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RESUMO

A enfermidade da mancha branca afetou a maioriafalendas de
Camardes de Santa Catarina a partir de 2004. Rdtasacdes de
estudo epidemiolégico sugere-se que o ingressdrds @correu através
de nauplius e pos larvas importados de outros @stad dispersdo da
enfermidade entre fazendas da mesma regido ocaimwés de
efluentes contaminados pelo WSSV. Dez das 107 dasegxistentes no
estado ndo sofreram mortalidades pelo WSSV, pdsswe pelo seu
isolamento e distdncia das fazendas afetaWlatores elevados de
amonia e o baixo potencial redox do solo dos vigeforam o provavel
gatilho para as primeiras manifestagfes da enfedeid\ presenca do
WSSV em camardes, caranguejos e siris silvestresimon lagoas do
Complexo Lagunar Sul de Santa Catarina foi obsaread 112 das 309
(36,24%) amostras analisadas atravéaastedPCR e em sete de 174
(4,02%) camardes analisados por histopatologia rigese um
aumento na presenca de WSSV nos organismos s#gesitr longo de
guatro anos, apesar da reducéo da area de fazdetitas pelo WSSV.
No monitoramento de oito fazendas de camardo foificsda a
ocorréncia de mortalidade e a presenca do WSSV ROR e
histopatologia em cinco delas com focos nos ciafdsriores. Sugere-se
a aplicacdo de medidas de biosseguridade parar evitagresso do
WSSV nos cultivos e diminuir os riscos de novososuda enfermidade
Palavras Chave:cultivo de camardes, virus da sindrome da mancha
branca, WSSV, epidemiologia, fenol, alcalinidadeis,scaranguejos,
Litopenaeus vannamei






Prospecting factors associated with the outbreak ahdispersal of
white spot disease in Santa Catarina state, SoutheBrazil.

ABSTRACT

The white spot disease has affected the majoritghoimp farms of
Santa Catarina state, southern Brazil since 2004 Tesults of
epidemiological study suggest that the entrance Wifite Spot
Syndrome virus (WSSV) occurred through nauplii gmukt larvae
imported of the others states. The dispersion eflisease among farms
in the same region occurred through effluents efédy WSSV. The
disease did not affect 10 out of the 107 farmshendtate, possibly due
to their isolation or distance from affected farnddevated levels of
ammonia and low redox potential of the soil ponas the likely trigger
for the onset of the disease. The presence of WBSNld shrimp,
burrowing crabs and blue crabs of Santa Catarm#h®rn Lagoon
Complex was observed in 112 of 309 (36, 24%) sasnatealyzed by
nested PCR and in 7out of 174 (4.02%) samples rihphanalyzed by
histopathology. We observed an increase in theepoesof WSSV in
wild organisms along four years, despite the radodh area of WSSV
affected farms. In the monitoring of eight shrirgyms were verified
the occurrence of mortality and presence of the W8$ PCR and
histopathology in five of them with outbreaks irepious cycles. Was
observed a possible relationship between WSSV atittes and the
concentration of phenol and low alkalinity of thater. Mortalities were
observed at intervals of rising water temperat@tevben 24.6 to 29.29 °
C. It is suggested the application of biosecurigasures to prevent the
entry of the WSSV in the shrimp farms and reduce risk of new
outbreaks for the disease.

Key Words: shrimp culture, white spot syndrome virus, WSSV,
epidemiology, burrowing crabs, blue crabs, pheal&hlinity
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1. INTRODUCAO

1.1.Cultivo de camardes
1.1.1. Producédo Mundial de camardes

O cultivo de camardes surgiu no sudeste da Asientecas de
anos com a entrada de larvas de forma natural esiras de milkfish
abastecidos pela maré nas Filipinas e India, o apméribuiu para o
processo de estocagem de viveiros através da aag¢tupds larvas na
regido costeira, assim como para o inicio dos estpdra a produc¢éo de
pos larvas em laboratério (PRIMAVERA, 1985). Egtatica evoluiu
para sistemas extensivos de cultivo em grandesrasyeestocados a
baixa densidade com pés larvas capturadas na rature

O cultivo moderno de camardes iniciou-se no Japd&canos 30
com a reproducdo e larvicultura do camakd@mrsupenaeus japonicus
em laboratdrio (HUDINAGA, 1942).

O dominio da tecnologia de producdo massal de gdad e a
formulacéo de ragdes para camardes peneideos ipamit surgimento
de sistemas semi intensivos e intensivos de cUlithgl et al., 2000).

No ano de 2008 a produg¢do mundial de camarbevandts foi
de 3.398.673 toneladas, gerando mais de 14 billk@esiolares e
envolvendo mais de 40 paises da Asia, AméricasaiteNCentral e do
Sul. China, Tailandia, Indonésia e Vietnam forasponsaveis por
74% de toda producédo. Os maiores produtores dergarda mundo no
ano de 2008 constam na Tabela 1 (FAO, 2010).

Litopennaeus vannamédi a principal espécie cultivada no ano
de 2008, representando 63,4% da producdo totalrestante ficou
dividido entre outras espécies, onde as princigaiam Penaeus
monodon, Fenneropenaeus chinensis, F. merguieMassupenaeus
japonicus e F. indicu§~AO, 2010).

1.1.2. Cultivo de camardes no Brasil

Os primeiros experimentos com o cultivo de camarfesrasil
foram realizados na década de 70, destacando-seplantacdo do
“Projeto Camardo”, no Rio Grande do Norte. Entre/8l%® 1984
surgiram as primeiras fazendas comerciais quezardim a espécie
Penaeus japonicuem estados do nordeste Esta espécie apresentou
problemas de viabilidade técnica decorrentes da alaptacdo as
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condicbes ambientais da regido. No periodo de rid® @&eguintes
trabalhou-se com a domesticacdo das espécies mdtitapenaeus
subtilis, Farfantepenaeus paulensesL. schimtt) que apresentaram
baixo desempenho produtivo, comprometendo a rdidaie da
atividade, culminando com o fechamento de variasrfdas de cultivo.
Uma nova fase da carcinicultura brasileira inicsgucom a reintroducao
da espécid.. vannameie o dominio das técnicas de larvicultura e
reproducdo da mesma no inicio dos anos 90. Arphrtl995/1996 foi
demonstrada a viabilidade comercial do cultivo alestpécie no pais,
provocando um acelerado crescimento da atividadéeemos de area,
producao e produtividade. (BRASIL, 2001).

Tabela 1. Produgdo de camardes cultivados nosipeiscpaises no ano de
2008.

Paises Producéo t
China 1.225.522
Tailandia 507.500
Indonésia 408.246
Vietham 381.300
Equador 150.000
México 130.201
india 86.600
Bangladesh 67.197
Brasil 65.000
Malasia 51.047
Filipinas 48.199
Outros 277.861
Total 3.398.673

(Fonte: FAO, 2010).

O acelerado crescimento culminou com a produca80denil
toneladas no ano de 2003, seguindo uma signifecateducdo da
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producdo nos anos seguintes em decorréncia daméddéele da
Mionecrose Infecciosa em fazendas do nordeste|gmals de mercado
e problemas climéaticos (Figura 1) (ROCHA & ROCHA09).

Evolucgdo da carcinicultura no Brasil
100,000
80.000
60.000 ‘
® Area (ha)
40,000 -
20.000 - m Producio (t)
D ;|
W & © o & WM = W W o~ o
o O O 0 0O 0 0 o © o o Ano
o & O O O O O O O O O
Lo o B o' B o B o B o B o B o' AR o' B o B o' |

Figura 1. Desempenho da carcincultura brasilerpariodo de 1998 a 2008.
(Fonte: FAO, 2010).

1.1.3. Cultivo de camarfes em Santa Catarina

As primeiras iniciativas de cultivo do camardo esiveiro em
Santa Catarina ocorreram no ano de 1970, com aigéioddas primeiras
pos larvas em laboratério da América Latina (LARA974) e
desenvolvidas pesquisas de cultivo em viveirostab@a®s pela maré
com larvas capturadas na natureza (POLI, 1972). s#&pedo
pioneirismo, a atividade somente assumiu carati@$scomerciais a
partir de 1983, quando foram implantadas vériagrfdas, além da
construcdo do Laboratério de Larvicultura da UFSCano de 1985
(COSTA, 1998). Os cultivos foram desenvolvidos cas espécies
nativas Farfantepenaeus paulensi® Litopenaeus schmitti que
apresentaram fraco desempenho econémico, provoaamechamento
de grande parte das fazendas. No ano de 1998tifodirzida a espécie
L. vannameno estado, a qual apresentou excelentes resuliacitiso-
econdmicos, iniciando-se um novo ciclo de crescimeta atividade.
(COSTA et al.,, 2000). A partir deste momento ocmerum rapido
incremento no numero de fazendas, area e prodati#égindo-se a
producdo de 4.189 toneladas em 106 fazendas e hé&Gares de
viveiros no ano de 2004. Esses valores sofreram fort& queda nos
anos subsequentes (Figura 2) em funcéo do surgindenenfermidade
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da mancha branca (WSSV) no estado no final de 28B4FFERT et
al., 2005.

Producio de camardes em Santa Catarina

4.139

3.442

2752 ON¢ Fazenda

EArea(ha)

1.6739 1.600
EProducéo (1)

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2003 2009

Figura 2. Producédo de camardes em Santa Cat&08d, a 2009. (Fonte:
COSTA, 2010).

1.1.4. O camardolitopenaeus vannamei

O camarad.. vannamedistribui-se na costa do Pacifico entre o
estado de Sonora, México e o norte do Peru emmptfades entre zero
e 72 m, adultos em agua salgada e juvenis em iestuRecebe o nome
comum de camardo pata branca (Whiteleg shrimp) pal@ e de
camardo branco nos paises onde se distribui naemgd (HOLTHUIS,
1980). A classificacdo sistematica € descrita auise(PEREZ-
FARFANTE e KENSLEY, 1997):

Filo Arthropoda

Sub filo Crustacea
ClasseMalacostraca

Sub classeeumalacostraca
SuperordemEucarida
Ordem Decapoda
SubordemDendrobranchiata
Superfamilia Penaeoidea
Familia Penaeidae
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GéneroLitopenaeus
EspécielLitopenaues vannamBioone 1931

A espécid.. vannameapresenta varias vantagens comparadas a
outras espécies cultivadas. Entre elas esta anilisidade de cepas
livres (SPF) e resistentes (SPR) a patdgenos éispsecalta taxa de
crescimento, aptidao para altas densidades deagstog tolerancia a
um amplo intervalo de salinidade e temperatura, digta com baixo
requerimento de proteinas, facil de reproduzitaetaka de
sobrevivéncia na larvicultura (BRIGGS et al., 20@htes aspectos
explicam o aumento da preferéncia pelo cultivoalespécie.

1.2.Doencgas em cultivo de camardes

As doencas de camardes peneideos cultivados indinelromes
de origem infecciosa e néo infecciosa. Entrecgmchs infecciosas de
importancia econdmica estdo as causadas por viioketisias,
bactérias, fungos e parasitas. As doencas nadociofas importantes
para a industria de cultivo de camardes séo casiaoia condicbes
ambientais extremas, problemas nutricionais, agetdtdcos e fatores
genéticos (LIGHTNER e REDMAN, 1998). Entre as d@eng
infecciosas de camardes cultivados, as causadagrpsisobressaem-se
como as mais significantes m relacdo as perdas éetoas
(LIGNHTNER, 2005).

Mais de 20 virus tem sido descritos por infectama®es
marinhos. Muitos ndo tém sido associados com sinkigcos de
doencas e alguns tém sido observados somente poosoopia
eletrénica e pouco caracterizados (WALKER e MOHAMN(09). Seis
patégenos virais de camardes marinhos estdo lstaela Organizacao
Internacional de Episotias (OIE) como notificAveiausadores de
doencas de animais aquaticos (OIE, 2009). Os ipdiscvirus de
camardes marinhos cultivados encontram-se na Tabela

As pandemias devido aos virus WSSV e TSV, e emomen
extensdo para IHHNV e YHV tém custado a industeacdltivo de
camardes bilhdes de doélares em perdas de colhefitgsegos e divisas
de exportagcdes. Os impactos sociais e econdmicespdademias
causadas por estes virus tem sido profundos emspaiis que o cultivo
de camardes constitui uma industria significantédGNHTNER &
PANTOJA, 2001).

Embora cerca de 10 dos virus conhecidos tenham sido
encontrados em camarfes peneideos cultivados nastdem Leste
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(Tabela 2), somente quatro destes tem causadoakpagzoticas com
sérias conseqiiéncias econdmicas nas Américas rmladgmssada,
(LIGHTNER, 2003). Estas viroses, ou talvez maigetamente grupos
de cepas diferentes das mesmas espécies de ANV, TSV,
WSSV, e IMNV (Tabela2; Figura 3).

DNA
(Wl VIRUSES
Wisv
~ 130 X 350 nm
R 0 o
VIKUSES

Figura 3. 1 — 5 microscopia eletrdnica de transiwiste preparados de virus de
camardes penaeideos corados com PTA 2%. Escatards km nanémetros
como indicado. 1 — IHHNV; 2 = TSV; 3 - WSSV; 4 — Vi 5— IMNV. 6 -
Esquema dos principais virus de camarfes penedggogados por tipo de
acido nucléico do genoma, tamanho relativo e pgefill. (Fonte: LIGHTNER,
2003).




Tabela 2. Principais virus que afetam os camaréesiiivo.

Virus Abrev  Familia Género Genoma Distribuicdo Conlkecida

White spot syndrome virus * WSSV  Nimaviridade Whiigpus dsDNA Asia, Américas

Yellow head virus * YHV Roniviridae Okavirus (+) ssRN Asia, América Central

Gill-associated virus GAV Roniviridae Okavirus (BRNA  Austrdlia, Asia, Pacifico

Taura Syndrome virus* TSV Dicistroviridae néo atiito (+) ssRNA  Asia, Américas

Infectious myonecrosis virus* IMNV  Totiviridae nadribuido (+) ssSRNA  América do Sul, Asia

Baculovirus penaei* BP Baculoviridae nao atribuido NsD Asia

Monodon baculovirus MBV Baculoviridae Nucleopolyhe-dsDNA Asia, Australia, Africa,
drosivirus Américas

Infectious hypodermal and hematopoietic IHHNV Parvoviridade
necrosis virus*

Hepatopancreatic parvovirus HPV Parvoviridade
Mourilyan virus MoV Bunavirus-like

Laem singh virus LSNV  Leuteovirus-like
Spawner-isolataed mortality virus SMV Parvoviridade

Baculoviral midgut gland necrosis virus BMNV  Baculadae

Lymphoid organ vacuolization virus LOW Togavirukdi

BrevidensovirussDNA Asia, Australia, Africa,
Américas, Pacifi(;o
Asia, Australia, Africa,

Américas

Brensgbvirus ssDNA

néo atribuido $sRNA  Austrélia, Asia
ndo atribmid (+)ssRNA  Asia
SsDNA

dsDNA

nao atribuido Austrdlia, Asia

nao atribuido Austrdlia, Asia

nao atribuido (+) ssRNAAméricas

* OIE (2009) listadas (Fonte: WALKER e MOHAN, 280

(014
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O virus da sindrome da mancha branca (WSSV) é hecao
como o patdégeno mais devastador do cultivo de dasainfectando
todos os peneideos cultivados, e responsavel parder parte do
impacto de doencas na producdo global de camakiiéd KER e
MOHAN, 2009; ESCOBEDO BONILLA, 2008).

1.3. Enfermidade do Virus da Sindrome da Mancha Branca
(WSSV)

1.3.1. Origem e disperséo

A enfermidade da mancha branca foi primeiro obskrvam
agosto de 1992 em viveiros denaeus japonicusia Provincia de
Fujian, China, (ZHAN et al. 1998), espalhando-spidamente para
fazendas ao sul e ao norte e possivelmente paemdag de Taiwan
(LO, 2003). No inicio de 1993, mortalidades foraiatadas em varias
fazendas do Japdo que haviam importado juveniB.deponicusda
China (NAKANO et al., 1994), onde ocorreu a idecti€do e
caracterizacdo do agente causador da dodN@UYE et al., 1994;
MOMOYAMA et al., 1994; NAKANO et al., 1994; TAKAHABI et
al., 1994). No mesmo periodo surtos de WSSV foram observados n
Coréia (PARK et al., 1998) e desde entdo se espglbr varios paises
asiaticos como Tailandia (LO et al. 1996a) e, dr{#{ARUNASAGAR
et al.,, 1997) em 1994, Indonésia (DURAND et al9@)9e Malasia
(KASORNCHANDRA et al. 1998) em 1996, Viethd em 1997
(BONDAD-REANTASO et al. 2001) e Filipinas em 1999
(MAGBANUA et al. 2000).

No continente Americano o WSSV foi primeiro relatatb ano
de 1995 em laboratérios de larvicultura no Texas €arolina do Sul,
nos Estados Unidos (LIGHTNER 1996; WANG et al. 199E8m
seguida ele foi relatado no Peru em 1998 (ROSENBERRO01),
Equador, México e paises da América Central em {F8ODRIGUEZ
et al., 2003; BONDAD-REANTASO et al.,, 2001) e retsenente no
Brasil (SEIFFERT et al., 2005).

Desde o primeiro relato do seu surgimento, difeenbmes tém
sido usados para descrever o mesmo virus. Rodéhape deP.
japonicus (RV-PJ) (INOUYE et al.,, 1994), Systemic ectoderrsal
mesodermal baculovirus (SEMBV) (WONGTEERASUPAY& al,
1995), Penaeid rod-shaped DNA virus (PRDV) (INOUAtEal, 1996),
Hypodermal e hematopoietic necrosis baculovirusNIBM) (HUANG
et al, 1995), Chinese baculovirus (CBV) (NADALA et.,all998) e
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White spot baculovirus (WSBV) (CHOU et al., 1995AWG et al.,
1995) e Penaeus monodomon-occluded baculovirus (PmNOB)
(CHOU et al. 1995). Atualmente, o nome “White spgtdrome virus”
(WSSV) ou sindrome do virus da mancha branca é noe naficial
aprovado pela ICTV (International Committee on Taxoy of

Viruses) e utilizado pela maioria dos grupos dejpisadores (VLAK et
al., 2005).

1.3.2. Impactos sécio-econémicos

Os impactos do WSSV na producdo mundial de camardes
cultivados e em dois dos principais produtoresn&lei Equador, podem
ser observados na Figura 4.

Estima-se que os prejuizos causados pelo WSSVadagio de
camardo do ano do surgimento até 2001 tenham aidodem de US$ 4
— 6 bilhdes na Asia e superiores a US$ 2 bilhdes Américas
(LIGHTNER, 2003).

4.000 - - 160 —s—China

3.500 - 140 Mundo
—a— Equador

3.000 - - 120

2.500 - - 100

2.000 - - B0

1.500 - - b0

toneladas x 10°
toneladas x 10°

1.000 - - 40

500 {1 L 20

0

1987 1990 1993 1996 1999 2002 2005 2008

Figura 4. Producdo de camardes em toneladas nséthcd987 até 2008. Eixo
esquerdo representa a producdo mundial e da Clureaxe direito representa a
producdo do Equador. Estédo indicados os momentaiidpgmento do WSSV
no Equador e na Asia. (Fonte: FAO, 2010

Embora nesta época o agente causativo ainda naa bigo
identificado, a inddstria Taiwanesa de cultivo émeardoP. japonicus
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foi seriamente afetada por surtos de WSSV em 1889, quebras na
producéo acima de 90% de 1991 a 1993. (LO €2@03).

Perdas provocadas pelo WSSV na Tailandia nos and996 e
1997 foram de aproximadamente US$ 1 bilhdo (FLEGBIO6), cerca
de US$ 50 milhdes no Delta do Mekong no Vietnamano de 1994
(CHANRATCHAKOOL & PHILLIPS, 2002), de US$ 25 mile8 na
Maldsia em 1995 (YANG et al.,, 2001b), de US$ 10hdes em
Bangladesh em 1996 (RAHMAN, 2001), de US$ 40 neithém divisas
de exportacéo, fechamento de laboratérios de ldtura e perdas de
5.000 empregos no Panama (MORALES et al., 200Ereacde US$
100 milh&es no Peru entre 1999 e 2000 (HILL, 2002)

O impacto sécio econbmico do WSSV foi particulartaen
dramatico no Equador onde a producéo de 160 méladas no inicio
de 1999 caiu para 40 mil toneladas no final de 2@@dn perdas
econdmicas de US$ 280 milh6es em 1999 e de USHtRBes em
2000, com perda de 150 mil empregos diretos e csiimaivas de
perda total de 500 mil empregos no pais (HILL, 2002

1.3.3. Taxonomia do WSSV

Andlise filogenética na DNA polimerase (VAN HULTEM al.,
2001a), ribonucleotidio redutase (VAN HULTEN et, &000b), dois
genes proteina kinase (VAN HULTEN &VLAK, 2001) e am
endonuclease nao especifica (WITTEVELDT et al.,12@®nfirmaram
uma Unica posicao taxondmica do WSSV, sem relagadisiante de
outras familias de virus de larga dsDNA. Entao, WE&S$ classificado
como uma espécie exclusiva (Whispovirus) de umaa nfamilia
monotipica chamaddimaviridade ¢énerowWhispoviruy (VLAK et al.,
2005) aprovado pela ICTV no ano de 2002.

1.3.4. Morfologia do WSSV

Whispovirus (WSSV) séo grandes particulas com ftoroadide
a bacilariforme com cerca de 275 nm de comprimentt?0 nm de
largura com um apéndice na forma de flagelo n@mittade (Figura 5).
Consiste de um nucleocapsideo na forma cilindrita ama estreita
parede de capsideo e cercada por um envelope itdamO
ndcleocapsideo possui uma aparéncia segmentada @mamho de
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cerca de 300 x 70 nm e contém uma molécula de DNgladfita
(VLAK et al., 2002).

Figura 5. Alta ampliacdo do WSSV em microscopi&@féca. (a) Fina seccao
do WSSV em um nlcleo celular. (b) Virions purifioaccorados negativamente
mostrando um unico apéndice tipo cauda no finahniE
WONGTEERASUPAYA et al., 1995)

1.3.5. Genoma do WSSV

O agente causador da enfermidade da mancha bramavé&us
com genoma de DNA de dupla cadeia, circular, deadgadamanho e
com envelope (VLAK et al2005). A sequéncia completa do seu
genoma foi determinada para trés isolados distd@o€hina, Tailandia
e Taiwan, respectivamente (CHEN et 2002, VAN HULTEN et al.
2001a, YANG et al2001a). No total, ambas as cadeias contém entre
531 e 684 janelas de leitura de transcricdo gépjpen reading frames’
ORFs, por sua sigla em inglés) formados por umamuote inicio ATG
e um de terminagdo. Entre eles, 180 a 184 ORFdicadi para
polipeptidios de 51 a 6.077 aminoacidos, os qugisesentam 92% da
informacdo genética contida no genoma (VAN HULTENe 2001a;
YANG et al. 2001a).

O genoma dos trés isolados sequienciados de WSSWamos
diferencas em tamanho. O isolado chinés tem umniaonde genoma
de 305107 bp (numero de acesso Genbank AF3320838)184a ORFs
0s quais representam 50 ou mais aminoacidos cad#@uisolado de
Taiwan representa 307287 bp (Genbank AF44057@) isolado da
Tailandia que é o menor e conta com 292967 bp (&&nBF369029).
Essas variagbes de tamanho, provavelmente, se dewipressoes de
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aproximadamente 12 kpb, o qual indica um grau dgalolidade
genética (LAN et al2006). Porém, h4 uma variacdo genética muito
pequena, com uma identidade genética entre panesctiotideos entre
os trés isolados, sugerindo que eles, provavelmertduiram de um
ancestral comum, e estdo intimamente relacionabl?sRKS et al.,
2004).

Supressdes também foram observadas entre isoladbfetentes
espécies hospedeiras da mesma area (LAN et aR).28ifas variacbes
em n 54 bp DNA repetidos foram encontrados em aamstie
diferentes regides na Tailandia (WONGTEERASUPAY Aakt 2003).
Essas variacdes na seqiiéncia do genoma tém didadats em estudos
de epidemiologia molecular para tracar o movimetdto WSSV e
identificar fontes de infeccdo (WONGTEERASUPAYA &t 2003;
DIEU et al. 2004; HOA et al. 2005; MUSTHAQ et al0(B). H4
também evidencia que diferentes isolados variamifgigtivamente em
viruléncia (MARKS et al. 2005) e a passagem do W®8Vdiferentes
hospedeiros pode alterar a patogenicidade e a®rsEgs de regides
curtas repetidas (do inglésndem repeat regiongWAIKHOM et al.,
2006).

Miller (2009) através de genotipagem verificou gsesolados
de WSSV de camarfes de Santa Catarina e da Babk&eaam padroes
diferentes, podendo ter diferentes origens ou déide mutacbes ao
longo do tempo. Néo foi identificado um padrdo erds isolados de
WSSV do Brasil e de outros paises analisando tiBissatélites, mas
foi observada uma similaridade na ORF 94 nos isslade Santa
Catarina, México, Nicaragua, Honduras e Panamdre es isolados da
Bahia e dos EUA. No mesmo trabalho foram idemtifais genes
diferencialmente expressos em camarbes de cultifectados por
WSSV, observando-se a indugcdo de genes envolvidosimese da
ATP, citoesqueleto, adesdo celular, metabolismoramsporte de
moléculas e a repressdo de genes envolvidos nsadedatra bactérias e
na transduccéo e biossintese de acidos nucléicos

1.3.6. Proteinas estruturais do WSSV

Mais de 50 proteinas estruturais e uma proteinaes&otural
VP9 (LIU, Y et al., 2006) tém sido detectadas emS¥&té agora. Elas
foram denominadas de acordo com o peso molecutamasos das
bandas de proteinas em SDS-PAGE (dodecil sulfat®d® em gel de
poliacrilamida e eletroforese) ou pelo numero deétidos. Proteinas
localizadas no envelope sédo: VP12, VP19, VP22, YRR28, VP31,
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VP36B, VP38A, VP39, VP41, VP41A, VP41B, VP51B, VR52
VP52B, VP53, VP53A, VP68, VP110, VP124, VP150, VP18P281,
VP292, VP466 (VAN HULTEN et al., 2000b; HUANG et,a2002a;
HUANG et al., 2002b; VAN HULTEN et al., 2002; ZHANG@t al.,
2002; TSAI et al., 2004; YI et al., 2004; WU et, &005; ZHU et al.,
2005; LI, H. et al., 2006; LI, L.J. et al., 2008; L et al., 2005, TSAI et
al., 2006; XIE & YANG, 2006; XIE et al., 2006; ZHet al., 2006), no
nucleocapsideo: VP15, VP35, VP51C, VP60B, VP388664P(VAN
HULTEN et al.,, 2002; TSAIl et al.,, 2004; LEU. et ,al2005;
WITTEVELDT et al., 2005; TSAI et al., 2006; XIAO at., 2006) e no
tegumento: VP36A, VP39A, VP95 (TSAI et al., 2008)ocalizacédo de
outras proteinas ndo é conhecida. As fun¢des dmimdestas proteinas
ndo tém sido totalmente elucidadas. VP15 parecarsa proteina de
ligacdo a DNA e é uma das maiores proteinas daitestr do
nucleocapsideo de WSSV (WITTEVELDT et al., 2005hs&os de
neutralizacdo sugerem que proteinas do envelopd, WA228, VP31,
VP36B, VP68, VP76, VP281 e VP466 estdo envolvidasestagios
iniciais de replicacdo do WSSV (VAN HULTEN et &Q01b; HUANG
et al., 2005; LI, L. et al., 2005; WU et al., 2003, H. et al., 2006; LI,
L.J et al., 2006; XIE & YANG, 2006). VP28 esta elwda na fixagcdo e
penetracdo nas células (Yl et al.,, 2004) e infecgidt®émica (VAN
HULTEN et al., 2001b; WU et al., 2008 rimersdesenhados contra o
gene VP28 ou anticorpos produzidos contra VP28 (RQ®J et al.,
2001) foram considerados adequados para detedtamerdes isolados
(MUSTHAQ et al., 2006).

Bratinig (2009), a partir da clonagem, sequenciameat
expressdo da proteina do envelope de WSSV VP2&vebtima
proteina recombinante de 21 KDa denominada VP28rppdera ser
utilizada para produzir anticorpos monoclonais par@mprego em
testes de deteccdo do WSSV.

1.3.7. Mecanismo molecular da infec¢cdo do WSSV

O mecanismo de entrada o WSSV na célula hospeélgimco
conhecido. Estudos revelaram que a que a replicdgd®SSV ocorre
nos nucleos das células (WONGTEERASUPAYA et al. 9519
DURAND et al., 1997; WANG, Y. et al., 1999). Um este estudo
descreve que a molécula integrina da superficidaretésta envolvida
na infeccdo do WSSV, a qual pode servir como umptec celular (LI,
D-F. et al., 2007). Algumas proteinas da envoliiral tém motivos
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RGD (arginina-glicina-acido aspartico) que podendisrea adesédo do
virus a integrina celular e entdo entrar na céRlalZ, 2009). Alguma
proteina do WSSV contém motivos RGD, entre elas1YR336A,
VP36B, VP110, VP136, VP281 e a VP664 (HUANG et aDP2a;
TSAI et al., 2004), sugerindo-se que a infec¢do \W@SV pode ser
mediada pela adesédo dos RDG das proteinas essutasacélulas alvo.

Ruiz et al. (2009) sugeriram um modelo de interagétecular
entre o WSSV e as células do camardo no momeniofetzdo (Fig.
6.). A interacdo da proteina estrutural do virusr@cem um receptor
celular especifico (Fig. 6A) e os dominios RDG ifarg-glicina-acido
aspartico) que interagem com regifes tipo integdoa receptores
celulares (Fig. 6B). Existe mais de uma interacéaiefna estrutural-
receptor para que se estabeleca a infecgao vigalgE) e finalmente ao
ocorrer a transferéncia do material genético deah célula, se inicia a
transcricao e sintese de proteinas virais (Fig. 6D)

Proteina
Estructural VP

RGD
Dominio
Tipo
Integrina

Gélula
objetivo

Figura 6. A —D — Modelo de interagdo moleculare&ot WSSV com as células
do camarao durante a infeccao viral. (Fonte: R2N9).

1.3.8. Imunidade antiviral em camaroes

Em crustaceos, somente existe um sistema imunolGgato,
sem memoria imunoldgica (LEE & SODERHALL, 2002)imunidade
inata incluiu barreiras fisicas e resposta humereglular. Em estudos
recentes foi demonstradas evidéncias de uma imdmidativiral em
camardes, incluindo a existéncia de receptores (BoRnglés,Toll-like
receptory, RNA de interferéncia, substancias antivirais tecidos e
genes imunes. Receptores TLR em mamiferos estamvitos em
atividades imunolégicas (SCHRODER e BOWIE, 2005)goais foram
descobertos ern. vanname{YANG et al., 2007) é°. monodorfARTS
et al., 2007) e o seu papel contra infec¢des vast&o em estudo.
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Injecdo de RNA de dupla fita (dsRNAS) induziu a imdade
antiviral emL. vannamei(ROBALINO et al., 2004) e erR. chinensis
(KIM et al., 2007). RNAs de interferéncia curtasiR(8A)
correspondendo as proteinas virais VP15 ou VP2ahfafetivas para
reduzir a mortalidade efd. monodofWESTENBERG et al., 2005) e
P. japonicugXU et al., 2007). Replicagéo viral foi inibidarpmdltiplas
injecBes de virus VP28-si RNA (XU et al., 2007)mgene antiviral
denominado PmAV foi clonado d& monodorinfectado por WSSV, o
qual foi altamente expressado no hepatopancreaegmdo dia apos
infeccdo com alta carga viral (LUO et al., 2003).

Uma resposta quase imune foi descrita &n japonicus
sobreviventes de surto de WSSV e a presenca de culadé
neutralizantes de WSSV no plasma dos camarfes (\EA$Eet al.,
2000).

A inducdo da apoptose (morte celular) em estagezqueda
infeccdo viral, pode limitar a producdo de pardswirais e reduzir ou
eliminar a propagacédo da progénie viral para outesglos. Muitos
virus conseguem, porém, retardar o processo apmptdbatando as
células apenas rfimal do ciclo infeccioso, apés suficiente progénie ter
sido produzida. Os corpos apoptéticos com granadatmlade de virus
replicados séo fagocitados por outras célulasngato a propagacéo e
infeccdo viral (BARRACO et al.,, 2008) Células apitighs foram
detectadas em camarfes infectados por WSSV naemtdme
experimentalmente (SAHTOUT et al., 2001; WONGPRASER al.,
2003; SAHUL HAMEED et al., 2006).

Flegel (1998; 2007) propds um conceito de acomadagal,
onde ocorre uma adaptacdo dos crustaceos aos viovepatogénicos,
a partir de uma memodria especifica que impede oam®Do de
apoptose induzido pelo virus. Por este conceito, camardes
sobreviventes desenvolvem untalerdncia ao virus e se tornam
portadores danfeccao persistentsem nenhum efeito negativo aparente
ou sintoma da doenca.

Reforgando este conceito, foi ainda evidenciado cpreardes
sem sintomas de doenca, mas com infeccdo viralispare nao
apresentavam apoptose nas células infectadas (WRNSERT et al.,
2003). Entretanto, faltam informacg8es sobre os misg@s moleculares
subjacentes a essa tolerancia e se ela é efetiteyp@vocada por uma
reducdo da apoptose ou por outros processos adsdarthecidos.
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1.3.9. Métodos de diagnéstico do WSSV

Métodos de detecgdo para WSSV séo utlizados para d
principais propositos: -confirmacdo da infeccdo dos animais
(LIGHTNER 1996; OIE 2003) eertificacdo do estado de saude em
reprodutores e poés larvas utilizadas em larvicaltou viveiros de
cultivo (OIE, 2003).

Técnicas de diagndstico podem ser divididas em:

1 — Presuntivas: que incluem a observacéo de sitinisos nos
viveiros; historia de surtos anteriores da enfeahdna fazenda; origem
das larvas e observacdo de sinais da doenca eendestingimento
rapido (LIGHTNER, 1996; OIE, 2003);

2 — Confirmatorias: que incluerandlise histopatolégicade
tecidos alvo (BELL & LIGHTNER, 1998);imunoensaios com
anticorpos policlonal e monoclonal, incluindo otéede Western Blot
(WB) (NADALA et al. 1997; SAHUL-HAMEED et al., 1998imuno
dot-blot (NADALA e LOH, 2000), ensaio de imuno adsio ligado a
enzima (ELISA) (ZHANG et al., 2001), imuno fluoréscia indireta
(IIF) (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2005) e imuno hisgaimica (IHC)
(POULOS et al., 2001); tecnologi acido nucléicoque inclui varios
protocolos de reacdo em cadeia da polimerase (PgR),pode ser
qualitativo (LO et al.,, 1996a, 1996b; TAPAY et all999;
KIATPATHOMCHAI, et al. 2001) ou quantitativo (TANGe
LIGHTNER, 2000; TAN et al. 2001; DHAR et al. 200RURAND e
LIGHTNER, 2002).

Outros métodos baseados em DNA incluem dot-blot
hibridizacdo in situ (ISH) (DURAND et al, 1996; NUNAN e
LIGHTNER, 1997; WANG et al., 1998), os quais samo®esensiveis
do que a PCR. PCR é um método sensivel e podeass@pleteccao de
WSSV, podendo detectar quantidades pequenas comdg 5
(femtograma) de DNA de WSSV (20 particulas virais) extrato cru de
amostras de pos larvas, pledpodos e hemolinfasaniarées grandes
(KIATPATHOMCHAI et al., 2001).

A técnica denominada PCR situ pode detectar infeccbes em
tecidos em estagio inicial (JIAN et al., 2005). @umétodo chamado
amplificacdo circular isotérmica (LAMP) é considdwamais sensivel
que os outros protocolos de PCR e pode detectat dt¢do virus
(KONO et al., 2004).

PCR ¢é comumente utilizado para varredura de paisnci
portadores de WSSV e particularmente para determinastatus
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sanitario de pos larvas antes da estocagem emrosvelie cultivo
(OTTA et al., 1999; HOUSSAIN et al., 2001).

Na detecgcdo de WSSV dmvannamecultivado em fazendas de
Santa Catarina com diferentes métodos o PCR emd &eal foi capaz
de detectar 3,55 copias virail/3,55x16 por nested PCR e 2x¥(or
blooting e na hibridizagcadm situ somente ocorreu marcacao pela sonda
de DNA para WSSV em amostras com carga virais dieradas a altas
(SOUZA, 2008).

1.3.10. Epidemiologia e sinais clinicos da enfermidade daancha
branca

Mortalidades cumulativas podem chegar a cerca @86100
prazo de 10 dias ap6s o inicio da doenca (KARUNABRGet al.,
1997; LOTZ e SOTO, 2002). Em viveiros de cultivagmardes junvenis
de todas as idades e tamanhos sdo suscetiveis rcadomas
mortalidades macicas geralmente ocorrem um ou meises apds a
estocagem (KASORNCHANDRA et al., 1998).

Algumas espécies de camarbes peneideos da AsiaégicAm
infectados com WSSV apresentaram depdsitos dead,5 - 2,0 mm
de diametro na cuticula do cefalotérax ou caraff&¢ANG, et al.,
1995; LIGHTNER, 1996). Outras condicdes podem pzodestas
manchas como bactérias e alta alcalinidade da dguwealtivo (WANG
et al., 2002). Animais afetados pelo WSSV apreserteomatoforos
expandidos com coloragéo rosa avermelhado paramavermelhado
na cuticula do cefalotérax (INOUYE et al., 1996 antardes doentes
exibem uma reducdo na alimentacdo e aumento daitetmadando
lentamente préoximo a superficie dos viveiros e sarmte morrerem
afundam (CHANG et al.,, 1996; LIGHTNER, 1996; SUDNA al.,
1997; JORY e DIXON 1999).

1.3.11. Histopatologia e tecidos alvo da infeccédo por WSSV

Na histopatologia a infeccdo por WSSV é caractdazaor
células com nucleo hipertrofiado, mostrando inadssintranucleares
basodfilas e cromatina marginal em tecidos de origmtodermal e
mesodermal (DURAND et al.,, 1997; WANG et al.,, 200&ssas
inclusdes intranucleares sdo marcadamente distntasiores que as
inclusdes Cowdry tipo A, caracteristicas do virua uhfeccéo
hipodermal e hematopoiética (IHHNV) (WONGTEERASUPA¥t al.,
1995). Nucleos infectados tornam-se progressivaneais basofilos e
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aumentados (CHANG et al., 1996; LO et al., 1996URBND et al.,
1996; 1997; FLEGEL, 1997; OTTA et al., 1999; LIGHER, 1996).
Em estégios finais de infeccdo podem ocorrer fragagdo do nicleo
(karyorrhexis) e desintegragdo celular, levandorméc¢éo de areas de
necrose caracterizadas por vacuolizacdo (KARUNASR®@Aal. 1997;
KASORNCHANDRA et al., 1998).

Flegel (2006) sugeriu que o tecido mais convenigpdea
diagnéstico é o epitélio subcuticular e que cadtesecido do estomago
geralmente proporcionam excelentes visdes (Fig. 7).

Andlises patogénicas quantitativas sugerem que riogigais
tecidos alvos para replicacdo do WSSV sdo as bi@s)qepitélio
cuticular do estomago e corpo, tecido hematopoigticgdo linféide e
glandula antenal (TAN et al., 2001; DURAND e LIGHER, 2002;
ESCOBEDO-BONILLA et al., 2007).

Segundo Escobedo Bonilla (2007), as branquias eitelie
cuticular do estomago em. vannameisdo as portas de entrada do
WSSV apés inoculacao oral. Apos replicacéo primaeistes tecidos, o
virus cruza a membrana basal e atinge a capa ide aectivo e/ou
os locais associados aos seios sanguineos de afitds @ transportado
a outros 6rgéos alvo pela circulagéo da hemolinfa.

F|gura 7. Hlstopatolog|a do WSSV. Esquerda balmphagao mlcroscop|ca
mostrando muitas inclusdes caracteristicas de W&5&pitélio subcuticular do
estomago. Direita: alta ampliagdo microscopoicandaleo, com inclusGes
Cowdry tipo A no canto direito inferior. (Fonte: EGEL, 2006)

1.3.12. Fatores ambientais e de cultivo e a infeccdo por V&Y

Uma das principais caracteristicas da enfermidalendncha
branca é a replicacdo viral mediante condicdessstntes (LO, et al.,
2005). Temperatura da agua, salinidade, oxigérssotliido, aménia,
pH e toxinas derivadas de pesticidas podem estociaslos com
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mortalidades massivas devido ao WSSV (FEGAN e COIRB, 2001).
VariacOes de temperatura baixas para altas provocanortalidades por
WSSV em Farfantepenaeus monodon e Marsupenaeus japonicus
levemente infectadas com WSSV (HSU et al., 2000hn8nholzher e
Rodriguez (2002), em condi¢cdes experimentais, vasan que
temperaturas de 33 °C provocaram diminuicdo da&gafe por WSSV e
aumentaram a sobrevivéncia ldevanname comparado a temperatura
de 27 °C. Guan et al. (2003) observaram maioicagio do WSSV em
temperaturas de 23 e 28 °C comparativamente a 35 ¥ emM.
japonicuse Maldonado et al. (2004) mencionaram que a sbéckde
ao virus da mancha branca seria maior a tempesdiiaa, inferiores a
29°C. Em estudos epidemiologicos em fazendas doadequfoi
observada uma aparente associagao entre baixasrégurps e aumento
da taxa de mortalidade tdevanname{RODRIGUEZ et al., 2003.)

Foi observado que altas temperaturas (32 — 33m@&diram a
progressao da enfermidade da macha branca emgudelni vannamei
(VIDAL et al., 2001, RAHMAN et al., 2006). Uma pdesl explicacao
para a reducdo das mortalidades é de que a 33ot@oa@ inibicdo da
replicacdo do virus (RAHMAN et al., 2006) e umaugib da carga
viral (GRANJA et al., 2006).

Reyes (2007) relatou que o principal efeito da itgpmia nas
células do epitélio subcuticular é a reducdo daesgdo dos genes do
WSSV mais do que induzir genes do camardo que poseatribuir
para o controle da infeccéo.

Em estudo com camardes inoculados, foi observade qu
flutuagOes diarias de temperatura da agua otinCj2yara alta (33°C)
pode ter efeitos positivos ou negativos na doemgartalidade e
infeccdo de WSSV, dependendo do regime de temparatwa cepa
viral utilizada (RAHMAN, 2007).

Foi observada uma reducgéo na infectividade do W&®\altas
concentracdes de amodnia (5 mg/l) na dgua de culfiMaNG et al.,
2004).

No México, flutuagbes abruptas na temperatura ieidatle da
agua devido a fortes chuvas foram relacionadasccanmento da carga
viral emL. vannameiresultando em 80% de mortalida@REINADO-
GUEVARA e LOPEZ-MEYER, 2006). Chuvas em varios dias
consecutivos e a diminuicdo da temperatura da fagam relacionadas
com a ocorréncia de mortalidades por WSSV &m monodon
(TENDENCIA et al., 2010a).Tendéncia et al., (2010b) sugerem que o
risco de uma infeccdo por WSSV é reduzido quantmrgeratura da
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agua é alta, as flutuacdes de salinidades séo mexj@ea percentagem
de colbnias de vibrios amarelas € maior que agserd

Variacoes na salinidade maiores que 4 ppt em 1, hesam como
pequenos ajustes continuos de salinidade, aumengaguscetibilidade
deFenneropenaeus chinensisnfec¢do por WSSYLIU et al., 2006).

A manutencao de niveis elevados de oxigénio diskmplwaior
intensidade de aeracédo e a sua e utilizacdo desdigi@ do cultivo
diminuiram o impacto da enfermidade da mancha bras@ pequenos
viveiros intensivos dé. vanname(RUIZ-VELASCO et al., 2010).

InfeccBes experimentais duplas com WSSVilerio campbellii
resultaram em aumento na mortalidade de juvenls dannameiSPF,
sem alterar a replicacdo de WSSV, mas com um grandento da
densidade de vibrios na hemolinfa (PHUOC et aD820

Corsin et al. (2001) encontraram maior probabil@dd presenca
de WSSV na despesca em viveiros localizados méisrpos ao mar e
em viveiros que apresentaram camarfes com menanktenmédio um
més apods o povoamento em cultivos de camarao z rorgietnam.

Em estudos epidemiolégicos no Vietnam e india (SDRet al.,
2005) foi observado que surtos de WSSV foram pidosdou
coincidiram com altos niveis de pH e amfnia nadzama na agua,
assim como com baixa temperatura da agua ou quedtsmperatura
do ar. No mesmo estudo foi verificado que alto®iside clorofila no
Vietnam e a aplicacéo de fertilizantes antes oargtaro cultivo na india
reduziram o risco da enfermidade. Também foi olaskr que a
aplicacdo de pesticidas para eliminar vetores altgsovoamento e 0
uso de pés larvas negativas para WSSV apresentarenteducdo no
risco da enfermidade da mancha branca. Foi old®ruma relacdo
entre surtos de WSSV com periodos de entrada désnadfas nos
viveiros no Vietnam e com o compartiihamento dédhaadores entre
viveiros na india.

1.3.13. Transmissao do WSSV

Infeccdo por WSSV pode ser transmitida tanto hatelmente
quanto verticalmente. As infeccbes horizontaiscdmarbes e outros
crustaceos tém sido demonstradas experimentalrpentexposicdo a
agua infectada ou por ingestao de tecidos contalmnéCHOU et al.
1998; KANCHANAPHUM et al. 1998; SUPAMATTAYA et all998;
CORBEL et al. 2001; SOTO et al. 2001). Ingestaceparser 0 mais
efetivo meio de transmissdo em camarfes (SOTO ,ef(dll). A
transmisséo vertical de reprodutores para estagwmais de vida parece
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ser uma fonte comum de infec¢do, através da sajgerfie ovos
contaminados (LO et al., 1997; LO e KOU, 1998).

Fontes potenciais de transmissdo do WSSV incluévdades
humanas, migracdo de passaros e outros animadytpsocongelados
infectados, sedimentos de viveiros infectados,mmsue instrumentos
de aquicultura contaminados, subprodutos contamgadéo tratados
de plantas processadoras (LIGHTNER et al, 1997;
KANCHANAPHUM et al., 1998; SUPAMATAYA et al, 1998;
HAMEED et al., 2002).

1.3.14. Hospedeiros e vetores do WSSV

Espécies de camardes e caranguejos selvagens fton si
apontadas como possiveis vetores na transmiss&paersfio do WSSV
(KANCHANAPHUM et al., 1998; MAEDA et al., 1998; P@ HE,
2003; MOMOYAMA et al., 2203; HE, 2003; CHAPMAN et ,a2004;
WANG et al., 1998; HAMEED et al., 2003; RAJENDRAN&., 1999;
SUPAMATTAYA et al., 1998).

Vérios estudos foram realizados para avaliar aepges de
WSSV em crustaceos selvagens em diferentes locais.

Em Taiwan, a presenca do WSSV foi detectada enciespde
camardes selvagens da costa, em insetos, copémades;des peste e
caranguejo peste em fazendas com infec¢des por VWBEFCR e em
larvas de caranguejo da costa por PCR, hibridizadéistologia (LO et
al. 1996b; WANG et al., 1998; CHEN et al., 2000).

Na China, a presenca de WSSV foi detectada em oquatr
populagBes de reprodutores Henneropenaeus chinensis por nested
PCR (DENG, et al., 2005) e em fémeas selvagenssdetas poPCR
real time (JANG et al., 2009). He et al. (2003) detectaeapresenca
de WSSV pomestedPCR, histopatologia, bioensaio e/ou microscopia
eletrbnica em 14 espécies de camardes, 16 esplecEmanguejos, um
Trachypleussp e umOratosquilla capturados na natureza ou em
viveiros de cultivo, sendo todos considerados Himipes naturais de
WSSV. Meng et al(2009) encontraram WSSV em larvas selvagens do
caranguejo azuPortunus tritubeculatue em reprodutores pogal time
PCR ao longo da costa do Mar Amarelo.

A presenca de WSSV foi detectada em fémeas matunaaturas
de P. japonicus de estoques naturais (MAEDA et al.,, 1998;
TAKAHASHI et al., 2003) e em quatro espécies deugegs camardes
selvagens da costa do JapéormestedCR (MOMOYAMA, 2003).
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Na india, o0 WSSV foi detectado em 77 de 89 (86,588pEcies
de crustaceos selvagens por PCR 1 e 2 passos Enamid por
hibridizacdo dot blot (CHAKRABORTY et al. (2002ken reprodutores
P. monodonjuvenis deP. indicus Metapenaeusp, S. serratae em
Squilla mantisselvagens ponestede ndonestedPCR (OTTA et al.
1999; VASEEHARAN et al. 2003). Nesta mesma regé&épresenca de
WSSV foi detectada em cinco espécies de camardema® de
caranguejos selvagens da costa e em duas espériemntardes
selvagens de viveirosgher por nestede naonestedPCR (HOSSAIN et
al.,, 2001) e em camardécetessp e caranguejdseylla. serrata
selvagens da costa puestedPCR (PRADEEP et al., 2008).

De la Pefia et a(2007) encontraram WSSV em camarfes
monodorselvagens de sete locais da costa das FilipimasgstedCR.

WSSV foi detectado em duas espécies de carangeejos
paleomonideo selvagens na costa do Havai (ALBERTEONG,
2004) e nos camardesitopenaeus setiferus Farfantepenaeus aztesu
na costa sul do EUA porestedPCR (CHAPMAN et al., 2004).

Mijangos-Alquisires et al. (2006) observaram a enega de
WSSV em camarfes selvagens da costa de Sinalodampré areas de
cultivo por PCR e Nunan et al. (2001) encontraW®®SV em 2% de
reprodutores selvagens Hevannameha costa do Panama por meio de
hibridizacao dot blot.

A presenca de WSSV na espéCillinectes sapidufoi relatada
em exemplares de canais de fazendas de cultivo édct (LOPEZ-
FELIX, 2002), em um exemplar coletado na costa stedgos Estados
Unidos (BROWDY, SHEPARD e POWELL, 2006) e em anasstr
coletadas na costa de Nova lorque, Nova JérsexasTEHANG et al.,
2001).

No Peru, a presenca do WSSV pestedPCR foi detectada em
10,54% das amostras de poés larvas de peneideoplazcion,
caranguejos e camardes pré adulto nos anos dee1Z3%0 e em 4,79%
de amostras de organismos de canais de marés S 8e pos larvas
de peneideos do mar, no periodo de 2001 a 2004 RR&IEZ et al.,
2004). No ano de 2005 a frequiéncia de amostrataagspara o0 WSSV
foi de 3,3% em organismos de canais de marés,amdip gletectado em
pés larvas de peneideos do mar (RODRIGUEZ e ALFARO-
AGUILERA, 2005) e em 2006 foi de 1,7% em organismes<anais de
marés, sem deteccdo em pos larvas de peneidecsr {RODRIGUEZ
et al., 2006).

Marques (2008) encontrou 0 WSSV em 23,3% de aamoske
Chasmagnathus granulataa Lagoa de Imarui, Complexo Lagunar Sul
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de Santa Catarina coletadas no ano de 2006. No anaso) Cavalli et
al. (2008) ndo encontraram camardes silvestregiyssipara WSSV
em amostras de cinco estagdes no Complexo Laguhaat8buindo a
nao-deteccdo a problemas de tamanho amostral. riBosEnte, em
2008, foram encontradas amostras positivas par&8W\entre 3 e 9%
em Farfantepenaeus paulensiso Complexo Lagunar Sul e em
amostras de camardeB. (paulesnis e F. brasiliengicapturadas em
aguas oceanicas nos anos de 2007 e 2009 (CAVADDRR WSSV foi
detectado em camardesvannamede cultivos de S&o José do Norte e
Rio Grande, em camardes silvestfeaulensisda Lagoa dos Patos e
em amostras de caranguejoe@iielice granulatae de solo de uma
fazenda de S&o José do Norte, com mortalidade |E8WCAVALLI,
20009).

Stentiford et al. (2009)koncluiram que das 98 espécies de
decapodos hospedeiros potenciais para WSSV citadatiteratura
somente 67 apresentam suporte cientifico para demaon a
suscetibilidade ao virus.

A deteccédo de WSSV poestedPCR em solos contaminados foi
possivel até 10 meses de armazenamento, sem awahéctividade
das particulas virais (NATIVIDAD et al., 2008). Haulas virais de
WSSV foram detectadas poestedPCR 20 meses apdés surto da
enfermidade em amostras de agua de viveiros abadds e canais do
entorno (QUANG et al., 2009).

A deteccdo de WSSV foi relatada em copépodos naeatabe
viveiros (RAMIREZ et al., 2004; HUANG et al., 199%m larvas de
guetognatos e de decpodos, pos larvas de caneaodes de peixes no
ambiente (RAMIREZ et al., 2004), em ovos e cistesatiferos do solo
de viveiros contaminados (YANG et al., 2004) e edtfiquetas do
ambiente e de viveiros contaminados (VIJAYAN et, &005;
LAOAROON et al., 2005).

A capacidade das microalgas transportarem parsictifais de
WSSV e infectarem camarbes em condigBes experimmeid) et al.
2007) e a infeccao de camardes alimentados conpodpg (ZANGH,
2008), rotiferos (ZANGH, 2006), poliquetas (VIJAYA&t al., 2005),
identificam estes organismos como possiveis vetaresanicos de
WSSV.

Particulas virais de WSSV foram encontradas enavdiracoes
liquidas e particuladas entre 0.45 e 100 em amostras de agua de
viveiros com surto de WSSV e causaram infeccbescamardes
expostos a estas fracdes (ESPARZA-LEAL et al., 2009
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1.3.15. Medidas de controle para o WSSV

N&o existem tratamentos adequados disponiveis acaBSV
(WITTEVELDT et al. 2004b).

A aplicacdo de medidas de biosseguranca tem sidonendada
para reduzir o risco de surtos de WSSV em cultidescamardes
(LIGHTNER e PANTOJA, 2001). Isto inclui o uso denwdes SPF,
excluséo do virus de laboratorios e fazendas,ntextto da agua antes
do cultivo e troca zero de agua, medidas de higientrabalhadores e
uso de alimentos de qualidade, entre outras medid&HTNER,
2005). Em alguns paises sao utilizados produtasigo$ para eliminar
patdégenos, vetores e predadores de camardes, cesiofethntes
(cloro), pesticidas (carbaryl, malathion) ou subsids biocidas (torta de
semente de cha) (WESTON, 2000). Estudos demoastrgue 0 uso
continuo do desinfetante acido hipocloroso (praodiuza partir da
eletrolise da 4gua do mar) na desinfeccao da aggiaideiros pode ser
efetivo para prevenir a infeccdo de WSSV em camnsafBARK et al.,
2004).

Vérios produtos destinados a reduzir o impactonflec¢do de
WSSV em camardes cultivados tém sido testados iexgraialmente.
Fucoidan na dieta de juvenis Be monodomostraram um incremento
na taxa de sobrevivéncia (CHOTIGEAT et al., 2004).

Utilizacdo de extrato de plantas bioativas produziu aumento
na sobrevivéncia eR. monodorinfectados com WSSYCITARASU
et al, 2006; RAMESTHANGAM & RAMASAMY, 2007;
BALASUBRAMANIAN et al., 2007; 2008). A adicéo de f;3-glucan,
na dieta de melhorou a imunidade e sobrevivénciaalrarbesP.
monodomdesafiados com WSSV (CHANG et al., 2003). Extrdto
microalgaDunaliella sp produziu um efeito positivo na resisténcidde
monodora infeccdo por WSSV (SUPAMATTAYA, et al., 2005).

Dieta contendo polissacarideos sulfatados de mnlgeroa
(Gracilaria birdiae) em camarde&. vannameiinfectados por WSSV
nao resultaram em aumento importante na imunodsip@o, mas
aumentaram a sua sobrevivéncia (11%), sugerindo oguenesmos
possam atuar em outros processos fisioldgicos (GANT, 2009).

Injecdo de RNA (dsRNAs) de dupla fita induziu pgéie emL.
vannamei contra WSSV dependendo da dose de inoculacao
(ROBALINO et al., 2004) e o grau de protecdo diferdre os genes
alvos (ROBALINO et al., 2005). DsRNA corresponderadoproteinas
virais VP28, VP281, gene proteina kinase de WSSyéme proteina
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fluorescente verde (GFP) deram protecadB. a&hinensis(KIM et al.,
2007).

Injecdo de curtos RNA de interferéncia (SiRNA) VEIBNA ou
VP28-siRNA demonstraram efetividade na prote¢cdoRenmonodon
(WESTENBERG et al., 2005). Inje¢cbes mudltiplas deP28-siRNA
atrasaram e reduziram a mortalidade Rlgjaponicusinfectados com
WSSV (XU et al., 2007).

Administracdo de proteinas virais ou proteinas isira
recombinantes VP19, VP26, VP28, VP31, VP292 demarssh
protecdo em camardes (NAMIKOSHI et al.,, 2004; WIVHEDT et
al., 2004a, 2004b; VASEEHARAN et al., 2006; WITTEMET et al.,
2006; ROUT et al., 2007). A duracdo da protecaoxima sete
semanas) e a eficacia variaram entre as proteimais e entre os
estudos.

WSSV inativados por formalina induziram a protegiu P.
japonicus, P. indicug P. vannameidesafiados (NAMIKOSHI et al.,
2004; BRIGHT SINGH et al., 2005; MELENA et al., &)0

Pos larvas e juvenis d@. vannamek P. stylirostrisinfectados
por IHHNV tiveram reducdo na mortalidade em desaiom WSSV
(TANG et al., 2003; BONNICHON et al., 2006; MELEN& al., 2006).

A hypertermia (32 — 33 °C) impediu a progressaerdarmidade
da macha branca em juvenis He vannamei(VIDAL et al., 2001,
RAHMAN et al., 2006).

2. JUSTIFICATIVA

A enfermidade da mancha branca causou forte impaeto
industria de cultivo de camarbes de Santa Catapirvocando a sua
quase extingdo. Os esforgos para superar este gralviema esbarram
no pouco conhecimento sobre o comportamento daneidizde no que
diz respeito as formas e fontes de transmissdoims,vgatilhos da
enfermidade e a relacdo com os fatores de cultmmi@entais. Diante
desta realidade, faz-se necessaria a obtencafodaagdes que possam
a auxiliar a industria do cultivo de camardes dnitebs mecanismos
mais eficientes para o controle e a prevencdao fdgreitlade da mancha
branca, diminuindo os riscos de perdas.
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3. OBJETIVOS

3.1.0Dbjetivo Geral

Realizar uma prospecc¢éo de fatores associados ifestagdo
da enfermidade da mancha branca em Santa Catatagdgymulagéo
de estratégias de prevencdao e controle.

3.2.0bjetivos Especificos

- Obter informacdes epidemiolégicas sobre marmiesi da
enfermidade da mancha branca em Santa Catarina;

- Analisar possiveis relagGes entre variaveis amfie e parametros
de cultivo com a manifestacédo da enfermidade dahaabranca;

- Avaliar a presenca do virus da mancha brancacerstaceos
decapodos do ambiente de entorno das fazendas gio rdo
Complexo Lagunar e a relacdo com fazendas afetgdds
enfermidade em funcao do tempo.

4. FORMATACAO DOS ARTIGOS

A tese esta dividida em cinco capitulos. O primegferente a
introducéo e revisdo de literatura e os quatro geomarespondem cada
um a um artigo. O segundo e quarto capitulos estdoatados de
acordo com as normas da revigtequivo Brasileiros de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, o terceiro de acordo com a&evista
Aquaculture Research e o quarto segundo ®&evista Pesquisa
Agropecudria Brasileira (PAB).
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DO BRASIL

Sérgio Winckler da CostaAlbertino de Souza ZamparéttEdemar
Roberto Andreatfa
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RESUMO

A enfermidade da mancha branca afetou a maioriafalendas de
camarfes de Santa Catarina a partir de 2004. Real&z uma analise
retrospectiva dos eventos de mortalidades atragéguéstionérios e
pesquisa em bancos de dados para uma maior corsfoega patogenia
viral. Foram obtidas evidéncias de que o ingresswitus em Santa
Catarina ocorreu através da importacdo de naupligds larvas no
periodo do surgimento da enfermidade. A dispersicerfermidade
ocorreu através da captacdo de agua e contaminadaflpentes
contaminados de fazendas com mortalidades. A erdad®a ndo afetou
10 das 107 fazendas no estado, possivelmente pelisglamento ou
distancia de fazendas afetadas. O estresse cgpsiadma qualidade do
solo foi o provavel gatilho para a manifestacdoedéermidade nas
primeiras fazendas atingidas. A ndo aplicagdo deidas de controle
sanitario pode ter contribuido para o agravamenfeemisténcia da
enfermidade. Mortalidades pela mancha branca fataservadas com
temperatura da agua entre 25 a 28°C, intervalo godwrante todo o
periodo de cultivo no estado, e pode ser um fatoristo para novos
surtosem ambientes com elevada carga vifantativas de exclusdo do
virus dos cultivos devem ser feitas para evitame@erdas pela mancha
branca.

Palavras Chave:epidemiologiagnfermidade, virus da mancha branca,
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ABSTRACT

The white spot disease has affected most of thenghiarms of Santa
Catarina state starting from 2004. A retrospectimalysis of mortality
events through questionnaires and research awaildélabases to a
wider understanding of the behavior of the diséas@as accomplished.
Evidence indicates that the entry of the virus omalin Santa Catarina
by importing nauplii and post larvae in the onskthe disease. The
dispersion of the disease between farms in the sagien occurred
through contaminated effluents from farms with rality. The disease
did not affect 10 of the 107 farms in the statessiay due to their
isolation or distance from affected farms. Thesstreaused by poor soil
quality was the likely trigger for the outbreakthe first affected farm.
The non-application of control measures in heajtithie producers may
have contributed to the worsening of the diseake.mortality rates for
white spot occurred in the temperature range betvee- 28°C, which
occurs throughout the cultivation season of the t&a@atarina,
increasing the risk of new events of mortality nvieonments with high
load of WSSV. Attempts to exclude viruses from #igimp farms
should be made to avoid further losses by the vepite disease.

Kei Words: Epidemiology,Shrimp farming, White spot disease.
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INTRODUCAO

O virus da sindrome da mancha branca (WSSV) faitifitado como
causador de eventos de mortalidade de camardeazemdias da Asia
Oriental durante 1992 e 1993 (Nakano et al., 1@%®u et al., 1995) e
desde entdo se tornou a mais séria doenca virataderdes dos
principais paises produtores do mundo (Sanched.,eP@7). Em
termos socioecondmicos, a enfermidade causou deorsideraveis,
com perdas de producédo global de muitos bilhdegoliees e perdas de
centenas de milhares de empregos, afetando a e@odenpaises em
desenvolvimento (Hill, 2002).

A primeira ocorréncia da enfermidade da manchadaramo Brasil foi
registrada no ano de 2005, em fazendas de cando@Esado de Santa
Catarina (Seiffert, et al., 2005). A producéo dmardes no estado teve
um acentuado declinio em decorréncia dos elevaddi&es de
mortalidades pela mancha branca, passando de #.4892004 para
172 t no ano de 2009 (Costa, 2010). MortalidadesVgSSV foram
observadas na maioria das fazendas, as quais néegtiram retomar a
producdo sem novas perdas, gerando duvidas s@ategenia do virus
e as medidas necessarias para 0 seu controle.

Segundo Ortega (2002), as patologias de naturefexciosa na
aguicultura apresentam um claro componente multitdt fazendo com
que a aplicacdo das diferentes estratégias deotmulas enfermidades
passe pelo conhecimento prévio de fatores de rassociados a
manifestacdo das mesmas. Estudos epidemiolégicosit® utilizados
para identificar fontes potenciais de infecc@doasotle introducéo e
fatores associados a enfermidade da mancha brargalaboracéo de
programas de controle (Corsin et al., 2001; 20@6kS2007).
Realizou-se uma analise retrospectiva sobre a&uwoe da enfermidade
da mancha branca em fazendas de Santa Catarimanddosuma maior
compreensdo sobre a forma de ingresso, mecanisenaispersdo e
fatores associados a sua manifestacdo. As infoesagbtidas podem
auxiliar no desenvolvimento de estratégias paranmzar ou eliminar o
risco de novos surtos da enfermidade.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido utilizando-se ferrament@escritas para
estudos epidemioldgicos em aquicultura (Ortega22®ealizou-se um
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estudo retrospectivo a partir da aplicagdo de uestipnario junto aos
técnicos e produtores e o resgate dos registrosutigos e pesquisa
em bancos de dados das instituicdes publicas einegdes envolvidas
com a carcinicultura em Santa Catarina.

O questionario do tipo estruturado estava comppstoduas partes, a
inicial composta por variaveis continuas com infagdes relativas aos
surtos de WSSV, como data do evento, tempo devouttipeso dos
camardes no inicio das mortalidades e densidadedltil®. A segunda
parte estava composta por perguntas, com questatvas ao
comportamento da enfermidade e praticas de cuitimpregadas pelos
produtores. Os questionarios foram aplicados nos da 2008 e 2009
englobando todas as regides de producéo do estado.

Informac8es sobre a origem das pés larvas, locdliza data do inicio
das mortalidades, fazendas interditadas e diagnéstio WSSV em
fazendas e laboratorios, foram obtidas junto aogdm de dados do
Comité de Coordenacgéo das A¢bes de Prevencao,oeortiCombate
da Mancha Branca de Crustaceos (CAPCMB), da Conmpadmiegrada
de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina (30R da Empresa
de Pesquisa Agropecuaria de Extensdo Rural de Saatarina
(EPAGRI), dos laboratérios de producédo de larvadaeAssociagéo
Catarinense dos Criadores de Camardes (ACCC).

Parametros fisico-quimicos da agua das fazendasiniwio das
mortalidades foram obtidos junto aos técnicos nesfeeis pelas
fazendas. Foram analisados temperatura, salinidattglinidade,
sulfeto, amonia, nitrito, ferro e ortofosfato comemprego do mesmo
método em todas as fazendas.

Analises fisico-quimicas de amostras de solo deirgs coletadas em
janeiro de 2005 em seis fazendas onde ocorreranpriaseiras
manifestagcbes da enfermidade da mancha branca ata Satarina
foram resgatadas e analisadas. As variaveis adasforam fenol,
amonia, nitrato, nitrito, ortofosfato e sulfeto)gpenétodo colorimétrico
para fotocolorimetro, conforme descrito em AlfgR007). O potencial
redox foi analisado utilizando-se um medidor pajaéfico, com uma
sonda de eletrodo de pino modelo ORP897, conforgtedua descrito
por Lemann (2008).

As informacdes obtidas foram tabuladas em planildasExcel e
analisadas por meio de estatistica descritiva.
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RESULTADOS

Foram aplicados 87 questionarios, representando®&4.07 fazendas
de camarfes existentes em Santa Catarina. Na eartfils respostas
verificou-se que 94% das fazendas realizavam o toramiento das
variaveis de qualidade da agua e em 96% delas aram frelatadas
alteragcbes significativas das mesmas durante osntea/e de
mortalidades. A recirculacdo da agua e o tratamegogoefluentes eram
realizados em 20% das fazendas e a liberacdo hlemnies no mesmo
ambiente de captagdo da agua ocorria em 88% damdaz O
tratamento da 4gua antes do povoamento era realigad 6% das
fazendas e o cultivo sem reposicdo ou renovacayde era realizado
em 27% das fazendas. A desinfeccao de utensil@mpipamentos era
realizada em 22% das fazendas, de veiculos e pessod 1% e das
caixas de despesca dos compradores em 26%. Naalidaates por
mancha branca, os camardes mortos foram enteremo83% das
fazendas, incinerados em 3%, esterilizado em 4% epoalizado em
5%, doado em 8%, consumido por aves em 42%, deiraddanques
em 5%.

As informacdes sobre a data de inicio das mor@disigpela mancha
branca por area de cultivo e localizacdo encontama Tabela 1 e
Figura 1, respectivamente. Observa-se que no deerientre
novembro de 2004 até abril de 2009correram mortalidades
pela mancha branca em 94 das 107 fazendas enadtvalque das 13
ndo atingidas trés pararam de cultivar ap0s a @&coia das primeiras
perdas pela enfermidade. Nesse periodo, foi relatad total de 216
surtos com 73 (34%) interdicbes efetuadas peloodrgdponsavel pela
sanidade animal no Estado.

A primeira manifestacdo da enfermidade da mancéachrfoi relatada
em uma fazenda localizada na Lagoa de Imarui, ittzcid de
Samambaia (area 1), espalhando-se por 18 fazeizlabag, em um
intervalo de 30 dias. A enfermidade foi observaalafazendas de todas
as regides de cultivo na safra subsequente, saigsnapds a primeira
manifestacao.

O peso médio dos camardes e o0 tempo de cultivo rimaeip
manifestacdo da enfermidade em 72 fazendas fora@Odg e 88 dias,
respectivamente e nas mortalidades subsequent82dg e 39 dias,
respectivamente, em 87 eventos.

Os valores das variaveis fisico quimicas da agsavieiros no dia do
inicio dos surtos em fazendas das trés regidealtieocdo estado, entre
os anos de 2004 a 2009, encontram-se na Tabela 2.
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Os resultados das analises do solo de seis fazemalanaioria turfa,
onde ocorreram as primeiras mortalidades, incluindwimeiro relato
(fazenda A), encontram-se na Tabela 3. Na fazentia descrito forte
odor de "ovo podre” e coloragdo negra do solo nmerdo da coleta.

Tabela 1. Data do inicio dos surtos de WSSV, ipagfio e niumero de
fazendas.
Local Inicio — N° Observacgbes
surtos faz
Lagoa Imarui
Area 1l nov/dez-2004 19 1 n&o morreu e parou
nov/dez-2005 2
maio-2006 1
Area 2 fev-2005 4 1 n&o morreu e parou
nov-2005 2
Area 3 abr-2005 6
out-2005 5
Lagoa Mirim
Area 4 nov -2005 2
Lagoa Santo Antbnio
Area 5 abr-2005 3
Area 6 mar-2005 7 1 ndo morreu e parou
dez-2005 1
fev-2006 1 1°cultivo da fazenda
Lagoa do Ribeirdo
Area 7 fev-2005 9
out/dez-2005 3

Lagoa Santa Marta

Area 8 mar-2005 8

Lagoa Camacho
Area 9 fev-2005 6
jan/mar-2006 3
mar-2007 1

Regido Centro

Area 10 - (imbituba/Garopaba) n&o morreu 2
Area 11 - Tijuquinhas ndo morreu 4
Area 12 - (Baia de Tijucas) jan-05 1
abr-05 2

Regido Norte

Area 13 - (Itapocu) ndo morreu 3

Area 14 — (Babitonga/Linguado) mai-05 4
Area 15 - (Rio Parati) - abr-07 2
Area 16 - (Babitonga) fev-08 2

Area 17 - (Rio Palmital) ndo morreu 1
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Figura.l. Localizacdo das areas de cultivo de d@msano litoral de Santa
Catarina (1 -17) conforme descri¢éo na Tabela 1.

Também foi relatada a dificuldade de renovacdogim &os viveiros
antes do inicio das mortalidades, por problemasnédequalidade da
agua no ambiente de captacao (Seiffert et al.,)2005
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A variagdo da temperatura diaria no dia de inicioegentos de
mortalidade encontra-se na Figura 2, onde se dabsemcorréncia de
oscilagbes diérias de até 5 °C e a predominandiatel®alos entre 25 a
28 °C.

Tabela 2. ConcentragBes maxima, minima e médiaatasveis fisico-
guimicos da agua de fazendas no dia de inicio d&alidades por WSSV e o
numero de amostras (n).

Parametro Maximo Minimo Média n
Oxigénio (mgL")* 5,6 3,12 4,07 13
Salinidade (%0) 30 6 13,5 14
Alcalinidade (mgL?) 170 60 119 15
Amonia total (mgL) 1,7 0,18 0,74 14
Ferro total (mgL’) 0,78 0 0,32 15
Orto-fosfato (mgL’) 0,65 0,08 0,29 15
Sulfeto (mgL?) 0,09 0 0,02 16
Nitrito (mgL™) 0,33 0 0,06 12

* Valores relativos a primeira leitura diaria

No que diz respeito a origem das p0s larvas, nea safterior ao
surgimento da enfermidade da mancha branca (ouf2@98 — marco
2004) foram importadas 92,5 milhdes de pés lareasnd laboratério de
Pernambuco e 60 milhdes da Bahia e na safra emoqoeeu a
enfermidade (outubro 2004) 7,5 milhdes de pos fadePernambuco e
1,5 milhdes da Bahia. Os quatro laboratérios dadestimportaram
nauplios de laboratérios do nordeste, sendo 1146esl de Pernambuco
e 45 milhdes da Bahia na safra anterior a manifésta enfermidade
(janeiro a margo/2004) e 190 milhdes de Pernambacsafra em que
ocorreu a enfermidade (outubro/novembro 2004). Ms de margo de
2005 foi diagnosticado WSSV por PCR (Reacdo em i@ada
Polimerase) em poés larvas de um laboratério déclaltura do norte do
estado e em maio de 2005 de um laboratério de aRidpiolis. O
primeiro diagndstico positivo por PCR para WSSVumico banco de
reprodutores do estado ocorreu em maio de 2006.



Tabela 3. Média, desvio padrdo e nimero de ae®dss variaveis do
mortalidades de camardes em Santa Catarina.

solo dos viveiros de fazeadds iniciaram as

Fazenda Sulfetos N-amoniacal Nitrito Nitrato Fenois P. Redox
mgL™ mgL™ mglL™ mgL™ mgL™ mv

A 0,08 +0,03 23,20 +6,07 0,40 +0,14 11,56 +6,68 7,86 +2,62 - 167 +97
(8) (8) (8) (8) (8) (11)

B 0,07 +0,05 26,78 +8,99 0,41 +0,28 14,29 +29,76 3,83 +1,68 - 187 +45
(6) (6) (6) (6) (6) (12)

C 0,08 +0,05 33,28 +1,32 0,72 +0,56 14,82 +13,76 8,32 +5,11 - 235 +44
(3) ) (3) ) ) (36)

D 0,04 +0,001 33,26 +5,97 1,27-1,21 7,08 +4,14 5,79 +2,63 - 237 +33
(3) 3) (3) 3) 3) (24)

E 0,09 +0 36,07 +1,12 0,20 +0,15 21,54 +0,65 10,75 +2,99 - 280 422
(2 2 (2 2 2 (16)

= 0,04 +0,001 44,09 +9,60 0,07 +0,03 6,75 +2,22 6,35 +1,53 - 252 49,18
(2) (2) (2) (2) (2) (14)

65
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Figura 2. Intervalo de temperaturas diarias notosule WSSV por més de
ocorréncia

A densidade de cultivo das fazendas onde surgiranpraneiras

mortalidades variou entre 20 e 41 camardgsiom povoamentos
realizados entre setembro e outubro/2004. Antegotenao surgimento
da enfermidade as safras eram realizadas em @bis ce cultivo ao
ano, 1° ciclo de setembro a dezembro e 2° ciclfamgiro a maio. A
partir do ano de 2006, as fazendas atingidas pétareidade passaram
a realizar apenas um ciclo de cultivo, entre osesi@® novembro a
abril, com reducdo da densidade para 5 a 10 casiafdeAs 10

fazendas ndo atingidas continuaram a realizar di®s/ano, sem

reducdo da densidade, utilizando as mesmas pdaslalas fazendas
onde ocorreram mortalidades.

DISCUSSAO

Andlises de PCRngsted para o WSSV em poés larvas e camardes
adultos em laboratorios de larvicultura e fazenaestado de Santa
Catarina nos anos de 2002 e 2003 foram negativaxiéM 2003;
Lenoch, 2004), indicando que o ingresso do viruzrea no ano de
2004. As primeiras manifestacoes da enfermidadeciciam com o
ingresso de grandes volumes de pés larvas e nauptiportados de
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estados do nordeste do Brasil. No estado do Cesrdbservada
mortalidade de camarbfes causada pelo WSSV em umeada em
outubro de 2005 (OIE, 2005), demonstrando queus\dstava presente
na regidao. A movimentacdo de reprodutores e posddivremente
entre paises foi considerado o mais rapido e efatigio de introducéo
do WSSV em paises da Asia e Américas (Flegel, 2063 larvas
contaminadas foram consideradas as responsaveaisineiducdo de
WSSV no Jap&o (Nakano, 1994) e a dispersido enjigdeseda india
(Shanchankar e Mohan, 1998) e China (Zhan, 1998)informacdes
obtidas trazem fortes indicios de que o ingress&®MESYV em Santa
Catarina ocorreu através da importacdo de posslaveuplius.

A hipotese da entrada do WSSV em Santa Catarinacterido através
do ingresso clandestino de camarfes contaminadasdeacasque foi
levantada (Seiffert et al., 2005), porém néo foesrtontrados quaisquer
vestigios de que isso tenha ocorrido. A presergaMBSV em
camardes congelados para consumo humano e a pdadibi da
transmissdo para cultivos e camardes selvagensittomrelatada em
véarios estudos (Lightner et al. 1997; Durand ¢t24100; Hasson et al.,
2006; Nunan et al., 1998). Flegel (2009), atrav@gediséo da literatura
cientifica disponivel sobre o assunto, concluiu queo existem
evidéncias epidemioldgicas que indiquem que sul&doencas virais
em fazendas ou em estoques selvagens tenham sdgioados de
camardes processados para consumo humano. Em stentaautor
reforca a existéncia de ampla evidéncia de que ins tém sido
transportado via reprodutores e pos larvas usaatasagjlicultura.

As pés larvas também podem ter sido o meio contgam nas
fazendas localizadas nas regifes centro e norganta Catarina tendo
em vista os diagnosticos positivos para WSSV obtidgon dois
laboratérios no inicio de 2005. O fato da enfermiédda mancha branca
nao ter se manifestado em algumas fazendas, ntllizads larvas da
mesma procedéncia de fazendas com mortalidades otk
relacionado a baixa carga viral nas pds larvasaeséncia de gatilhos
nos cultivos. Isto esta de acordo com trabalhosgem os autores
relatam o sucesso de cultivos com uso de pos lamasbaixa carga
viral em fazendas com condi¢cbes de baixo estrdsseet( al., 1998;
Tsai, 1999).

A disseminacéo entre as regides também pode ¢erid através dos
caminhdes utilizados nas despescas, 0s quais asietul entre as
fazendas sem a desinfeccdo das caixas, como otbgerea resultados
dos questionérios. A rapida dispersdo do virussefaizendas de uma
mesma regido, principalmente no Complexo Lagundr Sade ser
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atribuida a alta carga viral langada no ambiente pduente sem
tratamento de fazendas contaminadas, conforme waunkeipelo baixo
percentual de interdicdes em relagdo ao numero cderémcias da
enfermidade. Pelos resultados dos questiondriodicaese que o0s
efluentes da maioria das fazendas eram liberadasesmo ambiente de
captacdo da agua, sendo os cultivos realizadoseoovacéo de agua,
possibilitando a introdugcdo do virus no sistemacdiivo. Algumas
fazendas localizadas na Area 1, onde ocorreram raseims
manifestacbes da mancha branca, conseguiram termioaltivo sem
serem afetadas por ndo terem realizado captacGegudedo ambiente.
A adicdo de agua contaminada nos viveiros a pdeirfluentes de
fazendas ndo tratados tem sido apontada como umrida#pais meios
de contaminagéo de cultivos (Nakano et al., 1994;éiVal., 2001). Na
China, durante um periodo epidémico de WSSV foifivado que
guanto mais trocas de agua eram realizadas, mai@ gravidade dos
surtos (Zhan, 1988).

A transmisséo horizontal do virus ocorre oralmeptda predacédo de
vetores contaminados, ou por particulas virais qumapossivelmente
através das branquia&Chou et al., 1995)Durand et al. (2002)
concluiram que é necessaria uma dose minima tedplas de WSSV
por ml de agua para transmitir WSSV por imersague pode explicar
a dispersao da enfermidade entre as fazendas @®xigvido a maior
carga viral na agua.

Uma caracteristica comum entre as 10 fazendas runa=a ocorreram
mortalidades pela enfermidade da mancha brancaoafgresente
momento é a distancia de fazendas contaminadas esman o
isolamento em um ambiente, como no caso das fageledarea 10. Na
China, verificou-se uma rapida dispersédo da enttads entre fazendas
proximas e a ndo contaminacdo de uma fazendazadaliem uma area
isolada (Zhan, 1998).

As aves séo consideradas possiveis fontes dedrénesfa do virus da
mancha branca entre fazend&ar{chez-Martinez, 2007) e podem ter
contribuido para disperséo do virus em Santa @atarendo em vista
grande parte dos camardes mortos nos viveiros tsi@gonconsumidos
pelas aves, conforme relato dos produtores.

A diminuicdo no tamanho dos camardes entre a pameanifestacao e
as subsequentes também foi observada na Chinapdadenho médio
dos camardes no ano de 1993, inicio das mortalslddiede 6 a 9 cm e
no ano seguinte foi de 2,6 a 3,6 cm (Zhan, 19@8)nenor tamanho e
tempo de cultivo nas mortalidades subseqientesdie fazenda pode
indicar a permanéncia do WSSV nos ambientes devaultA
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decomposicdo de camarfes mortos no fundo dos esvéd apontada
como um importante meio de transmissdo do virua petores, agua e
camardes (Lo & Kou, 1988) e pode ter sido uma dadge§ de
contaminacdo nos sucessivos eventos de mortalidadefazendas de
Santa Catarina.

As condigbes do solo das fazendas onde ocorrerampriairas
mortalidades da mancha branca em Santa Catarisaciadas as
dificuldades de renovacdo da &gua no periodo pdderprovocado
estresse nos camardes, transformando-se no gpéitaomanifestacdo
da enfermidade. Uma das principais caracteristieasnfermidade da
mancha branca é a replicacdo viral mediante coesligdtressantes (Lo
et al., 2005). Solos com baixo potencial redox, @mbservado nestas
fazendas, apresentam condicdes anaerobicas e pqateduzir
fermentacdo dos substratos organicos formando uére sde
substancias potencialmente tdxicas para os camard®@eo gas
sulfidrico, metano, acidos organicos, cetonas,idtde(A/nimelech e
Ritvo, 2003, Boyd, 2001).

A elevada concentracdo de amdnia nos solos podmsseqléncia da
degradacdo da matéria organica (Boyd, 2001) e raafgio de fenol
pode correr naturalmente em ambientes aquéaticasdeelbmposicéo de
restos de vegetacAGCME, 1999)A coloracéo negra solo dos viveiros,
principalmente nos da fazenda A, que apresentdwadsoturfa, € uma
conseqiiéncia da presenca de ferro ferroso, indicacehdicdes
anaerobicas (Boyd, 1998). Problemas de qualidadesalio e agua
também foram relatados nas fazendas onde ocorresamprimeiras
mortalidades nas regifes centro e norte do estado.

Os parametros fisico-quimicos da agua observadpeniado anterior e
no dia de inicio dos surtos permaneceram dentro Idoges
recomendaveis para o cultivo de camardes (Bojdiaker, 1998). A
temperatura da agua dos viveiros foi associada dalidade pela
mancha branca no Equador (Rodriguez, 2003). Na ndn& em
fazendas localizadas na costa pacifica, as maagfiesé da mancha
branca ocorreram em temperaturas entre 22 e 25%3tagdo seca e
entre 25 a 28 °C na estacdo chuvosa (Trivino, 2008 hperaturas da
agua entre 32°C e 33°C favoreceram uma reducécortalicede pela
mancha branca erhitopenaeus vannamdVidal et al., 2001).0s
intervalos de temperatura registrados nos diasid®idos surtos em
fazendas de Santa Catarina sdo semelhantes agsaolmseem outros
paises, ressaltando-se que 0s mesmos ocorrerapdemds meses em
que se realiza o cultivo no estado.
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CONCLUSOES

1 — A mais provavel via de ingresso do virus daahanbranca em
Santa Catarina foi a importagcdo de nauplius e posa$ de outros
estados;

2 — Os efluentes contaminados de fazendas afgiatiasnancha branca
foram o principal meio de dispersdo do WSSV erdzeidas de uma
mesma regiao;

3 — A nédo aplicacdo de medidas sanitarias preanpor parte dos
produtores contribuiu para o agravamento da enflzae da mancha
branca em Santa Catarina;

4 — O stress causado pelas mas condi¢des do salguteas fazendas
foi o provavel gatilho para a manifestacéo da emftade da mancha
branca em Santa Catarina;

5 — O intervalo de temperatura mais favoravel a ifestacdes da
mancha branca (entre 25 a 28 °C) ocorre durantegedodo de cultivo
em Santa Catarina, aumentando o risco de novos tosvede
mortalidade.
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ABSTRACT

The presence of WSSV in wild penaeid shrimp, bluabs, and
burrowing crabs in the southern portion of the 8a@atarina state,
Southern Brazil, was monitored by nested PCR duong years in five
lagoons where shrimp farm effluents are discharged The presence
of WSSV was observed in 112 of the 309 (36.24%)pbesnanalyzed.
Histopathological analysis revealed the inclusibthe virus in seven of
the 174 (4.02%) of the shrimp tissue samples ardlyklo significant
(P>0.05) correlation was observed between the WSS\¢epgage in
samples and the area and number of shrimp postlesteeked in the
farms affected by the disease in the previous mtimlu cycle. The
WSSV percentages of the last sampling were sigmiflg higher
(P<0.05) than the other samplings, although thenifey area was
reduced. Results indicate a possible concentrafi®iSSV in the hosts
with time, which supports the importance of takingeasures of
exclusion and control of vectors to prevent neveake outbreaks.
Keywords: WSSV, shrimp, blue crabs, burrowing crabs, shrimp
farming
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RESUMO

A presenca do virus da mancha branca (WSSV) emaréas
peneideos, caranguejos e siris selvagens na pewgago Estado de
Santa Catarina, Sul do Brasil, foi monitorada #&sadenestel PCR
durante quatro anos em cinco lagoas costeiras gadeliberados
efluentes de fazendas de camardes. A presencé&s@/\Woi observada
em 112 das 309 (36,24%) amostras analisadas. Adisemna
histopatolégicas revelaram inclusdes do virus em das 174 (4,02%)
amostras de tecidos dos camarfes analisadas. N&endontrada
correlacdo significativa ¢®,05) entre os percentuais de animais
positivos para WSSV das coletas em relacdo a &jeargidade de pds-
larvas povoadas das fazendas afetadas pela doememanterior. Os
valores percentuais de WSSV da ultima coleta fammificativamente
superiores (P<0,05) aos das demais coletas, agas@ducdo da area
cultivada. Observou-se o aumento da presenca &SWWnos
hospedeiros com o passar do tempo, reforcando artamgia da
aplicacdo de medidas de exclusdo e controle dasesepara prevenir
novos surtos da enfermidade.

Palavras chave virus da sindrome da mancha branca, camarées, sir
caranguejos, cultivo de camardes
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INTRODUCAO

O virus da sindrome da mancha branca (WSSV) é mtexgausal da
mais séria doenca relatada até o presente parar@smeultivados
(Flegel, 2009). Foi inicialmente relatado em 199993 no nordeste da
Asia e se espalhou rapidamente para a maioriardas ée cultivo de
camardes da regido do Indo Pacifico (Takahashmiltdéondo, Maeda,
Fujii, Tomonaga, Supamattaya e Boonyaratpalin, 19€9bu, Huang,
Wang, Chiang e Lo, 1995).

A ocorréncia de WSSV em cultivos na América do BIONSSV foi
relatada no ano de 1995 (Lightner, Redman, Nunashndy, Mari e
Poulos, 1997) e em 1999 causou severo impacto olivos de
camarfes na América Central e do Sul (Durand, Eanightner, 2000;
Vidal, Granja, Aranguren, Broca e Salazar, 200ghtrer, 2003).

O primeiro registro de WSSV no Atlantico Sul ocorre ano de 2005,
em fazendas localizadas no estado de Santa Catextiamo sul do
Brasil (Seiffert, Costa e Maggioni, 2005). O cuitide camardes nesta
regido teve um acelerado crescimento a partir ladacéo da espécie
Litopenaeus vannameio ano de 1998 e o estabelecimento de um
programa governamental para o desenvolvimento ditivaude
camardes (Andreatta, Beltrame e Winckler, 2002)praducdo de
camardes do estado atingiu o patamar de 4.18&nhmae 2004, caindo
para 172 t no ano de 2009 em decorréncia do sumgimea
enfermidade da mancha branca (Costa, 2010).

A maioria das fazendas esta localizada na regifiasuestado, na
Cidade de Laguna, no entorno de cinco lagoas dea ga@jobra, onde a
producdo teve queda de mais de 90% (Fracalossipd,edasumaru,
Neto, Kitagima e Moro, 2009). Desde o surgimentoedéermidade,
praticamente todas as fazendas da regido forangidds pela
enfermidade e ndo conseguiram cultivar camarfesrsatalidades.

Lo, Ho, Peng, Chen, Hsu, Chiu, Chang, Liu, Su, Waripu (1996b)
ressaltaram a importancia de se conhecer a interagie camardes
peneideos cultivados e outros hospedeiros presanddd/NSSV, que
habitam fazendas, estuarios e aguas costeiras,aparplantacdo de
medidas profilaticas e de controle da enfermidade.

O WSSV tem ocorréncia generalizada em uma gamasieeteiros, os
quais podem atuar como vetores em sistemas naterais cultivo
(Kanchanaphum, Wongteerasupaya, Sitidilokratana, onBaeng,
Panyim, Tassanakajon, Withyachurnnarnk e FlegeB8;1Maeda,
Itami, Furumoto, Henning, Imamura, Kondo, Hirono,ak&shi,
Takahashi, 1998; PeHe, 2003; Momoyama, Hiraoka, Nakano, Koube,
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Inouye e Oseko, 2003; He, Chen, Deng, Yao, ZhowgNé&iang, Long

e Chan, 2003Chapman, Browdy, Savin, Prior e, Wenr&d04; Wang,
Lo, Chang e Kou, 1998Hameed, Balasubramanian, Musthaq e
Yoganandhan,2003; Rajendran, Vijayan, Santiago e Krol, 1999;
Supamattaya, Hoffmann, Boonyaratpalin e Kanchanaph998).

A descarga de agua dos cultivos de camardes temapimhtado como
responsavel pela contaminacéo das populacdes isatieralecapodes e
outros organismos suscetiveis (Lo, et al., 1996i8la alta prevaléncia
de WSSV em organismos selvagens (Vaseeharan, Jagak&
Ramasamy, 2003yleng, Jang, Seo e Ch2009; de la Pefia, Lavilla-
Pitogo, Villar, Paner, Sombito, Capulos, 2007).

Dada a necessidade de aplicagéo de praticas deleaté enfermidade
da sindrome da mancha branca, avaliou-se a preskengdSSV nas
principais espécies de crustaceos decapodes deraawijue recebem
os efluentes de fazendas de camardes em funcéngm te a relacéo
com a ocorréncia de surtos.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

A area de estudo esta inserida na regido do Comjagunar Sul de
Santa Catarina, abrangendo os Municipios de Lagimayui e
Jaguaruna, onde estéo instaladas 92 das 107 fazeedaultivo de
camarfes do Estado. Foram selecionados cinco pdatesnostragens
localizados nas cinco lagoas de agua salobra ofditserados os
efluentes dos cultivos, sendo: ponto 1 - Lagoardeui (28° 19'6” S,
48° 52' 12" W); ponto 2 — Lagoa do Ribeirdo (28°29' S , 48° 53' 0"
W); ponto 3 - Lagoa de Santo Antbnio (28° 31' 146 48° 46' 32,47"
W); ponto 4 — Lagoa de Santa Marta (28° 32' 55'48°,48' 47" W) e
ponto 5 — Lagoa do Camacho (28° 36' 24" S , 4B°4B" W)
(Figura 1).

Amostragens

Realizaram-se cinco amostragens por ponto, umaabdo periodo de
vazio sanitario (outubro 2005), entre duas safmscdtivo (janeiro
2006) e trés coletas apos os periodos de colheta chmardes
(maio/junho 2006; junho/2007 e maio/junho 2008).
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Figura 1. Localizacao dos pontos de amostrage@amoplexo Lagunar Sul de
Santa Catarina. 1 — Lagoa de Imarui;2 — Lagoa teiRio; 3 — Lagoa de Santo
Antbnio; 4 — Lagoa de Santa Marta; 5 — Lagoa do &dmm

Em cada amostragem foram coletados 150 organisenti&sigrupos de
crustaceos da macro fauna, composta por camardeisosna
(Farfantepenaeus paulensis, F. brasiliensis e Lit@geis schmiflj siris
(Calinectessp) e caranguejoChasmagnatus granuldtatotalizando
3.750 organismos para cada grupo. Os camardes tmiatados através
de tarrafas e os caranguejos e siris através deddhas tipo covos.
Para cada ponto foram obtidas amostras de pleépumsamardes,
branquias e patas de siris e de caranguejos, peiiisea de PCR,
imediatamente fixadas em etanol 95% (1:10, w/v)ooadas em
frascos de vidro. Para analise de histopatolofptanjetada solucédo de
Davidson em camardes vivos de tamanho variadocaskis por 24
horas em frascos contendo a mesma solugdo e nidosf@ara etanol
70%, o qual foi trocado apés 24 horas (Bell e trigh 1988).

Informagdes sobre cultivos

Os dados relativos as fazendas afetadas pela manahea para cada
ciclo de cultivo no periodo amostral, o local deetiacédo dos efluentes
nas lagoas, as areas em operacdo e quantidades dery&s povoadas
foram obtidos junto aos 6rgdos responsaveis peiensko e defesa
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sanitaria do estado, laboratérios fornecedores dg $ larvas e
diretamente com os produtores.

Analise histopatolégica

Foram preparadas laminas histolégicas de acordo pracedimento

descrito por Lightner (1996), onde as amostrasdéisaem Davidson
foram desidratadas, incluidas em parafina e seadasiem micrétomo
(EP-31-20091, EasyPath) na espessura de 3-5 petadas em laminas
e posteriormente coradas em Hematoxilina e Eosilg. ( As laminas

foram fotografadas (dsc-w 120, Sony) e examinasasmicroscopio

Optico (Biocular, Bioval) para observacdo da preaede nucleos
hipertréficos com inclusdes centrais basofilas adas por cromatina
marginal em tecidos de origem ectodérmica e mesodér
(Wongteerasupaya, Vickers, Sriurairatana, Nash, rajfmorn,

Boonsaeng, Panyim, Tassanakajon, WithyachumnarrkuFlegel,

1995). Em estagios iniciais, a inclusdo pode seinéfila com um

espaco hialino entre a inclusdo e a parede nuateahecido como
inclusdes Cowdry tipo A. Os tecidos mais utilizagasa observacéo do
WSSV foram o sub-cuticular do estbmago e do cefedat e as

branquias.

Extracdo do DNA genémioco -

A extracdo do DNA gendomico foi realizada a parte dmostras
compostas por um pool de tecidos (branquias, ptipe patas) de
cinco animais, usando o protocolo descrito &wuza (2008) A
integridade das amostras foi avaliada pelo sell gpdetroforético em
gel de agarose 1%. A concentracdo de DNA foi deterda através da
razdo da absorbancia em 260/280 nm.

PCR nested

A deteccdo do virus da mancha branca foi realizanavés da
amplificacdo de um fragmento do genoma viral asad& Reacdo em
Cadeia da Polimerase em dois passestedPCR, utilizando-se dois
pares de iniciadores WS146F1/WS146R1  (externos) e
WS146F2/WS146R2 (internos) descritos por Lo, Lei, Bhen, Peng,
Chen, Chou, Yeh, Huang, Chou, Wang e Kou (198Garomendados
pela OIE.

Como controle positivo foi utilizado uma amostraEA extraida de
pledpodo dd.. vannameigujo resultado foi positivo para a presenca de
uma sequéncia génomica do WSSV e como controletinegtoi
utilizado uma amostra sem DNA molde.
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A andlise dos produtos de PCR foi realizada atrdeésletroforese em
gel de agarose 2% e o resultado foto documentadtierara digital.

Analise estatistica

As diferengas entre os valores de deteccéo de \WB8¥ lagoas, entre
0s grupos de organismos e os periodos de amostfagam analisadas
através de teste de Qui Quadrado a um nivel midergignificancia de
5% (P < 0,05).

A Correlacéo entre o percentual de deteccdo de WsB\¢oleta com a
guantidade de poés larvas e a area das fazendas ammieeram
mortalidades por WSSV na safra anterior a coletarfialisada através
de teste de correlacdo de Sperman, a um nivelgddicincia de 5%
(P< 0,05).

RESULTADOS

Na andlise dos produtos destedPCR por eletroforese em gel de
agarose verificou-se a presenca de uma Unica beauizalente ao
tamanho esperado de 941 pb, correspondente a igagdid de um
fragmento especifico do genoma de WSSV, utilizaoslandicadores
descritos (Figura 2). A presenca deste fragmentolfeervada em 151
das 504 amostras analisadas. Os resultados pesjpiam o WSSV
obtidos enpatasde siri (25/107) e caranguejos (16/84) foram iofess
aos encontrados ndwanquias destes organismos (36/104 e 19/96,
respectivamente), utilizando-se apenas os Ultirnge@sente trabalho.

«+—1000pb
«— 500 pb

Figura 2. Gel de agarose (2%) dos produtos amgudifis por PCR de amostras
de siris: 13 - 15 — amostras negativas para W&§a.do Camacho; 16 - 21 —
amostra positivas para WSSY,, Santa Marta; MK: Marcador 1 Kb Marca
Biolabs; + : controle positivo 941pb = positivapaVSSV

Na Tabela 1 observa-se que ndo foram encontradasti@s positivas
para o0 WSSV na coleta deutubro/2005 No entanto, foram
encontradas 26le 60 (43,3%) amostras positivas @neiro/2006, 17
de 60 (28,3%) emmaio-junho/2006 18 de 48 (37,5%) efunho/2007
e 51 de 81 (62,96%) emmaio-junho/2008. Nas lagoas, 16 de 64
(25,0%) amostras foram positivas para 0 WSS\Lagoa de Imarui,
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27 de 67 (40,29%) nleagoa de Santo Antbnig 32 de 66 (48,48%) na
Lagoa de Santa Marta,20 de 62 (32,25%) nhagoa do Camachoe
17 de 50 (34,0%) nleagoa do Ribeiréa

Tabela 1. Deteccdo de WSSV pastedPCR em camardes, siris e caranguejos,
por local e data de coleta. Valores representardnoero de amostras (pools)
positivas para WSSV em relacdo ao namero total e e o percentual
correspondente (%).
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Coletas
. Mai- Mai-
Lagoas Organismos  Out/05 Jan/06 jun/06 Jun/07 Jun/o8 Total
Camario 0/4 0/4 4/4 0/4 2/6
(0) (0) (100) (© (33,33
. . 0/4 0/4 0/4 0/4 4/6 16 /64
Imarui Siri
(0) (0) (0) (0)  (66,66) (25,0
. 0/4 4/4 0/4 2/4 0/4
Caranguejo
gue) © (100) () (50)  (0)
Santo Camarso 0/4 3/4 4/4 3/4 9/9
(0) (75)  (100) (75) (100)

. . 0/4 0/4 0/4 6/6 27167
Antonio Siri 0/4 (0) ©) ©) ©) (100) (39,68)
Caranguejo 0/4 0/4 0/4 2/4 0/4

(0) (0) (0) (50) (0)
Santa Camarso 0/4 4/4 0/4 4/4 7/8
(0) (100) (0)  (100) (87,5)
. 0/4 4/4 0/4 1/4 6/6 32/66
Marta Sir ©) (100) (0) (25 (100)  (48.48)
Caranguejo 0/4 2/4 0/4 4/4 0/4
(0) (50)  (0)  (100) (0)
= 0/4 0/4 4/4 2/4 3/4
Camarao
(0) (0)  (100)  (50) (75)
. 0/4 3/4 2/4 0/4 5/6 20/62
Camacho Sir © (75 (50) (0) (8333) (32.25)
Caranguejo 0/4 1/4 0/4 0/4 0/4
(0) (25 (0 (0) (0)
< 0/4 0/4 2/4 6/6
Camarao NR
(0) 0)  (50) (100)
N - 0/4 1/4 1/4 3/4 17/50
Ribeirdo Siri ©) (25) (25) NR (75) (34.0)
. 0/4 4/4 0/4 0/4
Caranguejo NR
ouel ©) (100) (0) ©)
Total 0/60 26/60 17/60  18/48 51/81 112/309

(433) (283) (375)  (62,96) (36,24)

A quantidadede péslarvas e a area total cultivada das fazendas nas
guais ocorreram mortalidades devido a presenca 88W\passaram de
189.205 milhdes e 664 ha na safra anterior & caletautubro/2005
para 14.905 milh6es e 172 ha, respectivamentegfreaanterior a coleta

de maio-junho/2008 (Tabela 2).
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Tabela 2. Area de viveiros (ha), quantidade deadas (pls x 1000) e nimero
de fazendas com surtos de WSSV por lagoa e pediodaltivo anteriores as

coletas.
Periodo Lagoa adreaha pls.f0 nfazendas
Ribeirdo 55,87 15.740 5
Camacho 144,39 49.654 6
jan-maio/05 Sto Antonio 112,5 37.020 10
Imarui 295,67 68.661 24
Sta Marta 55,84 18.130 9
Ribeirdo 60,25 11.444 4
Camacho 0 0 0
out-dez/05 Sto Antonio 179,16 28.141 13
Imarui 198,9 36.579 24
Sta Marta 10,85 1.911 3
Ribeirdo 7,73 1.800 1
Camacho 82,9 10.201 4
jan-maio/06 Sto Antonio 56,4 5.800 2
Imarui 81,17 10.492 12
Sta Marta 0 0 0
Ribeirdo 12,02 650 2
Camacho 16,1 2.850 3
dez/06-mar/07 Sto Antonio 58,5 6.600 4
Imarui 98,63 5.885 11
Sta Marta 0 0 0
Ribeirdo 35,2 4.340 1
Camacho 0 0 0
Dez/07-mar/08 Sto Antonio 70,4 6.495 6
Imarui 66,56 4.070 7
Sta Marta 0 0 0

Na andlise histopatoldgica foram observadas inekis®rrespondentes
ao WSSV no epitélio gastrico, no epitélio cuticidanas branquias em
sete das 174 amostras (4,02%) analisadas (Figura 3)
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Figura 3. Epitélio gatrico de camarbes da Lagoa do
Camacho na coleta 2006 (100 x) com inclusGesaisn
em nucleos hipertroficos caracteristicas de WSSV.

Os resultados de PCR para WSSV obtidos em cam@@d99) foram
significativamente maiores (P<0,05) que para sif86/104) e
caranguejos (19/96), os quais foram significativatmealiferentes entre
si (P< 0,05). Por outro lado, ndo foram encontraddsrencas
significativas entre os resultados de PCR para W8&YE as lagoas
(P>0,05).

A coleta realizada emaio-junho/2008 apresentou resultados de PCR
para WSSV significativamente diferentes (P<0,05 demais coletas,
as quais ndo apresentaram diferencas significagiviae si (B0,05).

Ndo foram encontradas correlacBes significativas0,@5) entre o
percentual de deteccdo de WSSV por coleta com itidade de pos-
larvas e com a area dos viveiros das fazendas @cdereram
mortalidades pelo virus na safra anterior a coleta.

DISCUSSAO

A presenca de WSSV em crustaceos do ambiente hadmasido
associada a influéncia e proximidade de areasltieccande ocorreram
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surtos da enfermidade (Lo et al., 1996b; Vaseehatrah, 2003;de La
Pefiaet al., 2007; Meng et al., 2009).

Foi detectada a presenca de WSSV em camardesg stasanguejos
silvestres, nas lagoas do Complexo Lagunar SubdéaSCatarina, onde
estd situada uma grande quantidade de fazendaantedes, o que €
indicativo que o virus se manteve presente nesgEnismos quatro
anos apoés o primeiro surto da enfermidade.

No ano de 2006 Marques (2008) encontrou o WSSV 8892 de
amostras d€hasmagnathus granulatza Lagoa de Imarui. No mesmo
ano, Cavalli, Marins, Netto e Abreu (2008) nédo ei@am camardes
positivos para WSSV em amostras de cinco estacasslagoas de
Imarui, Mirim e Santo Antonio, em duas coletasjbaindo a nao-
deteccao a problemas de tamanho amostral. Postente, em 2008, os
mesmos autores, utilizando um maior ndmero de GUES,
encontraram amostras positivas para 0 WSSV ente @6 em
Farfantepenaeus paulensi® Complexo Lagunar Sul e em amostras de
camarfesK. paulesnis e F. brasiliengisapturadas em aguas oceanicas
no ano de 2007 e 2009 (Cavalli, 2009).

Desde o relato de Lo et al. (1996%rios autores relataram a presenca
de WSSV em crustaceos selvagens em diferentes leazm taxas de
infeccao distintas. Chakraborty, Oftta, Joseph, #&wunHossain,
Karunasagar, Venugopal e Karunasagar (2002) ercamrWSSV em
77 de 89 (86,52%) espécies de crustaceos selvageossta da india
utilizando as técnicas de PCR e dot blot. He.gf28I03) detectaram o
WSSV através denested PCR, histopatologia, bioensaio e/ou
microscopia eletrdnica em 14 espécies de camatbede caranguejos,
um exemplar deTrachypleussp e um exemplar d®ratosquilla
capturados na natureza ou em viveiros de cultiv€lidaa, sendo todos
considerados hospedeiros naturais de WSSV.

Vaseeharan et al. (2003) detectaram WSSV em 34ghieptodutores
de Penaeus monodorem 23,5% juvenis d®. indicus em 16,80%
Metapenaeusp, em 22,72%scylla serratae em 15% Squila mantis
selvagens na costa leste da india. Chapatad. (2004) encontraram
WSSV em 2,5% delitopenaeus setiferu$),35% emFarfantepenaeus
aztecs e 0% enF. duorarumna costa sul do EUA parestedPCR.
Mijangos-Alquisires, Quintero-Arredondo, Castro-gonita, Grijalva-
Chon & Ramos-Paredes (2005) detectaram a presend®SEV por
PCR entre 9,2 e em 16,92% camardes selvagens adsuproximos a
areas de cultivo, na costa de Sinaloa.

A presenca de WSSV na espé€allinectes sapidugoi relatada em
exemplares de canais de fazendas de cultivo noddlékiopez-Félix,
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2002), em um exemplar coletado na costa sudest&stasos Unidos
(Browdy, Shepard e Powell, 2006) e em 27,2 % destam® coletadas
na costa de Nova lorque, Nova Jersei e Texas (CHzewg, Wang,
Hsu, Ho, Wang, Wang, Lo e Kou, 2001).

A auséncia de resultados positivos na amostrageoutidro de 2005
pode estar relacionada ao fato da mesma ter sigtada seis meses
apos o término da safra e depois de um periodazle ganitario de trés
meses. Outro aspecto a ser considerado é queaaasédrior (dezembro
a maio) foi a primeira ocorréncia do surto da mablenca e foram
realizadas despescas emergenciais em muitas fazeoolm perdas
reduzidas, o que ndo ocorreu nas safras subseglieqieando a
enfermidade ocorreu no inicio dos cultivos, ocamimio perdas
préximas a 100%. Alday (1999) relatou que o aparento de um
novo virus em uma area determinada € acompanhadmndeeriodo
para a sua multiplicacdo e dispersdo, o qual @enfliado por fatores
ambientais.

A inexisténcia de correlagéo entre a percentageorginismos WSSV
positivos com a quantidade de larvas e a areaadasdas afetadas pela
mancha branca nas safras anteriores as coletaggyoaieorrido devido
a baixa circulagdo e renovagcdo da agua nas lagessltando na
concentracdo do virus nos ambientes e na contafitinaips
organismos, através de transmissdo horizontal (Gitowal., 1995;
Kanchanaphum et .al1998; Maeda et al., 1998) e/ou vertical (Lo, Ho,
Chen, Liu, Chiu, Yeh, Peng, Hsu, Liu, Chang, Sunh#@/&Kou, 1997
Hsu, Lo, Lin, Liu, Peng, Chang, Chen, Liu, e Ko@99; Peng, Lo, Lin,
Chen, Chang, Liu, Su, e Kou, 2001; Tsai, Kou, L, Chang, Peng,
Hsu, Wang e Lo, 1999; Mohan, Sudha, Shankar e Hekfi). Essa
hipotese é baseada no numero significativamenterismple amostras
positivas para o WSSV da Ultima coleta em relagd® das demais,
ocorrendo apés a safra com menor quantidade ddapdess e area
povoada.

Outro indicio é o alto percentual de WSSV positieoLagoa de Santa
Marta na coleta de maio-junho/2008, mesmo néo téadalo cultivo
nas fazendas localizadas no seu entorno nos tw8saateriores a coleta.
Porém, a circulacdo da agua nesta lagoa é muita.bai

Deng et al (2005) associaram um alto ndmero Banneropenaeus
chinensigpositivos para 0 WSSV a problemas ambientaisomidicdes
geogréficas do local de coleta. De la Pefa et2807) encontraram
taxas maiores de WSSV eRenaeus monodoselvagens na estacéo
seca em comparacdo com a estacdo Umida. Em owtados foi
demonstrado que parte dos caranguejos infectadssigos de WSSV
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sobrevivem ao inverno e pode transmitir o WSSV mo seguinte (Po
& He, 2003; He et al., 2003Quang, Hoa, Da e Anf2009) detecaram a
presenca de WSSV por PCR na 4gua de viveiros ésczhaneses apds
0 surto, persistindo também em vetores, mesmo r&Enaia de
camaroes.

A diferenca de positividade de WSSV entre as espédé crustaceos
selvagens encontrada no presente estudo foi ololserrdre camardes,
caranguejos e squila na costa da india (Chakrakory, 2002) e entre
trés espécies de camardPeifaeus aztecus, P. setiferus e P. duorirum
na costa Atlantica dos EUA (Chapman et2004).

Os baixos percentuais de camarbes com inclusfespdislogicas
observados no presente trabalho sédo similaresuiadss encontrados
em outros estudos com camardes selvagens e indicacorréncia de
replicacao do virus da sindrome da mancha brargaamardes nativos
do Complexo Lagunar. Mijangos-Alquisires et al. &P encontraram
apenas um camardo com sinais histopatolégicos drtreamardes
Litopenaeusvannameiselvagens positivos por PCR. Chapman et al
(2004) relataram a presenca de sinais histopataégetm apenas um
exemplar entre vinte e oito denaeus setiferuselvagem positivos por
PCR. Mohan, Corsin, Thakur, Padiyar, Madhusudamniull, Hao e
Morgan (2002) relacionaram a auséncia de inclusigspatoldgicas
em amostras de camardes positivas por nested PGRiam nivel de
infeccao.

O fato de infeccbes graves raramente serem visdiagatureza em
camardes e caranguejos pode ser decorrente dagdaggherabilidade
dos organismos doentes a predacao e a rapida gségrela doenca,
fazendo com que somente os fracamente infectadbsevideam
(Chapman et al., 2004; Meng et al., 2009). Poroolaido, em regides
onde foram encontradas infeccbes de WSSV em pdmdage
crustaceos selvagens ndo foram encontradas ewdéndo
desenvolvimento da doenca (Hill, 2002) e da ocaigéde diminuicbes
nas capturas (Hill, 2002; Flegel, 2009). Outra fmilg$ade seria de que
as doencas de pouca ou nenhuma importancia paomdacdes
selvagens em seu habitat natural sé poderiam teenapidémicas em
condicbes de cultivo intensivo (Brigs, Funge-Smigybasinghe e
Phillips, 2004).

As informacBes sobre a presenca e a persisténci&dV88V nos
crustaceos selvagens nas lagoas do Complexo La@uiade Santa
Catarina demonstram a importancia da aplicacaoetbdas de controle
e exclusdo de vetores, para diminuicdo dos riseorayos surtos da
enfermidade. Recomenda-se a continuidade da a&alidp WSSV,
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incluindo outros organismos presentes nas fazeedambientes de
entorno, assim como a realizacdo de estudos, emadva analise de
fatores ambientais, para o melhor entendimento rdesanismos de
contaminacdo e desenvolvimento da doenga nos camagivagens e
de cultivo.
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ABSTRACT

The presence of WSSV in the main species of shritpg crabs, and
burrowing crabs of five lagoons where shrimp farffluents are
discharged into that receive the effluents theadiseaffected farms was
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analyzed by nested PCR and the infection in themglsr for
histopathology. The nested PCR analysis indicadbed presence of
WSSV in 13 of 16 (81,25%) samples of shrimiparfantepenaeus
paulenss, in 13 of 14 (92,85%) dfitopenaeus schmittin 1 of 2 ofF.
brasiliensis(50%), in 13 del5 (86,6%) of blue craballinectes danae,
11/12 (91,6%) and ofC. sapidusand it was not detected in the
burrowing crabChasmagnathus granulata in 10 samples. The
inclusions of WSSV were observed 3 samples of 50%% in the
gastric and cuticular epithelium and in the gilfs2oexemplary off.
paulensisand 1 ofL. schmitti The presence of WSSV in wild shrirhp
schmittiand in the blue craleC. danaeis related for the first time in the
present work. The results indicate that the maactigs of shrimps and
blue crabs of the environments surrounding the $aware infected by
WSSV has been considered potential vectors ofithis.v
Keywords: WSSV, Farfantepenaeus paulensis, F. brasiliensis,
Litopenaeus schmitti, Callinectes sapidus, C. da@dmasmagnathus
granulata

RESUMO

A presenca do WSSV nas principais espécies de damasiris e
caranguejo de cinco lagoas que recebem o efluenfigzendas afetadas
pela enfermidade foi analisada poested PCR e a infeccdo nos
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camarfes por histopatologia. A analise mested PCR indicou a
presenca de WSSV em 13 de 16 (81,25%) amostrasaa@rges
Farfantepenaeus paulensigm 13 de 14(92,85%) deLitopenaeus
schmitti em um de dois (50%) de brasiliensis,em 13 del5 (86,6%)
de siriCallinectes danaeem 11 de 12 (91,6%) de sapiduse nao foi
detectada no carangudpmnasmagnathus granulagm 10 amostras. As
inclusdes de WSSV foram observadas trés amostrd&sd dé,0%) no
epitélio gastrico e cuticular e nas branquias ds dgemplares d€.
paulensise Um del. schmitti.E o primeiro relato da presenca de WSSV
em camarded. schmittie no siriC. danaesilvestres. As principais
espécies de camardes e siris dos ambientes denerdas fazendas
foram contaminadas pelo WSSV, constituindo-se etoree potenciais
do virus.

Palavras-chave:WSSV,Farfantepenaeus paulensis, F. brasiliensis,
Litopenaeus schmitti, Callinectes sapidus, C. dadmasmagnathus
granulata

INTRODUCAO

O virus da mancha branca (WSSV) é um patégenoaiueévastado a
indUstria do cultivo de camarfes em varios paisighther et al., 1998)
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e atualmente é considerado o mais sério patogealodd camardes no
mundo (Flegel, 2009).

No Brasil, o primeiro registro de WSSV ocorreu mm ale 2005, em
cultivos deL. vannameido Estado de Santa Catarina (Seiffert et al.,
2005). A enfermidade provocou a queda de mais #erg0producéo de
camardes do estado, passando de 4.189 t no ar@0depdra 172 t no
ano de 2009 (Costa, 2010), afetando a maioriasdanilas.

WSSV tem sido detectado em uma larga gama de ceast&ilvestres,
incluindo camar6es peneideos e ndo peneideosgoajes, lagostas, e
outros artrépodos, como copépodos e insetos (la.,e19962, b). A
descarga de &gua dos cultivos de camardes temapiittada como
responsavel pela contaminagcédo das populacdes isatieraleciapodes e
outros organismos suscetiveis (kb.al, 1996b) e pela alta prevaléncia
de WSSV em organismos selvagens (Meng et al., 2008 Pefia et al.
2007).

Informacdes sobre os hospedeiros de WSSV no armsbiexitiral e os
riscos que 0s mesmos possam trazer sdo de grapdetdncia para a
prevencdo de infeccdes pelos criadores de camdfdieaskraborty,
2002).

A principal regido produtora de camardes de Sardtarfba esta
localizada no entorno do Complexo Lagunar Sul, astg por Cinco
lagoas de agua salobra, onde existe uma imponesiea de camardes
sub adultos e também de siri (Governo do Estad8atda Catarina,
2002). Outra espécie de crustaceo encontrada emdatcia neste
ecossistema é o caranguejo “gatanh&ifasmagnathus granulata,
bastante presente nas fazendas de camarfes (M&008%

Com o presente estudo busca-se avaliar a presen#58V através de
nestedPCR nos estoques naturais das principais espéeieamaroes,
siris e caranguejo no Complexo Lagunar Sul, emsapméximas as
fazendas afetadas pela enfermidade da mancha brBregnde-se
também obter informacdes sobre a possivel infepgioWSSV nos
camardes silvestres, através de estudo hitopatologi

MATERIAL E METODOS

A éarea de estudo esta inserida na regido do Complagunar Sul de
Santa Catarina, abrangendo o0s Municipios de Laglmarui e
Jaguaruna, onde estdo instaladas 92 das 106 fazeledaultivo de
camarfes do Estado, com &rea de viveiros de 107 Foram
selecionados cinco pontos de amostragens locatizaae cinco lagoas
de agua salobra onde sé&o liberados os efluentesulibgos, sendo:
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ponto 1 - Lagoa de Imarui (lat 28° 19' 6” S, lotf 52’ 12" W); ponto
2 — Lagoa do Ribeirdo (lat 28° 29’ 29" S, long 43° 0" W); ponto 3 —
Lagoa de Santo Antbnio (lat 28° 31’ 14,6” S, |61&f 46’ 32,47 W);
ponto 4 — Lagoa de Santa Marta (lat 28° 32’ 55'1d5ig 48° 48’ 47" W)
e ponto 5 — Lagoa do Camacho (lat 28° 36’ 24" @gl48° 51’ 48" W)
(Figura 1).

Figura 1. Localizacdo dos pontos de amostrage@amoplexo Lagunar Sul de
Santa Catarina. 1 — Lagoa de Imarui;2 — Lagoa teiFio; 3 — Lagoa de Santo
Antbnio; 4 — Lagoa de Santa Marta; 5 — Lagoa do &4ro.

As coletas ocorreram no periodo de maio/junho 2@08s a safra de
camarfes (dezembro 2007 a marco 2008). Em cada l&mam
coletados exemplares das espécies de camardessifratifantepenaeus
paulensis (Perez Farfante, 1967);. brasiliensis (Latreille, 1817)e
Litopenaeus schmit(Burkenroad, 1936), das espécies deGalinectes
danae (Smitt, 1869) eC. sapidus(Rathbun, 1896) e do caranguejo
Chasmagnathus granulatdDana, 1851). As espécies de siri e
caranguejo foram identificadas através das cafatibas descritas em
Mello (1996) e as espécies de camardes atravésédez-Parfante
(1969).

Os camardes foram coletados através de tarrafac@anguejos e siris
através de armadilhas tipo covos. Para cada pfméon obtidas
amostras de pledpodos nos camardes, branquiasas eat siris e
caranguejos, para analise de PCR, imediatameigafixem etanol 95%
e colocadas em frascos de vidro, na proporcdo e Para analise de



93

histopatolégica foram capturados camardes vivosadenho variado,
nos quais foi injetado solucdo de Davidson (Lightti®96). Logo apos
o0 camardao foi colocado em frasco com solugdo deidBan,
permanecendo por 24 horas, passando para umacalegianol 70%,
substituido por outro etanol 70% apds 24 horas.

Os dados relativos as fazendas afetadas pela mbrafiga no periodo
amostral, o local de liberacdo dos efluentes ngeak as areas em
operacgéo e quantidade de pos larvas povoadas favidos junto aos
o0rgdos responsaveis pela extensdo e defesa saniéri estado,
laboratérios fornecedores de pés — larvas e dieitan com o0s
produtores.

Foram preparadas laminas histolégicas de acordo pracedimento
descrito por Lightner (1996), onde as amostrasdéisaem Davidson
foram desidratadas, incluidas em parafina e semdasem micrétomo
(EP-31-20091, EasyPath) na espessura de 3-5 petadas em laminas
e posteriormente coradas em Hematoxilina e Eo$iig. ( As laminas
foram fotografadas (dsc-w 120, Sony) e examinadasrecroscépio
Optico (Biocular, Bioval) para observacdo da preaede nucleos
hipertréficos com inclusdes centrais basofilas ades por cromatina
marginal em tecidos de origem ectodérmica e mesodér
(Wongteerasupaya, Vickers, Sriurairatana, Nash, rajfmorn,
Boonsaeng, Panyim, Tassanakajon, WithyachumnarrkuFlegel,
1995). Em estagios iniciais, a inclusdo pode seinéfila com um
espaco hialino entre a inclusdo e a parede nuateahecido como
inclusdes Cowdry tipo A. Os tecidos mais utilizagasa observacéo do
WSSV foram o sub-cuticular do estbmago e do cefedat e as
branquias.

A extracdo de DNA genbmico foi realizada a parte¢ dmostras
compostas por um pool de tecidos (branquias, ptEspou patas) de
cinco animais, utilizando-se protocolo descrito Blarques (2008)A
integridade das amostras foi avaliada pelo sedul péetroforético em
gel de agarose 1%. A concentracdo de DNA foi détera através da
razao da absorbancia em 260/280 nm.

A deteccdo do virus da mancha branca foi realizanavés da
amplificacdo de um fragmento do genoma viral agad& Reacdo em
Cadeia da Polimerase em dois passestedPCR, utilizando-se dois
pares de iniciadores WS146F1/WS146R1  (externos)
WS146F2/WS146R2 (internos) descritos por Lo et €1996a) e
recomendados pela OIE. Na primeira etapa, o tamdohfragmento
esperado é de 1447 pb e na segunda etapa o tadmfagmento é de
941 pb.Como controle positivo foi utilizado uma amostra OBA
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extraida de pledpodo de vannameigujo resultado foi positivo para a
presenca de uma seqiéncia génomica do WSSV e comteole
negativo foi utilizado uma amostra sem DNA moldA. analise dos
produtos de PCR foi realizada através de eletrefoeen gel de agarose
2% e o resultado foto documentado em camera digital

RESULTADOS

A andlise dos produtos daestedPCR por eletroforese em gel de
agarose revelou a presenca de uma Unica bandalemiézao tamanho
esperado de 941 pb, correspondente a amplificagdond fragmento
especifico do genoma de WSSV, utilizando os indicesl descritos
(Figuras 2 e 3). A presenca deste fragmento foembsla em 59 das
118 amostras analisadas. Os resultados positivasop#/SSV obtidos
em patas de siri (08/27) foram inferiores aos etmrados nas branquias
deste organismo (24/27), optando-se por utilizanesde os resultados
das andlises nas branquias no presente trabalho.

Fig. 2. Gel de agarose (2%) dos produtos ampdifisgpor PCR de amostras de
camarfes 14 — 15 — amostras positivas WES¥chmitti L. Santo Antdnid6
-18 — amostra positiva WSSN. paulensisL. Camacho; 19 — 21 - amostras
positivas WSSWVF. paulensisL. Santa Marta; MK: Marcador 1 Kb Marca
Biolabs; + : controle positivo 941pb = positivapaVSSV

«+— 1000 pb

<«— 500 pb
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Figura 3. Gel de agarose (2%) dos produtos amguifis por PCR de amostras
de siris 16 — 18 — amostras positivas WSSMlanael. Santa Martal9 -21

— amostras positivas WSSV, sapidusL. Santa Marta; 22 - amostra positivas
WSSVC. danael. Imarui; 23 — 25 -- amostras negativas W&S\anae,

L. Imarui; - 26 -27 — amostras positivas WSSVsapidus,L. Imarui; MK:
Marcador 1 Kb Marca Biolabs; + : controle positive41l pb = positivo para
WSSV.

A presenca de WSSV, através da analiseettedPCR, foi detectada
em 13 de 16 (81,25%) amostrasFiepaulensisem 13 de 1492,85%)
delL. schmittj em um de dois de. brasiliensig50%), 13 de 15 (86,6%)
deC. danag 11 de 12 (91,6%) d€. sapiduse ndo foi detectadam C.
granulata em 10 amostras (Tabela 1).

Na andlise histopatoldgica foram observadas inekis®rrespondentes
ao WSSV no epitélio gastrico, no epitélio cuticidanas branquias em
trés das 50 amostras (6,0 %) analisadas (Figutadfs provenientes da
Lagoa de Imarui, em dois exemplares Flepaulensise um delL.
schmitti

No periodo anterior a coleta 15 fazendas realizaraltivo no entorno
das lagoas, das quais 14 apresentaram mortaligatiemancha branca,
com um total de 14.905 milh6es de pés larvas pamaein uma area
de 172 ha (Tabela 2).

DISCUSSAO

A presenca do WSSV foi verificada em trés espédescamardes
peneideosl( schmitti, F. paulensis e F. brasilienlsessem duas espécies
de siri azul C. danae e C. sapidusilvestres em lagoas que receberam
efluentes de fazendas de camardes que tiverans slatenfermidade da
mancha branca a partir do ano de 2005.

A presenca de WSSV em crusticeos silvestres temrsldtada em
varios estudos em diferentes locais @taal, 1996b; Chen et al. 2000;
He et al, 2003; Chapmaet al.,2004; Mijangos-Alquisiregt al, 2006;
Pradeep et al., 2008; Jang et al. 2009; Matrag.,2009). Recentemente,
foi relatado o diagnostico de WSSV pmastedPCR e PCR real time em
camardesArtemesia longinaris caranguejoCyrtograpsus angulatus
no paleomonideoPalaemon macrodactylusilvestres capturados na
costa da Argentina, (Martorelli et al., 2010).

Tabela 1 Resultados de PCRésted positivas para WSSV pelo numero total
de amostrasppolg, por espécie em cada Lagoa. WT é o peso totaloméh
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gramas, LT o comprimento total médio, em centingeton o numero de
organismos coletados.

i PCR BIOMETRIA
LAGOAS  ESPECIES WT(g) — LT (cm)
IMARUI Farfantepenaeus paulensis ~ 0/3 WT-49 54
Litopenaeus schimitti 2/3 WT-7,82 100
F. brasiliensis - - -
Calinectes danae 1/3 LT-10,82 50
C. sapidus 3/3 LT-12,28 60
Chasmagnatus granulata 0/2 WT-12,30 80
SANTO F. paulensis 4/4 WT -4,46 100
ANTONIO | schimitti 5/5 WT-6,2 100
F. brasiliensis - - -
C. danae 3/3 LT-7,6 167
C. sapidus 3/3 LT-8,28 50
C. granulata 0/2 WT -10,20 63
SANTA F. paulensis 3/3 WT -6,58 100
MARTA L. schimitti 313 WT—-3,72 100
F. brasiliensis 1/2 WT - 3,78 8
C. danae 3/3 LT-7,9 100
C. sapidus 3/3 LT-9,12 100
C. granulata 0/2 WT -11,30 110
CAMACHO  F. paulensis 3/3 WT-7,2 150
L. schimitti - - -
F. brasiliensis - - -
C. danae 3/3 LT-8,82 50
C. sapidus 2/3 LT-11,84 75
C. granulata 0/2 WT -10,5 100
RIBEIRAO F. paulensis 3/3 WT-6,4 100
L. schimitti 3/3 WT-45 100
F. brasiliensis - - -
C. danae 3/3 LT-7,32 50
C. sapidus - - -
C. granulata 0/2 WT-12,3 45
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Figura 4. Epitélio cuticular (A) e epitélio gastric(B) do camardo
Farfantepenaeus paulensisde amostra da Lagoa de Imarui (100 X) com
inclusdes centrais em nucleos hipertréficos caristieas de WSSV.

Tabela 2. Area de viveiros (ha), quantidade delgdss (pls x 1% e nimero
de fazendas com surtos de WSSV por lagoa, naasaifeaor a coleta.

Area viv.
Safra Lagoa (ha) Pls.16 n faz
Ribeirdo 35,2 4.340 1
Camacho 0 0 0
dez-mar/08  Sto Antonio 70,4 6.495 6
Imarui 66,56 4.070 7
Sta Marta 0 0 0
Total 172,13 14.905 14

A baixa presenca de inclusdes histopatolégicas W88V verificadas
nos camardes nativos no presente trabalho é semelaa observado
em outros estudos. Mijangos-Alquisires et al. @0@ncontraram
apenas um camardo com sinais histopatolégicos éfteamardes.
vannameseilvestres positivos por PCR. Chapman e{2004) relatam a
presenca de sinais histopatol6gicos em apenas empder entre 28 de
Penaeus setiferuselvagem positivos por PCR. A auséncia de inchiste
histopatolégicas em camarBes positivos por nest&@R Foram
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relacionadas a um baixo nivel de infec¢éo nesgan@mos (Mohan et
al., 2002). O fato de infec¢Bes graves raramentensevistas na
natureza, em camardes e caranguejos, poderiacs@ratge da possivel
vulnerabilidade dos organismos doentes a predagcda eapida
progressdo da doenca, fazendo com que somente acaminte
infectados sobrevivam (Chapman et al., 2004; Mdrgl.22009). Por
outro lado, em regifes onde foram encontradasgiiescde WSSV em
populacdes de crustdceos selvagens poucas evisléndia
desenvolvimento da doenca foram encontradas (RilID0) e a
ocorréncia de diminuicées das capturas (Flegel9R08ssim, outra
possibilidade seria que as doencas que sdo de pouda nenhuma
importancia em populacfes selvagens em seus hahbitatais somente
se tornem epidémicas em condi¢des intensivas dieac(Brigs et al.,
2004).

O diagnostico de WSSV por nested PCR na espéoasmagnathus
granulatade amostras da Lagoa de Imarui coletadas no a@0afefoi
relatado por Marques (2008). Amostras positiva¥uESV por nested
PCR emFarfantepenaeus paulensieram encontradas no Complexo
Lagunar Sul no ano de 2008 e Enpaulensis e F. brasilienste aguas
oceanicas, da costa de Santa Catarina e Rio Gdan8al, nos anos de
2007 e 2009 (Cavalli, 2009).

A presenca de WSSV na espé€allinectes sapidugoi relatada em
exemplares de canais de fazendas de cultivo noddlékibpez-Félix,
2002), em um exemplar coletado na costa sudest&stagdos Unidos
(Browdy et al., 2006) e em 27,2 % de amostras adéet na costa de
Nova lorque, Nova Jersei e Texas (Chang et al1)200

N&o foram encontrados relatos anteriores de disigodde WSSV para
0 camarad.. schmittie para iri C. danaecapturados na natureza.

Os resultados indicam a necessidade da aplicag@edidas para evitar
0 ingresso de espécies silvestres de crustaceazilioss e para evitar
a liberacéo de efluentes contaminados com o visusmbiente natural.

CONCLUSAO

As principais espécies de crustaceos decapodesonpl€xo Lagunar
Sul foram contaminadas pelo virus da sindrome dachsa branca
(WSSV) a partir de efluentes de fazendas de camarfe



99

AGRADECIMENTOS

A Financiadora de Estudos e Projetos FINEP pelpodibilidade dos
recursos financeiros utilizados na pesquisa. A EsgprBrasileira de
Pesquisa Agropecuaria EMBRAPA pelo fornecimento Bi#dsa de
Doutorado para Sérgio Winckler da Costa.

REFERENCIAS

BRIGGS, M.; FUNGE-SMITH, S.; SUBASINGHE, R. et &htroductions and
movement ofPenaeus vannamend Penaeus stylirostrign Asia and the
Pacific. RAP publication 2004/10FAO. Bangkok, 2004. 92 p.

BROWDY, C.L.; SHEPARD, E. F.; POWELL, J.W.B. Evation of
ecological and commercial impact of white spot sgnik virus (WSSV)
infections in the white shrimplitopenaeus setiferysand the blue crab,
Callinectes sapidysin Southeastern United States using agquaculture
technique Final Report quacultur NMFS/NOAA, Grant No.
NAO3NMF4270090. Disponivel em:
www.nmfs.noaa.gov/mb/sk/pdf/Report_11.pdfcessado em: 07 jul. 2009.

CAVALLI, L. (2009) White spot syndrome quac em camardes peneideos
nativos e cultivados no estuario da Lagoa dos Ré&bos do Brasil 2009, 137f.
Tese (Doutorado em Oceanografia Biolégica) - Usidade Federal do Rio
Grande, Rio Grande.

CHAKRABORTY, A.; OTTA, S.K., JOSEPH, B. et al. Padence of white
spot syndrome virus in wild crustaceans along thast of India.Current
Sciencey.82, p.1392-1397, 2002.

CHANG, Y.S.; PENG, S. E.; WANG, H.C. et al. Sequegcand Amplified
Restriction Fragment Length Polymorphism Analysi§ Ribonucleotide
Reductase Large Subunit Gene of the White Spot®ymal Virus in Blue Crab
(Callinectes sapidus) from American Coastal Watdtar. Biotechnaol, v.3,

p.163-171, 2001.

CHAPMAN, R. W.; BROWDY, C. L.; SAVIN, S. et al. Saiing and
evaluation of white spot syndrome virus in commedtgiimportant Atlantic
penaeid shrimp stockBis. Aquat. Org..y.59, p.179-185, 2004.

CHEN, L.L.; LO, C.F.; CHIUL, Y.L. et al. Naturalna experimental infection
of white spot syndrome quac (WSSV) in benthic larvae of mud cr@bylla
serrata. Dis. Agquat. Orgy.40, p.157-161, 2000.

COSTA, S.W. Aquicultura no Estado de Santa Catarsimacdo atual e
pespectivaskevista da ABCGr.12, p. 49-50, 2010.



100

DE LA PENA, L.D.; LAVILLA-PITOGO, C.R.; VILLAR, CB. et al.
Prevalence of white spot syndrome virus (WSSV) iitd véhrimp Penaeus
monodonin the PhilippinesDis. Aquat. Org.v.77, p.175-179, 2007.

FLEGEL, T.W. Review of disease transmission risks from prawndpcts
exported for human consumptiohguaculturey.290, 179-189, 2009.

GOVERNO DO ESTADO DE SANTA CATARINA. Plano integradie
recursos hidricos da bacia hidrografica do Rio Tab& complexo lagunar.
2002. 930p. Disponivel em:
www.aguas.sc.gov.br/sirhsc/biblioteca_visualizaguams.jsp?ldEmpresa=1&i
dPasta=116Acessado em: 05 fev.2010

HE, J.G.; CHEN, Y.G.; DENG, M. et al. Natural hoange and pathogenicity
of white spot syndrome virus infection in shrimpdasrab species in China. In:
World Fisheries Congress: Feeding the World withshFiin the Next
Millennium—the Balance between Production and Eminent, 3 2003.
Maryland Proceedings. Maryland: 2003. P. 195-203.

HILL, B. National and international impacts of whispot disease of shrimp.
Bull. Eur. Ass. Fish Pathol;.2, p.58-65, 2002.

JANG, LK. ; MENG, X.H. ; SEO, H. Et al. A TagMaeal-time PCR assay for
quantifying white spot syndrome virus (WSSV) infeos in wild broodstock
and hatchery-reared postlarvae of fleshy shrif@naneropenaeus chinensis
Aquaculturev.287, p.40-45, 2009.

LIGHTNER, D.V. Handbook of Pathology and Diagnostic Procedures for
Diseases of Penaeid Shrimp. US¥orld Aquaculture Society, 1996. 304 p

LIGHTNER, D.; HASSON, K.;, WHITE, B. et al. Experantal infection of
western hemisphere penaeid shrimps with Asian veité syndrome virus and
Asian yellow head virusl. Aquat. Anim. Health;.10, p.271-281, 1998.

LO, C. F,; LEI, J. H.;, HO, C. H. et al. Detectiohbaculovirus associated with
white spot syndrome (WSBV) in penaeid shrimps uspoodymerase chain
reaction.Dis. Aquat. Org.y.25, p.133-141, 1996a.

LO, C.F.; HO, C.H.; PENG, S.E. et al. White spohdipme baculovirus
WSBV.detected in cultured and captured shrimp, <rahd other arthropods.
Dis. Aquat. Org.y.27, p.215-225, 1996b.

LOPEZ-FELIX, S.C. (2002)Determinacion y evaluacién por PCR, de
presencia qu virus qu sindrome de g mancha blanca (WSSV), en unidades
de produccién camaronicola qu estado de Sinaloa2002. Dissertacion
(Maestria) — Centro de Investigacion em Alimentagidesarrollo, Mazatlan.

MARTORELLI, S.R.; OVERSTRETT, R.M.; JOVONOVICH, J.Airst report
of viral pathogens WSSV and IHHNV in Argentine QaceansBull. Mar.
Sci, v.86, p.117-131, 2010.




101

MARQUES J.S.Contribuicdo para o monitoramento do virus da Sémde da

Mancha Branca na carcinicultura de Santa Catarir208, 51f. Dissertacdo
(Mestrado em Aguicultura) — Universidade Federal 8anta Catarina,
Florianépolis,

MELLO, G.A.S. Manual de identificacdo dos Brachy(raranguejos e siris) do
Litoral Brasileiro. Pléiade/FAPESC. 1996, 604 p.

MENG, X.H.; JANG, I.K.; SEO, H.C. et al. White dpsyndrome virus
quantification in blue crab Portunus tritubercutatuatchery-produced larvae
and wild populations by TagMan real-time PCR, with emphasis on the
relationship between viral infection and crab Healquaculture,v.291, p.18-
22, 2009.

MIJANGOS-ALQUISIRES, Z.; QUINTERO-ARREDONDO, N.; C3TRO-

LONGORITA, R. et al. White spot syndromequac (WSSV) in Litopenaeus

vannamei captured from the Gulf of California nee&r qua of extensive
guaculture activityDis. Aquat. Org.y.71, p.87-90, 2006.

MOHAN, C. V.; CORSIN, F.; THAKUR, P.C. et al. Usdfiess of dead shrimp
specimens in studying the epidemiology of whitetsgymdrome virus (WSSV)
and chronic bacterial infectioB®is. Aquat. Org.y.50, p.1-8, 2002.

PEREZ-FARFANTE, I. Western Atlantic shrimps of tpenus PenaeuBish.
Bull., v.67, p.462-591, 1969.

PRADEEP, B.; SHEKAR, M.; GUDKOVS, N et al. Genotypiof white spot
syndrome virus prevalent in shrimp farms of Indis. Aquat. Org.,v.78,
p.189-198, 2008.

SEIFFERT, W.; COSTA, S. W.; MAGGIONI, D. A manchaahca em Santa
CatarinaRevista Panorama da Aquicultunal5, p.51-53, 2005.

WONGTEERASUPAYA, C.; VICKERS, J.E., SRIURAIRATANA., etal. A
non-occluded, systemic baculovirus that occurs éfiscof ectodermal and
mesodermal origin and causes high mortality inkleek tiger prawrPenaeus
monodonDiseases Dis. Aquat. Org/,21, p.69-77, 1995.



102

CAPITULO V

RELAGAO ENTRE PARAMETROS DE CULTIVO E A
ENFERMIDADE DA MANCHA BRANCA EM FAZENDAS DE
CAMAROES DE SANTA CATARINA

Sérgio Winckler da CostalLuiz Rodrigo Mota Vicente Talita
Medeiros de SouZaEdemar Roberto Andreafta Maria Risoleta Freire
Marque$

@) Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensao RuGdmta
Catarina — EPAGRI.

Artigo formatado de acordo com as normas da reviR&vista
Pesquisa Agropecuéria Brasileira (PAB)



103

RESUMO - Avaliou-se a relagdo entygarametros fisico-quimicos e
biolégicos do cultivo de camardo com a enfermiddde virus da
sindrome da mancha branca (WSSV). Foram consigemdcorréncia
de mortalidades, caracteristicas fisico-quimicaagie e solo, exame e
analise microscopica a fresco, anélise microbickghistopatolégica e
molecular (PCR) para WSSV em camarfes de oito fmmede Santa
Catarina, entre 2008 e 2009. A presenca do WSS\ddtactada em
camardes de cinco fazendas, com registros da dadéatenem ciclos
anteriores. A temperatura da agua foi semelharite éavendas com e
sem WSSV, com mortalidades ocorrendo em intervakxendentes
entre 24,6 to 29,29°C. Nao foram encontradas difar® significativas
(P>0,05) entre as alteracdes observadas nas analisessedpicas a
fresco, o tempo de coagulacéo e presenca de vigidemolinfa em
camardes de viveiros com e sem WSSV. As concersagé nitrito,
silica, fenol e alcalinidade na agua e pH do sptesentaram diferencas
significativas (P<0,05) entre os viveiros com e 3#®SV. Os valores
de nitrito, silica e pH do solo estiveram dentros dbmites
recomendados para o cultivo de camardes, ndo ador@mesmo com
a alcalinidade e concentracdo de fenol, sugerinda velacdo dos
Gltimos com a manifestagéo da enfermidade da méaeimza.

Termos para indexacdo Litopenaeus vannamefenol, alcalinidade,
virus da mancha branca,
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ABSTRACT - We evaluated the relation among physicochemicdl an
biological parameters in shrimp farming with thesedise White spot
syndrome virus (WSSV).The occurrence of mortality, physical
chemical characteristics of water and soil, clihiead microscopic
analysis, microbiological analysis, as well as dpsthological and
molecular diagnosis (PCR) were used to monitoriregvihite spot virus
(WSSV) in ponds of eight farms in Santa CatarinaziB, between 2008
and 2009. The virus was detected in five farmsctviniad displayed the
disease in previous cycles. The temperature ofwhier was similar
among farms independently of the presence of tmasyiwhereas
mortalities were seen during temperature elevatiorthe range from
24,6 to 29,29°C. No significant differences>QF05) were seen
regarding the hemolymph clotting time, circulatingbrios and
microscopic analysis in shrimps among ponds eithttr or without the
virus. Nitrite, silica, phenol and alkalinity as Mas soil pH values
presented significant differences (P <0.05) amdmgpionds affected or
not by the WSSV. Nitrite, silica and pH values wesghin the
recommended limits for shrimp cultivation, where¢he opposite was
seen for the alkalinity and phenol concentratiaiggesting a relation of
the latter with the manifestation of the white spisease

Index terms. Litopenaeus vannamephenol, alkalinity, white spot
syndrome virus (WSSV)
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INTRODUCAO

Enfermidades virais tém provocado sérios impaemsEndmicos nos
cultivos de camarbes peneideos nos principais asedutores,
destacando-se entre elas a doenca da mancha lransada pelo virus
da sindrome da mancha branca (WSSV) (Lightner, 2005

O primeiro registro da enfermidade da mancha bramzaOceano
Atlantico ocorreu no ano de 2005, em fazendas dadBsde Santa
Catarina, sul do Brasil (Seiffert et al., 2005)siévs como relatado para
outros paises, os efeitos da enfermidade nest@orégiam desastrosos,
provocando uma queda de aproximadamente de 95%ratugdo,
passando de 4.189 t no ano de 2004 para 172 tandea®009 (Costa,
2010).

Alteracdes na qualidade fisica e quimica da agsavideiros de cultivo
podem ocasionar stress e alteracdo no estado iGgicmldos camardes,
tornando-os suscetiveis ao ataque de patdgenossiyaga000).

Uma das principais caracteristicas da enfermidadeahcha branca é a
replicacdo viral medianteondicbes estressantes (Lo, et al, 2005).
Fatores como a temperatura da agua, salinidadgérugi dissolvido,
amonia, ph e toxinas derivadas de pesticidas tdm associados com
mortalidades massivas devido ao WSSV (Fegan eo€lif2001).
Poucos estudos foram realizados para buscar unueisagg® entre
parametros fisico-quimicos e biolégicos e a matsfE® da mancha
branca em camardes cultivados. Corsin et al. (2@pbntaram a
localizacdo das fazendas, o peso médio dos camandpsmeiro més
de cultivo, as datas de povoamento e 0 uso degagirerciais como
fatores de risco para infeccdo por WSSV em camarGitivados em
arrozeiras no Vietnam. Peinado-Guevara e LopezeMgR006)
relacionaram a alteracdo de parametros de culévald a um periodo
de fortes chuvas com a ocorréncia de mortalidadds WSSV em
viveiros de camardo no México.

Diante do grande impacto causado pelo virus da Imambcanca na
criacdo de camarfes de Santa Catarina, o presabtdhib buscou-se
avaliar a relacdo entre a enfermidade e paramésiz®-quimicos e
biolégicos de cultivos de camardes do estado.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em dois viveiros de oitcefadas de camarodes,
seis no ano de 2008, cinco localizadas no Muniapibaguna (B, C, E,
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F e G) e uma no Municipio de Biguagu (A) e duasano de 2009,
localizadas no Municipio de Laguna (D e G) (Taligla

Tabela 1 Localizacdo das fazendas, area dos viveiros (vidlgta de
povoamento, ocorréncia de mortalidades antericoed\{5SV (S) e densidade

de camar®es por viveiro

Ffizenda Municipio Coordenadas Area Data Mort. Dens.
Viv (ha) Pov. WSSV cam/n?
A V1 Biguacu 27°24'56,4"S 3,2 24/01/08 - a15,
V3 48°36' 22" W 3,7 24/01/08 - 15,0
B Vi Laguna 28°35'245"S 4,5 18/12/07 - 011,
V2 48°50'15,1"W 4,9 18/12/07 - 10,0
c V2 Laguna 28°31'26,3" S 3,5 05/02/08 S 9,4
V7 48°47'48,3" W 3,5 05/02/08 S 9,4
D V2 Laguna 28°29,7748"S 5,0 11/02/09 S 8,0
2009 V3 48°47'545"W 4,6 11/02/09 S 8,6
E V2 Laguna 28°21'44,8"S 4,0 18/12/07 S 3,8
V3 48°5321,5"W 3,5 18/12/07 S 5,7
F Vi1 Laguna 28°21'47"S 3,4 18/12/07 S 8,9
V2 48°53'18,5"W 3,1 18/12/07 S 4,8
G V2 Laguna 28°31'31,2"S 2,5 11/01/08 S 18,0
2008 V3 48°46'58,2"W 1,9 11/01/08 S 15,8
G Vi1 Laguna 28°31'31,2"S 2.4 08/12/08 S 9 7,
2009 V2 48°46'58,2"W 2,5 08/12/08 S 8,0

N&o foram verificadas mortalidades ou diagnostia mancha branca
em ciclos anteriores na fazenda A e na fazendasBulivos dos anos
de 2006 e 2007. Na fazenda C foram observadaslidadas no ano de
2006, ndo ocorrendo cultivo em 2007. Na fazenda ddrreram
mortalidades no ano de 2005, ndo sendo realizadtrgos em 2006 e
2007 e 2008. Nas fazendas E e F ocorreram mowdaisdaos anos 2004,
2005, ndo sendo realizados cultivos no ano de 200B6servando-se
mortalidade no cultivo realizado no ano de 2007.FAzenda G
apresentou mortalidades nos anos de 2005, 200®% R ano de
2008 as fazendas foram povoadas com pés larvaséseotigens, a
fazenda A utilizou pos larvas de banco de repradatcultivado, as
fazendas B, E e F pés larvas produzidas a partiadplios do nordeste,
as fazendas C e G pds larvas de camardes sobreg\eemortalidades
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por WSSV. No ano de 2009 as fazendas D e G povoamm as
mesmas pos larvas produzidas a partir de camaobesvé/entes.

Os cultivos foram monitorados desde o povoamergoaatiespesca,
registrando-se a quantidade de pds larvas povopdss,dos camardes
na colheita e biomassa final, para posterior caldal sobrevivéncia em
cada viveiro. No caso de ocorréncia de eventosltdengortalidade
foram obtidas informagBes sobre o peso dos camadesnpo de
cultivo.

Semanalmente foram coletados entre seis a 10 casn@di viveiro
com auxilio de tarrafa, sendo o nimero de coletayigeiro dependeu
do tempo de cultivo. No momento da coleta, na fdagefoi realizado o
exame clinico dos camarbes através da observac&@itatacdes na
coloracdo da carapaga, dos apéndices (pereidpoplespodos,
urépodos e antenas) e branquias, deformidades stim,r@abdémen e
apéndices, replecao intestinal, registrando agsriwdgdes em planilha
de amostragem (Cuéllar-Anje2008). Em seguida, os camardes foram
colocados em sacos plasticos com agua e oxigéaia,t@ansporte vivo
até o Laboratorio de Diagndstico para AquiculturaA), da Epagri,
na Cidade de Tubardo. No laboratério, com os cagsarivos, efetuou-
se o calculo do tempo de coagulacdo da hemolir@jTem segundos,
a partir de amostras de hemolinfa retiradas cormngser de 1mL
introduzida na parte ventral do camaréo, entrefalaiérax e o primeiro
somito abdominal e espalhadas em lamina histolodisguirre-
Guszméan e Sanchez Martinez., 2005), realizandayseotal de 96
analises.

A quantificacdo de vibrios em amostras individutishemolinfa (entre
0,1 a 0,3 mL) de seis camardes por viveiro, setestas por fazenda,
foram coletadas em cémara de fluxo laminar. A herfaolde cada
camarao foi semeada em uma placa contendo meigltdeactiossulfato
citrato bile sacarose (TCBS) com posterior incubagé estufa por 24 h
a temperatura de 35 °C (Cuéllar-Anjel, 2008). Apdperiodo de
incubacdo foi observado e registrado o numero deapl com
crescimento de colbnias de vibrios em cada amegstraviveiro e os
resultados expressos em percentual do total adalisa

Utilizando-se as mesmas amostras de camardesdprese a analise a
fresco através da montagem de laminas e obsendigiia de tecidos
em microscopio optico (Lightner, 1996; Aguirre-G@mme Sanchez-
Martinez, 2005). Observou-se a presenca de epiEEIENNOS
pledpodos, pereiépodos e branquias e avaliou-sew @e estresse a
partir da observacdo da coloracdo dos apéndicegpansfo dos
cromatoforos. Posteriormente, fez-se a dissecagdocdmarbes para
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exame do hepatopancreas (deformidades e quantitadpidios) e
analise do conteudo intestinal (presenca de greamrcianobactérias e
restos de outros camardes (canibalismo)). Pam itah estudado foi
estabelecido um valor numérico do grau de sevezidatuma escala de
0 a 4 seguindo critérios descritos por Lightn&9@) e Cuéllar-Anjel
(2008) e os resultados foram expressos em per¢edgueamardes de
cada amostra por grau de severidade.

Para a realizacdo de analise histopatolédgica faagmturados camardes
vivos, de tamanhos variados, nos quais foi injetadéucdo de
Davidson, onde foram mantidos por 24 horas. Em idagudoram
transferidos para uma solucdo de etanol 70%, afqualibstituida por
outra idéntica, apos 24 horas. Foram preparadadsdarhistologicas de
acordo com procedimento descrito por Lightner (199hde as
amostras fixadas em Davidson foram desidratadaduidas em
parafina e seccionadas em micrétomo (EP-31-200@kyMath) na
espessura de 3-5 um, coletadas em laminas e postente coradas em
Hematoxilina e Eosina (HE). As laminas foram fotdgdas (dsc-w
120, Sony) e examinadas em microscopio optico (BawcBioval) para
observacao da presenca de nucleos hipertréficosiradusdes centrais
basofilas, cercadas por cromatina marginal em dscide origem
ectodérmica e mesodérmica caracteristicas de adeppr WSSV
(Wongteerasupaya et al., 1995). Foram examinadas Euminas por
camardo, num total de 197 camarfes analisados, veoiacoes no
numero de animais por viveiro. Os resultados foexpressos em
numero camarfes com diagnéstico positivo em rela@dotal de
camardes examinados por viveiro.

A deteccdo do WSSV foi realizada através da and@lsséPCR em
amostras de pos larvas coletadas no momento doapmo e
amostras de camardes capturados com auxilio defaarquando
ocorriam elevadas mortalidades ou na despescaddevoairo. Cada
amostra foi composta por 150 exemplares, constisuite pos larvas
inteiras ou pledpodos retirados dos camardes, dx&in etanol 95% e
armazenados em frascos plasticos de 200 mL nangéapde 1:10. As
andlises de PCR foram realizadas no LaboratoriBidearcadores de
Contaminacdo Aquéatica e Imunoquimica (LABCAI), UES®ara a
extracdo do DNA gendmico foi utilizado o protocd® Souza (2008), a
partir de unpool de tecidos (pds larvas ou ple6podos) de cincoasim
da amostra inicial. Foram realizadas duas an&lieesamostra de cada
viveiro para pds larvas e de duas a quatro pararfeas de uma Unica
amostra, sendo que para as fazendas C e G and@@@8 realizadas
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analises em quatro amostras por viveiro, totaliadilanalises para pos
larvas e 77 para camardes.

A deteccdo do WSSV foi realizada a partir da angal@@o de um
fragmento do genoma viral através da Reacéo emi&dddolimerase
em dois passosiestedPCR, em termociclador de 96 pocos (TGradient,
Biometra, Goettingen, DE), utilizando-se dois pates iniciadores
WS146F1/WS146R1 (externos) e WS146F2/WS146R2 (iosr
descritos por Lo, (1996) e recomendados pela Ofs. reacdes de
amplificacdo foram realizadas conforme o protocdescrito por
Marques (2007) em um volume final de |25 contendo 1ul de DNA
(200 ngpl), Tris 10 mM, MgC} 3,0 mM, 200uM de cada dNTP, 140
nM de cada iniciador (WS146F1 e WS146R1) e 1UTdg DNA
Polimerase (Biosystems). A desnaturacdo iniciatf%C9or 2 minutos
foi seguida de 39 ciclos de desnaturacdo a 94°C Ilponinuto,
anelamento a 55°C por 1 minuto e 30 segundos aséixie 72°C por 2
minutos. A extensao final foi realizada a 72°C paninutos. Apds a
amplificacdo, 1ul do produto foi adicionado ao segundo passo de
amplificacdo (PCRhested em uma mistura idéntica a descrita acima
para a primeira reacdo, sendo, neste caso, utibzagar de iniciadores
WS146F2 e WS146R2. Apdés uma desnaturacao inicBd°€ por 3
minutos, as condi¢des da reacdo foram as seguamekmento a 55°C
por 1 minuto e extensé@o a 72°C por 2 minutos, siegdé 35 ciclos de
desnaturagcdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a p6f@ minuto e
extensdo a 72°C por 1 minuto. A extensao finatdalizada a 72°C por

5 minutos.

Como controle positivo foi utilizado uma amostraRNA extraida de
pledpodo dd.. vannameigujo resultado foi positivo para a presenca de
uma sequéncia génomica do WSSV e como controletinegtoi
utilizado uma amostra sem DNA mold&.anélise dos produtos de PCR
foi realizada através de eletroforese em gel deoaga2%, apos
coloracdo com brometo de etideo, e o resultadodotmmentado em
camera digital. Os resultados foram expressosmeieero de analises
(poolg positivas em relagéo ao total de analises retdzaor viveiro.

A temperatura da agua foi medida através de segletndnico de
registro de temperatura (Stowaway Tid Bit, OnsBcasset, USA),
com medidas de 30 em 30 minutos, mantido fixoaoallde coleta da
agua em um viveiro por fazenda, com excecédo dandas E e F, onde
foi utilizado apenas um sensor por serem vizinhas.

Foram realizadas coletas semanais de 4gua e qaiszée solo ao
longo de todo o cultivo, no periodo da manha. Assiras de agua
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foram coletadas na comporta de despesca na irgeifa@/solo, através
de um frasco coletor, sendo armazenadas em frgdaeicos. As
amostras de solo foram coletadas na comporta gesiEs retirando um
perfil de 10 a 15 cm, com auxilio de coletor deslarmazenadas em
sacos plasticos. Apos a coleta, as amostras de @gs@lo foram
acondicionadas em caixas isotérmicas para tramspté#to LADA, em
Tubaréo.

A agua foi previamente filtrada (14 pm) para pasteranalise,
conforme metodologia a seguir: pH, através do @tdm(modelo AT
350, Alfakit, Florianopolis); salinidade, através refratdmetro manual
(precisdo 0 — 100%o0) (S/Mill-E, ATAGO, Saitama, ;JRjlcalinidade,
pelo método titulométrico de neutralizacédo, adapfaat Alfakit (2007);
sulfetos totais, nitrato, aménia, nitrito, ferratodosfato, fenol e silica,
através do método colorimétrico para fotocolorimetrdaptado por
Alfakit (2007). A concentracdo de sulfeto ndo #vel (HS) foi
calculada a partir dos valores de sulfeto totalsevalores de pH e
temperatura da agua na coleta (Boyd, 1998). Asrmatactes foram
realizadas em um fotocolorimetro (modelo AT100PBI|falét,
Florianépolis) que apresenta 100 curvas pré progglas) sendo
compativel com a metodologia “Standard Methods 26061 resolucao
de 0,01 mgL* para concentracdo e 0,01 para absorbancia, canswe
relativa de 2%. Para cada parametro foi realizasototal de 194
andlises.

Para efetuar as analises de solo (exceto maté@mion), inicialmente
as amostras foram diluidas em agua destilada,ifogaita (4.000 rpm)
por cinco minutos, filtrada (14 um) com auxilio bemba de vacuo.
Para o célculo dos parédmetros foi levado em coreide o peso da
amostra e o volume de agua utilizado. Os paramatiesados foram
fenol, amdnia, nitrato, nitrito, ortofosfato, sutfee pH, matéria organica
e aluminio, utilizando método colorimétrico paratofmlorimetro,
adaptado por Alfakit (2007) e as determinacdesniorsalizadas como
descrito anteriormente, com um total de 124 arslg@ parametro,
exceto para matéria organica, com 79 analises.

Os resultados de cada parametro determinado fogmpados, de
acordo com o diagnoéstico da presenca ou ausénci/Si8V, por
viveiro. Os resultados das analises microscépicas a frasite es
grupos com e sem WSSV foram analisadas atravéesie tle Qui
Quadrado, a 5% de probabilidade. Os valores daliseméafisico-
guimicas da agua e solo, tempo de coagulacéo dalihtare presenca
de vibrios, quando observadas distribuicdo nornh@ireogeneidade das
variancias, as diferencas entre os grupos forartisadas através do
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teste de comparacdo de médias “Z" e, caso contrpeilo teste ndo
paramétrio de Mann Whitney, considerando um nivéhimo de
significancia de 5%.

As andlises foram realizadas através do progratatistEo SysEAPRO
— Sistema Sistema Estatistico Aplicado a Produgamsédo 2.0
(Pernambuco).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados dos cultivos de oito fazenid camarbes
verificou-se a ocorréncia de mortalidades elevadasliagndsticos
positivos para WSSV em cinco fazendas, quatro wodan2008 e uma
no ano de 2009 (Tabela 2). Foram registrados eskdtpositivos para
0 WSSV por PCRnestednos camardes das fazendas C (viveiros 2 e 3),
nos da G, safra 2008 (viveiros 2 e 3), da E (wv8ire da G, safra 2009
(viveiro 2) e, presenca de inclusBes histopatoggcaracteristicas de
WSSV, nos camardes das fazendas C (viveiro 2), (@a/&iro 1), da G,
safra2008 (viveiros 2 e 3), da E (viveiro 3) eGiasafra 2009 (viveiros
1 e 2) (Tabela 2). As sobrevivéncias observadas vingiros das
fazendas afetadas pelo WSSV foram baixas, varided®,26 a 23,8%,
com excecdo do viveiro 1 da Fazenda G safra 2@98,65%, por ter
ocorrido uma despeca emergencial, poucos diasaindsio do cultivo.
Nas Fazendas A, B, e D ndo foram verificadas mdadés elevadas
com sobrevivéncias entre 36 e 55%, sem a obserdacdimais clinicos
de WSSV e com resultados negativosmested®CR e histopatologia.
As mortalidades elevadas e resultados positivos Y&8SV ocorreram
em fazendas onde a enfermidade ja havia se madfesm ciclos
anteriores, com excec¢do da Fazenda D, que permatréseanos sem
cultivo ap6s o ultimo evento do WSSV. Estes redoliaséo sugestivos
de que o0 virus permaneceu nos viveiros ou no arebiexterno as
fazendas infectadas entre os ciclos de cultiveasgEpbssibilidades s&o
relatadas por Quang et al.(2008) que realizaramatecddo de WSSV,
com taxas superiores a 10%, em amostras de vivieiflestados e em
canais circunvizinhos, 20 meses ap0s do surto féaneidade.

As altas mortalidades nos viveiros afetados ocamegntre 26 e 51 dias
apos 0 povoamento, com peso dos camardes variandgOda 8,1 g.
Nestas fazendas foram observados camarbes com agidbor
avermelhada, sinal tipico da mancha branca, prasdeccamardes
moribundos e mortos na lateral dos viveiros, preggate caranguejos
mortos e aves alimentando-se de camardes mortoemPortamento da
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enfermidade da mancha branca observado no preseatialho é
semelhante ao descrito paritopenaeus vannameo Equador, onde as
mortalidades elevadas geralmente ocorreram entige 8D dias apés o
povoamento, com mortalidades variando de 60 a 98%irtto a oito
dias ap0s deteccéo dos primeiros sinais clinicodriBuez et al., 2003).

Tabela 2. Data, tempo de cultivo e peso dos camarfs eventos de
mortalidade, relacdo do nimero de amostras posipasa WSSV (PCR) e de
camarbes com lesdes histopatoldgicas caractesist{béstop.) com o ndamero
total analisado e sobrevivéncia final por viveiro.

Fazenda  DAB  Ciilo momal PCR Histop. SO
(dias) )]
A V1 - - - 0/3 0/10 36,0
V3 - - 0/2 0/20 49,8
B Vi1 - - - 0/4 0/5 53,0
V2 - - - 0/4 0/5 55,0
C V2 03/03/08 26 4,5 3/13 1/40 <50
V7  04/03/08 27 50 6/11 nr <50
D V2 - - - 0/2 0/15 47,9
2009 V3 - - - 0/2 0/15 41,6
E V2 04/02/08 a7 8,1 nr nr 23,8
V3  04/02/08 a7 7,9 2/2 01/7 12,0
F V1  07/02/08 50 55 0/2 01/6 9,6
V2 07/02/08 50 6,0 nr nr 13,5
G V2 03/03/08 51 50 2/8 01/6 50
2008 V3  03/03/08 51 50 10/14 05/17 3,26
G V1 06/01/09 29 4,5 0/4 3/17 65,0
2009 V2  06/01/09 29 4,0 2/4 1/34 215
nr = ndo realizado; - = nao ocorreu mortalidade.

Pérez et al. (2005) sugeriram que as pos larvasnpaer a fonte inicial
da carga viral, considerando também a possibilidizdamplificacdo da
doenca ou mesmo a fonte do virus ser devido aqurea positivos que
fazem parte do habitat ou da dieta normal dos d@saA ndo deteccdo
de WSSV nas amostras de poés larvasngstedPCR e a utilizacdo das
mesmas pés larvas por fazendas com e sem moredigada mancha
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branca séo indicativos de que as pds larvas namfoesponsaveis pela
manifestacdo da enfermidade.

N&o foram encontradas diferencgas significativa®(®5) nos resultados
das andlises microscopicas a fresco nos camaréresaosnviveiros com
e sem WSSV (Tabela 3). Nos parametros presencpictamensais nos
pereiépodos, nas branquias e nos pleépodos, peegengianobactérias
no intestino e canibalismo, foi observado maioceetual de camardes
com graus de severidade variando de 0 a 2. Parpadametros
condi¢Bes do hepatopéncreas, presenca de gregargras de estresse
ocorreram maiores percentuais nos graus de segleriia 4.

Esses resultados séo indicativos de problemas (die ssos camardes
cultivados em todas as fazendas analisadas e pedémfluenciado nas
baixas sobrevivéncias em fazendas sem a presents8¥. Infecgdes
severas de gregarinas podem produzir anomaliapitéli@ e mucosa do
intestino médio, provocando perfuracdes, crianda tota de entrada de
bactérias

oportunistas, tipo vibrios (Gémez, 2001). Por ouado, alteracdes
significativas no hepatopancreas, como deformidadbaixo nivel de
lipidios, estdo relacionadas a problemas nutri¢sora presenca de
microrganismos patogénicos (Mendes et al., 2007).

O percentual de camardes com presenca de vibribemalinfa foi de
14% para viveiros com WSSV e de 12,8% para viveserma WSSV,
nao apresentando diferengas significativas entr@>6,05). Existem
indicativos de que o processo da enfermidade dachmabranca é
aumentado grandemente pela presenca de bactétiagémpiaas ou
oportunistas, existindo uma possivel associacae esotrtos de WSSV
com a presenca de vibrios luminescenteLemannamei(Horowitz &
Horowitz, 2001).

O tempo médio de coagulacdo da hemolinfa obser@adoamardes de
viveiros com WSSV foi de 36,25 segundos e para dasaviveiros
sem WSSV de 37,16 segundos, ndo apresentando ngisre
significativas entre si (0,05). Valores de tempo de coagulagdo da
hemolinfa superiores a 30 segundos indicam a exist&le problemas
na saude dos camardes (Aguirre Guzman & Sanchemilar2005).

O percentual de amostras com tempo de coagulacabenilinfa
superior a 30 segundos foi de 83% para camardesvd#os com
WSSV e de 72 % em viveiros sem WSSV, podendo dkxoedos
elevados percentuais de infecc@o por parasitoscrizs conforme
observadas nas analises microscopicas de tecfdesca.
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Tabela 3. Percentual de camardes por grau deidaderde presenca de
epicomensais nas branquias, pereidpodos e plepmdssnca de canibalismo,
gregarinas e cianobactérias, condicdo de stressheghtopancreas em viveiros
sem (-) e com (+) WSSV e o niumero de amostras (n).

%/GRAUS

Parametros | 0 1 2 3 4 | n| Estatistica
Branquias
WSSV - 84,38 3,13 4,69 781 0 64 a
WSSV + 7432 1,35 9,46 12,16 2,7 74 a
Perei6podos
WSSV - 41,54 10,77 13,85 26,15 7,69 65 a
WSSV + 53,73 1,49 19,4 13,43 11,94 67 a
Pledpodos
WSSV - 33,85 3,08 21,54 26,15 15,38 65 a
WSSV + 59,09 1,52 13,64 18,18 7,58 66 a
Canibalismo
WSSV - 69,35 1,61 19,35 3,23 6,45 62 a
WSSV + 62,50 0,00 21,88 12,50 3,13 64
Gregarinas
WSSV - 430 15 17,0 154 23,1 65 a
WSSV + 52,0 0 138 246 9,6 65 a
Cianobactérias
WSSV - 58,93 0 23,21 10,71 7,14 56
WSSV + 64,18 2,99 23,88 5,97 2,99 67 a
Stress
WSSV - 0 1,64 27,87 44,26 26,23 61 a
WSSV + 0 0 34,85 39,39 25,76 66 a
Hepatopéncreas
WSSV - 0 0 41,27 33,33 254 63 a
WSSV + 0 0 24,62 46,15 29,23 65 a

Percentuais por pardmetro com a mesma letra nécedifentre si pelo teste de
Qui Quadrado, a 5% de probabilidade.

Os intervalos de temperatura da &agua das fazeodds foram
observadas mortalidades massivas foram semelhantedas fazendas
sem mortalidade, ndo ocorrendo oscilagbes brusdasasd As
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temperaturas médias diarias da agua dos viveisogram entre 22,45 a
29,.9C na Fazenda A, entre 22,94 a 29®8a Fazenda B, entre 19,17 e
30,10C na fazenda C, entre 19,70 a 2%B#Aa Fazenda D, entre 23,19
a 30,52C nas Fazendas E e F, entre 22,85 a 29,82 fazenda G, safra
2008 e entre 21,21 a 2985 na Fazenda G, safra 2009. As
temperaturas no dia de inicio das altas mortalisladaaram-se na faixa
de 26,25 a 28,57°C na Fazenda C, entre 24,6 a2 fazendas E e
F, entre 27,20 a 29,29°C na Fazenda G, safra 208&re 25,07 a
26,6°C na Fazenda G, safra 2009. Em todas as fzasdmortalidades
ocorreram em periodos de elevagcédo da temperatugguda(Fig. 1). A
elevacdo na temperatura da agua aumentou a madg@lide L.
vannameiinfectados experimentalmente com WSSV (Sonnenbpl&h
Rodriguez, 2002).

As temperaturas observadas nos periodos de madaliktdo dentro do
intervalo de oscilagcdo diaria de 26 a 30°C registram mortalidades
massivas em cultivos no México em 2007 (CIBNOR 800

Fazenda C FazendasEeF

Temperatura 2C
Temperatura 2C

5/2 15/2 25/2 6/3 16/3 26/3 5/4 15/a 25/a  9ata 16/1 23/1 30/1 6/2 13/2 20/2 27/2 5/3 12/3  data

Fazenda G 2008 Fazenda G 2009

34
32
30
28
26
24
22
20
18
16/1 26/1 5/2 15/2 25/2 6/3 16/3 26/3 5/4 data 8/12 18/1228/12 7/1 17/1 27/1 6/2 16/2 26/2 data

Temperaturas 2 C
~
Y
Temperaturas C

Figura 1. Temperaturas maxima, média e minima da agr fazenda, com a
indicacdo da data de inicio da manifestacdo da haabranca.

Na analise dos parametros fisico-quimicos da aguamnf encontradas
diferencas significativas (P<0,05) nas concentragde alcalinidade,
fenol, nitrito e silica entre os viveiros com e S&8SV, ndo ocorrendo
diferengas significativas #9,05) nos parametros amodnia, ferro, pH,
nitrato, ortofosfato, salinidade e sulfeto (Tabdla Nos parametros
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fisico-quimicos do solo foram encontradas difersneanificativas
(P<0,05) nos valores do pH entre viveiros com e $¥BSV, ndo
ocorrendo diferencas significativas entre as canaedes de aluminio,
amonia, ferro, ortofosfato, fenol, sulfeto e maténganica (F0,05).

Tabela 4.Concentracdo média e desvio padrdo dos pardmésios &€ quimicos
da agua e do solo em viveiros (Viv) com (+) e SgMNSSV e 0 nimero de
amostras.

Viv WSSV + Viv. WSSV -

Paratras agua

Alcalinidade (mgLY) 88,35% +23,76 (108)** a 119,76 +48,52 (86) b

Salinidade (%0)
Aménia (mgL?)
Fenol (mgL})
Ferro (mgLY)
Nitrato (mgL?")
Nitrito (mgL™)
Ortofosfato (mgL)
pH

Sulfeto (mgL?)
Silica (mgL™)

13,733,72 (108) a
0,61 +0,65 (108) a
2,95 +1,90 (108) a
0,29 +0,24 (108) a
0,16 +0,47 (108) a
0,03.+0,05 (108) a
0,38.+0,36 (108) a
7,86 40,41 (108) a
0,03.+0,04 (108) a
0,87.+0,73 (108) a

12,93 +5,33 (86) a
0,84 +1,22 (86) a
2,06.+1,28 (86) b
0,26 +0,19 (86) a
0,10 +0,17 (86) a
0,02.+0,02 (86) b
0,34 +0,30 (86) a
7,91 +0,55 (86) a
0,03.+0,03 (86) a
1,09 +0,55 (86) b

Parames solo

Aluminio (mgL™)
Amoénia (mgL?)
Fenol (mgLY)
Ferro (mgL?)

Mat. Orgénica (%)
Otofosfato (mgL')
pH

Sulfeto (mgL?)

0,55+0,40 (63) a
1,60 +1,50 (63) a
0,49 +0,42 (63) a
1,11+1,25 (63) a

3,84 5,98 (37) a
1,07 +0,95 (63) a
7,68.40,36 (63) a
0,06 +0,06 (63) a

0,55.+0,35 (61) a
1,51 +1,33 (61) a
0,64 +0,61 (61) a
0,82.+0,52 (61) a
3,26.+3,13 (42) a
1,26 +0,91 (61) a
8,04 +0,43 (61) b
0,07 40,04 (61) a

*Médias+desvio padrdo seguidas de letras iguaigifécem entre si pelo teste
de Mann Whitney e Teste “Z” (salinidade e pH soéo}% de probabilidade

** nimero de amostras
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As concentragdes de nitrito e silica na 4gua e d@kolo estdo dentro
ou muito proximos aos limites considerados adeggipdoa o cultivo de
camardes (Boyd, 2001) e possivelmente ndo tivergmelgelevante na
manifestacdo da enfermidade da mancha branca. dinddade esta
diretamente relacionada com fatores importanteandeiro cultivo de
camarbes como o efeito tampdo e variacdo diarigptdoda agua,
produtividade dos viveiros, toxicidade de metaisy@B& Tucker, 1998)
e na ecdise dos camarbes (Chanratchakool, 2003p fdéam
encontrados estudos relacionando a manifestacmdeha branca com
valores de alcalinidade em camardes -cultivados. va@®res de
alcalinidade estiveram abaixo dos limites recoméasigpor Boyd (2001)
para o cultivo de camardes (100 rifylem 70,4 % das amostras nos
viveiros com WSSV e em 38,34% das amostras noges/sem WSSV,
podendo ter influenciado direta indiretamente nestes resultados

A presenca de fendis em ambientes aquaticos podareoc
naturalmente, pela decomposicdo de vegetacdo eguaiu pela
introducéo, por efluentes industriais e esgoto diceou formado pela
degradacdo de certos pesticidas no solo (CCME,)199%gua de
abastecimento das fazendas de camarfes onde faaficados os
maiores valores de fenol é captada no ComplexonagBul de Santa
Catarina, que apresenta um forte comprometimentoqurdidade,
devido a poluicdo decorrente da extracdo de candlentes
industriais, esgoto doméstico, agrotoxicos e dgjdosuinos (Munhoz,
2001).

N&o foram encontrados relatos sobre a toxidadea para camardes
peneideos, no entanto, para 0 camdtdangon septemspinosa o
moluscoMya arenariafoi encontrado o valor de LT 50 de 21 horas de
exposicéo a concentracdo de 7,5 thgle fenol (McLeese, et al., 1979).
Boyd & Tucker (1998) incluem

o fenol entre produtos quimicos com risco de coimarmviveiros de
cultivo, com um valor para toxicidade aguda de X fpara o LC50
em 96 h, sem mencionar a espécie. Alguns valorésndé encontrados
estdo préximos aos limites anteriormente citadosicipalmente nas
Fazendas E e F. Estas fazendas estdo localizadasmeamregido
proxima a areas de plantio de arroz e apresentimdsdurfa nos seus
viveiros, que poderiam ser uma fonte de fenol. Ascentractes de
fenol encontradas no presente trabalho podem maatiteyido niveis
letais, mas ter atingido niveis sub-letais, sufitde para causar stress
nos camarfes e provocar o surgimento da enfermidadenancha
branca.
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CONCLUSOES

1 - Fazendas de camardes com histérico recente deéoci@rda
enfermidade da mancha branca apresentam maiores de incidéncia
de surtos.

2 - Temperatura da agua dos viveiros em elevacate(€4,6 e
29,29°C) pode favorecela manifestacdo da enfermidade da mancha
branca em camardés vannamei.

3 - Concentragbes elevadas de fenol e baixas alcaliesddd agua
podem estar relacionadas com a manifestacdo enfaimida mancha
branca em camardés vannamei
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CONCLUSOES GERAIS

1 — A mais provavel via de ingresso do virus daahanbranca em
Santa Catarina foi a importagcdo de nauplius e posas de outros
estados.

2 — Os efluentes contaminados de fazendas afgtatiasnancha branca
foram o principal meio de dispersdo do WSSV erdzeidas de uma
mesma regiao.

3 — A nédo aplicacdo de medidas sanitarias preanpor parte dos
produtores contribuiu para o agravamento da enflze da mancha
branca em Santa Catarina.

4 — O stress causado pelas mas condi¢des do salguteas fazendas
foi o provavel gatilho para a manifestacéo da emftade da mancha
branca em Santa Catarina.

5 — O intervalo de temperatura mais favoravel aifestacdes da
mancha branca (entre 25 a 28 °C) ocorre durantegedodo de cultivo
em Santa Catarina, aumentando o risco de novos tosvede
mortalidade

6 - As principais espécies de crustaceos decipddeS£omplexo
Lagunar Sul foram contaminadas pelo virus da simdrda mancha
branca (WSSV) a partir de efluentes de fazendasuwaardes.

7 — A presenca de WSSV em crustaceos decapodestsily em areas
adjacentes a fazendas de camarfes afetadas petmieafie aumenta
ou se mantém em funcdo do tempo, independente e @portes de
efluentes contaminados, possivelmente pela tras8misertical e/ou
horizontal.

8 - Fazendas de camarfes com historico recente deéoci@rda
enfermidade da mancha branca apresentam maiores de incidéncia
de surtos.

9 - Temperatura da agua dos viveiros em elevacétre(€24,6 e

29,29°C) pode favorecerm manifestacdo da enfermidade da mancha

branca em camardés vannamei.
10 - oncentragbes elevadas de fenol e baixas alcaliéddd agua
podem estar relacionadas com a manifestacdo edftmida mancha
branca em camardés vannamei
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CONSIDERACOES FINAIS

O surgimento da enfermidade da mancha branca era San
Catarina no ano de 2004 causou perplexidade n#mlig®es e setor
produtivo pela inexisténcia de qualquer indiciopdasenca do agente
etiolégico da enfermidade no Brasil. A atividade e encontrava em
fase de consolidacdo em Santa Catarina ndo estayparpda para
enfrentar um problema sanitario de extrema graed&sse episddio
demonstrou uma fragilidade institucional, tantoesgera federal como
estadual nas areas de prevencado e controle dasnild#des aquicolas.
Uma prova disto foi o desconhecimento do statusitésan dos
estabelecimentos de reproducgéo e larvicultura naip fazendo com
gue fossem subestimados os riscos de importacdposgelarvas e
nauplius de outros estados, a mais provavel viagtesso do virus em
Santa Catarina.

Foi verificado que os mecanismos envolvidos na festsicdo da
enfermidade da mancha branca s&o muito complexoso celatados
em estudos anteriores. Os primeiros surtos em cegi@o foram
relacionados a acdo de gatilhos causados pela al@age de solo e
agua dos viveiros, que possivelmente levaram agsst mortalidade de
camardes portadores do virus, desencadeando amioa¢do dos
demais camardes do viveiro por canibalismo e paatfcvirais na agua.
A carga viral na 4gua, liberada a partir dos efieerontaminados, foi
responsavel pela contaminagdo das fazendas préx@masim curto
espaco de tempo, independente das condi¢bes d@ @ds mesmas. A
abrangéncia das fazendas atingidas a partir doss fagiciais da
enfermidade indica que existe uma concentracdonmaimie particulas
virais liberadas na agua necessarias para provooatalidades nas
demais fazendas.

A néo ocorréncia da enfermidade em 10 fazendatizadas em
areas isoladas ou distantes de areas contamindiiaando pds larvas
de mesma origem das fazendas afetadas, reforgpogtémcia da carga
viral na agua na dispersdo da enfermidade. Tambémafivel supor
gue nestas fazendas néo tenham surgido gatilhictestés para causar
elevadas mortalidades.

Falhas na aplicacdo de medidas sanitarias, pelarimailos
produtores, principalmente no que concerne a lfderada agua
contaminada com virus no ambiente e a ndo elimindpd camarfes
mortos, contribuiram de forma decisiva na disperddovirus e na
contaminacdo dos organismos silvestres, vetoreengiais. A
persisténcia de mortalidades altas em cultivosssiMes possibilitou a
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permanéncia do virus no ambiente de cultivo ou eo entorno, que
pode ter sido uma consequéncia dessas praticas.

A presenca do virus nas principais espécies deontaiastaceos
silvestres do Complexo Lagunar Sul em percentuaigados, mesmo
com a reducdo dos cultivos, indica a existénciaude possivel
transmisséo viral entre elas através da reprodog@anibalismo, como
relatado em outros trabalhos. N&o foi possivebestaer se as espécies
estudadas atuaram como vetores nos sucessivos darenfermidade.
Outros organismos foram apontados em diversos asitmmo vetores
potenciais do WSSV, entre os quais espécies do lammipn e
poliquetas. Amostras do plancton foram coletadagarde o
monitoramento das lagoas e fazendas de cultivapassmo amostras
de poliquetas, solo e agua das fazendas para @gi@lga presenca do
WSSV. As amostras foram preservadas em alcoolpammncaso dos
crustaceos, mas, infelizmente, ndo foi possivekkteagio de DNA
integro das mesmas para a realizacdo da analiB€HEe utilizando-se
trés diferentes protocolos descritos na literatissa dificuldade deu
origem a um estudo de mestrado que avaliou difesefdrmas de
fixacdo de amostras e protocolos de extragdo de pidAanalise de
PCR.

O monitoramento de fazendas de cultivo indicou lerobs de
saude nos camarbes em todos os cultivos, refletimaio baixas
sobrevivéncias, mesmo em fazendas onde n&o fofficegld a
ocorréncia da mancha branca. Esses problemas fetacibnados & ma
qualidade da agua e solo dos viveiros como denamtstipelos
parametros fisico-quimicos e biol6gicos analisadds. presenca de
elevadas concentracdes de fenol na agua e soleivds chamou a
atencdo, principalmente em fazendas com solo de &proximas a
regides de cultivo de arroz no Complexo Lagunadeoocorreram as
primeiras mortalidades pela mancha branca. Estepestm € um
indicador de poluicdo podendo ter constituido ndillga para
manifestacdo da enfermidade, necessitando de magstidos para
avaliar o seu efeito na imunologia dos camaroes.

Variacbes na temperatura da &agua dos viveiros t&n s
associadas a manifestagcbes da enfermidade da médmahaa no
intervalo entre 25 a 28°C. Em Santa Catarina a rmmamos surtos
ocorreu dentro deste intervalo de temperatura,ab fgil registrado em
todos os meses de cultivo.

Cinco anos ap6s o0 seu surgimento em Santa Cataina
enfermidade da mancha branca continua causandis g#gjuizos ao
setor produtivo, provocando o fechamento da mausig fazendas. As
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informacdes obtidas na presente tese séo indisativajue a severidade
da enfermidade esta relacionada ao sistema deccelthpregado e as
caracteristicas ambientais e climaticas encontradasstado, os quais
dificultam o seu controle. Diante deste context@rifica-se a
necessidade de uma mudanga no sistema de prodeig@médrées em
Santa Catarina com a aplicacdo de medidas de jiosdade capazes
de evitar o ingresso do WSSV nos cultivos. Derdgtasemedidas estéo a
utilizacéo de larvas originadas de camarfes SRRinelcdo dos vetores
potenciais na agua e fundo dos viveiros, prevedgdiogresso de vetor
através do uso de barreiras ao redor dos viveirasrealizacdo de
cultivos sem renovacgéo de dgua. Acredita-se das esgdidas poderdo
auxiliar no retorno dos cultivos aos patamaresriamés ao surgimento
da enfermidade, como observado em outros paisieslagepela mancha
branca.
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