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RESUMO

A carcinicultura € o segmento da aquicultura que mais cresce no mundo. Porém, o maior problema
enfrentado pela industria € a ocorréncia de enfermidades que assolam os cultivos. Em Santa
Catarina, a producdo de camardes cultivados era crescente até os ultimos anos, quando o Estado
passou a ser afetado por perdas drasticas na producdo causadas pelo virus da Sindrome da Mancha
Branca (White Spot Syndrome Virus — WSSV). Assim sendo, foi estabelecido um conjunto de
medidas de controle da enfermidade envolvendo pesquisas em diferentes areas. O presente estudo
foi desenvolvido dentro desta perspectiva, visando estimar a prevaléncia do virus em exemplares da
espécie endémica de caranguejo (Chasmagnathus granulata) do ambiente natural e do viveiro de
cultivo de uma fazenda, onde foram investigados também camardes cultivados (Litopenaeus
vannamei). Paralelamente foi realizada a padronizagao do diagndstico do WSSV através da Reagéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) de dois passos (nested) utilizando-se os iniciadores recomendados
pela OIE e anteriormente descritos na literatura. Foi estimada uma prevaléncia no minimo de 5% e no
maximo de 23% para os caranguejos coletados no ambiente. Na fazenda, no Tempo1 de coleta, os
caranguejos apresentaram prevaléncia em torno de 97% e os camardes em torno de 90%. No
Tempo2 nao foi detectada a presenca do WSSV nos caranguejos e nos camardes foi detectada uma
prevaléncia do virus em torno de 27%. Neste estudo, a utilizagdo da PCR como ferramenta de
diagndstico e deteccdo de estagios virais latentes mostrou-se uma arma eficiente no monitoramento
desta enfermidade presente nos cultivos.



ABSTRACT

The carciniculture is the branch of aquaculture that have been growing more in the world. However,
the main problem the industry has faced is the occurrence of diseases which have been devastating
the cultivations. In Santa Catarina state, the production of cultivated shrimps was crescent until the
last years, when the state started to be affected by great losses in productivity due the white spot
syndrome virus (WSSV). Since then, it was established a set of measures for the disease control,
including studies in different areas. This work was developed according to this perspective, trying to
estimate the prevalence of the virus in samples of the endemic species of a crab (Chasmagnathus
granulata) from the natural environment and the cultivation ponds of a farm, where the cultivated
shrimp (Litopenaeus vannamei) was, too, investigated. At the same time, it was carried out the
standardization of the WSSV diagnostic through the Polimerase Chain Reaction (PCR) of two steps
(nested), using the primers recommended by OIE and previously described in the literature. It was
estimated a prevalence of 23% to the crabs collected in the environment. In the farm, during the first
collection, the crabs showed a prevalence of 97%, and the shrimps 90%. In the second collection, it
was not detected the WSSV presence in crabs, but in the shrimps it showed a prevalence around
27%. The use of PCR as a tool to the diagnostic and detection of latent viral stages has demonstrated
to be an efficient weapon for monitoring the viral diseases in the cultivations.



INTRODUGAO

O cultivo de camardo marinho, ou carcinicultura, € o segmento da aquicultura mundial que
mais cresceu nas ultimas trés décadas nos paises sub-tropicais e tropicais em desenvolvimento. Em
2002, a produgao mundial do setor foi de 1.319.128 ton. em 2.049.426 hectares de viveiros (ABCC,
2003). Em 2004, segundo dados da Food and Agriculture Organization (FAQO), a produgdo mundial de
camardes foi de 5.668.862 toneladas (FAO, 2006). Na produg¢do mundial, destacam-se os paises
asiaticos, como China, Tailandia, Vietna, india, Indonésia, Bangladesh, Taiwan, Filipinas, Malasia e
Sri-Lanka. A espécie mais cultivada no continente asiatico é a espécie exdtica Litopenaeus vannamei
introduzida no continente com grande sucesso, devido ao fato de ser esta uma espécie mais
detritivora (com menor exigéncia de conteudo protéico na formulagado de ragdes, tornando o cultivo
mais econdmico), seguida pelas espécies locais, Penaeus monodon e Penaeus japonicus.

Na carcinicultura do Hemisfério Ocidental, destacam-se o Equador, o Brasil e o México em
termos de produtividade (FAO, 2006). O Equador liderou a produgédo até 1998, quando chegou a
produzir 130.000 toneladas. No entanto, a partir de 1999 a atividade naquele pais foi arrasada pela
disseminagao do virus da Sindrome da Mancha Branca que dizimou os camardes, tendo a producao
atingido apenas 37.000 toneladas no ano 2000.

Antes do Equador, os paises asiaticos também foram atingidos por essa enfermidade, mas o
grande investimento em pesquisas e a utilizagdo de praticas de manejo e biosseguranca adequadas,
permitiram a recuperagdo da produgao no continente mais rapidamente e com prejuizos menores
(Flegel, 2007).

Embora a exploragao comercial da carcinicultura marinha no Brasil tenha comegado no inicio
da década de 80 com a introdugao de P. japonicus no Nordeste, somente a partir da segunda metade
dos anos 90 houve dominio da tecnologia que passou a permitir o aproveitamento de parte do imenso
potencial que o pais apresenta. Devida a excelente adaptagdo ao cativeiro, o cultivo da espécie
Litopenaeus vannamei foi implantado, alcangando excelentes indices zootécnicos. Essa espécie é
oriunda da costa leste do Pacifico desde o extremo norte do Golfo da Califérnia até Tumbes, Peru. E
bentbnico sobre a plataforma continental a profundidades que variam entre 5 a 72 metros (Pérez
Farfante & Kensley, 1997).

A partir do ano 2003, o crescimento da atividade no Brasil foi tdo grande, que chamou a
atengao da concorréncia mundial, e muitos especialistas apontaram este pais como provavel detentor
da futura hegemonia no setor. Em Santa Catarina, a produgdo comercial teve inicio a partir de 1998 e
até 2004 aumentou com uma taxa média anual de crescimento superior a 50%. Das 76.000 toneladas
de L.vannamei produzidas em 2004 no Brasil, um total de 4.189 toneladas foram produzidas em
Santa Catarina (Diario Catarinense, abril de 2005). Em 2004, o Estado contava com mais de 1500
hectares de viveiros distribuidos em 108 fazendas (Gelinski, 2005).

Atualmente, uma grande ameaga ao desenvolvimento da carcinicultura esta representada
pelas doencas, responsaveis pelos maiores prejuizos registrados no setor. As enfermidades virais

provocam as maiores perdas (Paez-Osuna, 2001) e, atualmente, duas sdo destaque no Brasil: a
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Necrose Muscular Infecciosa que vem assolando os cultivos do Nordeste, e a Sindrome da Mancha
Branca, presente na carcinicultura catarinense.

A Sindrome da Mancha Branca foi pela primeira vez registrada em cultivos de Penaeus
Japonicus no Japao em 1993 (Nakano et al, 1994). O agente etiolégico desta enfermidade € um virus
(White Spot Syndrome Virus, WSSV), o qual é o agente patogénico que mais trouxe efeitos negativos
aos cultivos de camarao ao redor do mundo, tendo afetado mais de 20 paises. Os registros de seus
primeiros estragos datam de 1993 em cultivos na China e no Japao. Em 1995, o WSSV foi detectado
em uma fazenda do Texas, EUA, onde segundo Lightner (1998) foi introduzido no pais através da
importagdo de camardes congelados da Asia. A partir de 1999, sua presenca foi relatada na
Nicaragua, Guatemala, Honduras, Panama, Equador, Coldmbia e Peru (Chamberlain, 1999).

Ap6s os surtos ocorridos na Asia e nos EUA na década de 90, o WSSV vem sendo
intensamente estudado por diferentes grupos de diversos paises. E um virus encontrado tanto em
fazendas de camarao, como no ambiente natural. Afeta diferentes espécies de camardes peneideos
cultivados e caracteriza-se por altas e rapidas mortalidades nas populagdes infectadas. Na espécie
L.vannamei a taxa de mortalidade alcanga niveis de 90 a 100% dentro de 3 a 7 dias apds a infeccao
(ZHAN et al. 1998). E extremamente virulento e pode atacar uma ampla variedade de tecidos de
origem ecodérmica e mesodérmica (Lo et al, 1997). Os sinais clinicos mais comuns sdo pontos
brancos circulares na carapaga, muitas vezes acompanhados de uma coloragdo avermelhada no
corpo do animal. A progressao da doencga é caracterizada pela falta de alimentagdo dos animais que
param de comer (0 que caracteriza o intestino vazio) seguida pela aparicdo de animais moribundos
nadando na superficie das beiradas dos viveiros. Entretanto, os pontos brancos na cuticula, cuja
presenca caracteriza a denominagao da enfermidade nao constituem um sinal clinico exclusivo dessa
sindrome, podendo ser causados por uma outra enfermidade de origem bacteriana ou até mesmo por
condigbes ambientais, como alta alcalinidade da agua (Wang, 2002).

O WSSV foi inicialmente classificado como um baculovirus, pertencente a familia
Baculoviridae, porém, apos estudos mais detalhados foi reclassificado taxonémicamente em uma
nova familia, especialmente criada para tal, a familia Nimaviridae, com um novo género Whispovirus
(Mayo, 2002; ICTVdB, 2006). O WSSV apresenta um envelope trilaminar de morfologia oliveo-
baciliforme com dimensbdes entre 250-380 nm de comprimento e 80-120 nm de largura. Uma outra
caracteristica morfolégica é a presenca de uma extensao em forma de filamento na extremidade viral
(Durand et al, 2007). O genoma do WSSV consiste em uma molécula de DNA dupla fita, cuja
sequéncia completa foi obtida a partir de diferentes cepas isoladas em distintas regides geograficas.
O tamanho do genoma completo foi reportado para uma cepa isolada da China como sendo
constituido de 305107 pares de base (pb) (GenBank n° de acesso AF332093); para uma cepa isolada
da Tailandia de 292967 pb (GenBank n° de acesso AF369029) e para uma cepa isolada de outra
localidade da China de 307287 pb (GenBank n°® de acesso AF440570). Segundo Chen et al (2002),
as sequéncias destas trés cepas isoladas sao quase idénticas. As diferengas no tamanho sao devido
a varias pequenas inser¢des e uma grande delecdo (aproximadamente 12 kb). Marks (2005)
caracterizou uma cepa isolada da Tailandia em 1996 com o maior genoma identificado até entado

(aproximadamente 312 kb) e sugeriu que esta poderia ser uma cepa ancestral as outras isoladas
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posteriormente, as quais diminuiram o tamanho do genoma como uma vantagem para sua replicagao.
Chang et al (2001) sugeriram que virus similares ao WSSV foram reportados infectando células
mesodérmicas como hemacitos, células conectivas e hematopoiéticas de espécies de brachyuras da
Europa e América do Norte e especularam a possibilidade destes virus estarem conectados com a
origem e disseminagdo do WSSV. Esses virus foram reportados muito antes do aparecimento do
WSSV e tém morfologia similar a dele.

Andlises de sequenciamento mostraram que todas as cepas de WSSV contém um genoma
circular de dupla fita de DNA em torno de 300 kb onde foram identificadas 531 possiveis janelas de
leitura de transcrigdo génica (Open Reading Frames — ORFs), das quais 181 ORFs provavelmente
codificam proteinas funcionais. Dentre estas, 48 ORFs foram identificadas como apresentando 20 a
60% de homologia com proteinas conhecidas de outros virus ou organismos. O restante das ORFs
codificam proteinas sem homologia com outras ja conhecidas. A estratégia de infecgao do WSSV é
ainda totalmente desconhecida e diferente de outros virus, necessitando ser investigada ab initio.

Huang (2002) realizou a analise proteémica de 24 proteinas virais (Viral Protein-VP) e Tsai et
al (2004) realizaram andlise gendbmica e protedmica de 39 proteinas estruturais do WSSV.
Atualmente, muitos estudos tém sido direcionados a caracterizagcdo e analise funcional de proteinas
do envelope viral, que estariam diretamente relacionadas as estratégias de infecgao (Mariélle, 2001;
Li, 2006). Segundo van Hulten et al (2000), as cinco proteinas virais maiores foram nomeadas VP28,
VP26, VP24, VP19 e VP15. As proteinas VP28 e VP19 foram identificadas como proteinas estruturais
pertencentes ao envelope viral. Yoganandhan et al (2006) relataram a inibigao da transcricao do gene
da VP28 na resisténcia do camarao de agua doce Macrobrachium rosenbergii ao WSSV. Li et al
(2005) sugeriram que a VP31 exerce uma importante fungéo na biologia do virus, atuando na fusdo
virus-célula e célula-célula por possuir na sequéncia do gene que a codifica um motivo RGD
(Arginine-Glycine-Aspartate) associando a este tripeptidio de reconhecimento um papel na interagao
entre a VP31 e as células do hospedeiro. A VP31 ja havia sido reportada anteriormente no estudo de
Tsai et al (2004), mas sem estudos sobre sua localizagdo ou fungdo. A presenga de um motivo RGD
tem sido amplamente associada a um papel de mediador na interagcdo virus-hospedeiro. Essa
proteina do envelope viral também possui uma treonina na quarta posi¢do do motivo RGD, o que é
considerado critico na interagdo com as integrinas. A VP31 pode ser uma proteina de fusdo que
contém um dominio envolvido na ligagdo com outra proteina do envelope para o ancoramento na
membrana. Estes autores sugerem ainda que a VP31 talvez seja uma proteina chave na invasao
celular pelo virus e pode ser uma boa candidata para pesquisas e estudos com receptores na
superficie da célula do camardo. Anticorpos contra proteinas do envelope viral tém sido usados em
testes de neutralizagao com sucesso (Mariélle, 2001; Li, 2005).

Uma dificuldade que os pesquisadores tém encontrado consiste no pouco conhecimento a
cerca dos mecanismos de resposta dos camardes e outros artropodes as infecgdes virais (Flegel,
2007). Os crustaceos, assim como outros invertebrados, possuem apenas um sistema imune inato ou
natural, diferentemente dos vertebrados, que possuem além deste, um sistema adaptativo ou
adquirido, filogeneticamente mais novo e altamente complexo e eficiente, caracterizado pela presencga

de inumeros receptores, anticorpos especificos e células de memoria. Esse sistema adaptativo ocorre
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exclusivamente nos vertebrados e sua auséncia nos invertebrados inviabiliza qualquer tentativa de
desenvolvimento de vacinas, diminuindo substancialmente a possibilidade de prevencéo e controle de
doencas nestes animais (Bachere, 2000; Marques & Barracco, 2000). Por essa razao, acreditava-se
até pouco tempo, que os crustaceos nado teriam nenhum tipo de resposta imune as infecgdes virais.
Flegel (2007), porém, relatou que experimentos laboratoriais e observa¢cdes de campo na ultima
década indicam que os camardes podem expressar uma resposta especifica e adaptativa aos
patdgenos virais, a qual ndo pode ser explicada pelo atual conhecimento sobre suas respostas de
defesa humoral e celular. Robalino (2005) reportou a indugédo de protecao antiviral em Litopenaeus
vannamei tratados com RNA dupla fita que aumentou a resisténcia em animais desafiados com
WSSV e sugeriu, conseqiientemente , o envolvimento do RNA de interferéncia nos mecanismos de
resposta antiviral em camardes. Xu (2007) conseguiu neutralizar experimentalmente a infecgao pelo
WSSV em Penaeus japonicus, através do silenciamento do gene da VP28 por uma curta sequiéncia
especifica do RNA de interferéncia. Nos ultimos anos, muitas pesquisas tém sido realizadas na busca
por moléculas envolvidas na defesa dos camardes as infec¢des virais. Recentemente alguns genes
envolvidos na resposta imune de camardes peneideos tém sido clonados e caracterizados (Luo et al,
2003; He et al, 2005).

Como conseqliéncia de um enorme esforgo técnico-cientifico e econémico do setor produtivo,
os impactos do WSSV vém sendo minimizados gradativamente ao redor do mundo. No Equador, de
1999 até hoje, o indice de infecgdo vem sendo reduzido consideravelmente, mostrando recuperagdes
cada vez maiores em termos de produtividade. O setor camaroneiro equatoriano concentrou seus
esforgos no apoio voltado para pesquisas, entre elas aquelas sobre 0 melhoramento genético para a
obtencao de reprodutores que permitam gerar larvas resistentes. Estes trabalhos foram realizados de
duas maneiras: a primeira, mediante a selecdo de reprodutores livres do WSSV, mantidos em areas
limpas, e a segunda, mediante a recuperagdo de animais sobreviventes, para serem levados até a
idade de reproducdo com o mesmo objetivo. Aparentemente, a segunda alternativa tem sido a que
melhores resultados tém produzido. Varios grupos de produtores debrugaram-se sobre programas
complexos de melhoramento genético com selegdo fenotipica, mediante o isolamento de duas
caracteristicas: sobrevivéncia e crescimento. Em varias fazendas foram selecionados camardes
machos e fémeas com caracteristicas similares, e realizados esforgos para manter o isolamento dos
reprodutores (por grupos fenotipicos), marcados apropriadamente e alocados em diferentes estagdes
de reprodugdo. Os produtos (larvas) foram enviados a varias fazendas, com caracteristicas
ambientais distintas, para observar seu desenvolvimento para que a partir desses resultados fossem
sendo definidas novas linhas de reprodutores.

O primeiro foco do WSSV no Brasil foi registrado na regido do Complexo Lagunar de Santa
Catarina, composto principalmente pelas Lagoas: do Mirim, de Imarui, de Santo Antbnio, de Santa
Marta, do Camacho, entre as maiores. No inicio do primeiro cultivo da safra 2004/2005, iniciaram-se
mortalidades massivas de camardes nos viveiros de 19 fazendas de camarao da regido da Pescaria
Brava (Laguna) e também Imarui. Os sintomas da doenga comegaram a surgir em novembro de 2004
e a enfermidade foi diagnosticada em 11 de janeiro de 2005, quando foram recebidos os resultados

das analises das amostras enviadas para diagndstico na Universidade do Arizona, onde se encontra
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um dos laboratérios de referéncia da Organizacdo Internacional de Epizootias (OIE) na area de
patologia de crustaceos. A presenca do virus foi confirmada também por andlises realizadas na
Universidade Federal de Santa Catarina, no Laboratério de Biomarcadores de Contaminagao
Aquatica e Imunoquimica, que confirmou o diagndstico positivo em 19 de janeiro de 2005. As
fazendas contaminadas foram interditadas e cloradas imediatamente e o repovoamento suspenso até
setembro de 2005, promovendo assim o vazio sanitario. A regido do foco, abrangendo vinte
empreendimentos, foi isolada e a enfermidade foi notificada a OIE.

A OIE é uma organizacgao intergovernamental criada pelo Convénio Internacional de 25 de
janeiro de 1924, firmado por 28 paises. Em 2002, a OIE contava com 164 paises membros. Essa
entidade possui uma base mundial de dados sobre sanidade animal e cabe aos paises membros
notificarem a ocorréncia de enfermidades e aos laboratérios de referéncia e centros colaboradores
enviarem informagdes de pesquisa e campo. Com base nestes dados, a OIE efetua mensagens de
emergéncia e informagbes sanitarias semanais, analisa e difunde informacéo cientifica, e estabelece
diretrizes para a sanidade animal mundial com o objetivo de prevengéo e controle da propagagao de
enfermidades, fomentando a seguranga do comércio mundial de animais. As normas e
recomendagdes da OIE incluem medidas de biosseguranga, vigildncia, monitoramento e
metodologias de diagnodstico das enfermidades listadas pela Organizagao. Estas enfermidades sao
aquelas consideradas importantes do ponto de vista socio-econdmico e de saude publica e que tem
repercussdo no comércio internacional de animais aquaticos. Dentre as oito enfermidades de
crustaceos listadas pela OIE, a Sindrome da Mancha Branca é a que recebe maior atengao pela
comunidade cientifica mundial, devido ao seu impacto avassalador na produgéo aquicola.

Assim como o primeiro foco, também a segunda manifestacdo da doenga em Santa Catarina
ocorreu em fazendas as margens da Lagoa de Imarui. Segundo Seiffert et al (2005) problemas de
qualidade da agua e do solo foram determinantes para o aparecimento da enfermidade. A renovagao
de agua e a despesca de emergéncia dos empreendimentos infectados provavelmente geraram um
efeito em cadeia no ecossistema da lagoa, que é a principal fonte de abastecimento e captacdo de
agua das fazendas da regido, promovendo a disseminagado do agente patogénico.

Como o virus permanece ativo, livre na natureza, pelo espago de quatro a cinco dias, ele pode ter
se disseminado através de correntes marinhas, podendo ainda estar presente no ambiente ha varios
anos. A manifestacdo da doenga pode ter ocorrido pelo intenso desequilibrio que as fazendas do
primeiro foco apresentavam, como altas densidades de cultivo, ma preparacao de solo e agua, falta
de renovacdo de agua, excesso de matéria organica no solo, oxigénio baixo, transparéncia baixa,
presenca de pesticidas e temperaturas entre 25 e 28°C (6tima para a replicagao viral).

Em 2004, antes da doenca, o Estado chegou a produzir 4,2 mil toneladas de camardo. Na
atual safra a produgéo foi reduzida para 300 toneladas. Em 2005, o WSSV se espalhou pelo Estado e
atingiu as trés areas produtoras: o nucleo Sul (Regido de Laguna), o nucleo Centro (Regido de
Tijucas) e o nucleo Norte (Regido de Sao Francisco). Como o virus chegou ao Estado e como ele se
disseminou sdo questdes que permanecem ainda em aberto. O inquérito epidemiolégico da CIDASC
(Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola do Estado de Santa Catarina) ndo chegou a

conclusdes sobre a origem da infecgao viral porque nem todas as fazendas tinham controle e registro
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rigorosos de entrada e saida de produtos e de pessoas. Como a origem do foco ocorreu em fazendas
que apresentavam grande desequilibrio nas condicdes e parédmetros de cultivo, poder-se-ia
considerar a hipétese de que se as condigbes estivessem apropriadas nestas propriedades o virus
poderia nao ter se manifestado.

A presenca do WSSV no ambiente natural € comum na Asia e nos Estados Unidos (Lo et al,
1996a; Chang et al, 2001; Karunasagar et al, 2001; Vaseeharan et al, 2003). Varias espécies
endémicas de crustaceos e outros artropodos sao hospedeiros e portadores assintomaticos deste
virus. Entre as inumeras espécies hospedeiras ja registradas estdo os caranguejos Charybdis
annulata, Charybdis cruciata, Macrophthalmus sulcatus, Gelasimus marionis nitidus, Metopograpsus
messor (Karunasagar et al, 2001), Calappa lophos, Portunus sanguinolentus, Charybdis feriata (Kou,
1998), Paratelphusa hydromous e Paratelphusa pulvinata (Hameed, 2001); também as lagostas
Panulirus ornatus, Panulirus versicolor, Panulirus longipes e Panulirus penicillatus (Kou, 1998); além
de inumeras espécies de camardes, entre eles o Macrobrachium rosenbergii (Hameed, 2000),
relatado como sendo resistente ao virus.

Segundo a OIE (2006), os crustaceos decapodes (marinhos e dulcicolas) sdo hospedeiros
susceptiveis ao desenvolvimento da enfermidade, enquanto crustaceos nao-decapodes, como
copépodes (Lo et al, 1996a; Hameed, 2001) e artémias (Chang et al 2002; Li, 2003), outros
artropodes nédo-crustaceos, como insetos e Isopodas (Lo et al, 1996a), e outros animais, como
poliquetas (Vijayan, 2005) e rotiferos (Yan, 2004), podem acumular altas concentragdes de particulas
virais viaveis, apesar de nao existirem ainda evidéncias da replicacdo do WSSV nestes organismos.
No caso de alguns destes organismos foi associada a transmissdo do WSSV a camarbées em
condigbes experimentais (Zhang, 2006; Yan, 2004).

A grande quantidade desses vetores nos viveiros de cultivo (fauna acompanhante) e no
entorno das fazendas (fauna circundante) representa a impossibilidade de erradicagdo do patégeno.
No entanto, a experiéncia asiatica demonstra que €& possivel conviver com 0 virus sem a
manifestagdo da doencga, se mantidas as condigbes ideais de cultivo (Tsai, 1999; Flegel, 2004;
Umesha, 2006).

Para o convivio com o0 WSSV sem prejuizos para a atividade, os paises asiaticos investiram
substancialmente em pesquisas, visando conhecer o virus, as relagbes patdgeno-hospedeiro em
distintos hospedeiros, e as relagcdes patdégeno-hospedeiro-ambiente. Apés uma década de pesquisas,
atualmente, a Asia representa uma hegemonia na carcinicultura mundial, apesar da disseminagdo do
WSSV por todo o continente.

Neste sentido, torna-se necessaria a criagdo de uma zona de vigilancia em Santa Catarina, onde
0s animais sdo objeto de uma série de investigacdes sistematicas, e a realizagdo de uma ampla
gama de pesquisas para subsidiar a formulagdo de estratégias para o controle da enfermidade. O
conhecimento sobre a cepa viral presente no Estado e sobre seu comportamento nos hospedeiros e
nas condi¢des ambientais locais € a base para o desenvolvimento de condi¢gbes ideais de cultivo com
a presenga do WSSV sem a manifestacdo da doenca.

Segundo Waikhom (2006), a passagem de uma cepa de WSSV por diferentes hospedeiros

induz uma variagdo gendmica e altera a patogenicidade do virus. Este autor identificou diferencas na
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viruléncia de uma mesma cepa apds a passagem por duas espécies distintas de caranguejos. Wang
et al (1999) detectaram diferengas na viruléncia de cepas isoladas de diferentes regides geograficas.

A identificacdo de vetores e hospedeiros intermediarios presentes nos cultivos catarinenses
contribui para o monitoramento do virus no ambiente e a identificacdo de sua rota biogeografica,
podendo fornecer ainda subsidios para estudos de patogenicidade. A Unica espécie catarinense
reportada como hospedeira para o WSSV ¢é o siri azul Callinectes sapidus, porém o virus foi
detectado em animais da costa norte-americana (Chang et al, 2001).

Na busca de um modelo de estudo para o WSSV em Santa Catarina, o caranguejo nativo
Chasmagnathus granulata (o gatanhao) corresponde perfeitamente a este objetivo. Esta espécie de
caranguejo, ndo apresenta interesse comercial (ao contrario do siri azul), ocorre amplamente por todo
o Estado e é abundante nos viveiros de cultivo, fazendo parte da fauna acompanhante e circundante
as fazendas. Muitos trabalhos tém sido realizados no Brasil, Argentina e Uruguai utilizando esta
espécie como um bioindicador de condigbes ambientais adversas, devido sua facil adaptagéo a
mudancgas ambientais significativas (Moreno, 2003; Gutiérrez, 2004; Medesani, 2004; Zanotto, 2004;
Ferrer, 2006).

Com o intuito de investigar a presenca do virus no ambiente natural, avaliar essa espécie de
caranguejo como hospedeira para o WSSV e estimar a prevaléncia do virus em exemplares coletados
no ambiente, o presente estudo utilizou animais da Lagoa de Imarui (origem do foco) (Manuscrito 1).
O presente trabalho também teve por objetivo monitorar o WSSV em exemplares de Chasmagnathus
granulata presentes no viveiro de uma fazenda de cultivo de Litopenaeus vannamei, e em exemplares
de camardes cultivados neste mesmo viveiro, confrontando os resultados obtidos nas duas espécies
em dois tempos distintos de coleta (Manuscrito 2). Paralelamente, o presente estudo teve por objetivo
padronizar as condi¢des para o diagndstico do WSSV através da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) de dois passos (nested) utilizando-se os iniciadores recomendados pela OIE e anteriormente
descritos por Lo et al (1996b). Os dois manuscritos serdo submetidos para publicagdo no periédico
Aquaculture. As normas para a publicagdo encontram-se em anexo.

Essa é uma etapa preliminar de um estudo mais abrangente, que visa estimar a prevaléncia do
WSSV em exemplares destas espécies no ambiente natural e em viveiros de cultivo de outras
fazendas do complexo Lagunar de Santa Catarina e de outras regides produtoras de Santa Catarina:

nucleo Centro (Regido de Tijucas) e nucleo Norte (Regido de Sao Francisco).
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Detecgao do virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) no caranguejo Chasmagnathus
granulata (Dana, 1851) em Santa Catarina, Brasil

Marques, J.S. ; Marques, M.R.F.

Laboratério de Biomarcadores de Contaminagao Aquatica e Imunoquimica, Departamento de
Bioquimica, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis,
Santa Catarina, Brasil

Resumo

O virus da Sindrome da Mancha Branca (White Spot Syndrome Virus - WSSV) é o agente patogénico
causador das maiores perdas econdmicas registradas na carcinicultura mundial. Quando introduzido
no ambiente, dissemina-se rapidamente, infectando diferentes espécies de organismos aquaticos, os
quais podem tornar-se reservatorios alternativos para o patégeno. Em Santa Catarina, o WSSV foi
registrado pela primeira vez em janeiro de 2005, em cultivos de Litopenaeus vannamei, causando
sérios prejuizos para o setor. O caranguejo nativo Chasmagnathus granulata (Dana, 1851) faz parte
da fauna acompanhante e circundante dos viveiros de cultivo. No presente estudo, a ocorréncia do
WSSV foi investigada em C. granulata coletados na Lagoa de Imarui, sul do Estado de Santa
Catarina. As andlises foram realizadas através de PCR nested e os resultados obtidos foram
confirmados pelo sequenciamento do fragmento de 941pb obtido. O monitoramento do WSSV nas
espécies endémicas e de sua distribuicdo geografica contribuem para o conhecimento da
disseminagdo viral no ambiente e para o entendimento das relagbes patdgeno-hospedeiro em
diferentes espécies.

Palavras chaves: WSSV; Chasmagnathus granulata; Lagoa de Imarui; PCR nested

1. Introducao

O virus da Sindrome da Mancha Branca (White Spot Syndrome Virus - WSSV) é o agente
patogénico responsavel pelas maiores perdas registradas na carcinicultura mundial. Altamente
virulento, dissemina-se rapidamente pelo ambiente e infecta ndo somente camardes de cultivo, mas
também diversas espécies de crustaceos.

Em todo o mundo, foram registradas varias espécies endémicas de crustaceos como hospedeiros
e portadores assintomaticos deste virus. Muitos estudos tém sido realizados visando investigar a
susceptibilidade de distintos hospedeiros e a prevaléncia do WSSV no ambiente natural. Lo et al
(1996a) investigaram a prevaléncia do WSSV em camardes, caranguejos e outros artropodes da
costa de Taiwan e determinaram-na como sendo igual a 40%; Chang et al (2001) estimaram a
prevaléncia deste virus como sendo de aproximadamente 27% em populag¢des do siri azul Callinectes

sapidus da costa atlantica norte-americana; Hossain et al (2001) encontraram 49% de prevaléncia
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para o WSSV em camardes selvagens da costa de Bangladesh e Vaseeharan et al (2003) relataram
uma prevaléncia igual a 23% em crustaceos selvagens da india.

Segundo Waikhom et al (2006), a passagem de uma cepa de WSSV por diferentes hospedeiros
induz uma variagdo gendmica e altera a patogenicidade do virus. Estes autores identificaram
diferengas na viruléncia de uma mesma cepa, apoés sua passagem por duas espécies distintas de
caranguejos. Wang et al (1999) mostraram diferengas sutis na viruléncia de cepas isoladas de
diferentes regides geograficas e sugeriram que a susceptibilidade ao agente patogénico pode variar
de acordo com a espécie e o estagio de vida do hospedeiro.

O estudo e a identificacdo de hospedeiros potenciais para o WSSV nos cultivos catarinenses
pode contribuir para o monitoramento do virus no ambiente e identificagdo de sua rota biogeografica,
além de fornecer subsidios para estudos de patogenicidade.

O caranguejo gatanhdo, Chasmagnathus granulata, € uma espécie nativa de Santa Catarina,
que ocorre desde o Rio de Janeiro até o Golfo San Matias na Argentina, vivendo em estuarios de
sedimento areno-lodoso (Buckup & Buckup, 1999). Ocorre em toda a extensdo do estuario do
Complexo Lagunar do sul do Estado e nas fazendas de cultivo de camar&o ali localizadas, onde é
encontrado em abundéncia nos viveiros, abrindo tocas e galerias nos taludes.

Ap6s o registro do primeiro foco da Sindrome da Mancha Branca em Santa Catarina em
janeiro de 2005, a enfermidade alastrou-se por todo o estado, atingindo fazendas de diferentes
regides geograficas. A partir de entado, a regido do foco foi isolada e o repovoamento suspenso até
setembro daquele ano, estabelecendo-se assim o vazio sanitario (Seiffert et al, 2005). Apds o vazio
sanitario, novos povoamentos foram realizados em fazendas distintas. No entanto, perdas
subsequentes para os produtores foram registradas.

Este trabalho detectou a ocorréncia e estimou a prevaléncia do WSSV em uma populagao do
caranguejo gatanhdo (C. granulata) coletada na regido do Complexo Lagunar do sul de Santa
Catarina, visando identificar hospedeiros para o WSSV e contribuir para o monitoramento do
comportamento desta cepa viral na biota local.

A criacdo de uma zona de vigilancia, onde os animais possam ser objetos de uma série de
investigagbes sistematicas e onde a identificagdo da rota biogeografica do WSSV possa ser
determinada sdo de suma importancia e podem contribuir para o delineamento de estratégias de

combate ao virus, minimizando seu impacto sobre a carcinicultura em Santa Catarina.
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2. Material e Métodos

2.1. Coleta das amostras

Em Fevereiro de 2006 foram coletados aleatoriamente 150 exemplares de Chasmagnathus
granulata de peso total médio de 13,53 + 5,12 g, machos e fémeas, na Lagoa de Imarui, estuario do
Complexo Lagunar, Santa Catarina (Fig.1).

O numero de animais coletados foi estabelecido com base na recomendagéo da Organizagao
Internacional de Epizootias (OIE, 2006), segundo a qual, com uma amostragem de 150 animais,
pressupondo-se uma prevaléncia viral de 2%, € possivel estimar a prevaléncia do virus em um
determinado local, com um grau de confianga de 95%.

Os caranguejos foram identificados segundo a chave publicada por Melo (1996) para os
Brachyura do litoral brasileiro. Os animais foram anestesiados por hipotermia (em gelo) e de cada
espécime foram retiradas as branquias e as patas. Os tecidos de cada um dos espécimes foram

fixados separadamente em etanol 95% (1:10 v/v).
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Figura 1. Mapa da carcinicultura no estuario do Complexo Lagunar Sul de Santa Catarina. Os viveiros estdo
apresentados em verde e os pontos de captagéo e drenagem de agua em circulos coloridos (ver legenda de Beltrame,
2003). O local de coleta (Lagoa de Imarui) dos caranguejos amostrados esta destacado por um ciculo preto.
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2.2. Extragdo de DNA genbémico

A extragdo de DNA gendmico foi realizada a partir das amostras de branquias e patas (n=5
por tecido), utilizando-se protocolo adaptado de Maciel (2002). Os tecidos foram digeridos em solugao
de lise contendo proteinase K (1 mg/ml) e SDS (1%) por 120 minutos a 65°C. Apods a adicao de NaCl
(5M) e CTAB (10%), os tecidos foram incubados a 55°C por 60 minutos. Em seguida, as amostras
foram tratadas com cloroférmio: alcool isoamilico (24:1 v/v) e centrifugadas a 14000 rpm por 8
minutos. Ao sobrenadante coletado foi adicionado alcool isopropilico. Apds uma centrifugagdo a 2500
rpm por 3 minutos, o material precipitado foi entdo lavado com etanol 75%, seco a temperatura
ambiente e ressuspendido em tampéo TE 1X (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0). A amostra foi tratada
com RNAse A (1 mg/ml) e cloroférmio: alcool isoamilico (24:1 v/v) e, em seguida, centrifugada a
14000 rpm por 8 minutos. O sobrenadante foi coletado e o DNA foi precipitado com a adigdo de
acetato de sodio (3M) e etanol 95%. Apds nova centrifugagéo a 2500 rpm por 2 minutos, o DNA foi
lavado com etanol 75%, seco a temperatura ambiente e ressuspendido em tampao TE 1X (Tris 10
mM, EDTA 1 mM, pH 8.0).

Uma aliquota foi utilizada para determinagdo da concentragdo, através da analise
espectrofotométrica e determinacdo da razao da absorbancia a 260 e 280 nm. Apds a extragao, o

DNA foi mantido a 4°C até o uso.

2.3. Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A presenga do virus da mancha branca foi investigada através da amplificacdo de um
fragmento do genoma viral, através da Reac¢do em Cadeia da Polimerase em dois passos, nested
PCR, utilizando-se os iniciadores recomendados pela OIE e descritos anteriormente por Lo et al
(1996b):

WS146F1(5’ACTACTTTCAGCCTATCTAG3’),WS146R1(5 TAATGCGGGTGTAATGTTCTTAGCASZ)
WS146F2(5GTAACTGCCCCTTCCATCTCCAS3’),WS146R2(5 TACGGCAGCTGCTGCACCTTGTS3)).

As reagdes de amplificagéo foram realizadas em um volume final de 25 pl, contendo 1 pl de
DNA (100 ng/ul), Tris 10 mM, MgCl, 3,0 mM, 200 uM de cada dNTP, 140 nM de cada iniciador
(WS146F1 e WS146R1) e 1U de Taqg DNA Polimerase (Biosystems). A amplificagéo foi realizada no
termociclador Biometra com desnaturagéo inicial a 94°C por 2 minutos, seguida de 39 ciclos de
desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e 30 segundos e extenséo a
72°C por 2 minutos. A extensao final foi realizada a 72°C por 5 minutos. Apds a amplificagao, 1 ul do
produto foi adicionado ao segundo passo de amplificagdo (PCR nested) em uma mistura idéntica a
descrita acima para a primeira reagdo exceto os iniciadores, sendo, neste caso, utilizados o par
WS146F2 e WS146R2. Apés uma desnaturagéo inicial a 94°C por 3 minutos, as condi¢des da reacao
foram as seguintes: anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos, seguido de 35
ciclos de desnaturacao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extenséo a 72°C por

1 minuto. A extensao final foi realizada a 72°C por 5 minutos. Como controle positivo foi utilizada uma
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amostra de DNA extraida de pledpode de L.vannamei, cujo resultado foi positivo para a presenca de
uma sequéncia genomica do WSSV, e como controle negativo foi utilizada uma outra amostra de
DNA extraida de pleépode de L.vannamei, cujo resultado foi negativo para a presenga de uma
sequiéncia genomica do WSSV (Moser & Marques, dados ndo publicados). Como controle de
contaminacgao foram realizadas reacoes sem adicdo de DNA.

Para confirmacao dos resultados, foram realizadas amplificagées utilizando-se o kit comercial

1Q2000 WSSV (Farming Intelligene Tech. Corp.), seguindo-se as especificacdes do fabricante.

2.4. Eletroforese em gel de agarose

Para avaliagdo da integridade do DNA gendmico extraido, uma aliquota da amostra foi
submetida & eletroforese em gel de agarose a 1% em TBE 1X (Tris 89 mM, Acido Bérico 89 mM,
EDTA 2 mM). A eletroforese foi realizada a 120 V em tampao TBE 1X.

Apés a PCR, uma aliquota da reagao foi igualmente submetida a eletroforese em gel de
agarose (2%) como descrito acima, utilizando-se os marcadores de peso molecular 1 kb DNA ladder
e 100 pb ladder (Invitrogen).

Em ambos os casos, a visualizagao das bandas foi realizada por intercalagao de brometo de
etidio (0,5 pg/ml) em luz UV. Os géis foram fotografados com camera digital e analisados utiliznado-

se o programa Gel-Quant™ (Multiplexed Biotechnologies).

2.5 Clonagem do fragmento

O fragmento de tamanho esperado (941 bp) foi recortado do gel e purificado através do kit
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), de acordo com as especificagbes do
fabricante. Os fragmentos purificados foram ligados ao vetor pGEM-T® Easy (Promega), nas
condigdes descritas por Muller (2004).

Apds a ligagcdo dos fragmentos, células competentes de E. coli JM109 (Promega) foram
transformadas através de choque térmico, sendo as bactérias, em seguida, mantidas a 37°C por 2
horas. Uma aliquota de 100 pl da solugdo contendo as bactérias foi plaqueadas em agar (LB-Agar,
Sigma; 35g/l). Contendo ampicilina (100 mM), IPTG (0,5 mM) e X-Gal (50 mM). As placas foram
acondicionadas a 37°C por 18 horas.

Apds o crescimento em meio solido, as coldnias selecionadas visualmente para a presenca do
inserto foram transferidas para crescimento em meio liquido (LB Broth, Sigma; 20g/l), contendo 100

mM de ampicilina, sendo mantidas durante 18 horas a 37°C sob agitacao constante (140 rpm).
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2.6 Confirmacgéao da presenga do fragmento (inserto)

Para a confirmacdo da presenca do inserto nas colbnias consideradas visualmente como
positivas (transformadas), os plasmideos foram extraidos pelo método de lise alcalina, nas condigbes
descritas por Ausubel et al. (1995). Em seguida, os plasmideos foram digeridos com a EcoRI e a
presenga do inserto foi conferida através da avaliagdo do perfil do produto da digestdo por
eletroforese em gel de agarose 2% em TBE 1X (vide acima).

2.7 Sequenciamento e analise da seqliéncia obtida

A reacdo de amplificagdo dos fragmentos (insertos) contidos nos plasmideos foi realizada
utilizando-se o kit DYEnamic® ET Dye terminator (GE Healthcare). As amostras foram sequenciadas
no sequenciador MegaBACE (GE Healthcare), utilizando-se os iniciadores PGem-F ou Excel-R a
partir de aproximadamente 1.000 ng do DNA plasmidial. As sequUéncias obtidas foram avaliadas
inicialmente quanto a qualidade pelo programa Phred (Phred 215) do pacote Phred/Phrap/Consed
(EWING;GREEN,1998). A seqléncia consenso foi usada para comparagdo com o banco de dados de
sequUéncias nucleotidicas do National Center for Biotechnology Information (NCBI), usando o

programa BLASTn.
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3. Resultados

3.1. Produtos de PCR

A analise dos produtos de PCR por eletroforese em gel de agarose revelou a presenga de
uma unica banda de tamanho equivalente a 941 pares de base (pb), correspondente a amplificagao
de um fragmento especifico do genoma do WSSV, utilizando-se os iniciadores descritos (Fig.2). A
presenga deste fragmento foi observada em sete das trinta amostras analisadas. As amostras nas
quais a presencga do fragmento de 941 pb n&o foi observada foram consideradas negativas.

As amostras positivas foram ainda confirmadas pela detec¢ao de um fragmento de 296 pb,
especifico para o genoma do WSSV, correspondente ao tamanho esperado, utilizando-se o kit
comercial IQ2000 WSSV (Fig.3).

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose (2%) representativo dos produtos amplificados por PCR,
utilizando-se os iniciadores recomendados pela OIE. 1- 5: amostras extraidas de branquias de C.granulata
positivas para o WSSV (fragmento de 941 pb); 6: controle negativo (amostra obtida de pleépode de L.
vannamei); 7: controle positivo (amostra obtida de pleépode de L. vannamei) ; 8: controle negativo (reagao
sem adigdo de DNA); 9: marcador de peso molecular (1 kb DNA /adder).

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose (2%) representativo dos produtos amplificados por PCR,
utilizando-se o kit comercial 1Q2000. 1: controle positivo (plasmideo; 1000 coépias/reagdo); 2: amostra
positiva com infeccdo severa pelo WSSV (amostra obtida de pledpode de L. vannamei); 3: marcador de
peso molecular (100 pb DNA /adder); 4: controle negativo (reagao sem adigao de DNA); 5: amostra extraida
de branquias de C.granulata (positivas para o WSSV, fragmento de 296 pb).
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Dentre as amostras positivas, ou seja, cuja amplificagdo por PCR resultou em um fragmento
de tamanho esperado (igual a 941 bp), utilizando-se os iniciadores recomendados pela OIE, duas
delas tiveram os fragmentos clonados e sequenciados, com o objetivo de confirmar se a seqiéncia
nucleotidica dos mesmos apresentava identidade com uma sequéncia correspondente do genoma do
WSSV. A sequéncia de nucleotideos do fragmento de 950 pb esta mostrada na Figura 4. A busca por
uma sequéncia homologa realizada no GenBank, utilizando-se o Blastn, mostrou 98% de homologia

entre esta sequiéncia e uma sequéncia especifica do genoma do virus da mancha branca (numero de

Sequenciamento

acesso: AF369029).
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Figura 4. Alinhamento da sequéncia de nucleotideos obtida apds o sequénciamento do fragmento de 941
pb (query) com parte de uma seqiéncia do genoma completo do WSSV (subject; numero de acesso:
AF369029).
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4, Discussao

A deteccgdo de um fragmento de 941 pb, amplificado a partir de amostras obtidas do caranguejo
Chasmagnathus. granulata e cuja sequéncia de nucleotideos apresentou um alto grau de homologia
(98%) com uma sequéncia presente no genoma do WSSV, confirma esta espécie de crustaceo como
hospedeiro/reservatorio para este patégeno.

Por sua abundancia, tanto no entorno como nas fazendas de cultivo de camardo, esta espécie
de caranguejo poderia ser um vetor potencial para a infec¢do dos animais cultivados pelo WSSV e
para a permanéncia do virus no ambiente. Por terem sido os animais coletados neste estudo
provenientes da Lagoa de Imarui, fica clara a presenga do virus no estuario do Complexo Lagunar,
principal fonte de abastecimento de agua para as fazendas da regido. Outras coletas realizadas na
mesma regido, as quais fazem parte de um amplo projeto de monitoramento do WSSV e cujas
analises estdo em andamento em nosso laboratério, confirmaram a presenga do WSSV em
caranguejos, siris e camardes coletados em um ponto proximo ao amostrado neste trabalho, bem
como em outros pontos do estuario (dados n&o publicados).

A presenca do fragmento de 941 pb em sete do total de trinta amostras analisadas no presente
estudo sugere uma prevaléncia estimada para o WSSV em torno de no minimo 5% e no maximo de
23% neste local em fevereiro de 2006, um ano apos o surto inicial da enfermidade e seis meses apés
0 povoamento pds-vazio sanitario.

A deteccdo do WSSV com o kit comercial aqui utilizado (1Q2000) confirmou o resultado positivo
obtido inicialmente, empregando-se os iniciadores recomendados pela Organizagéo Internacional de
Epizootias (OIE) e anteriormente descritos por Lo et al (1996b). Recentemente, Claydon (2004)
relatou a ocorréncia de resultados falso-positivos para o WSSV no lagostim Cherax quadricarinatus,
em analises realizadas com os iniciadores de Lo et al (1996b). Em seu trabalho, o sequenciamento do
fragmento de 941 pares de base obtido n&o revelou nenhuma filogenia com a seqiiéncia descrita para
o WSSV, questionando assim a especificidade deste conjunto de iniciadores e sugerindo
modificagdes no protocolo atual da OIE. Em nosso presente estudo, utilizamos os iniciadores
recomendados pela OIE, porém com modificagbes no protocolo da reagdo de amplificagdo (PCR)
otimizando-o para nossas condicées. Além da confirmagdo dos resultados positivos com o kit
comercial, optamos por sequenciar também o fragmento de 941 pb obtido, conforme recomenda
atualmente a OIE, apds o relato do estudo de Claydon descrito acima. A seqiéncia de nucleotideos
determinada apresentou 98% de homologia com uma regiéo especifica do genoma do WSSV.

O monitoramento periédico do WSSV no ambiente, principalmente apds surtos da enfermidade,
mudancgas ambientais significativas, fendmenos naturais ou interferéncia humana (como a estratégia
de vazio sanitario, novos povoamentos e despescas) € fundamental para o conhecimento da
distribuicdo geogréfica e disseminacdo do virus. O estudo e a caracterizagdo de hospedeiros ou
vetores potenciais, como o caranguejo C. granulata, podem contribuir para o entendimento dos
mecanismos de replicagdo viral, bem como das respostas de defesa e do grau de susceptibildade das
espécies endémicas a esta cepa presente no ambiente, nas regides produtoras locais. Estes

estudos, aliados a investigacédo epidemiolégica podem contribuir para a elaboracao de estratégias de
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controle de doengas de etiologia viral na carcinicultura praticada no Estado de Santa Catarina e em

outras regides do Brasil.
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Prevaléncia do virus da mancha branca (WSSV) em uma fazenda de cultivo de Litopenaeus

vannamei no primeiro ciclo apés o vazio sanitario de 2005 em Santa Catarina
Marques, J.S., Marques, M.R.F.

Laboratério de Biomarcadores de Contaminagao Aquatica e Imunoquimica, Departamento de
Bioquimica, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis,
Santa Catarina, Brasil

Resumo

A Sindrome da Mancha Branca é a enfermidade que mais tem causado impactos econémicos na
carcinicultura mundial, sendo caracterizada por uma alta mortalidade, rapida disseminacdo e ampla
gama de hospedeiros, incluindo-se diversas espécies de camardes cultivaveis e outros crustaceos. O
virus da mancha branca (WSSV) é um virus de DNA dupla fita, o qual é encontrado tanto em
fazendas de cultivo de camardo, como no ambiente natural. Em Santa Catarina, seu primeiro registro
data de janeiro de 2005 em cultivos de Litopenaeus vannamei, quando o ciclo de cultivo em curso foi
suspenso e a estratégia de vazio sanitério foi implantada. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
prevaléncia do WSSV em uma fazenda de cultivo da regido de Laguna-SC no primeiro ciclo realizado
apos o vazio sanitario. A fazenda foi povoada em outubro de 2005 com péds-larvas (PLs) a uma
densidade de 15/m® Foram coletados 30 camardes (L vannamei) e 30 caranguejos (Chasmagnathus
granulata) em dezembro de 2005 (Tempo1) e em margo de 2006 (Tempo2). A presenga do virus foi
investigada através de PCR nested, utilizando-se os iniciadores recomendados pela OIE. No Tempo1,
a prevaléncia foi estimada em torno de 97% para os caranguejos e 90 % para os camardes. No
Tempo 2, ndo foi detectada nenhuma banda correspondente a amplificacdo da sequéncia alvo do
DNA viral nas amostras obtidas de caranguejos. Por outro lado, para os camardes a prevaléncia
estimada foi em torno de 27%. A avaliagdo da prevaléncia do WSSV nos animais cultivados e na
fauna acompanhante do viveiro contribui para o monitoramento do comportamento viral e fornece
subsidios para uma avaliacdo da estratégia e das medidas sanitarias adotadas na carcinicultura em
Santa Catarina.

Palavras chaves: WSSV; Litopenaeus vannamei; Prevaléncia; Chasmagnathus granulata; PCR
nested
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1. Introducao

A Sindrome da Mancha Branca é a enfermidade que mais causou impactos econémicos a
industria carcinicultora mundial. O agente etiolégico, o virus da sindrome da mancha branca (White
Spot Syndrome Virus - WSSV) é um virus de DNA dupla fita ja considerado como cosmopolita,
disseminando-se entre diferentes espécies de crustaceos e apresentando graus distintos de
viruléncia, conforme a espécie de hospedeiro. Diversos estudos apontam a familia Penaeidae, familia
de camardes marinhos como muito susceptivel ao WSSV, conceito aplicavel para a maioria das
espécies de camardes cultivados nela classificadas (OIE, 2006).

Em Santa Catarina o cultivo da espécie Litopenaeus vannamei foi introduzido em 1998.
Desde entao, apresentou uma perspectiva ascendente no cenario produtivo do Estado. Em 2004, a
producdo de camaréo atingiu o seu apice no Estado, registrando um total de 4,2 mil toneladas. O
setor ja empregou cerca de 1,5 mil pessoas e gerou uma receita anual de R$ 40 milhdes para Santa
Catarina até aquele ano.

A partir do primeiro ciclo produtivo em setembro de 2004, o setor sofreu uma queda
significativa na produgdo com o aparecimento da Sindrome da Mancha Branca, a qual atingiu muitas
fazendas no Estado. Frente aquela situagdo, uma das estratégias adotadas foi a realizagdo de um
vazio sanitario de seis meses, o qual foi seguido de repovoamento em setembro de 2005. Apds este
repovoamento, uma nova manifestagao da doenca foi registrada.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a prevaléncia do WSSV em uma fazenda de cultivo de L.
vannamei durante a segunda manifestacdo da enfermidade (apds o vazio sanitario de seis meses) em
dois tempos distintos, a partir da coleta de camardes cultivados, Litopenaeus vannamei, e de
espécimes de Chasmagnathus granulata, espécie endémica de caranguejo, popularmente conhecido
como gatanhdo, presente como parte da fauna acompanhante e circundante dos viveiros de cultivo.

De acordo com Waikhom (2006) e Wang et al (1999), a susceptibilidade ao WSSV varia de
acordo com a espécie. A espécie de camardo Macrobrachium rosenbergii, por exemplo, foi descrita
anteriormente como sendo resistente ao WSSV por Hameed (2000).

Por outro lado, segundo Tsai et al (1999), Flegel et al (2004) e Umesha et al (2006), o cultivo
de Penaeus monodon com baixas cargas virais de WSSV € possivel e ocorre sem prejuizos para a
industria, ndo sendo registrados sinais clinicos e mortalidade. Cabe destacar que Umesha et al (2006)
registraram ainda que esta situagdo ocorre com a presenga concomitante de outros virus, em alta
prevaléncia. A interagdo da cepa viral com seus hospedeiros e vetores depende nao somente dos
mecanismos de replicagdo viral, mas é consequéncia ainda da relacdo entre os organismos e o
ambiente onde eles se encontram (Lightner & Redman, 1998).

A avaliacdo da prevaléncia do WSSV nos camardes cultivados e na espécie endémica de
caranguejo contribui para o entendimento do comportamento desta cepa de WSSV presente no
Estado de Santa Catarina e para o delineamento de estratégias sanitarias e de manejo que possam

minimizar o impacto sobre a carcinicultura local.
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2. Material e Métodos

2.1. Coleta das amostras

Foram coletados aleatoriamente 30 camarbes (Litopenaeus vannamei) e 30 caranguejos
(Chasmagnathus granulata) em dezembro de 2005 (Tempo1; T1) e em margo de 2006 (Tempo2; T2)
de um mesmo viveiro de uma fazenda localizada na Lagoa de Santo Antdnio, ao sul da Lagoa de
Imarui, no estuario do Complexo Lagunar, SC (Figura 1).

O numero de animais coletados foi estabelecido com base na recomendagéo da Organizacao
Internacional de Epizootias (OIE, 2006), segundo a qual, com uma amostragem de 30 animais,
pressupondo-se uma prevaléncia de 10%, € possivel estimar a prevaléncia do virus em um
determinado local, com um grau de confianga de 95%.

Os caranguejos foram identificados segundo a chave publicada por Melo (1996) para os
Brachyura do litoral brasileiro.

Antes da coleta dos tecidos, foram realizadas a biometria e determinacdo do sexo. Os
animais foram ainda examinados externamente quanto ao aspecto e estado geral de saude. Além das
branquias, foram coletados os pledpodes e as patas dos camardes e dos caranguejos,
respectivamente. Os tecidos coletados foram fixados separadamente por individuo em etanol 95%
(1:10 v/v).
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Figura 1. Mapa da carcinicultura no estuario do Complexo Lagunar Sul de Santa Catarina. Os viveiros
estdo apresentados em verde e os pontos de captagdo e drenagem de agua em circulos coloridos (ver
legenda de Beltrame, 2003). A fazenda de coleta dos animais amostrados estd destacada por um ciculo
preto.



32

2.2.  Extracdo de DNA genbémico

A extracao de DNA gendmico foi realizada a partir das amostras individuais das branquias,
patas e pleépodes de cada um dos animais, utilizando-se protocolo adaptado de Maciel (2002). Os
tecidos foram digeridos em solucao de lise contendo proteinase K (1 mg/ml) e SDS (1%) por 120
minutos a 65°C. Apods a adicdo de NaCl (5M) e CTAB (10%), os tecidos foram incubados a 55°C por
60 minutos. Em seguida, as amostras foram tratadas com cloroférmio: alcool isoamilico (24:1 v/iv) e
centrifugadas a 14000 rpm por 8 minutos. Ao sobrenadante coletado, foi adicionado alcool
isopropilico e, apés nova centrifugagdo a 2500 rpm por 3 minutos, o material precipitado foi entdo
lavado com etanol 75%, seco a temperatura ambiente e ressuspendido em tampao TE 1X (Tris 10
mM, EDTA 1 mM, pH 8.0). Apds digestdo com RNAse A (1 mg/ml), seguida da adi¢cdo de cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1 v/v), as amostras foram submetidas a uma nova centrifugacédo a 14000 rpm
por 8 minutos. O sobrenadante foi coletado e o DNA foi precipitado com a adicao de acetato de sédio
(3M) e etanol 95%. Apds centrifugacao a 2500 rpm por 2 minutos o DNA foi lavado com etanol 75%,
seco a temperatura ambiente e solubilizado em tampé&o TE 1X (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0).
Uma aliquota da amostra foi utilizada para a determinacdo da concentracido, através de analise
espectrofotométrica, pela razao da absorbancia a 260 e 280 nm. Apds a extracdo, as amostras de

DNA foram mantidas a 4°C até o uso.

2.3. Reac¢ao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A presencga do virus da mancha branca foi investigada através de PCR nested, utilizando-se
os iniciadores recomendados pela OIE e descritos inicialmente por Lo et al (1996):
WS146F1(5’ACTACTTTCAGCCTATCTAG3');WS146R1(5 TAATGCGGGTGTAATGTTCTTAGCAST);
WS146F2(5GTAACTGCCCCTTCCATCTCCAS3’);WS146R2(5 TACGGCAGCTGCTGCACCTTGTSI)).
As reagdes de amplificagéo foram realizadas em um volume final de 25 pl, contendo 1 pl de DNA (100
ng/ul), Tris 10 mM, MgCl, 3,0 mM, 200 uM de cada dNTP, 140 nM de cada iniciador (146F1 e 146R1)
e 1U de Taq DNA Polimerase (Biosystems). A amplificagdo foi realizada no termociclador Biometra
com desnaturagao inicial a 94°C por 2 minutos, seguida de 39 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1
minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e 30 segundos e extensdo a 72°C por 2 minutos. A extensao
final foi realizada a 72°C por 5 minutos. Apds a amplificagéo, 1 ul do produto foi adicionado a um novo
tubo, contendo a mesma mistura de reagao descrita acima, exceto os iniciadores, sendo utilizado o
par WS146F2 e WS146R2, neste segundo passo de amplificagdo (nested). As amostras foram
submetidas a desnaturagao inicial a 94°C por 3 minutos, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensao
a 72°C por 2 minutos. A reagdo prosseguiu por 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 55°C por 1 minuto e extensédo a 72°C por 1 minuto. A extensdo final foi realizada a
72°C por 5 minutos. Como controle positivo foi utilizada uma amostra de DNA extraida de pleépode
de L.vannamei, cujo resultado foi positivo para a presenga de uma seqiéncia genomica do WSSV, e

como controle negativo foi utilizada uma amostra de DNA extraida de pleépode de L.vannamei, cujo
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resultado foi negativo para a presenga de uma sequiéncia genomica do WSSV (Moser & Marques,
dados né&o publicados). Como controle de contaminagdo foram realizadas reagdes nas quais a
amostra de DNA foi substituida por igual volume de agua.

Algumas amostras foram submetidas ainda a PCR, utilizando-se iniciadores especificos para
a amplificacdo da sequéncia do gene que codifica a enzima Gliceraldeido 3- Fosfato Desidrogenase
(GAPDH). A sequéncia dos iniciadores utilizados, desenhada a partir da sequéncia deste gene
determinada para Penaeus monodon, bem como as condi¢gdes da reacdo de amplificacdo foram
aquelas descritas por Maciel & Marques (2003). Paralelamente, foi elaborado no presente estudo um
novo protocolo para as condi¢gdes de reagdo de amplificagdo da sequiéncia deste gene, com uma

menor utilizagdo da enzima Taqg DNA Polimerase (Biosystems) (dados nao publicados).

2.4. Eletroforese em gel de agarose

Para a avaliagdo da integridade do DNA genbémico extraido, uma segunda aliquota de cada
uma das amostras foi submetida a eletroforese em gel de agarose a 1% em TBE 1X (Tris 89 mM,
Acido Boérico 89 mM, EDTA 2 mM), a 120 V. O perfil eletroforéticos das amostras foi analisado apés
intercalacdo de brometo de etidio (0,5 ng/ml) e visualizagdo em transiluminador em luz UV.

Para a visualizacdo dos resultados, os produtos da reacdo de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose (2%) como descrito acima, utilizando-se o marcador de peso
molecular 1 kb DNA Jadder (Invitrogen). Os resultados foram fotografados através de camera digital e

analisados utilizando-se o programa Gel-Quant™ (Multiplexed Biotechnologies).
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3. Resultados

Para algumas amostras, a analise dos produtos de PCR por eletroforese em gel de agarose
revelou a presenga de uma banda de tamanho equivalente a 941 pb, correspondente a amplificagdo
de um fragmento especifico do genoma do WSSV, utilizando-se os iniciadores descritos. As amostras
nas quais o fragmento de 941 pb nao foi observado foram consideradas como sendo negativas, ou
como nao apresentando um grau de infecgao detectavel.

No Tempo1 apenas um caranguejo nao foi detectado como sendo positivo para o WSSV (Figura
2A). Por outro lado, no Tempo2 todos os caranguejos foram considerados como negativos (ou como
ndo apresentando niveis detectaveis) (Figura 2B). Com base nestes resultados, a prevaléncia
estimada de 97 % foi reduzida para zero (Tabela1).
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Figura 2A. Gel de agarose (2%) dos produtos amplificados por PCR a partir de amostras de caranguejos do Tempo 1.
Tamanho do fragmento esperado = 941 pb. Em: 1-16: amostras positivas para o WSSV ; 17 :amostra negativa para o
WSSV; 18-30: amostras positivas para o WSSV; P: controle positivo; N: controle negativo; A: reagdo sem DNA; M:
marcador 1 kb DNA /adder.
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Figura 2B. Gel de agarose (2%) dos produtos amplificados por PCR a partir de amostras de caranguejos do Tempo 2.
1-30: amostras de caranguejos; N: controle negativo; P: controle positivo; A: reacdo sem DNA; M: marcador de peso
molecular 1 kb DNA /adder.
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Figura 3A. Gel de agarose (2%) dos produtos amplificados por PCR a partir de amostras de camardes do
Tempo 1. Em: 1-15: amostras positivas para o WSSV; M: marcador de peso molecular 1 kb DNA /adder; 16-21:
amostras positivas para o WSSV; 22: amostra negativa para o WSSV; 23-27: amostras positivas para o WSSV;
M: marcador de peso molecular 1 kb DNA /adder; 28: amostra positiva para o WSSV; 29-30: amostras
negativas para o WSSV.
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Figura 3B. Gel de agarose (2%) dos produtos amplificados por PCR a partir de amostras de camardes do
Tempo 2. Em: 1-3: amostras negativas para o WSSV; 4: amostra positiva para o WSSV; 5-8: amostras
negativas para o WSSV; 9: amostra positiva para o WSSV; 11-12: amostras negativas para o WSSV; 13-15:
amostras positivas para o WSSV; 16-18: amostras negativas para o WSSV; 19-20: amostras positivas para o
WSSV; 21-27: amostras negativas para o WSSV, 28: amostra positiva para o WSSV; 29-30: amostras
negativas para o WSSV; N: controle negativo; P: controle positivo; M: marcador de peso molecular 1kb
DNA/adder.

Nos camardes, a prevaléncia estimada em torno de 90% (27 positivos) no T1 (Figura 3A),
diminuiu para 27% (8 positivos) no T2 (Figura 3B).

A média de peso dos caranguejos no T1 foi de 12,21g e no T2 foi de 11,55 g. Para os
camardes a média de peso no T1 ficou em torno de 1,74 g e no T2 foi de 24,48 g. Durante os trés
meses transcorridos entre os dois tempos de coleta (T1 e T2), a média de peso dos camardes
aumentou 22,74 gramas, 0 que parece indicar que os animais sobreviventes cresceram normalmente
no periodo. Além disso, com base na observagdao do aspecto geral dos camardes no momento da
coleta, tanto em T1 como em T2, ndo foi possivel detectar sinais clinicos da Sindrome da Mancha
Branca. Por outro lado, anorexia foi relatada no caso dos camardes coletados no T1. Deve ser
destacado, ainda, que nos camardes sobreviventes (T2) foram observados alguns sinais clinicos que
poderiam estar relacionados com outras enfermidades.
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A comparagéo entre a prevaléncia do WSSV nas duas espécies de crustaceos nos dois

tempos de coleta esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Comparacgéao entre a prevaléncia para o WSSV nos dois tempos de coleta

ANIMAL* Caranguejos (C. granulata) Camaroées (L. vannamei)
Peso Médio | N° positivos | Prevaléncia | Peso Médio | N° positivos | Prevaléncia
COLETA
(9) (%) (9) (%)
ITE,II\)APO 1 12,21 +5,10 29 97 1,74 £ 1,58 27 90
;I-TEZI\)/IPO 2 11,65 £ 4,98 0 0 24,48 + 3,19 8 27

* 30 animais analisados para cada espécie em cada uma das coletas (T1 e T2).

Amostras negativas na reagdo de PCR para a detecgcdo do WSSV foram também submetidas a

ensaios de PCR, utilizando-se iniciadores especificos para a GAPDH. Um gel representativo dos

resultados obtidos estad mostrado na Figura 4. Podemos observar que, em ambas as condigbes de

PCR, somente as amostras obtidas de camardes apresentaram a banda com o tamanho esperado de

298 pb correspondente a sequiéncia especifica do gene que codifica a GAPDH.

Figura 4. Gel de agarose (2%) representativo dos produtos amplificados por PCR, utilizando-se os iniciadores para
amplificagdo do gene da GAPDH. Tamanho do fragmento esperado = 298 pb. Em: 1: amostra de DNA de caranguejo
submetido as condi¢cdes de PCR padronizadas por Maciel & Marques (2003); 2: outra amostra de DNA de caranguejo
submetida as mesmas condigdes; 3: amostra de DNA de camardo submetida as mesmas condigdes de PCR; 4: outra
amostra de DNA de camardo submetida as mesmas condigdes descritas por Maciel & Marques (2003); 5: amostra de
DNA de caranguejo (20 ng/ul) submetida as condi¢cdes de PCR para GAPDH padronizadas neste estudo; 6: outra amostra
de DNA de caranguejo (20 ng/ul) submetida as novas condi¢des de PCR; 7: amostra de DNA de camario (20ng/ul)
submetida as condi¢cdes de PCR para GAPDH deste estudo; 8: outra amostra de DNA de camaréo (20 ng/ul) submetida
as condigdes de PCR testadas no presente trabalho.
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4, Discussao

A partir amplificagao do fragmento de 941 pb, correspondente a uma seqiiéncia alvo do
genoma do WSSV, foi possivel detectar a presenga de animais, tanto camardes como caranguejos,
infectados pelo virus. A prevaléncia detectada para o T1, de 97% e 90% para caranguejos e
camaroes, respectivamente, diminuiu significativamente no T2, tendo sido estimada em 27% para os
camardes, enquanto nenhum animal positivo foi detectado entre os caranguejos desta mesma coleta
(T2).

A analise dos resultados no T1 mostrou uma diferenca na intensidade das bandas de 941 pb
entre os animais investigados. Esta diferenga, particularmente evidente nas amostras de camardes
deste tempo de coleta (T1), pode indicar uma diferenga na carga viral entre estes animais, uma vez
que a reacao de amplificacao foi realizada a partir da mesma quantidade de DNA molde. Poderiamos
sugerir que esta diferenga possa estar relacionada com uma provavel diferenga na taxa de replicagao
viral entre os animais, uma vez que todos foram coletados no mesmo viveiro. Assim, estes resultados
poderiam estar refletindo um comportamento distinto entre os animais analisados em relagdo a
presencga do virus, podendo, potencialmente, estar associados a uma diferenga dos individuos quanto
a susceptibilidade para esta cepa viral. No entanto, outras hipéteses ndo podem ser descartadas,
como, por exemplo, uma diferengca quanto a carga viral inicial no momento da infec¢do, em fungao,
por exemplo, de comportamento de canibalismo mais ou menos frequente e intenso. Entre outros,
estudos de infeccao viral desenvolvidos em condi¢cdes controladas de laboratério e utilizando indculos
padronizados (experimentos de desafio viral) poderiam contribuir para esclarecer este ponto.

De qualquer modo, ainda em relagao a esta hipétese, tragada com base no padrdo de
amplificagdo observado em T1, poderiamos sugerir alguns animais como sendo possivelmente
resistentes e/ou tolerantes, enquanto outros poderiam ser considerados como mais susceptiveis. Os
animais susceptiveis seriam aqueles com maior carga viral detectada no Tempo1. No Tempo2
detectamos uma prevaléncia menor e uma aparente diminuicdo também na carga viral. Os camardes
sobreviventes (Tempo2), nos quais foi detectada a presenga do virus, poderiam ser considerados
como potencialmente “tolerantes”. Os camardes sobreviventes nos quais ndo foi detectada a
presenca do virus poderiam ser considerados como potencialmente “resistentes”. Flegel (2007)
chamou a atengéo para que sejamos cuidadosos ao checar se os sobreviventes de surtos e desafios
estao infectados ou n&o, sugerindo ainda cautela ao se considerar o uso das palavras “resisténcia” e
"tolerancia”. Cabe ressaltar aqui que a nao-deteccao do virus nos animais ditos “resistentes” pode ser
devido ao fato de que a presenga de um numero baixo de particulas virais pode estar abaixo do limite
de sensibilidade de deteccdo da técnica de PCR, mesmo da PCR nested, o que poderia produzir
resultados falso-negativos (Chang, 2001). Esta possibilidade ndo pode ser descartada neste estudo.
O uso de abordagens mais sensiveis como a PCR em Tempo Real, poderia diminuir a possibilidade

de falso-negativos e determinar os niveis de carga viral com grande precisdo (Marques et al, 2006).
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A sobrevivéncia de animais com baixa carga viral foi descrita anteriormente e aponta para o
possivel potencial de L. vannamei como espécie tolerante ou resistente. A detecgdo do WSSV nos
caranguejos mostrou-se maior no primeiro tempo de coleta (T1), mas foi negativa em T2,
necessitando ser mais bem investigada. Este resultado poderia indicar uma susceptibilidade da
espécie C. granulata ao WSSV no primeiro tempo de coleta (T1), porém nao foi observada
mortalidade nestes animais.

A agua e os fatores ambientais podem ter contribuido para a os resultados aqui
apresentados. Uma relagdo neste sentido foi sugerida em estudos anteriormente reportados por
Hossain et al (2001) e Flegel et al (2004). Esses autores e Umesha et al (2006) relataram que o
estresse induzido por fatores ambientais como pH, salinidade, temperatura, nivel de agua, manejo
inadequado do viveiro, e altas densidades de cultivo podem aumentar a infecgdo e levar a
manifestagdo da doenga.

A estratégia de coleta de dados relativos a fatores ambientais havia sido planejada no inicio
do presente estudo, de acordo com um questionario elaborado previamente (ver Anexo 1).
Infelizmente, devido ao abandono da fazenda alvo do presente estudo, nao foi possivel coletar dados
relativos a parametros ambientais, como inicialmente planejado, uma lacuna que poderia trazer
respostas para um melhor entendimento dos resultados obtidos.

Cabe salientar que a fazenda analisada neste estudo foi interditada e o ciclo de cultivo
perdido. A coleta do Tempo1 foi realizada durante o surto da doenga e ambas as espécies
apresentaram prevaléncia para o WSSV igual ou acima de 90%. Os resultados obtidos no Tempo2
demonstram que mesmo nesta fazenda com alta manifestacao inicial da doenga, a mortalidade nao
atingiu 100% e os camardes sobreviventes cresceram normalmente, ultrapassando o peso comercial.
Devido a interdigdo e ao abandono da fazenda, ndo foi possivel mensurar a taxa de sobrevivéncia
dos animais restantes no viveiro.

Foi relatada pelos técnicos da fazenda a falta de alimentagdo dos camardes e também
observamos o intestino vazio nos animais coletados no Tempo1, sinais relacionados com anorexia,
sinal clinico da Sindrome da Mancha Branca. Porém, devido ao abandono da fazenda e a falta de
informagdes sobre os pardmetros ambientais e as condigdes do viveiro, ndo podemos concluir se a
falta de alimentagéo estaria relacionada como sintoma da doenga ou como resposta dos animais as
condigdes ambientais submetidas.

A possibilidade de outros virus ou patégenos nos animais deveria ser investigada uma vez
que detectamos sinais clinicos sugestivos com outras enfermidades descritas (Lightner, 1996).
Umesha et al (2006) relataram uma alta prevaléncia de infecgbes virais, duplas e triplas, em cultivos
da india. Flegel et al (2004) também relataram a presenca de multiplas viroses com altas prevaléncias
em cultivos, sem que fossem observados sinais clinicos e manifestacdo de doengas na Tailandia.

Flegel (2007) reportou o fato de que surtos de WSSV em varios paises da Asia foram
seguidos, apés um periodo de 1 - 2 anos, por um declinio na severidade da doenga e a ocorréncia de
cultivos com WSSV sem sinais clinicos ou mortalidades. Segundo a teoria da acomodacéo viral
proposta por Flegel (2007) os patégenos reduzem a severidade da doenga nas infecgbes

persistentes, um mecanismo que pode ser chave no processo de interagdo entre os virus e os
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artropodes. O entendimento deste mecanismo também pode contribuir para a elaboragdo de

estratégias de controle do WSSV nos cultivos do Estado de Santa Catarina.
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CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Com base em relatos sobre a sua ocorréncia em diferentes regides e na teoria da
acomodagéo viral proposta por Flegel (2007), o virus da mancha branca (White Spot Syndrome Virus,
WSSV), pode ser considerado como um virus cosmopolita que dissemina-se e adapta-se
rapidamente aos ambientes aos quais se introduz e passa a habitar. Apés os acontecimentos
ocorridos nos ultimos anos na carcinicultura mundial, foi relatado que na Asia a industria continuou
produzindo sem perdas significativas, apos 1-2 anos decorridos dos surtos da enfermidade que
dizimou os cultivos naquele continente. Esta situagéo pode ser atribuida a realizagdo de cultivos em
condi¢gdes ambientais e de manejo adequadas ao convivio com a presenga do WSSV e, segundo
Flegel (2007), ao recuo da severidade na infec¢do persistente, considerado pelo autor como uma
estratégia do proprio virus.

No Estado de Santa Catarina a baixa densidade de estocagem, o sistema de policultivo com
tilapias, o manejo e a localizagdo de algumas fazendas, contribuiram para o cultivo dos camardes
sem a manifestagdo da doenca. Esse fato mostra a necessidade do conhecimento das condigdes
ambientais, da adogdo de condicbes de manejo e do sistema de cultivo adequados para o
restabelecimento do vigor da industria no Estado, através do convivio com a cepa viral aqui
encontrada. A linhagem ora utilizada de Litopenaeus vannamei foi introduzida ha 10 anos no Estado
de Santa Catarina e vem adaptando-se as condigbes locais desde entdo. A cepa de WSSV foi
detectada ha 3 anos, mas sua presenga pode ser anterior a este periodo. A adaptagao e a interagao
desta cepa com o ambiente e os hospedeiros locais estdo envolvidas na viruléncia que a mesma
pode apresentar. Estudos na Asia monitoram os viveiros e relatam multiplas e altas prevaléncias de
varios patdgenos virais, sem relatos de manifestacéo de doengas e perdas para a industria.

O estudo de hospedeiros do WSSV, como o garanguejo Chasmagnathus granulata, contribui
para o monitoramento do virus e o entendimento das relagdes cepa-hospedeiro. O monitoramento do
virus nos camaroes Litopenaeus vannamei é crucial para a elaboracdo de estratégias sanitarias e de
manejo na carcinicultura praticada no Estado. No presente estudo, podemos sugerir a ocorréncia de
graus distintos de susceptibilidade a enfermidade ou, ainda, diferengas quanto a carga viral, o que
poderia estar refletindo diferencas na relagdo entre cepa/hospedeiro. Através da identificacdo de
animais com diferentes graus de infec¢do, poder-se-ia sugerir a ocorréncia, entre os animais
avaliados, de grupos possivelmente “susceptiveis”, “resistentes” e “tolerantes”, tendo-se, no entanto,
em mente, cautela quanto a estas denominagdes, como mencionado anteriormente.

Muitos estudos e questionamentos tém sido alvo de discusséo quanto a formagao de familias
de camarao SPF (Shrimp Pathogen Free) (linhagens livres de virus) ou SPR (Shrimp Pathogen
Resistant) (linhagens resistentes a virus). No Equador, aparentemente, as linhagens SPR parecem
obter maior éxito. Também na Asia foi reportado éxito em cultivos com camardes tolerantes &
presenca do virus. A realizagdo de analises de gendmica e protedmica em camardes que apresentem
comportamento distinto frente a infeccdo viral, como sugerido acima, aliadas a técnicas de

hibridizacdo subtrativa e avaliacdo de expressdo génica em camardes ditos tolerantes e resistentes
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poderiam contribuir na busca por moléculas relacionadas a resposta de defesa dos camardes ao
WSSV e aquelas relacionadas ao reconhecimento ou ancoramento celular do WSSV.

Da mesma maneira, estudos sobre a susceptibilidade e as respostas de defesa de
hospedeiros potenciais, mais ou menos proximos do ponto de vista filogenético, contribuem para o
conhecimento da cepa viral, sua relagdo com hospedeiros distintos, contribuindo também, sob a ética
epidemioldgica, para 0 monitoramento e a avaliagao de carga viral.

Neste trabalho detectamos resultados distintos sobre a prevaléncia do WSSV nas amostras
de caranguejos. No ambiente, a prevaléncia estimada ficou entre 5 e 23%, com uma carga viral
aparentemente média. Por outro lado, na fazenda estudada, no Tempo1, a prevaléncia foi de 97%,
com uma carga viral aparentemente alta. No Tempo2, ndo houve detec¢cdo do WSSV nas amostras
nesta espécie de crustaceo. Talvez a ndo-detecgao do virus nesta coleta possa ser devido a falta de
contato dos animais com as particulas virais, uma vez que possuem vida semi-aérea e se
movimentam livremente para fora do viveiro, ou, ainda, a carga viral poderia estar tdo baixa que
estaria abaixo da faixa ou limite de sensibilidade de deteccao tendo em vista o protocolo utilizado.
Uma outra consideragao seria que o numero de animais coletados (n=30) foi inadequado, em fungéo
de se estar frente a prevaléncias inferiores a 10%.

A confirmagdo dos camardes sobreviventes coletados no Tempo2 como “resistentes” (n&o-
infectados) e “tolerantes” (infectados) deveria ser investigada com a utilizagdo de protocolos mais
sensiveis, como PCR em Tempo Real, entre outros. A utilizagdo da PCR como ferramenta de
diagnéstico e detecgado de estagios virais latentes tem se mostrado uma arma eficiente, porém sua
utilizagéo requer sensibilidade e cuidado na interpretagédo dos resultados (Marques et al, 2006).

A possibilidade de resultados falso-positivos no caranguejo com a utilizagdo dos iniciadores
recomendados pela OIE foi descartada pelo sequenciamento do fragmento ou amplicom obtido.
Porém, cabe salientar que procedemos alteracées no protocolo recomendado pela OIE, visando
padronizar e otimizar a reagdo para as nossas condigbes, procurando diminuir o tempo de corrida
(reacdo), diminuir significativamente a amplificacdo simultinea de bandas inespecificas e,
principalmente, reduzir pela metade a quantidade da enzima Tag DNA Polimerase utilizada, item
mais caro na reacao de PCR.

A possibilidade de resultados falso-negativos ndo pode ser inteiramente descartada neste
estudo. Uma das possibilidades que poderia acarretar este tipo de resultado seria a presenca de
inibidores da reagdo (contaminantes, restos de proteinas, RNA, polissacarideos) ou a inadequacgao
da qualidade da amostra molde de DNA. Visando eliminar essa possibilidade, no presente estudo,
além da avaliagdo da integridade e do grau de pureza das amostras, estas foram submetidas a uma
PCR para a amplificagdo de uma sequéncia alvo no DNA do hospedeiro, ou seja, um gene de
L.vannamei. Assim, foi realizada uma reagdo para a amplificagcdo com iniciadores especificos,
visando amplificar uma parte da sequéncia do gene constitutivo de L. vannamei que codifica a enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Essa reagao foi realizada através de dois protocolos
distintos, um descrito anteriormente por Maciel & Marques (2003) e outro elaborado no presente
estudo (dados n&o publicados). Apesar de uma banda correspondente ao tamanho esperado ter sido

detectada nas amostras de camardo, o mesmo nao foi observado para as amostras de caranguejo,
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em ambas as condi¢gdes de reacdo. Dado que os iniciadores utilizados para a amplificagdo do gene
da GAPDH foram desenhados com base na seqiéncia de P. monodon (Maciel & Marques, 2003),
uma possivel explicagdo para a auséncia de amplificacdo deste gene constitutivo nas amostras de
caranguejo seria a distancia filogenética entre as duas espécies. Pretendemos em analises futuras
padronizar as condigdes de reagido para amplificagdo do fragmento de 848 pb de uma sequéncia do
gene do RNA ribossomal 18S, altamente conservado em decdpodes, como forma de controle
adicional para possiveis resultados falso-negativos.

Outra possibilidade de resultados falso-negativos esta relacionada com o limite ou faixa de
sensibilidade do método utilizado, no que tange a deteccdo de cargas virais baixissimas. A utilizacao
de métodos mais sensiveis como a PCR em Tempo Real, tém a vantagem de detectar e determinar
com precisao diferentes niveis de carga viral. Por outro lado, muitos iniciadores para a amplificagao
de seqiiéncias menores de regides especificas do virus tém sido descritos como mais sensiveis,
inclusive na deteccdo de cepas variantes (Galaviz-Silva, 2004). Recentemente, técnicas mais
sensiveis como Microarray detectaram sequéncias virais do WSSV em linhagens de camarao
consideradas SPF (Khadijah, 2003), sendo estes animais, na realidade, considerados como
portadores assintomaticos (ou tolerantes?).

Uma outra perspectiva envolve a caracterizacdo da cepa de WSSV aqui encontrada. Esta
caracterizagdo poderia ser abordada através da analise de diferengas no padrdo de digestdo de
fragmentos por enzimas de restricdo, seguida de sequenciamento, e até mesmo, através de analises
de gendmica e protedmica do proprio virus.

No caso dos camarbes sobreviventes resistentes realmente ndo estarem infectados pelo
WSSV, ndo podemos descartar ainda a possibilidade destes animais nao terem entrado em contato
com as particulas virais. Essa possibilidade, porém é remota se considerarmos que os animais
estavam em contato com a agua durante todo o periodo (diferentemente dos caranguejos), no mesmo
espago ou viveiro. A agua foi descrita como meio de transmissdo horizontal do virus, através da
passagem pelas branquias. Além disso, o canibalismo também é relatado como uma das maiores
formas de transmissao de patégenos, inclusive do WSSV (Covarrubias, 2004). Esta observagéo e o
fato dos animais resistentes terem crescido durante o periodo que permaneceram no viveiro, significa
que provavelmente continuaram a se alimentar, mesmo sem o fornecimento de ragdo. Para tal
crescimento, os camardes se nao recorreram ao canibalismo, provavelmente se alimentaram da
produtividade natural do viveiro. Muitas fontes de alimento natural como diversas classes do
zooplancton foram apontadas como portadores e possiveis vetores para o WSSV. Assim sendo, a
investigacdo dos organismos do zooplancton quanto a presenca do virus pode ser considerada como
uma perspectiva interessante na averiguagao desta hipotese.

Na verdade, esta investigacao ja foi iniciada com a coleta de material deste viveiro durante o
presente estudo, na qual diferenciamos trés classes distintas de zooplancton: uma ainda nao
identificada, um inseto aquatico e a espécie de copépode ja identificada Acartia tonsa. Na seqiiéncia
deste trabalho realizaremos anélises sobre a presenga do WSSV nestes organismos. Paralelamente

estd sendo realizado pelo nosso grupo um estudo em colaboragdo com a EPAGRI (Empresa de
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Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina S.A.) que visa investigar a presenca do
WSSV em organismos do plancton coletados de outras fazendas e outros pontos do estuario.

A avaliagdo da presenca de outros virus também é uma perspectiva de continuidade e
ampliagdo do presente estudo, uma vez que Umesha et al (2006) e Flegel et al (2004) relataram alta
prevaléncia de infecgdes virais multiplas em cultivos da Asia, sem a presenga de sintomas e
manifestagdo de doengas. Moser (2005) detectou uma prevaléncia natural em torno de 60% para o
virus da Necrose Hipodermal e Hematopoiética Infecciosa (IHHNV) em Litopenaeus vannamei adultos
dos cultivos de Santa Catarina, sem a observacao de sinais clinicos externos da doencga, sugerindo
que este virus é bem tolerado pela linhagem de L. vannamei catarinense.

Em adicao, outras coletas foram realizadas na etapa inicial do presente trabalho, nas outras
regides produtoras: o nucleo Centro (Regido de Tijucas) e o nucleo Norte (Regido de Sao Francisco).
Nestas coletas também foram obtidos os dados de parametros ambientais dos viveiros analisados e
um numero amostral maior, o que possibilitara, assim, um estudo mais minucioso nestas localidades.

Cabe salientar aqui que o surto de WSSV ocorrido em Santa Catarina foi diferente dos
relatados em outros paises, pois apresentou fazendas sem mortalidade, o que parece ter relagcdo com
a localizacado geogréafica das mesmas e com praticas de manejo nelas efetuadas. Isso pode ser
interpretado como estando em concordancia com a teoria de acomodacéo viral proposta por Flegel
(2007).

A hipotese do virus ja estar no ambiente ha mais tempo, antes do registro de sua
manifestagdo, também nao pode ser completamente descartada, uma vez que a ocorréncia da
doenca foi desencadeada, aparentemente, por gatilhos decorrentes do intenso desequilibrio que as
fazendas do primeiro foco apresentavam.

O conhecimento sobre a relagao entre a viruléncia do WSSV e a susceptibilidade dos
hospedeiros locais a cepa viral presente no Estado é fundamental para o monitoramento e a
elaboracao de estratégias no combate a enfermidade. Os camarbes sobreviventes sdo elementos
chave para a realizagao de investigagdes e estudos que contribuam para minimizar os impactos da
enfermidade e que possam levar ao emprego de estratégias corretas de manejo e ao

estabelecimento de familias de animais resistentes.
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HISTORICO - FAZENDA 1

Fazenda: Portinho

Localizagao: Laguna-SC, bairro Portinho

Ano em que comegou a produzir: 1999

N° de ciclos ja produzidos: 11

Algum problema em algum ciclo? Nos dois ultimos, WSSV

De onde compra as PLs? As PLs ja foram comprada da UFSC, da Unilarva e do Nordeste.
Qual a média de sobrevivéncia de despega nos ciclos anteriores? 65% e 13g

Qual a sobrevivéncia no ciclo de 2004/2005? 65%

Foi afetado pela mancha branca neste ciclo? No final do ciclo.

Se sim, como descreve a situagao que enfrentou? Realizou despesca de emergéncia? Foi
realizada despesca de emergéncia

Em relagao a outras enfermidades, tem algo a relatar? Nao
Qual a dimensao dos viveiros? 2 viveiros de 2 ha e um viveiro de 1 ha
Qual a densidade de PLs que utiliza? Entre 15 e 25 Pls/m?

Qual a taxa de renovacido de agua que utiliza? Dificil de ser mensurado, acredito que em média
uns 5% diarios.

Qual a fonte de captagao de agua? Lagoa de Santo Antonio

Sabe se a fonte de captagao d’agua recebe algum efluente agricola ou industrial? Se sim, sabe
o qué? Nao

Para onde vai a agua de drenagem? Lagoa de Santo Antonio

Com que freqiiéncia fertiliza a agua? Somente no inicio de cultivo

Monitora a transparéncia da agua? Diariamente

Realiza secado e calagem entre os ciclos? Sim

Como é o solo dos viveiros? Dois de turfa e um de areia

Monitora OD, temperatura, alcalinidade e salinidade? Qual a média? Sim; a salinidade fica
normalmente entre 15-20ppt; a alcalinidade acima de 100, a temperatura no verdo em média uns
26°C mas podendo chegar a 12°C no inverno, OD muito variavel, mas alguns dias o OD amanhecia
menor que 2 mgl/l.

Qual a ocorréncia de caranguejos e siris nos viveiros? severa

Como é o aporte de zooplancton nos viveiros? Nunca foi mensurado
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EM RELAGAO AO CICLO ATUAL

Sem ciclo atual, fazenda em processo para virar loteamento urbano. Dados de referentes a coleta no
Tempo1.

Data de povoamento: 18 de outubro de 2006

Origem das PLs: Unilarva

Densidade de povoamento: 15 pL/m2

Taxa de renovagao de agua que vem utilizando: cerca de 5%

Realizou fertilizagdo neste ciclo? Sim

Tem monitorado o crescimento dos camardes? Como esta? Sim, ruim e o viveiro ja apresenta
mortalidades pelo WSSV

Detectou mortalidade ou algum problema fora do normal? o viveiro ja apresenta mortalidades
pelo WSSV



