessita de ions divalentes livres para a sua ativacdo (SAMBROOK ¢ RUSSELL, 2001).
Segundo Wilson (1997), os inibidores da amplificacdo de acidos nucléicos geralmente atuam
em trés pontos principais: interferem na lise celular, que € necessaria para a extragdo do DNA,
promovem a degradagdo dos acidos nucléicos e inibem a atividade da DNA polimerase.

Com relacdo a etapa de extracdo de acidos nucléicos de tecidos e/ou células animais,
como por exemplo, branquias e hemocitos de camardes, varios protocolos sdao utilizados.
Estes consistem na utilizacao de detergentes que lisam a membrana celular e nuclear da célula
para que os acidos nucléicos possam ser liberados; do uso de certos tipos de alcoois, que
precipitam a molécula de 4cido nucléico por promover a sua desidratacdo e o uso de sais, que
se agregam aos acidos nucléicos facilitando a sua recuperagdo apds a precipitagdo alcoolica

(SAMBROOK e RUSSELL, 2001). O processo de extragdo de DNA, em geral, é longo e



envolve varias etapas. Para diminuir o tempo de processamento das amostras, outros métodos
mais rapidos e também eficazes podem ser utilizados.

Entre eles esta a utilizagdo de cartdes para o armazenamento de amostras, como por
exemplo, os cartdes FTA™ (Flinders Technology Associates, Whatman). Os cartdes FTA
possuem uma tecnologia desenvolvida para a coleta e armazenamento de acidos nucléicos,
tanto na forma purificada quanto amostras aplicadas diretamente sobre o cartdo. Adsorvidas
ao papel, encontram-se substancias quimicas responsaveis por lisar as membranas celulares e
organelas. Com isso, os acidos nucléicos sdo liberados e imobilizados nas fibras da matriz do
cartdo. Os cartdes também contém desnaturantes de proteinas e outros quimicos responsaveis
por proteger as amostras do ataque de nucleases, da oxidagdo e dos raios ultravioleta. Apos
um curto periodo de secagem das amostras sobre o cartdo, as amostras podem ser estocadas a
temperatura ambiente por longos periodos até ser realizada a extracao.

A amostra ¢ removida do cartdo com o auxilio de um perfurador e em seguida o
circulo do cartdo que foi retirado sofrerd varias etapas de lavagem com reagentes simples,
para que a extragdo do DNA ocorra (Whatman). Segundo Beckett et al. (2008), as amostras
armazenadas no cartio FTA apresentam DNA de alta qualidade. Além disso, o uso da
tecnologia FTA permite a realizacdo de diagnosticos rapidos, precisos € com aplicagdes em
diferentes areas da ciéncia (SMITH e BURGOYNE, 2004).

Viérios estudos ja foram realizados com a utilizagdo do método do cartdo FTA para
extragdo de DNA ou RNA. Entre os quais, podemos citar trabalhos com sangue total de
suinos, para a detec¢do do virus de RNA causador da sindrome respiratoria e reprodutiva
suina (PRRSV); de sangue de humanos, para detec¢do de DNA do parasito Plasmodium
falciparum, uma das espécies causadoras da malaria; amostras de DNA bucal, de criangas
acometidas por leucemia linfoblastica; amostras de leveduras e bolores, para deteccdo de

patogenos fungais em pacientes imunodeprimidos e amostras de tecidos de plantas, para



avaliar a presenca de patdogenos virais. A tecnologia do cartdio FTA mostrou-se pratica e
eficiente em todos estes experimentos (BORMAN et al., 2008; CHAORATTANAKAWEE et
al., 2003; INOUE et al., 2006; MILNE et al., 2006; NDUNGURU et al., 2005).

Porém, em nem todos os experimentos o método do cartdo FTA ¢ efetivo. Em um
estudo de campo realizado no Suriname, os pesquisadores constataram que os cartdes FTA
ndo protegeram o DNA da degradagdo. E sugerido que isso possa ter ocorrido devido 2 alta
umidade da regido e também ao tipo de tecido aplicado sobre os cartdes, o qual era figado de
mamiferos pequenos (BORISENKO et al.,, 2007). Em um trabalho envolvendo estudos
farmacogenéticos, os autores citam que a principal desvantagem da coleta de amostras
sanguineas em cartdes FTA ¢é a quantidade de DNA imobilizada no cartdo, que pode nao ser
suficiente para analises moleculares (MAS et al., 2007).

No caso de camardes peneideos, apenas um estudo foi publicado envolvendo a
utilizagdo de cartdes para o diagnostico de enfermidades (KIATPATHOMCHALI et al., 2004).
Neste estudo, o virus da cabeca amarela (YHV), que ¢ um virus de RNA, foi identificado
através de RT-PCR em amostras de hemolinfa de Penaeus monodon armazenadas em cartoes.
Os autores observaram também que produtos de PCR pequenos (cerca de 200 pb) foram
amplificados apds periodos longos de armazemanento (9 meses), enquanto produtos maiores
(500-1000 pb) nao foram detectados em amostras estocadas por mais de 6 meses.

Resultados semelhantes ao relatado por Kiatpathomchai et al. (2004) foram
encontrados na detec¢do do virus da raiva, em que o produto de PCR de menor tamanho foi
amplificado mesmo apds a amostra ter sido estocada por mais de 222 dias
(WACHARAPLUESADEE et al., 2003).

A utilizagdo do método do cartdo FTA para o diagnoéstico do WSSV e IHHNV em
camardes de cultivo L. vannamei, permitird que seja feita uma comparagao dos resultados

obtidos com esta tecnologia em relagdo a um protocolo de extracdo de DNA de uso habitual.



O uso de cartdes FTA requer uma pequena quantidade de hemolinfa dos camardes e nao ha
necessidade de sacrifica-los. Isto ¢ importante principalmente no caso de coletas em plantéis
de camardes reprodutores, que sdo geneticamente selecionados, e que ndo precisariam ser
mortos para que se fizesse o diagndstico viral. Além disso, o tempo de processamento das

amostras ¢ menor, permitindo que o diagndstico seja realizado mais rapidamente.



2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a imobilizagdo de amostras de hemolinfa de camardes L. vannamei em cartdes

FTA para a deteccdo de enfermidades virais, utilizando a Reagdo em Cadeia da Polimerase —

PCR.

2.1- Objetivos especificos:

Realizar PCR para deteccao de seqiiéncias génicas dos virus WSSV e IHHNV em
amostras armazenadas em cartdoes FTA;

Realizar PCR para detec¢do da seqiiéncia génica codificadora da GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) em cartdes FTA;

Comparar os resultados da PCR para a detec¢do dos virus WSSV e IHHNV
utilizando-se amostras (hemolinfa) armazenadas em cartdo FTA e amostras de
tecido (pledpodes e hemolinfa) congelado;

Realizar testes de estocagem das amostras aplicadas sobre o cartdo FTA, para
verificar a eficiéncia do diagnostico pela PCR, apds periodos longos de

armazenamento das amostras.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Coleta de animais

Os camaroes da espécie Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) foram coletados em um
laboratorio de produgdo de pos-larvas, localizado na cidade de Floriandpolis (Figura 1).
Foram realizadas duas coletas neste laboratorio. A primeira ocorreu em novembro de 2007
(Lab 1) e utilizou-se um numero amostral igual a 10 camardes adultos, reprodutores, de
ambos os sexos. A segunda coleta foi realizada em abril de 2008 (Lab 2) e foram coletados 80
camaroes procedentes de um cultivo em floco. Este tipo de cultivo ¢ efetuado com a presenga
de bactérias no tanque. Os microorganismos convertem o nitrogénio inorganico presente na
agua e o disponibilizam na forma de proteina microbiana, que ¢ ingerida pelos animais de
cultivo (HOROWITZ E HOROWITZ, 2001).

Além das coletas no laboratério, também foram utilizados camardes L. vannamei
provenientes de uma fazenda de cultivo, localizada na regido nordeste catarinense, na cidade
de Araquari. Houve duas coletas nesta fazenda, a primeira ocorreu em dezembro de 2007
(Fazenda 1) e a segunda em fevereiro de 2008 (Fazenda 2). Foram coletados 10 camardes

adultos, de ambos os sexos, por coleta.

Figura 1: Aspecto externo do camardo Litopenaeus
vannamei (foto: Talita M. de Souza, 2008)
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3.2 — Obtencéo dos tecidos

Os camardes foram anestesiados em gelo e em seguida foi coletada a hemolinfa. A coleta
foi realizada por pungdo ventral direta entre o ultimo esternito cefalotoraxico e o primeiro
abdominal, utilizando-se para isso uma seringa com agulha hipodérmica de 30x8 mm,
contendo o anticoagulante citrato de sodio 10% (1:1), conforme descrito por Lightner (1996).

Cada amostra de hemolinfa, correspondente a somente um individuo, proveniente da
coleta Lab 1, foi armazenada de duas formas. Cerca de 200 pl de hemolinfa foram aplicados
diretamente sobre o cartio FTA (Whatman). Estas amostras foram mantidas por cerca de uma
hora a temperatura ambiente para a secagem do cartdo, sendo em seguida estocadas a
temperatura ambiente. A outra parte da amostra de hemolinfa (o dobro do volume) foi
colocada em tubos eppendorf e mantida em gelo até a chegada ao laboratério, onde foi
armazenada a -80° C.

Na coleta Lab 2, foi aplicado um pool de hemolinfa de 5 animais sobre cada cartdo FTA e
seguiu-se 0 mesmo procedimento de secagem e armazenamento do cartdo, descrito
anteriormente.

Além da hemolinfa, aplicada individualmente sobre o cartdo, também foram retirados trés
pares de pledpodes por camardo nas coletas realizadas na fazenda. Os mesmos foram

imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados, posteriormente, a -80° C.

3.3 — Extracdo de DNA

3.3.1 - Extracao de DNA a partir de hemolinfa e ple6podes congelados
Para a extracio de DNA gendmico utilizou-se o protocolo de Maciel (2002)
modificado. As amostras de pledpodes e de hemolinfa que foram armazenadas a -80° C foram

digeridas em solucdo de lise contendo TE (Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM, pH 8,0), SDS 1% e
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proteinase K (1 mg/mL), sendo em seguida mantidas a 65° C durante uma hora. Apds esta
etapa, foram adicionados NaCl 5M e CTAB 10% e as amostras foram mantidas a 55°C por
45 minutos. Depois desse periodo, acrescentou-se cloroformio:alcool isoamilico (24:1) e as
amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm. Ao sobrenadante, foi adicionado isopropanol,
sendo o DNA precipitado lavado com etanol 70%, ocorrendo em seguida outra centrifugagao
(2.500 rpm). Apds este processo, 0 DNA foi ressuspendido em TE 1X e adicionou-se RNAse
A (Img/mL). Em seguida, acrescentou-se cloroférmio: alcool isoamilico, as amostras foram
centrifugadas (14.000 rpm), o sobrenadante foi separado, adicionou-se acetato de sdédio 3M
(pH 5,2) e etanol 95% e apds este processo ocorreu outra centrifugagcdo a 2.500 rpm. Em
seguida, o DNA foi lavado com etanol 70%, e apds uma nova centrifugagdo (3.500 rpm), o
DNA foi colocado para secar a temperatura ambiente. Ao término do procedimento,

ressuspendeu-se o sedimento em TE 1X.

3.3.2- Extracao de DNA das amostras de hemolinfa armazenadas no cartao

As amostras armazenadas nos cartdes FTA foram processadas de acordo com o
protocolo do fabricante (FTA Technnology). O cartao foi cortado, com o auxilio de um
perfurador, em um disco de 1,2mm e este foi colocado em um tubo de 200ul, préprio para
PCR. Em seguida, foi adicionado o reagente de purificagio FTA e as amostras foram
incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Esta etapa foi repetida para um total de trés
lavagens. Depois da etapa de lavagem com o reagente, adicionou-se tampao TE, as amostras
foram incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente, o tampao foi descartado e a aplicagao
do tampao foi repetida para um total de duas lavagens. Depois de removido o tampao, o disco
foi aquecido a 56° C por 10 minutos. Apos este processo o disco FTA pdde ser utilizado na

Reagdo em Cadeia da Polimerase — PCR (ver item 3.5).
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3.4 - Quantificacdo e determinacgéo da integridade do DNA

3.4.1 - Eletroforese em gel de agarose

As amostras de DNA gendmico de pledpodes e hemocitos, obtidas segundo o
protocolo de extracdo de Maciel (2002) modificado, foram monitoradas quanto ao seu grau de
integridade pelo perfil eletroforético em gel de agarose a 1% em TBE 1X (Tris 89 mM, Acido
Borico 89 mM e EDTA 2 mM, pH 8,0) corado com brometo de etideo. Apds a polimerizagdo
do gel de agarose, as amostras foram aplicadas no gel e a corrida foi realizada com tampao
TBE 1X em um sistema Hoefer HE 33. A eletroforese foi realizada a 120 V, o resultado final
foi visualizado sob luz UV em transiluminador e fotografado.

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose a 2% em TBE 1X (Tris 89
mM, Acido Bérico 89 mM e EDTA 2 mM, pH 8,0) corado com brometo de etideo. Apos a
polimerizacdo do gel, foi aplicado um marcador de peso molecular conhecido, controles
negativo e positivo da reacdo e os produtos de PCR. A eletroforese foi realizada a 120 V,
utilizando-se tampao TBE 1X, e o resultado final foi obtido por visualizagao do gel sob luz

UV em transiluminador.

3.4.2 - Quantificacdo das amostras
A quantificacdo do DNA das amostras foi realizada em espectrofotometro (Amersham

Pharmacia Biotech), através da determinagdo da razdo entre as absorbéncias a 260 e 280 nm

(AUSUBEL et al., 1995).
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3.5 - Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

3.5.1 - Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) - Controle positivo das reacdes
de PCR

Para verificar a qualidade do DNA extraido e a integridade das amostras, foi
amplificado o gene constitutivo que codifica a enzima GAPDH, utilizando-se iniciadores
descritos por Maciel (2002), desenhados a partir da seqiiéncia deste gene em Penaeus
monodon. A seqiiéncia dos iniciadores esta mostrada a seguir:

GAPDH- 298 F: 5> TCACCGTCTTCAACGAGATG 3’

GAPDH- 298 R: 5 ACCCTCCAGGATCTCGAAGT 3’

Cada reacao de amplificacao foi realizada através do uso de um disco de 1,2 mm, no
caso da hemolinfa armazenada no cartdo, ou 1uL de DNA, obtido a partir da extragdo de
pledpodes e hemolinfa congelados. Foi também necessario para a PCR o uso de 4dgua estéril e
livre de nuclease (Amresco), Tag DNA Polimerase (1U) da Biotools, tampao de rea¢do da
enzima Taq DNA Polimerase (1X), MgCl, (2,5 mM), 40 mM de dNTPs e 0,3 uM de cada
iniciador. As reagdes foram realizadas no termociclador Mastercycler personal (Eppendorf),

utilizando-se o programa a seguir:

Progama GAPDHSH
30s 30s 1min30s 7 min Manter
94° C 52°C 68° C 72°C 7°C
35 X

O produto final esperado, utilizando-se os iniciadores descritos, corresponde a um fragmento

de 298 pb.



15

3.5.2 - Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV)

Para a detec¢ao do WSSV, foram utilizados para a PCR iniciadores recomendados
pela OIE e descritos por Lo et al. (1996) de acordo com as condigdes descritas por Marques
(2008). A seqiiéncia dos iniciadores utilizados no primeiro passo da PCR ¢ a seguinte:

WS146F1: 5> ACTACTAACTTCAGCCTATCTAG 3’

WS146R1: 5> TAATGCGGGTGTAATGTTCTTACG 3’

Ja a seqiiéncia dos iniciadores internos, relativos ao segundo passo da PCR (PCR
Nested), esta descrita abaixo:

WS146F2: 5> GTAACTGCCCCTTCCATCTCCA 3°

WS146R2: 5 TACGGCAGCTGCTGCACCTTGT 3°

Cada reacao de amplificacdo ocorreu utilizando-se a mesma quantidade de amostra
descrita no item 3.5.1. Os reagentes utilizados para cada reagao diferem daqueles descritos no
item supracitado somente em relagdo a concentracdo de MgCl, (3 mM) e aos iniciadores
utilizados nesta PCR (140 nM de cada iniciador). As reagdes foram realizadas no
termociclador Biometra T GRADIENT (Uniscience), utilizando-se os programas a seguir:

1° passo da PCR-WSSV: Programa LONEW1

2 min 1 min 1min30s 2 min 5 min Manter
94° C 94° C 55°C 72°C 72°C 4°C
39 X

2° passo da PCR- WSSV: Programa LONEW?2

3 min 1 min 2 min 1 min 1 min 1 min 5 min Manter
94° C 55°C 72°C 94° C 55°C 72°C 72°C 4°C
35X

A banda esperada para as amostras positivas para o WSSV ¢ correspondente a um fragmento

de 941 pb.
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3.5.3 - Virus da necrose hematopoiética e hipodermal infecciosa (IHHNV)

A detec¢do do IHHNYV foi realizada por PCR, utilizando-se iniciadores desenhados a
partir de seqiiéncias especificas do genoma viral, conforme descrito por Moser (2005). Os
iniciadores utilizados estdo descritos abaixo:

IHHNV-F: 5 TCGGAAAACTGAACACTGGCCT 3’

IHHNV-R: 5 CGGCGTGTTCTTCGTCTTCATT 3’

A reacdo de amplificacdo ocorreu com o uso dos reagentes citados no item 3.5.1, com
modificacdo dos iniciadores utilizados na reacdo. Nesta PCR foram utilizados 1uM do
iniciador IHHNV-F e 1uM do iniciador IHHNV-R. As rea¢des ocorreram no termociclador

Mastercycler personal (Eppendorf), conforme programa apresentado abaixo:

Programa IHHNV
3 min 30s 45s 45s 10 min | Manter
94°C 94°C 55°C 72°C 72°C 4°C
30X

As amostras positivas para o [HHNV devem apresentar um fragmento de 512 pb.

3.6- Comparacdo dos resultados de PCR entre as amostras de tecido congelado e as
amostras imobilizadas em cartdo FTA

Os resultados das PCRs obtidos a partir das amostras de hemolinfa, mantidas
congeladas, foram comparados com as amostras de hemolinfa imobilizadas no cartdo FTA,
para avaliar a eficiéncia de cada método. Estes resultados foram ainda avaliados com base nos
resultados obtidos a partir das amostras de pledpodes, no caso das duas coletas realizadas na

fazenda.
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3.7- Testes de estocagem das amostras armazenadas sobre o cartdo FTA

Para estudar a estabilidade do DNA depois de longo tempo de estocagem a
temperatura ambiente, foram realizadas anélises mensais para GAPDH, WSSV e IHHNV
utilizando-se as amostras de hemolinfa que foram aplicadas sobre o cartdo FTA. As amostras
de hemolinfa provenientes da coleta Lab 1 e da Fazenda 1 foram avaliadas durante um
periodo de 5 meses (dezembro de 2007 a abril de 2008). Em relagdo as amostras da 2* coleta
no laboratoério e na Fazenda, ndo foi realizado teste de estocagem, pois elas foram avaliadas

somente em um e dois meses, respectivamente.

3.8- Teste das amostras de hemolinfa aplicadas em pool sobre o cartdo FTA

Com base na coleta Lab 2, foram efetuadas PCRs para detecgao da GAPDH, IHHNV e
WSSV, a partir de amostras de hemolinfa coletadas em pool de 5 animais ¢ aplicadas sobre o
cartdo FTA. Assim, foi avaliado se com essa maior quantidade de hemolinfa presente no

cartdo, a eficiéncia do método aumentaria.
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4. RESULTADOS

Foi realizada a extracdo de DNA gendmico dos espécimes de L. vannamei a partir das
amostras de hemolinfa e pledpodes mantidas congeladas a -80° C. A eficiéncia e o rendimento
do protocolo de extragdo utilizado, modificado de Maciel (2002), foram determinados pela
determina¢do da razdo da absorbancia das amostras a 260/280 nm e através do perfil
eletroforético em gel de agarose.

Comparando as extragdes de DNA gendmico de pledpodes e hemolinfa em relagao a
concentragdo de DNA obtida, através da leitura das amostras em espectrofotometro,
observou-se que as amostras de pledpodes apresentaram maior quantidade de DNA do que as
amostras de hemolinfa (dados ndo mostrados).

Nenhuma amostra de DNA, extraida de hemolinfa proveniente da Fazenda 1, foi
visualizada em gel de agarose. Em contrapartida, a extragdo de DNA de todos os pledpodes
desta mesma coleta revelou a presenca de DNA de boa qualidade em todas as amostras
(Figura 2). Ja das amostras procedentes da Fazenda 2, enquanto o DNA extraido de todos os
pledpodes estava integro, somente o DNA obtido de trés amostras de hemolinfa foi
visualizado em gel de agarose (dados ndo mostrados). Com relagdo a extracdo das amostras de
hemolinfa provenientes do Lab 1, somente metade apresentou banda no gel, correspondente
ao DNA integro, sem rastro de degradagdo (Figura 3).

As amostras de DNA genomico dos espécimes coletados foram submetidas a PCR
para a amplificacdo do gene constitutivo da GAPDH e de seqiiéncias gendmicas do virus da

necrose hematopoiética e hipodermal infecciosa (IHHNV) e da sindrome da mancha branca

(WSSV).



Figura 2- Eletroforese em gel de agarose 1% (gel
representativo) para avaliagdo da integridade do
DNA genémico obtido das amostras de
pledpodes. Os numeros de 1 a 10 correspondem
aos 10 espécimes de Litopenaeus vannamei
provenientes da Fazenda 1

Figura 3- Eletroforese em gel de agarose 1% (gel
representativo) para avaliagdo da integridade do DNA
gendmico obtido das amostras de hemolinfa. Os
nimeros de 1 a 10 correspondem aos 10 espécimes de
L. vannamei provenientes do Lab 1

19
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4.1- PCR- Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GADPH)

A reagdo de amplificagdo do gene constitutivo (GAPDH) dos espécimes de L.
vannamei foi realizada a partir do DNA genémico extraido da hemolinfa e pledpodes
congelados e de DNA extraido das amostras de hemolinfa armazenadas individualmente sobre
cada cartdo, para avaliar a eficiéncia de cada método de extragdo. O produto da amplificagdo
do gene da GAPDH resultou em uma tnica banda em gel de agarose, correspondente a um
fragmento de 298 pb, que ¢ o esperado de acordo com os iniciadores descritos por Maciel
(2002). Pela analise dos resultados obtidos, percebe-se que para a deteccdo do gene da
GAPDH o método do cartdo FTA foi o mais eficiente, com amplificacdo de 76,67% das
amostras (Tabela 1). Cabe salientar que, para efeito de comparagao, foi utilizado o periodo em
que as amostras aplicadas sobre o cartdo, coletadas no Lab 1 e nas Fazendas 1 e 2,
apresentaram seu melhor rendimento.

Considerando-se somente as coletas realizadas na Fazenda, em que foram coletados 20
espécimes de L.vannamei no total, foram comparados os resultados obtidos na detecgdo do
gene constitutivo do camardo apenas entre as amostras de hemolinfa e pleépodes mantidos
congelados, sendo que ambos tiveram o DNA extraido de acordo com o protocolo de Maciel
(2002) modificado. Os dados obtidos estdo apresentados na Tabela 2 e € possivel perceber que
houve uma maior amplificacdo das amostras de hemolinfa do que de pledpodes. Porém, estas
amostras ndo foram consideradas eficientes na deteccdo, porque era esperada uma
amplificacdo de 100% do gene que codifica a GAPDH. E interessante constatar que embora
ndo tenha sido detectado DNA gendmico das amostras de hemolinfa dos camardes
provenientes da Fazenda 1, pela analise em gel de agarose, foi amplificado o gene constitutivo

de 7 destas 10 amostras de hemolinfa (Figura 4).



21

Tabela 1- Resultados obtidos a partir da comparacdo de dois métodos de extragdo de DNA utilizado na detec¢do
do gene que codifica a GAPDH com uso de amostras de hemolinfa e pledpodes de camardes da espécie L.
vannamei provenientes do Lab 1 e da Fazenda 1 ¢ 2

Comparacéo das Metodologias - PCR GAPDH

Metodologia Amostra N© camardes Resultado TOTAL

Protocolo Hemolinfa 30 15 positivas 50%
Modificado (Maciel,2002) congelada

Protocolo Pledpodes 20 8 positivas 40%
Modificado (Maciel,2002) congelados

Tecnologia FTA Hemolinfa 30 23 positivas 76,67%
no cartdao FTA

Tabela 2 — Resultados referentes a detecg¢@o do gene que codifica a GAPDH a partir de amostras de hemolinfa e
pledpodes de L. vannamei provenientes da Fazenda 1 e 2

Comparagdo das Amostras - PCR GAPDH

Metodologia Amostra N° camardes Resultado TOTAL

Protocolo Hemolinfa 20 14 positivas 70%
Modificado (Maciel,2002) congelada

Protocolo Pledpodes 20 8 positivas 40%
Modificado (Maciel,2002) congelados

Figura 4- Visualizagdo das bandas de 298 pb correspondentes a
amplificagdo do gene da GAPDH. M- marcador de peso molecular;
H- Controle negativo; 1 a 10- amostras de hemolinfa mantidas
congeladas provenientes da Fazenda 1
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Para avaliar a estabilidade do DNA imobilizado nos cartdoes FTA, as amostras de
hemolinfa provenientes do Lab 1 e da Fazenda 1 foram estudadas durante um periodo de 5
meses e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3. Nos meses de janeiro e abril de
2008 a amplificacdo das amostras procedentes do laboratério foi muito baixa, sendo
discrepante em relacdo aos outros periodos de analise. Portanto, estes meses foram
desconsiderados na avaliagdo do cartdo, porque provavelmente ocorreu um problema na PCR
e ndo no método de extragao de DNA a partir de cartdes FTA. Por esse motivo, nos meses de
janeiro e abril foram consideradas no teste de estocagem apenas as amostras procedentes da
Fazenda 1. Em funcdo do numero de camardes amostrados a cada més ter variado, para
realizar o calculo do coeficiente de variagdo, que indica a precisao do experimento, os dados
encontrados no Lab 1 e na Fazenda 1 foram analisados separadamente. O coeficiente de
variagdo obtido, a partir do calculo do desvio padrio sobre a média de amostras que
amplificaram o gene da GAPDH, foi de 21,63% e 34,85% para o laboratério e a Fazenda,
respectivamente (Tabela 4). Com isso, é possivel perceber que o experimento ndo apresentou
uma alta repetibilidade com o uso dos cartdes FTA, pois o coeficiente de variagdo encontrado
em ambos os locais foi elevado. Segundo Andrade e Ogliari (2007), para um experimento ser
considerado preciso ndo deve haver uma variagdo acima de 10% entre os elementos em
questao.

Com relagdo a coleta na Fazenda 2, ndo foi realizado um teste de estocagem das
amostras sobre o cartdo, pois estas foram avaliadas somente nos meses de marco e abril de

2008. No primeiro més, 40% das amostras amplificaram o gene que codifica a GAPDH e no

segundo més 20% das amostras amplificaram este mesmo gene.
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Tabela 3- Teste de estocagem do cartdo FTA através de técnica de PCR para a deteccdo do gene da GAPDH
utilizando-se amostras de hemolinfa de L. vannamei coletadas no Lab 1 e na Fazenda 1. As amostras foram
avaliadas durante um periodo de 5 meses

Teste de estocagem do cartdo FTA- PCR GAPDH

Més/Ano N° camardes Resultado TOTAL
Dez/07 20 11 positivos 55%
Jan/08 10 9 positivos 90%
Fev/08 20 19 positivos 95%
Mar/08 20 13 positivos 65%
Abr/08 10 5 positivos 50%

Tabela 4- Analise da repetibilidade dos resultados com as amostras armazenadas no cartdo FTA, usando a
amplificagdo do gene que codifica a GAPDH, através de técnica de PCR: amostras de hemolinfa de L. vannamei
imobilizadas sobre o cartdo FTA, provenientes do Lab 1 e da Fazenda 1. As amostras foram avaliadas durante
um periodo de 5 meses. CV: coeficiente de variagdo expresso em porcentagem

Repetibilidade do método do cartdo FTA- Periodo de 5 meses

Local N° camardes Média (amostras positivas) Desvio padrio  CV (%)

Lab 1 10 8,0 1,73 21,63

Fazenda 1 10 6,6 2,3 34,85
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4.2- PCR- Virus da necrose hematopoiética e hipodermal infecciosa (IHHNV)

Foi realizado o diagnostico dos camardes infectados com o IHHNV utilizando-se
amostras de hemolinfa e pledpodes mantidos congelados em comparagdo com as amostras de
hemolinfa imobilizadas sobre o cartdo FTA, para avaliar a eficiéncia de cada método. Na
coleta realizada na Fazenda 1 constatou-se que todos os animais eram negativos para este
virus, pois nenhum fragmento de DNA foi amplificado (dados ndo mostrados). Ja dentre os
camardes procedentes do Lab 1 e da Fazenda 2, havia individuos positivos para o IHHNV,
pois foi observado um produto de 512 pb apo6s a realizacao da PCR (Figura 5).

Com base nestas duas coletas em que havia camardes infectados, foi realizada uma
comparagdo das amostras de hemolinfa e pledpodes mantidos congelados em relacdo as
amostras de hemolinfa imobilizadas sobre o cartdo e os dados obtidos estdo apresentados na
Tabela 5. E possivel perceber que o método do cartdo FTA apresentou uma melhor eficiéncia
para deteccdo do IHHNYV do que o método de extracdo a partir do protocolo de Maciel (2002)
modificado.

Como havia camardes positivos para o IHNNV na coleta da Fazenda 2, foi realizada
outra compara¢ao levando-se em consideracdo somente amostras mantidas congeladas, das
quais foi utilizado o protocolo de Maciel (2002) modificado na extracdo de DNA (Tabela 6).
A diferenca encontrada em relacdo ao tipo de amostra utilizada ndo foi significativa, sendo
que a extracdo de DNA de hemolinfa mostrou-se ligeiramente mais eficiente no diagndstico

viral.
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Figura 5- Visualizagdo das bandas de 512 pb, através de gel de agarose,
correspondentes as amostras positivas para o IHHNV. M- marcador de peso
molecular; H- Controle negativo; 1-10- amostras de hemolinfa armazenadas
no cartdo FTA provenientes do Lab 1; C- controle positivo da reacdo de
PCR.

Tabela 5- Resultados obtidos a partir da comparagao de dois métodos de extragdo de DNA utilizado na detecgdo
de amostras positivas para o IHHNV com uso de hemolinfa e pledpodes de camardes da espécie L. vannamei
provenientes do Lab 1 e da Fazenda 2

Comparacéo das Metodologias- PCR IHHNV

Metodologia Amostra N° camardes Resultado

Protocolo Hemolinfa 20 7 positivas

Modificado (Maciel, 2002) congelada

Protocolo Pledpodes 10 4 positivas

Modificado (Maciel, 2002) congelados

Tecnologia FTA Hemolinfa sobre 20 14 positivas
o cartdo FTA

Tabela 6- Resultados referentes a detecgdo do IHHNV a partir de amostras de hemolinfa e pledpodes de L.
vannamei provenientes da Fazenda 2

Comparacao das amostras- PCR IHHNV

Metodologia Amostra N° camardes Resultado
Protocolo Hemolinfa 10 5
Modificado (Maciel, 2002) congelada

Protocolo

Modificado (Maciel, 2002) Pledpodes 10 4

congelados
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As amostras da coleta realizada no Lab 1, imobilizadas sobre o cartdo FTA, foram
avaliadas durante um periodo de 5 meses em relagdo ao diagndstico do IHHNV, para estudar
a estabilidade do DNA sobre o cartdo e também a repetibilidade do método. A eficiéncia do
diagnostico sofreu um decréscimo apos o més de fevereiro e no ultimo més de estudo foi
detectada apenas uma amostra positiva para o [HHNV (Tabela 7).

Para avaliar a repetibilidade do método do cartdo FTA foi calculado o coeficiente de
variagdo das amostras amplificadas e encontrou-se o valor de 71,25%, que é considerado
elevado e constata que o uso de cartdes FTA para a técnica de PCR ndo apresentou
repetibilidade no diagnéstico do IHHNV (Tabela 8).

Nao foi realizado um teste de estocagem das amostras provenientes da Fazenda 2, pois
elas foram avaliadas somente nos meses de margo e abril de 2008. Em margo 3 amostras
foram positivas para o IHHNV e em abril 7 amostras foram positivas para este virus (dados

nao mostrados).
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Tabela 7- Teste de estocagem do cartdo FTA, através de técnica de PCR, para a deteccdo do IHHNV utilizando-
se amostras de hemolinfa de L. vannamei coletadas no Lab 1. As amostras foram avaliadas durante um periodo
de 5 meses

Teste de estocagem do cartdo FTA- PCR IHHNV

Més/Ano N° camardes Amostras positivas
Dez/07 10 Cartoes 5,6 ¢ 7

Jan/08 10 Cartoes 5,6 ¢ 7
Fev/08 10 Cartoes 3,4,5,6,7,8¢ 9
Mar/08 10 Cartdes 6 e 7

Abr/08 10 Cartdo 6

Tabela 8- Analise da repetibilidade dos resultados com as amostras armazenadas no cartdo FTA, na detecgdo do
IHHNYV, através de técnica de PCR: amostras de hemolinfa de L. vannamei imobilizadas sobre o cartio
provenientes do Lab 1. As amostras foram avaliadas durante um periodo de 5 meses. CV: coeficiente de
variagfo expresso em porcentagem

Repetibilidade do método do cartdo FTA- Periodo de 5 meses

N amostral Média (amostras positivas) Desvio padrao CV (%)

7 3,2 2,28 71,25
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4.3- PCR- Virus da sindrome da mancha branca ( WSSV)

Foram efetuadas PCRs para a deteccdo do virus da sindrome da mancha branca em
camardes provenientes do Lab 1 e das Fazendas 1 e 2. Apos a realizacdo da PCR com o uso
tanto de amostras de hemolinfa imobilizadas sobre o cartdo FTA quanto de hemolinfa mantida
congelada, coletadas no Lab 1, ambas nao revelaram presenga de uma banda de 941 bp,
correspondente a amplificagdo de um fragmento especifico para o WSSV (dados nao
mostrados). Com isso, constatou-se que todos os camardes coletados no Lab 1 eram negativos
para este virus. O mesmo ocorreu com os camardes provenientes da Fazenda 1, em que
nenhum fragmento de DNA foi visualizado no gel de agarose e por isso os animais foram
considerados livres desta infec¢do. Ja na coleta realizada na Fazenda 2, algumas amostras
apresentaram um produto de 941 pb, o que indica que elas eram positivas para o WSSV
(Figura 6).

Como havia amostras positivas para o WSSV, foi comparado o uso das duas
metodologias de extracdo de DNA, no més de marco de 2008, para verificar qual a mais
eficiente no diagnéstico (Tabela 9). A utilizagdo do DNA genomico extraido segundo o
protocolo de Maciel (2002) modificado, ndo apresentou amostra alguma de hemolinfa
positiva para o WSSV e somente uma positiva com uso dos pledpodes, ao contrario do que
ocorreu com as amostras imobilizadas sobre o cartdo FTA. Neste caso, o diagnostico do
WSSV mostrou-se mais eficiente pelo uso da tecnologia FTA.

Como o WSSV foi detectado somente na Fazenda 2, ndo foi possivel realizar um teste
de estocagem com os cartdoes FTA, porque o periodo de andlise foi somente nos meses de
margo ¢ abril. Em margo foram detectadas seis amostras positivas para o WSSV e em abril
apenas duas amostras imobilizadas sobre o cartdo foram positivas para esta infec¢do viral

(dados ndo mostrados).
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Figura 6- Visualizagdo das bandas de 941 pb, através de gel de agarose,
correspondentes as amostras positivas para o WSSV. M- marcador de peso
molecular; H- Controle negativo; 1-10- amostras de hemolinfa armazenadas no
cartdo FTA provenientes da Fazenda 2; C1 e C2 - controles positivos da PCR

Tabela 9- Resultados obtidos a partir da comparagdo de dois métodos de extragdo de DNA utilizado no
diagnostico do WSSV, com uso de amostras de hemolinfa e pleépodes de camardes da espécie L. vannamei
provenientes da Fazenda 2

Comparacdo das Metodologias- PCR WSSV
Metodologia Amostra N° camardes avaliados Positivos

Protocolo Hemolinfa 10 0
Modificado (Maciel,2002)  congelada

Protocolo Pledpodes 10 1
Modificado (Maciel,2002)  congelados

Tecnologia FTA Hemolinfa sobre 10 6
o cartdo FTA
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4.4- Teste com pool de amostras de hemolinfa aplicadas em cada cartdo FTA

Nas coletas citadas anteriormente foi aplicada a hemolinfa de somente um camarao
por cartdo FTA e os resultados encontrados ja foram mostrados. Para tentar aumentar a
eficiéncia do método do cartdo foi realizada uma coleta em abril de 2008 em que foi aplicada
a hemolinfa de cinco camardes sobre cada cartdo FTA. Os animais foram procedentes do Lab
2. Com base nestas amostras aplicadas sobre os cartdes, foram realizadas PCRs para a

deteccdo da GAPDH, IHHNV ¢ WSSV.

4.4.1- PCR- Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GADPH)

Foi realizada uma PCR para a detecgdo do gene que codifica a GAPDH com as
amostras que foram aplicadas em pool de 5 animais sobre cada cartio FTA. Como havia
maior quantidade de hemolinfa sobre o cartdo, conseqiientemente, uma maior quantidade de
DNA foi imobilizada. Porém, dos 16 cartdes analisados, cada qual com um pool de hemolinfa
de 5 animais, somente metade das amostras amplificou o gene da GAPDH (dados nao

mostrados).

4.4.2- PCR- Virus da necrose hematopoiética e hipodermal infecciosa (IHHNV)

A partir das amostras de hemolinfa aplicadas em pool de 5 animais sobre cada cartdo
FTA foi realizada a PCR para o diagndéstico do IHHNV. De acordo com a analise das
amostras em gel de agarose, havia individuos infectados por este virus, pois foi visualizado

um produto de 512 pb nas amostras de hemolinfa aplicadas em 4 cartdes FTA (Figura 7).
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Figura 7- Visualizagdo das bandas de 512 pb, através de gel de agarose,
correspondentes as amostras positivas para o IHHNV. M- marcador de
peso molecular; H- Controle negativo; 1-16- amostras de hemolinfa
armazenadas em pool de 5 animais sobre cada cartdo FTA, provenientes
do Lab 2; C- controle positivo da reagdo de PCR

4.4.3- PCR- Virus da sindrome da mancha branca (WSSV)

Apos a realizagdo da PCR para detecgdo do WSSV a partir do pool de hemolinfa
aplicado sobre os cartdes FTA, foi visualizado um produto de 941 pb em 4 pools de animais
(dados ndo mostrados). Isso indica que dentre os animais coletados no laboratdrio em abril de

2008 havia camardes infectados pelo WSSV.

4.5- Comparacao dos locais de coleta em relacéo a presenca de IHHNV e WSSV

Apesar de o objetivo do trabalho ndo ter sido um monitoramento das areas estudadas,
a Tabela 10 apresenta quais os locais, dependendo do més da coleta, apresentaram animais
infectados ou ndo pelos virus analisados. Com base nessa tabela, ¢ possivel perceber que no
laboratorio foi detectado o IHHNV em ambas as coletas, porém s6 havia camardes infectados
pelo WSSV na coleta de abril de 2008. Em relagdo a Fazenda, na primeira coleta todos os
animais eram livres de ambas as infec¢des virais, mas na segunda coleta foram encontrados

camardes infectados tanto pelo IHHNV quanto pelo WSSV.



Tabela 10- Comparag@o entre os locais de coleta avaliados em relag@o ao diagnostico do IHHNV e WSSV

32

Local Més/ano da coleta [HHNV WSSV

Florianopolis (Lab) Nov/07 Presente Ausente
Araquari (Fazenda) Dez/07 Ausente Ausente
Araquari (Fazenda) Fev/08 Presente Presente
Floriandpolis (Lab) Abr/08 Presente Presente
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5. DISCUSSAO

Atualmente a carcinicultura representa um importante papel na economia global,
devido a geragdo de milhdes de empregos e ao volume de animais comercializados
(ANDERSON, 2004). Porém, apesar do grande desenvolvimento deste setor produtivo, as
doencas causadas por agentes infecciosos tém provocado graves perdas na carcinicultura
mundial (GESTEIRA, 2006; LIGHTNER e REDMAN, 1998).

Tendo em vista os agentes infecciosos que podem causar sérios prejuizos no cultivo de
camardes, ¢ fundamental que haja uma melhoria nas técnicas de manejo das fazendas de
cultivo ¢ que sejam realizados métodos rapidos e precisos na detec¢do de patdgenos
(MARTINS, 2006). Além dos métodos tradicionais empregados na detec¢do de enfermidades,
como histopatologia ou microscopia Optica, houve o desenvolvimento de métodos
moleculares que atualmente sdo amplamente utilizados em laboratérios para a deteccdo de
patogenos (OIE, 2003).

No presente trabalho, empregou-se a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para o
diagnostico da infecgdo pelo THHNV e WSSV em camardes Litopenaeus vannamei
cultivados.

Antes de ser realizada a PCR, ¢é necessario que seja realizada a extragdo de DNA das
amostras que serdo utilizadas no diagnoéstico. Neste trabalho, de acordo com a extracdo de
DNA dos pledpodes e hemolinfa dos espécimes de L. vannamei, a concentragdo de DNA
obtida dos pledpodes foi superior aquela obtida na extragdo da hemolinfa. Uma possivel
explicagdo para um menor rendimento na extragio de DNA da hemolinfa pode estar
relacionada ao método de coleta utilizado, uma vez que a hemolinfa ¢ diluida em
anticoagulante. Assim, a quantidade de células (hemocitos) obtida pode ter sido inferior ao
nimero de células presentes nos 3 pares de pledpodes coletados por animal. Além disso,

apesar de teoricamente a hemolinfa estar diluida na propor¢do 1:1 (v/v) em relagdo ao
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anticoagulante citrato de sodio, na pratica nem sempre era possivel coletar a mesma
quantidade de hemolinfa de cada camardo. Assim, algumas ficavam mais diluidas do que
outras e este fato também poderia explicar por que nem todas as amostras de DNA genomico
extraido das hemolinfas foram visualizadas em gel de agarose.

Os resultados da PCR para a amplificagdo do gene da GAPDH mostraram que foram
amplificadas mais amostras de DNA extraido da hemolinfa mantida congelada do que dos
pledpodes. Porém, comparando-se as amostras de hemolinfa supracitadas com aquelas
imobilizadas sobre o cartdo FTA, constatou-se que as amostras armazenadas sobre o cartdo,
considerando-se 0 més em que mais amostras do cartdo amplificaram, apresentaram uma
melhor eficiéncia na amplificacdo do gene que codifica a GAPDH. No entanto, era esperado
que todas as amostras amplificassem igualmente o gene da GAPDH, independente do tecido e
da metodologia de extracdo, ja que este gene é expresso em nivel constante em diferentes
células (INFANTE et al., 2008).

A sensibilidade da PCR ¢ diminuida se houver inibidores da reagdo na amostra (LIMA
et al., 2007). Os inibidores podem levar a resultados falso-negativos, ou seja, alguns
fragmentos ndo sdo amplificados devido a presenga de substancias que inibem a reagdo (OIE,
2003). Segundo Wilson (1997), determinados polissacarideos presentes em tecidos animais
foram identificados como substancias inibitérias da PCR. Com base no exposto acima, a
presenga de inibidores de PCR nas amostras de pledpodes pode ter ocasionado uma menor
eficiéncia na amplifica¢do do gene constitutivo de L. vannamei quando comparados as
amostras de hemolinfa.

Como sugerido por Milne et al. (2006), a distribuigdo da amostra de DNA sobre o
cartdo FTA ndo ¢é uniforme. Assim, ¢ provavel que nem todos os discos de 1,2mm destacados
de cada cartdo apresentassem a mesma quantidade de material genético disponivel. Desta

forma, poderia haver discos que continham pouca hemolinfa imobilizada e estas amostras
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com pouco acido nucléico ndo amplificaram. Outro fator que pode ter interferido na
amplificacdo das amostras sobre o cartdo ¢ o fato dos discos serem lavados com TE. Apesar
de haver uma etapa de secagem dos discos apds a lavagem com esse tampao, algum resquicio
de TE pode permanecer no cartdo ou na parede do tubo de reagdo. Uma vez que este reagente
apresenta EDTA, este quelante pode inibir a reacdo de PCR (KHOSRAVINIA ¢ RAMESHA,
2007). Assim, em alguns trabalhos desenvolvidos com o uso destes cartdes, estes foram
lavados com agua seguida de etanol para a remog¢do completa do tampao ou, como método
alternativo, incubados em 150ul de agua durante toda a noite para eliminar possiveis
inibidores (BORINSEKO et al.,, 2007, BORSTING e MORLING, 2006; SMITH e
BURGOYNE, 2004). Estas alternativas ndo foram avaliadas no presente estudo. Assim sendo,
ndo se pode descartar a possibilidade de que o cartdo FTA possa ter apresentado inibidores da
PCR que impediram uma melhor eficiéncia do método.

No que diz respeito a repetibilidade do método do cartio FTA na deteccao da
GAPDH, houve uma variagdo consideravel nos resultados positivos da reacdo de PCR, em
relacdo as amostras coletadas no Lab 1 e na Fazenda 1, sendo encontrados os coeficientes de
variagdo de 21,63% e 34,85%, respectivamente. Segundo Andrade e Ogliari (2007), para um
experimento ser considerado preciso ndo deve haver uma variacdo acima de 10% entre as
analises em questdo. Com isso, percebe-se que o método do cartdo FTA apresentou uma baixa
repetibilidade. As causas para esta variagdo podem ser atribuidas aos fatores citados
anteriormente, como a nao uniformidade da distribui¢do da hemolinfa sobre o cartdo ou a
presencga de inibidores de PCR. Para tentar eliminar os inibidores presentes no cartdo, apos a
lavagem com TE, poderia ser realizada uma ultima lavagem com 4gua ou etanol, para
remover completamente o tampao, eliminando assim o EDTA. Poderia ser usado também um
disco maior que 1,2mm, que conteria uma maior quantidade de DNA imobilizada no cartao.

Além disso, na realizagdo da PCR, foi utilizado um protocolo padronizado a partir de
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amostras de DNA ndo imobilizadas sobre cartdes FTA. Por isso, sugere-se que sejam
efetuadas modificagdes nas condicdes da reagdo de PCR visando obter um protocolo
otimizado e especifico para amostras que estejam armazenadas nesses cartdes.

Com relagdo ao diagndstico do THHNV, os resultados indicaram que o uso de
amostras de hemolinfa na realizagdo da PCR para deteccdo deste virus mostrou-se
ligeiramente mais eficiente do que a utilizagdo de amostras de pledpodes. Segundo Braz et al.
(2007), a analise de espécimes de L..vannamei para detec¢do do IHHNV revelou que a
hemolinfa é mais eficiente do que os pledpodes na pesquisa deste virus pelo método da PCR.
Assim, os resultados encontrados neste trabalho estdo de acordo com a literatura.

No que se refere a comparagdo do método de extracdo utilizado na detec¢ao do
IHHNYV, considerando-se o0 més em que mais amostras armazenadas no cartdo amplificaram,
foi observado o dobro de animais positivos para esta infeccdo viral a partir do método do
cartdo FTA, em relagdo ao protocolo de Maciel (2002) modificado.

Apesar deste virus ndo ser letal para os camardes da espécie L. vannamei, ele pode
ocasionar deformidades cuticulares no rostro ¢ antenas e redugdo do crescimento dos
individuos infectados, levando a uma redugdo nos valores de mercado dos camardes
acometidos por esta doenga (CASTILLE et al., 1993, KALAGAYAN et al., 1991). Métodos
de detecgdo precoce do virus sdo necessarios para o monitoramento dos cultivos, evitando
assim as perdas econdmicas causadas por essa infec¢do viral. Como os animais foram
coletados no laboratéorio e no campo, ndo se tratando de animais infectados
experimentalmente, ndo seria esperada a presenga do virus em todas as amostras,
encontrando-se individuos negativos para esta infeccdo viral. Portanto, ao contrario do gene
que codifica a GAPDH, uma eficiéncia menor que 100% ¢ aceitavel neste caso.

O teste de estocagem das amostras armazenadas sobre o cartdo FTA para a deteccao

do THHNV apresentou um alto coeficiente de variacao, 71,25%. Segundo Andrade e Ogliari
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(2007), um coeficiente de variacdo acima de 30% ¢ considerado muito alto. Assim, os valores
encontrados no presente trabalho entram nesta categoria, o que demonstra uma grande
variagdo entre o numero de amostras amplificadas a cada més e isto leva a uma baixa
repetibilidade do método. Segundo a OIE (2003), é muito importante que o método de
diagnéstico utilizado na deteccdo de patdgenos apresente uma alta repetibilidade e ¢
recomendado que se uma excessiva variagdo for encontrada deve-se tentar corrigi-la para que
se prossiga o diagnostico. Portanto, ¢ necessario que se fagam algumas modificacdes no
protocolo do cartao FTA ou que a reagdo de PCR seja padronizada novamente, para que se
obtenha uma maior precisdo no diagnostico.

Outro importante virus que afeta as fazendas de cultivo de camardo é o virus da
sindrome da mancha branca (WSSV). Este patogeno é reconhecido como o maior responsavel
por perdas econdmicas para os carcinicultores, pois a taxa de mortalidade nos camardes
infectados pelo WSSV pode chegar proxima de 100% dentro de 3 a 10 dias do aparecimento
dos primeiros sintomas da doenca (LIGHTNER, 1996; VASEEHARAN; JAYAKUMAR;
RAMASAMY, 2003). O WSSV se espalhou para muitas fazendas de camardo ao redor do
mundo e provocou grandes prejuizos financeiros, com uma perda de mais de 7 bilhdes de
dolares americanos (ESCOBEDO-BONILLA et al. 2008). Portanto, ¢ necessario que métodos
diagnésticos rapidos e com alta sensibilidade sejam utilizados na detec¢ao deste patdgeno
viral, para tentar minimizar ou controlar os efeitos negativos provocados pelo WSSV sobre a
carcinicultura.

O método da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido utilizado em muitos
laboratoérios para a deteccdo de patdogenos virais por apresentar uma alta sensibilidade e
permitir que sejam diagnosticados os animais enfermos mesmo quando estes ndo apresentam
sintomas de doenca (OIE, 2003). No presente trabalho, através da técnica de PCR, constatou-

se que tanto os animais coletados no Lab 1 quanto os provenientes da Fazenda 1 foram
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negativos para esta infeccao viral. De acordo com a visualizacao em gel de agarose, nenhuma
banda de 941 pb, correspondente a amplificagdo de um fragmento especifico do WSSV, foi
identificada nos camardes procedentes destas duas coletas. Porém, na 2 coleta realizada na
mesma fazenda, foi possivel diagnosticar camardes positivos para esta infec¢ao viral.

De acordo com o tipo de amostra utilizada na PCR, pledpodes ou hemolinfa mantidos
congelados provenientes desta ultima coleta, nenhuma amostra de hemolinfa apresentou
banda no gel de agarose ¢ apenas uma amostra obtida da extragdo de DNA de pledpodes
mostrou-se positiva para esta infec¢do viral. Este resultado difere daqueles encontrados na
detec¢do do gene que codifica a GAPDH e da seqiiéncia genomica do IHHNV, em que a
extragdo de DNA a partir de amostras de hemolinfa mostrou-se mais eficiente. Segundo
Lightner e Tang-Nelson (2001), os resultados de quantificacdo de particulas virais mostraram
que a hemolinfa contém os niveis mais elevados do WSSV, quando comparada a outros
tecidos do camarao. No presente trabalho foi observado o oposto do encontrado na literatura,
o que pode ter ocorrido devido a menor concentragdo de DNA extraido da hemolinfa dos
camardes, os quais podiam apresentar ainda uma carga viral baixa que n3o foi detectada
através da técnica de PCR, uma vez que os animais podem apresentar diferentes graus de
infecgdo viral (ESCOBEDO-BONILLA et al. 2008).

J& as amostras de hemolinfa imobilizadas sobre o cartdo FTA, procedentes da Fazenda
2, apresentaram camardes positivos para o WSSV, pois foi visualizada uma banda de 941 bp
no gel de agarose, correspondente a um fragmento especifico do genoma do virus. Isto indica
que para a deteccdo deste patdgeno, a tecnologia FTA mostrou-se mais eficiente do que a
extragdo de DNA segundo o protocolo modificado de Maciel (2002). Este ¢ um dado
importante, porque a extracdo de DNA a partir das amostras armazenadas no cartdo FTA ¢
consideravelmente mais rapida do que a extragdo com o uso do protocolo citado

anteriormente e o fornecimento de um diagnoéstico rapido, antes que surjam os primeiros
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sintomas nos individuos infectados, ¢ crucial para evitar o surto da doenga (GESTEIRA,
2006; VASEEHARAN; JAYAKUMAR; RAMASAMY, 2003).

Porém, algumas modificagdes precisam ser realizadas no protocolo do cartdo FTA,
pois nos dois meses (marco e abril de 2008) em que foram feitos os testes para detecgdo do
WSSV houve uma diferenga no numero de amostras positivas encontradas em cada um deles.

Em relacdo ao teste realizado em abril de 2008, com as amostras de hemolinfa
coletadas em pool de 5 animais e aplicadas sobre o cartdo FTA, a amplificagdo do gene que
codifica a GAPDH nao alcangou 100% de eficiéncia, da mesma forma que ocorreu quando
somente a hemolinfa de um animal era aplicada sobre o cartdo. Isso demonstra que mesmo
com uma maior quantidade de amostra disponivel para PCR, esta ndo atingiu o rendimento
esperado. Este ¢ mais um motivo para que novos testes sejam realizados, fazendo-se
modificagdes nos ciclos e/ou reagentes utilizados nesta PCR, para que se alcance uma
otimizagao dos resultados.

Ja em relagdo ao diagndstico do IHHNV e WSSV, a partir das amostras coletadas em
pool, ambos os virus foram detectados apos a realizagdo das PCRs, o que indica que este
método ¢ aplicavel para o uso na detec¢do de enfermidades virais em peneideos.

No que se refere ao diagnostico realizado na fazenda, foi constatado que na Fazenda 1
nenhum animal estava infectado pelo IHHNV e/ou WSSV. Porém, na coleta da Fazenda 2,
havia camardes infectados por estes virus. Cabe salientar que os camardes dessa coleta tinham
em torno de 58 dias, segundo o proprietario, assim ndo eram do mesmo povoamento que 0s
animais da Fazenda 1. Com relagdo a coleta na Fazenda 1, os espécimes de L.vannamei
estavam aparentemente sadios e ndo apresentavam sinal clinico de infec¢do por IHHNV ou
WSSV. Ja os camardes coletados em fevereiro (Fazenda 2) estavam letargicos e alguns que
foram despescados ja se encontravam mortos. Além disso, segundo o proprietario da fazenda,

os camardes comegaram a ficar enfermos apds uma oscilacdo na temperatura da dgua em que
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0s animais se encontravam, ocorrendo uma queda de 29°C para 25° C. Foi constatado que a
temperatura apresenta efeitos consideraveis na patogenicidade de WSSV em L. vannamei
infectados. Um aumento da temperatura de 26° C para 33° C inibiu completamente a
mortalidade de animais infectados (VIDAL et al., 2001). Contudo, ainda nio esta esclarecido
se o efeito da temperatura ¢ devido a uma melhora na resposta imune dos camardes infectados
ou se ¢ devido a um efeito direto sobre o virus (REYES et al., 2006). Além disso, em um
estudo realizado por Montgomery-Brock et al. (2007), foi observado que a taxa de replicagdo
viral do IHHNV cresceu rapidamente em camardes expostos a temperatura da agua entre 25-
27°C, sendo claramente reduzida quando a temperatura da agua estava em torno de 32°C.
Com isso, ¢ possivel que a diminui¢cdo na temperatura da d4gua em que estavam expostos 0s
camaroes tenha desencadeado o surgimento destas enfermidades.

Ja em relagdo aos camardes procedentes do laboratério, foram diagnosticados animais
positivos para o WSSV e IHHNV apenas na coleta realizada em abril de 2008. Na coleta
realizada em novembro os camardes eram reprodutores, e estes ficam num setor diferente
daqueles coletados em abril, que estavam no cultivo em floco. Entretanto, ndo ha informagdes
adicionais que possam indicar o porqué de haver individuos infectados somente na 2* coleta
realizada neste laboratdrio

Com base nos testes utilizados para a deteccdo de patdgenos virais nos espécimes de
L. vannamei, a tecnologia FTA mostrou-se pratica e rapida para a realizagdo de diagnostico de
enfermidades virais em camardes. Entretanto, a sua precisdo necessita ainda ser melhorada
através da realizagdo de novos experimentos com os cartdes, alterando-se as condi¢des do
protocolo do fabricante e/ou padronizando as reagcdes de PCR, para que este método possa ser

empregado com total confianga na deteccao de camardes acometidos por enfermidades virais.
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6. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, constatou-se que a extragdo de DNA a partir de hemolinfa
apresentou uma menor concentragdo de acido nucléico quando comparada aos pledpodes
(com o uso do protocolo de Maciel, 2002, modificado). Portanto, sugere-se que seja testado
outro protocolo para a extracdo da hemolinfa ou que se utilize um Kit comercial de extragdo
para que o rendimento seja maior.

Amostras de hemolinfa imobilizada em cartdes foram analisadas através de PCR, com
o0 objetivo de utilizar este método para o armazenamento de amostras destinadas ao
diagnostico de virus em camardes de cultivo. No presente trabalho, as amostras imobilizadas
nos cartdes apresentaram uma maior eficiéncia na amplificagdo de um gene constitutivo
(GAPDH), quando comparadas as amostras extraidas de acordo com o protocolo de Maciel
(2002) modificado. Entretanto, ndo ocorreu amplificagdo da GAPDH em 100% das amostras.
Além disso, durante a avaliagdo mensal das amostras, ndo houve homogeneidade no resultado
das PCRs.

Uma explicacdo para esta baixa repetibilidade seria o fato da hemolinfa ndo se
distribuir de forma homogénea sobre o cartdo FTA. Assim, novos testes devem ser realizados
utilizando-se amostras em duplicata ou entdo se destacando um disco maior do que 1,2mm
por cartdo. Pode-se também avaliar a aplicagdo da hemolinfa diretamente sobre o cartdo, sem
sua dilui¢do em anticoagulante, para constatar se a eficiéncia do método sera maior. Além
disso, deve-se fazer novos experimentos com os cartdes, como efetuar lavagens com agua
e/ou etanol antes da etapa de secagem, para remover completamente possiveis inibidores de
PCR.

Segundo estudo de Del Rio et al. (1996), os discos que ja foram utilizados em uma

PCR podem ser reutilizados, mesmo se forem utilizados iniciadores diferentes na préxima
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reacdo, pois 0 DNA gendmico permanece imobilizado no disco enquanto os reagentes da PCR
ficam em solugdo. Assim, poder-se-ia realizar um teste em que o mesmo disco fosse utilizado
nas PCRs para detec¢ao da GAPDH, IHHNV e WSSV, o que tornaria o diagndstico ainda
mais rapido.

Uma outra forma de aumentar a eficiéncia das PCRs utilizando amostras imobilizadas
no cartdo seria modificar as condi¢des da reacdo, padronizando-as para este tipo de amostra.
Assim, serdo realizadas curvas de concentragdo de iniciadores e de cloreto de magnésio, para
determinar as concentragdes ideais destes reagentes na reacao.

As PCRs para a deteccdo de IHHNV e WSSV serdo realizadas novamente com as
amostras coletadas em pool, para constatar se serdo amplificadas as mesmas amostras ou se a
precisdo do método nao sera satisfatoria.

Com relacdo ao teste de estocagem do cartdo FTA, novos experimentos devem ser
efetuados, apoés serem feitas as modificagdes citadas anteriormente, para avaliar melhor a
estabilidade das amostras armazenadas nos cartdes.

O método do cartao FTA mostrou-se rapido e pratico para utilizagdo no diagnostico de
enfermidades virais em espécimes de L. vannamei. Com as modifica¢des sugeridas em
relacdo ao protocolo do fabricante do cartdo e também nas condi¢des das PCRs, ¢ esperado
que a precisao do método seja aumentada. Assim, serd possivel empregar esta tecnologia de

extragdo com plena confianga na deteccdo de patdgenos virais em camaroes.
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APENDICE A: Resultado detalhado de todas as PCRs realizadas a partir de amostras de hemolinfa e pledpodes
mantidas congeladas e amostras de hemolinfa aplicadas diretamente sobre o cartdo FTA, de camardes da espécie

L. vannamei, procedentes do Lab 1

Més/Ano PCR Local Amostras Sequéncia génica
amplificada
Dez/07 GAPDH Lab 1 Cartoes e Hemolinfas  Cartoes: 1,3,4,5,6,7 €
Congeladas 10.
Hemolinfas: 7
Dez/07 IHHNV Lab 1 Cartdes e Hemolinfas  Cartoes: 5, 6 ¢ 7.
Congeladas Hemolinfas: 6 e 7
Dez/07 WSSV Lab 1 Cartoes e Hemolinfas Nenhuma
Congeladas amplificagdo
Jan/08 GAPDH Lab 1 Cartoes Cartoes: 6 ¢ 7
Jan/08 IHHNV Lab 1 Cartoes Cartdes: 5,6 ¢ 7
Jan/08 WSSV Lab 1 Cartoes Nenhuma
amplificagdo
Fev/08 GAPDH Lab 1 Cartoes Cartdes: 1 ao 10
Fev/08 IHHNV Lab 1 Cartoes Cartoes: 3 a0 9
Mar/08 GAPDH Lab 1 Cartoes Cartoes: 3,4,5,6,7,8 ¢
10
Mar/08 IHHNV Lab 1 Cartoes Cartoes: 6 ¢ 7
Abr/08 GAPDH Lab 1 Cartoes Cartdo: 7
Abr/08 IHHNV Lab 1 Cartoes Cartdo: 6
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APENDICE B: Resultado detalhado de todas as PCRs realizadas a partir de amostras de hemolinfa e pledpodes
mantidas congeladas e amostras de hemolinfa aplicadas diretamente sobre o cartdo FTA, de camardes da espécie
L. vannamei, procedentes da Fazenda 1

Més/Ano PCR Local Amostras Sequéncia génica
amplificada
Dez/07 GAPDH Fazenda 1 Cartoes, Cartoes: 1,2,4 ¢ 5.
hemolinfas e Hemolinfas 3, 4, 6, 7, 8,
pledpodes 9 ¢ 10. Pledpodes 9 e
congelados 10.
Dez/07 IHHNV Fazenda 1 Cartoes, Nenhuma amplificagao.
hemolinfas e
pledpodes
congelados
Dez/07 WSSV Fazenda 1 Cartdes, Nenhuma amplificagao.
hemolinfas e
pledpodes
congelados
Jan/08 GAPDH Fazenda 1 Cartoes Cartoes: 1,3,4,5,6,7,8,9
e 10.
Jan/08 IHHNV Fazenda 1 Cartdes Nenhuma amplificagao.
Jan/08 WSSV Fazenda 1 Cartoes Nenhuma amplificagao.
Fev/08 GAPDH Fazenda 1 Cartoes Cartoes: 1,2,3,4,6,7,8,9
e 10.
Mar/08 GAPDH Fazenda 1 Cartoes Cartoes: 1,4,7,8,9 ¢ 10.
Abr/08 GAPDH Fazenda 1 Cartoes Cartoes: 1,2,7,8 ¢ 9.




52

APENDICE C: Resultado detalhado de todas as PCRs realizadas a partir de amostras de hemolinfa e pledpodes
mantidas congeladas e amostras de hemolinfa aplicadas diretamente sobre o cartdo FTA, de camardes da espécie

L. vannamei, procedentes da Fazenda 2

Més/Ano PCR Local Amostras Seqiiéncia génica
amplificada

Mar/08 GAPDH Fazenda 2 Hemolinfas e Hemolinfas: 3,4,5,6,7,8 ¢
pledpodes 10.
congelados Pledpodes: 1,2,3,4,6 ¢ 7.

Mar/08 GAPDH Fazenda 2 Cartoes Cartoes: 1,2,3 e 4.

Mar/08 IHHNV Fazenda 2 Cartoes Cartoes: 7,9 e 10.

Mar/08 IHHNV Fazenda 2 Hemolinfas e Hemolinfas: 3,5,6,7 € 9.
pledpodes Pledpodes: 8 e 9.
congelados

Mar/08 WSSV Fazenda 2 Cartoes Cartoes: 2,3,7,8,9 ¢ 10

Mar/08 WSSV Fazenda 2 Hemolinfas e Hemolinfas: Sem
pledpodes amplificacdo.
congelados Pleopodes: 4

Abr/08 GAPDH Fazenda 2 Cartdes Cartoes: 7 ¢ 9.

Abr/08 IHHNV Fazenda 2 Cartoes Cartoes: 1,4,6,7,8,9 ¢ 10.

Abr/08 WSSV Fazenda 2 Cartoes Cartoes: 7 ¢ 10.

APENDICE D: Resultado detalhado de todas as PCRs realizadas a partir de amostras de hemolinfa e pledpodes
mantidas congeladas e amostras de hemolinfa aplicadas diretamente sobre o cartdo FTA, de camardes da espécie L.
vannamei, procedentes do Lab 2

Més/Ano PCR Local Amostras Seqiiéncia génica
amplificada

Abr/08 GAPDH Lab 2 Cartoes Cartdes: 2,5,8,9,12,13,14
e 16.

Abr/08 IHHNV Lab 2 Cartdes Cartdes: 5,6,11 e 13.

Abr/08 WSSV Lab 2 Cartoes Cartoes: 1,5,6 e 11.




